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RESUMEN

HONGO ENTOMOPATOGENO NATIVO ASOCIADO A LARVAS DE LEPIDOPTERO
CON POTENCIAL DE APROVECHAMIENTO AGRICOLA EN EL VALLE DE
TOLUCA.

!Ricardo Emmanuel Diaz Gonzalez Evaristo Licenciatura de Ingeniero Agrénomo
Fitotecnista.
Asesores: 1JesUs Ricardo Sanchez Pale 'Alejandra Contreras Rendoén.

tUniversidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas. Campus Universitario El
Cerrillo, El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Méx. Cédigo Postal 50200.

Los hongos entomopatégenos representan alternativas al uso y aplicacion de
insecticidas, uno de los métodos mas usados en el control convencional de plagas de
importancia agricola, debido a que representan una alternativa de bajo impacto ecologico
en el control de poblaciones de plagas de distintos cultivos. Se detecto la presencia de
un hongo entomopatogeno nativo del municipio de Zinacantepec, Estado de México en
insectos del orden Lepidoptera. A partir de larvas infectadas se realizaron aislamientos
en medio PDA del posible entomopatdégeno y se analizaron con técnicas moleculares.
También se realizd0 un bioensayo en plantas suculentas de la familia Crassulaceae
infestadas con una especie fitofaga de lepidoptero para confirmar la infeccion del hongo,
determinar la capacidad de mortandad de la cepa y el tiempo promedio de muerte de los
insectos, mediante un ANOVA se midié la mortalidad de la cepa. En los diferentes
crecimientos, siempre fue consistente la presencia del hongo con caracteristicas
morfolégicas similares a Beauveria spp. El analisis molecular indico la identidad del
hongo Beauveria bassiana. La mortalidad de la cepa fue del 100% en la concentracion
de 1x10° y de 80% en 1 x 108, en un tiempo letal promedio de 6 dias y de 5.66 dias
respectivamente. Es importante rescatar, identificar y preservar los microorganismos que
se encuentran en nuestras regiones para conservar la biodiversidad y junto con las cepas
gue se conservan en centros de investigacion, realizar estudios para evaluar su virulencia
y obtener cepas nativas con potencial bioinsecticida e implementar su uso en programas
de manejo integrado de plagas.

Palabras clave: Beauveria bassiana, cepas nativas, lepidopteros.



ABSTRACT

NATIVE ENTOMO-PATHOGENIC FUNGUS ASSOCIATED WITH LEPIDOPTERAN
LARVAE WITH POTENTIAL FOR AGRICULTURAL USE IN THE TOLUCA VALLEY.

Ricardo Emmanuel Diaz Gonzalez Evaristo Agronomist Engineer Phytotechnics.
Autonomous Mexico State University. Faculty of Agricultural Sciences.

Advisors: 1Jesus Ricardo Sanchez Pale 2 Alejandra Contreras Rendon

1 Autonomous University of the State of Mexico. Faculty of Agricultural Sciences. El
Cerrillo University Campus, El Cerrillo Piedras Blancas, Toluca, Mex. ZIP Code 50200.

Entomopathogenic fungi represent alternatives to the use and application of insecticides,
one of the most commonly used methods in the conventional control of pests of
agricultural importance, because they represent an alternative with low ecological impact
in the control of pest populations of different crops. The presence of an entomopathogenic
fungus native was found in the municipality of Zinacantepec, State of Mexico, in insects
of the order Lepidoptera. Isolations of the possible entomopathogen were made from
infected larvae in PDA medium and analyzed with molecular techniques. A bioassay was
also carried out on succulent plants of the Crassulaceae family infested with a
phytophagous species of Lepidoptera to confirm the infection of the fungus, determine
the mortality capacity of the strain, and determine the average death time of the insects.
An ANOVA was used to measure the strain mortality. In the different growths, the
presence of a fungus with morphological characteristics similar to Beauveria spp. was
always consistent. Molecular analysis indicated the identity of the Beauveria bassiana
fungus. The mortality of the strain was 100% at a concentration of 1x10° and 80% at 1 x
108, for an average lethal time of 6 days and 5.66 days, respectively. It is important to
rescue, identify, and preserve the microorganisms that were found in our regions to
conserve biodiversity, and together with the strains that are conserved in research
centers, conduct studies to evaluate their virulence, and obtain native strains with
bioinsecticidal potential, and implement their use in programs of integrated pest
management.

Keywords: Beauveria bassiana, native strains, Lepidoptera.



INTRODUCCION

Las plagas representan un factor limitante para alcanzar altos rendimientos en los
cultivos, causan dafos econdmicos y pérdidas en el rendimiento por altos indices de
poblacion de insectos dafiinos en las distintas etapas del ciclo de los cultivos, esto se
debe a la falta de un correcto manejo de plagas. Desde tiempos antiguos se tienen
evidencias de hongos presentes en el ambiente afectando poblaciones de diferentes
insectos. Los principales avistamientos se observaron en abejas y gusanos de seda por

su importancia econdmica (Espinel et al., 2018).

Los distintos tipos de microorganismos causantes de enfermedades en insectos
representan recursos genéticos Utiles para el control de plagas en la agricultura, el uso
de formulaciones de distintos tipos de estructuras reproductivas particulares de
microorganismos benéficos especificos (hongos, bacterias, virus) aplicados por el
hombre en los cultivos se le conoce como control biologico (Espinel et al., 2018), tiene la
finalidad de que una enfermedad se disemine y establezca en la poblacién insectil (en
este caso existe una relacion insecto/hongo entomopatdégeno) causando una alta tasa
de contagio 0 una epizootia en el agrosistema, la cual en ausencia del hombre no se
obtendria, este método se utiliza actualmente de manera alternativa a los plaguicidas de
sintesis quimica como método de control, manteniendo un estricto monitoreo para medir
el crecimiento poblacional y mantener un adecuado manejo de plagas, generando un

impacto menos contaminante para el ambiente (Russo, 2016).

De las enfermedades que infectan a los insectos el 80% es causado por los hongos
entomopatdégenos y mas de 750 especies estan diseminadas en el ambiente y provocan

enfermedades en insectos (Herndndez, 2019). Es importante contar con

1



microorganismos nativos patogénicos para el control de insectos ya que poseen
adaptacion climatica a la region y puede representar una ventaja frente a otros usados
comercialmente, se deben preservar y aprovechar los recursos genéticos ya que
representan elementos de utilidad en problemas actuales y futuros para aumentar la
variabilidad genética entre las distintas cepas investigadas y usadas en la actualidad

(Garcia, 2011).

Uno de los principios en que se basa el control biolégico de plagas (control biolégico por
conservacion y aumentativo), es el uso de cepas nativas adaptadas a las condiciones
ambientales y presentes en la region (Arrizibita, 2019). Ante la necesidad de contar con
cepas nativas del Valle de Toluca como alternativa para el control de plagas, la
investigacion se realizo a partir de un hongo entomopatdégeno que se avisto dentro de un
invernadero de distintas hortalizas manejadas con enfoque organico, se encontrd
ejerciendo control en distintas especies de lepidopteros, reduciendo la poblacion y
diseminado en larvas que afectaban a la mayoria de los cultivos establecidos en el

invernadero.



II. OBJETIVO GENERAL

Determinar la identidad del hongo que ejerce control sobre especies de plagas de interés

agronomico.

Objetivos especificos:

1.- Identificar el hongo entomopatégeno mediante técnicas moleculares.

2.- Determinar la patogenicidad del aislamiento en distintas larvas.



. HIPOTESIS:

El hongo entomopatdégeno asociado a lepidopteros correspondera a la identidad de al

menos un hongo reportado como agente de control bioldgico.



IV.  JUSTIFICACION

La agricultura convencional requiere el uso de insumos externos para el control de plagas
y enfermedades, los cuales provocan efectos adversos en el ambiente y en la fauna
nativa. El uso de plaguicidas ocasiona bajas en las poblaciones de microorganismos
nativos de la zona, dafian los recursos naturales, ademas si no se usan adecuadamente
pueden causar alteraciones a la sanidad e inocuidad de los cultivos y en cultivos de
exportacion pueden sobrepasar los limites maximos de residuos (LMR) de los estandares
internacionales permitidos. Actualmente se utilizan organismos entomopatégenos para
el control de plagas, los cuales tienen la ventaja de ser de menor costo y amigables con
el ambiente. Uno de los requisitos deseables para el uso de microorganismos en el
control de plagas es que deben de ser nativos de la zona o regidon en donde se desean
utilizar. Se observo la presencia de un hongo entomopatégeno infectando larvas de
lepidoptero. Por tal motivo resulta deseable determinar la identidad del hongo que ejerce

control sobre especies plagas de interés agronémico en el Valle de Toluca.

V. REVISION DE LITERATURA



5.1 Efectos de la produccion agricola convencional en las uGltimas décadas.

Las técnicas adoptadas durante la revolucién verde cambiaron totalmente la manera de
producir, actualmente la agricultura convencional se basa aun en los principios de esta
revolucion los cuales son: producir de manera independiente los cultivos, es decir
monocultivos o parcelas donde Uunicamente hay un tipo de cultivo, se utilizan mayores
volumenes de fertilizantes y plaguicidas, ("plaguicida” comprende todos los productos
quimicos utilizados para destruir o controlar las plagas) asi como agua en grandes

cantidades (Martinez et al., 2018).

Esta transicion de la agricultura, sin duda trajo beneficios en la produccién agricola a
corto y mediano plazo, debido a la eficiencia biolégica de estos agroquimicos en el
momento, sin embargo traeria perjuicios a mediano o largo plazo en los sistemas de
monocultivo actuales, por ejemplo, deficiencias de nutrientes por la extraccién continua
de un monocultivo, mayor presencia de plagas y enfermedades durante el ciclo de
cultivo, asi como la resistencia adquirida por falta de conocimiento en la rotacion de los
sitios de accidon de los plaguicidas sobre estos, el uso de insecticidas acaba con la
poblacion de insectos en general, es decir plagas e insectos benéficos, los cuales en su

ausencia traeria repercusiones mas severas (Pacheco et al., 2019).

La resistencia se puede definir como el desarrollo de la habilidad de algunos individuos
para soportar o tolerar la exposicion a dosis mayores de toéxicos mediante cambios

genéticos en respuesta a la presidon de seleccion, es decir, la poblacion alélica



susceptible va desapareciendo y aumenta la frecuencia alélica resistente en la poblacion

(Penaranda, 2016).

Un uso intensivo de los suelos, no realizando rotaciones de cultivos, las aplicaciones
indiscriminadas de fertilizantes, fungicidas, herbicidas, insecticidas, etc. No solo
provocan la resistencia de los organismos adversos al cultivo, si no que provocan al
mismo tiempo la disminucién de microorganismos benéficos nativos o presentes en la
zona (Pacheco et al., 2019). Los efectos indirectos de todos los agroquimicos mal
aplicados contaminan los cuerpos de agua, mantos freaticos y en caso de los fertilizantes

la eutrofizacion del agua (Garcia, 2020).

5.2 Control Bioldgico

El uso de microorganismos benéficos que sirve para contrarrestar la presencia de
agentes dafiinos y se conoce con el nombre de control bioldgico, sirve para contrarrestar
la incidencia o el aumento de poblaciones a niveles del umbral de dafio econémico que
restarian rendimiento a la produccion. El control biolégico en una de sus definiciones
clasicas es la accién ejercida por parasitos depredadores y patdgenos para mantener la
poblacidn de otros organismos en niveles mas bajos de los que existirian en ausencia de

enemigos naturales (Espinel et al., 2018).

Otra definicion de control biolégico es: el uso de organismos para suprimir una plaga,
reducir el impacto o la tasa de crecimiento de las poblaciones, causando que la poblacion

sea menos abundante o dafiina (Eilenberg et al., 2001). Mas recientemente Cotes (2018)



lo define como el aprovechamiento de las interacciones (simbiosis) adversas para las

plagas como estrategia de produccion de cultivos.

Los cultivos con fines de exportacion pueden ser mas exigentes dependiendo de su
mercado, muchos productores optan por incorporar practicas que aumenten la
rentabilidad (cultivos certificados) e impliquen el uso de microorganismos benéficos, se
debe mencionar que productores de cultivos organicos o de exportacién requieren
insumos de baja toxicidad para control de plagas y enfermedades debido a los andlisis
de los limites maximos de residuos (LMR) por entidades internacionales, en Dinamarca
por ejemplo, se han etiquetado productos con la leyenda producidos con control biologico

y esto ha impulsado a los consumidores a comprarlos (Cotes, 2018).

5.2.1 Parasitoides y depredadores

Los agentes que interacttan en el control biolégico son: los parasitoides, los
depredadores y los patdgenos o antagonistas. Los insectos que parasitan y depredan
otros insectos se conocen como insectos benéficos, puede que sean nativos de la region
0 se introduzcan al cultivo como medida de control, adquiriendo o criando insectos
adultos para diseminar y nos otorguen una reduccion de poblacion de los insectos
perjudiciales al cultivo (Marin et al., 2018). Los insectos benéficos depredadores se
alimentan de presas o huéspedes especificos de su dieta, los parasitoides se presentan

con un concepto mas claro a continuacion.



5.2.2 Hiperparasitismo

Se trata de una interaccion causada por un microorganismo parasito a expensas de otro
huésped que a su vez es un parasito, ya sea por medio de parasitismo en insectos los
cuales ovipositan dentro de o por la colonizacion de un microorganismo infeccioso o por
los exudados o metabolitos secundarios producidos por el microorganismo parasito o
antagonista, por ejemplo: hongo llamado Trichoderma el cual coloniza otros hongos

fitopatdgenos y ayuda en la produccion organica frutihorticola (Chiriboga et al., 2015).

5.2.3 Patégenos (hongos, bacterias, virus)

Existe también una interacciébn de bacterias con insectos como ejemplo tenemos a
Bacillus thuringiensis que secreta proteinas y metabolitos eficientes para ejercer control
sobre plagas y enfermedades, asi mismo, realiza funciones que ayudan en la nutricion
ya que solubiliza fosforo y participa en la fijacibn de nitrégeno, también genera
reguladores del crecimiento vegetal como el acido Indol acético (AlA Acido Indol Acético)

(Corrales et al., 2017).

En una interaccién mas especifica de hongos contra plagas esta Metarhizium anisopliae
como patdégeno de insectos, existen distintos hongos como Cordyceps spp., Beauveria
bassiana, Paecilomyces spp. Lecanicillium lecanii, Enthomoptora, entre otros,
representan el grupo mas importante en el control de insectos plaga ya que realizan su

nutricion a través de estos organismos o0 materia organica (Goémez, 2014).

También existen patdégenos de malezas, se habla de controlar con cepas de hongos,
bacterias, virus o nematodos no dafinas al cultivo y con efecto a las malezas que

9



compitan con el cultivo, como ejemplo en Australia en 1971 se introdujo Puccinia

chondrillina en el control de Chondrilla juncea (Royet, 2020).

El manejo de estos microorganismos es mas facil bajo ambientes controlados, ya que el
objetivo es manejar el clima a nuestra conveniencia, ya que en campo abierto las
condiciones ambientales pueden ser desfavorables para el establecimiento del
microorganismo al usarlo en campo, por lo que es pertinente adecuar estas condiciones

(Pacheco et al., 2019).

5.2.4 Tipos de control biolégico

El control biolégico debe realizarse con base en estudios rigurosos para evitar causar
impactos negativos en el ecosistema y utilizando especies altamente selectivas o que

tengan especificidad, es imprescindible conocer el habitat y la especie a introducir.

Clasico: introduccién de una especie de enemigo natural o microorganismo benéfico
exoético que permita ejercer control sobre la tasa de reproduccion y crecimiento de la

plaga que se requiere controlar.

Aumentativo: se aumenta la poblacion de enemigos naturales o microorganismos

benéficos de manera artificial.

Por conservacion: consiste en aumentar las poblaciones y la persistencia de los
enemigos naturales en el entorno aplicando medidas y modificando el entorno para

protegerlos (Arrizibita, 2019).

10



5.3 Entomopatégenos o patdgenos de insectos

5.3.1 Hongos entomopatdégenos

De las enfermedades que infectan a los insectos aproximadamente el 80% es causado
por los hongos entomopatdégenos, representan una alternativa en el manejo de las
poblaciones de insectos plaga en los cultivos, entre los hongos mas efectivos y utilizados
se encuentran Beauveria bassiana y Metharhizium anisopliae, un factor importante es la
identificacion de la interaccion de la plaga y los entomopatégenos nativos para obtener

la cepa con mas virulencia, persistencia y especifidad (Huerta, 2018).

En este estudio nos competen hongos e insectos y la relacién patégeno-huésped es decir
gue hay un organismo “insecto” que habita dicha zona y que su presencia puede ser alta
y el microorganismo “hongo” toma la funcién de enfermedad y se prolifera por la regién
en la cual encuentra condiciones favorables a su crecimiento y desarrollo, generando
posiblemente una epizootia (si se presentaron condiciones 6ptimas para el desarrollo de
la enfermedad), en investigaciones y ensayos de los hongos entomopatégenos, la
importancia del factor humano es fundamental para poder generar resultados mas
exitosos sobre la incidencia del microorganismo en los insectos y poder obtener mayor
control en la poblacién realizando aplicaciones periédicas, al mismo tiempo que el ciclo
biologico del hongo contribuye a generar un propagulo infectivo del hongo (Espinel et al.,

2018).

En el reino fungi los hongos entomopatdgenos se encuentran en cinco Phylum:
Microsporidia, Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota, dentro de

los cuales encontramos a las familias mas destacadas como: Clavicipitaceae y los

11



géneros Aschersonia, Hypocrella, Metarhizium, Nomuraea, la familia Cordycipitaceae y
encontramos los géneros tales como Beauveria, Isaria, Lecanicilium, la familia
Ophiocordycipitaceae y los géneros Ophiocordyces, Hirsutella, Tolypocladium,

Hasposporium y Purpureocillium (Russo, 2016).

5.3.2 Mecanismo de infeccion

Gomez (2014) mencion6 el método de accion de los hongos entomopatégenos:
1. Adhesion del conidio a la cuticula del insecto

2. Germinacion del conidio

3. Penetracién del integumento

4. Multiplicacion del hongo en el hemocele

5. Produccion de toxinas

6. Muerte del insecto

7. Colonizacion

8. Emergencia

9. Esporulacion

10. Diseminacion

La salud del insecto se ve alterada por la adhesion de una espora o conidio (propagulo

infectivo) por medio de propiedades fisicas, quimicas y electrostaticas en la superficie de

12



la cuticula del insecto y el propagulo infectivo, algunos hongos contienen proteinas que
favorecen la adhesion del conidio a sitios especificos, que en presencia de agua se
hidratan las esporas y germinan, comienza el crecimiento de un tubo germinativo y en
ciertos casos un apresorio que penetra el cuerpo del insecto causando un dafio fisico,
pues ocasiona la ruptura de membranas y continda con dafios quimicos por accion
enziméatica, causando descomposicion en el tejido, el cual por consiguiente es colonizado
por el ensanchamiento y ramificacion de hifas, esto puede venir acompafado en ciertos
casos de cierta accion insecticida debido a los metabolitos secundarios, los cuales van
generando toxinas que alteran organelos celulares, esto ocasiona paralisis celular,
disfuncion en el intestino, se bloquea el sistema inmunolédgico del insecto y se favorece
la multiplicacion del hongo para asegurar su diseminacion y perpetuidad en el ambiente

(Russo, 2016).

5.4 Cepas nativas

Una cepa microbiana engloba un dnico aislado, que contiene un conjunto de
descendientes provenientes de una misma colonia y crecidos en un medio puro (Parada,

2020).

Una cepa que esta asociada a un lugar se conoce como cepa nativa, la cual mediante la
interaccién con los fendmenos climaticos particulares de la region logran alcanzar las
condiciones favorables para el desarrollo y crecimiento de este microorganismo. Es
importante destacar entonces, que los microorganismos nativos poseen adaptacion a las

condiciones climaticas de la zona, por lo cual se deben rescatar aislamientos nativos
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causantes de patogenicidad y con mas virulencia para el control de agentes dafiinos

(Pacheco et al., 2019).

Al hablar de cepas nativas y cepas comerciales hablamos también de la relacion genotipo
ambiente, es decir adaptacion a las condiciones climaticas de la region, virulencia o la
capacidad de enfermar o incidir en insecto u organismo, especificidad o plagas que
puede infectar el hongo o microorganismo y sobrevivencia en el agrosistema o en el
ambiente, por lo cual las cepas nativas representan una alternativa para obtener
aislados, ya que estos poseen infectividad deseable y compiten con productos

comerciales (Alcantara et al. 2020).

5.5 Beauveria bassiana

5.5.1 Origen y distribucion

Beauveria bassiana en 1834 fue reportado por Bassie en Francia (Espinel et al., 2018),
actualmente se encuentra en todo el mundo como parte de la microbiota natural y es
clasificado como saprofito patdgeno y simbionte, lo cual indica que no es obligatorio el
ataque a un insecto para completar su ciclo, se adapta a distintas areas edafoclimaticas

por lo cual tolera un rango amplio de temperatura y humedad relativa (Bermeo, 2022)

Las plagas de mayor importancia en las que se ha reportado son: gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda), gusano barrenador (Diatrea magnifactella), broca del café
(Hypothenemus hampei), Pacheco et al., (2019) la reportdé en mas de 200 especies y

Bermeo (2022) en mas de 700 especies.
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5.5.2 Taxonomia

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezyzomycotina

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Cordypitaceae

Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana

(Schoch et al., 2020)

5.6 Hongos endoéfitos

Se ha reportado por Russo en 2016 que 14 cepas B. bassiana inoculadas en maiz y soja
se asociaron endofiticamente con las plantas mediante distintas técnicas: aspersion en
hoja, inmersion de semilla e inmersién de raiz. Mientras que una cepa de M. anisopliae
y M. robertsii solo se asociaron a las plantas mediante las técnicas de aspersion en hoja
e inmersion de raiz. El término fue mencionado por De Bary en 1884 y se refiere a que
hongos y bacterias pueden vivir durante o gran parte dentro de los tejidos de la planta
sin presentar sintomas. Pueden transmitirse horizontalmente, es decir, cuando la planta
es infectada por entrar en contacto con un inoculo y de manera vertical, por la

descendencia de la planta infectada a través de las semillas, estos hongos penetran la
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planta mediante secrecion de enzimas hidroliticas o distintos tejidos en la planta tales
como estomas, raices y heridas presentes, se distribuyen por la planta y pueden
asociarse a hojas, tallos, ramas, raices y brotes, tiene el potencial de proteger a las
plantas contra insectos plaga y confiere resistencia al huésped a estrés de tipo biético y
abiotico, incluidos factores climaticos adversos tales como salinidad y déficit de agua

(Russo, 2016).

5.7 Hongos entomopatdégenos en el control de plagas

Pacheco et al., (2019) mencionan los siguientes casos de control de plagas agricolas.

5.7.1 Beauveria bassiana (Bals. -Criv.) Vuill.

Las plagas en que se presento fueron:

Broca del café: Hypothenemus hampei, 1867 (Coledptera: Scolytinae) (Gerénimo, 2016;

Diaz y Roblero, 2007)

Chinche ligus: ninfas de Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois) asociado a Fresa

(Gonzélez et al., 2010)

Conchuela del frijol: Epilachna varivestis en el cultivo de Frijol (Castrejon, 2017)

Chapulines: Brachystola magna y B. mexicana con presencia en Frijol, (Lozano y

Espafia, 2006)

Mosquita blanca: Bemisia tabaci en Hortalizas (Ruiz, 2009).
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Palomilla del manzano: Cydia pomonella (Manzana Solis, 2006).

Picudo del nopal: Metamasius spinolae (Sanchez et al., 2016 y Tafoya, 2004).
5.7.2 Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin.

Las plagas asociadas:

Barrenador: Diatraea magnifactella, 1911 en cultivo de cafia de azlUcar y maiz

(Buenosaires, 2013).

Chapulines: Sphenarium purpurascens y Melanoplus differentialis (Ortoptera: Acrididae)

en maiz y frijol (Tamayo, 2009).

Langosta Centroamericana: Schistocerca piceifrons piceifrons en los cultivos de maiz,
sorgo, frijol, cafla de azulcar, soya, algodon, ajonjoli, platano y cacahuate (Barrientos,

2005)

5.7.3 Estudios de diversos hongos

Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin y

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith.

La plaga de Picudo: Anthonomus fulvipes asociado a Cereza de Barbados (Acerola)

(Lezama et al., 1997).

Mariposa blanca de la col: Pieris rapae, gusano dorso de diamante: Pluxtella xylostella,
gusano falso medidor: Trichoplusia ni, pulgébn de la col: Brevycorine brassicae en

distintos cultivos de hortalizas (Garcia y Gonzalez, 2010).
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Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin, N.
rileyi (Farlow) Samson, Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith y P. javanicus
(Friederichs & Bally) Brown & Smith en gusano cogollero del maiz: Spodoptera frugiperda

(Lezama et al., 1996).

5.8 Casos de control biol6gico en México y en algunos paises

Alcantara et al., (2020) aislé muestras de suelo agricola del oriente del Estado de México
para evaluar la produccion, calidad e infectividad de los conidios obtenidos de cepas
nativas de hongos entomopatdégenos en comparacioén con un producto comercial llamado
META-SIN®, bajo una solucién de conidios de 9 x 108 por gramo de arroz, en parametros
de infectividad, no se encontraron diferencias significativas, concluyendo que puede ser
una alternativa para obtener aislados, los hongos aislados poseen infectividad deseable

y compiten con productos comerciales.

Néjera et al., (2005) evaluaron 3 aislamientos de hongos entomopatdégenos del género
Metarhizium y uno de Beauveria con la finalidad de obtener cepas con potencial para
aplicacibn como agentes de control bioldgico contra larvas de tercer estado de gallina
ciega Phyllophaga crinita, plaga de gran importancia econdmica en el sureste de estados
unidos y noreste de México los aislados pertenecen a el centro nacional de referencia de
control biologico (CNRCB-DGSV-SAGARPA). Los tratamientos estadisticamente fueron
diferentes y el hongo demostro potencial para causar una epizootia, destacando una
cepa mas virulenta y con mayor potencial como agente de control originaria de Jalisco,

México.
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Huerta et al., (2018) realizaron un muestreo de suelos en cinco sitios con diferentes
condiciones de practicas agricolas, con el suelo colectado realizaron bioensayos,
registrando el nimero de larvas con sintomas de micosis, mostrando diferencias en el
porcentaje de incidencia de los hongos sobre las larvas, se encontr6 la presencia de los
géneros Beauveria y Metarhizium obteniendo el maximo de incidencia con 36.5% y
concluyendo que los suelos con una menor perturbacion aumentan las unidades

infectivas de hongos entomopatdgenos.

Garcia et al., (2011) aislaron cepas nativas de hongos entomopatdégenos para contar con
cepas nativas contra Spodoptera frugiperda y Epilachna varivestis, analizaron 97
aislamientos encontrando los géneros Beauveria y Metarhizium, el bioensayo de
actividad insecticida evalla la dosis letal 50 y el tiempo letal 50, un aislamiento del género
Beauveria confrontado contra larvas de segundo estadio ocasiono una mortalidad de
96.6% una concentracion de 1 X 10° esporas por ML la CLso de 5.92 x 10% y un TLso de
3,6 dias en larvas de Spodoptera, otra cepa del mismo género causoé la mortalidad del
93.3% en larvas neonatos de Epilachna varivestis con la misma concentracion de
esporas a los tres dias con una CLso de 1.20 x 108 y un tiempo de 5.1 dias, concluyendo
gue la patogenicidad de los aislamientos son mayores cuando se obtuvieron

directamente del insecto que de suelos cultivados.

Villegas et al., (2017) probaron en bioensayos cinco concentraciones de distintas cepas
de hongos entomopatdégenos sobre ninfas del tercer estadio de Bactericera cockerelli y
obtuvieron sus CLso y CLgs. Todas las cepas resultaron patdgenas obteniendo cepas mas
toxicas, las cuales fueron BB09, BB42 y MA28. La mortalidad fluctué entre 90 a 100%

con las concentraciones mas altas de cada cepa. La mas virulenta fue BB09, con una
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CLso de 2,99 x 10% conidias mL* y MA25 la menos virulenta tuvo una CLso de 6,34 x 10°
conidias mlt. Obtuvo las identidades mediante la secuenciacion de la regiéon ITS de los
rADN 18S y corroboré que las cepas nativas identificadas por morfologia microscopica y

claves taxondmicas corresponden a Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.

Carrillo (2012) recolecto larvas de gallina ciega Phyllophaga polyphylla en diferentes
regiones de Guanajuato, fueron incubadas en laboratorio y se aislaron los hongos
entomopatogenos encontrados, se obtuvieron 17 aislamientos de B. bassiana y 2 de M.
anisopliae, la infectividad fue confirmada en larvas sanas de la especie, todos los
aislamientos de Beauveria fueron identificados como Beauveria pseudobassiana y los de
Metarhizium como M. pingshaense se evaluo la diversidad genética de los aislamientos
por microsatelites y la deteccién de secuencias consenso repetitivas intragenicas de
enterobacterias (ERIC), los microsatelites mostraron que todos los aislamientos de B.
pseudobassiana fueron agrupados en un haplotipo y el andlisis ERIC confirmo que no

hay variacion genética entre aislamientos.
Casos de control biologico en algunos paises:
Espafia

Alvarez (2015) aisl6 3 cepas de hongos entomopatdégenos en Espafia a partir de
Monochamus galloprovincialis, vector de la enfermedad de marchitamiento de pino,
destacando entre las cepas Beauveria pseudobassiana por su alta virulencia, por lo tanto
evaluod la transmision vertical y horizontal en formulaciones secas y acuosas, obtuvo
resultados del 100% de insectos muertos infectados horizontalmente en formulacion

seca y redujo el tiempo promedio de supervivencia apuntando a una infeccién inducida
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horizontalmente y validando a la cepa B. pseudobassiana como un importante regulador

natural de la poblacion.

Chile

Altimira (2022) secuencio el genoma de una cepa de Beauveria pseudobassiana RGM
2184 y realizaron analisis de mineria del genoma para predecir factores involucrados en
la actividad insecticida y se analizo el perfil metabdlico de sobrenadantes del cultivo de
la cepa, se evaluo la actividad insecticida de un extracto en larvas de galleria mellonella,
como resultado obtuvo 114 genes que codifican a enzimas extracelulares y c4 grupos
gue codifican enzimas extracelulares, cuatro grupos de genes biosinteticos reportados
como productores de factores insecticidas, 20 toxinas y 40 factores de biocontrol no
descritos, el extracto del metabolito causo una mortalidad del 79% de las larvas de
Galleria mellonella a los 28 dias, concluyo que el estudio representa las bases para el

estudio de nuevas moléculas insecticidas.

5.9 Huésped para bioensayo

5.9.1 Callophrys xami

El hongo fue avistado en distintas especies de lepidopteros, se opto6 por la facilidad de
crianza y disponibilidad por la especie de Callophrys xami, los huéspedes que conforma
su dieta son plantas de la familia Crassulaceae conocidas comunmente como suculentas
(Ver anexos). Es conocida como mariposa sedosa verde mexicanay en el valle de Toluca
estd presente durante todo el afio realizando varias veces su ciclo biolégico,
disminuyendo su poblacion en épocas de lluvia, ya que representa uno de los factores
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biocidas mas importante para la plaga, ya que los adultos ovipositan sobre las hojas y
los huevecillos caen de la hoja por escorrentia o golpe de las gotas en la planta, pudiendo
ser depredados por enemigos naturales o microorganismos, se distribuye en parte de
Norteamérica y casi toda la republica mexicana desde la sierra madre occidental, sierra
madre del sur, el valle de México, valle de Tehuacan, en regiones con clima templado

frio y calido (Martinez, 2021).
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Figura 1. Echeveria secunda ovipositada por C. xami y con presencia de telarafias en la

base de la planta y sobre el sustrato.

Figura 2. Adulto de C. xami polinizando flor
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Figura 4. Larva de C. xami alimentandose de una hoja de Echeveria pallida x secunda

(A) larva dentro de hoja vista sin epidermis (B)
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5.9.2 Taxonomia

Reino: Eukaryota

Phylum: Arthropoda

Subphylum: Hexapoda

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Familia: Lycaenidae

Genero: Callophrys

Especie: Callophrys xami

(Schoch et al., 2020)

Figura 5. Especimenes de C. xami Vista dorsal (A) Hembra (B) Macho (C)

El ciclo de C. xami en huevecillo es de 6-7 dias después de la oviposicion a la eclosién,

estadios larvales 22.19 dias, pupa 20 dias y estado adulto 31.34 dias (Martinez, 2021).
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Figura 6. C. xami Huevecillo eclosionado (B) Larva minando hojas (C) Pupas (D)

Adultos en apareamiento.

Las larvas son fit6fagas y minan o se introducen en las hojas de las plantas y a su paso
dejan dentro excretas que inicialmente tienen un color verde limén y con el tiempo se
tornan color café hasta llegar a una coloracion café oscuro o negro, después de varios

dias las hojas se secan.

Figura 7. Dafo en las hojas de las plantas por C. xami en la planta (A, B, C).

Algunas especies de plantas atacadas por la plaga presentan debilitamiento en la unién
con el tallo y por ende abscision de las hojas, pudiendo caer al suelo con la larva dentro,

lo que puede representar un mecanismo natural de las plantas en defensa de la plaga.
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Figura 8. Dafos en hojas ocasionados por C. xami: Hoja sana, Dafio inicial, Dafo

progresivo, Minado completo de hoja (sin tejido suculento o parénquima).

r

Figura 9. Planta con hojas secas minadas por C. xami
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Una larva puede ocasionar dafos severos en las plantas y acabar con una planta en
pocos dias por lo cual la oviposicion de adultos puede ser voraz y acabar con colecciones

enteras de plantas (Martinez, 2021).
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MATERIALES Y METODOS

6.1 Extraccion de la cepa

6.1.1 Recolecta

En la recoleccion de insectos se registraron los siguientes datos: recolector, insecto
recolectado, lugar, hospedante, cultivo, ambiente, altitud, fecha y observaciones

adicionales (Cafiedo, 2004).

Figura 10. Ubicacién geografica del lugar de recolecta por medio de Google maps.

Se observaron incidencias en distintas especies de lepiddpteros y se recolectaron
especimenes de larvas infectadas o con presencia de micosis, en el lugar

georreferenciado, ubicado en el barrio La Veracruz, Zinacantepec, Estado de México.
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Figura 11. Larvas con presencia de micosis recolectadas

Cuadro 1. Datos de recolecta

Datos
recolecta

de

1.Nombre del

recolector.

2.Nombre del

insecto
recolectado.
3.Lugar
recolecta.

4.Hospedante,
cultivo
ambiente:

de

0]

Ricardo Emmanuel Diaz Gonzéalez Evaristo

Gusano del fruto (Spodoptera exigua) 6 larvas

Zinacantepec, estado de México (Figura 10)

En el invernadero se encontraban distintos cultivos establecidos (tomate
rojo, fresa, chile manzano, acelga, cilantro, espinaca, lechuga sangria,
lechuga orejona, es decir un policultivo.) el invernadero tiene un manejo
organico, sin aplicaciones de productos bioinsecticidas, (descartando
asi el aislamiento de un microorganismo que ya ha sido utilizado), sin
embargo, donde se encontrd la mayor presencia larvas infectadas fue
en el cultivo de tomate en las partes superiores de la planta, se observo
la presencia de gusano del fruto (Spodoptera exigua). El invernadero
presenta baja humedad relativa, n el transcurso del dia y en las
mafanas hay escurrimientos de agua condensada en la cubierta
plastica y sereno, el riego utilizado es riego por goteo. En el invernadero
se observaron distintos patdégenos Alternaria solani, Phytophtora
infestans, asociados a los cultivos de tomate y chile manzano.
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Cladiosporium fulvum y Erysiphe betae presente en el cultivo de acelga
y malezas como quelite (Chenopodium album).
5. Altitud 2740 msnm
6. Fecha 07 de marzo 2018
Micosis algodonosa exdgena color blanco, insecto momificado y sin
presencia de fluidos, aspecto deshidratado o seco, condiciones
climaticas de baja humedad relativa en el dia con presencia de sereno
7.0bservaciones dentro del invernadero por la mafana, los cultivos son manejados de
adicionales manera organica, sin aplicaciones de bioinsecticidas.

6.2 Aislamiento de muestras recolectadas

El aislamiento de las muestras recolectadas se realizd en el laboratorio de Fitosanidad
ubicado en la sala de trabajo del invernadero 3 de la Facultad de Ciencias Agricolas de
la Universidad Autonoma del Estado de México. Primero se procedio a la limpieza del
area de trabajo, las larvas se segmentaron y desinfestaron en una solucién de hipoclorito
de sodio al 3% durante dos minutos y se sembraron en cajas Petri estériles con medio
de cultivo agar dextrosa papa (PDA), se incubaron a 25°C durante 8 dias, monitoreando
el crecimiento del micelio sobre el insecto, de acuerdo a lo reportado por Bolafios et al.

(2000).

6.3 Cultivo puro

Para obtener un cultivo libre de contaminantes externos se realizO un segundo
aislamiento en medio de cultivo (PDA), a partir del aislamiento directo de las muestras
recolectadas, se incubo por 8 dias a 25°C con el fin de obtener un medio de cultivo “puro”

0 sin presencia de contaminacion (Gomez, 2014).

6.4 Cultivo monospoérico por dilucién en placa
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Con la finalidad de cultivar colonias individuales del hongo para obtenerlas a partir de
una sola espora, se tomo6 una muestra colocandola en un tubo de ensayo con 10 ml de
agua destilada estéril y se agité vigorosamente durante 1 minuto, posteriormente se
realizaran diluciones 1 x 10, 1 x 10 2, 1x 103, hasta realizar las diluciones seriadas 4,5y
6, las cuales se obtuvieron tomando 1 ml de la muestra inicial y mezclando con 9 ml de
agua destilada estéril repitiendo el procedimiento de agitacién y se coloca 1 ml para cada
caja petri, se sembré en medios de cultivo la dilucién 4, 5y 6 con varias siembras por
dilucion para obtener cantidades mas bajas de esporas y separar faciimente el

microorganismo de interés (Ramirez, 2017).

6.5 Observaciéon y descripcién de la morfologia del hongo
Muestra permanente

Paralelamente se prepararon muestras permanentes la cual consisti6 en tomar una
porcion con la aza bacteriolégica y se coloco en un portaobjetos con colorante azul de
algodén y se colocé un cubreobjetos para observar las estructuras reproductivas

(Ramirez, 2017).

6.6 Analisis molecular

Se sembraron 5 cajas Petri con medio de cultivo PDA con cultivos monospéricos por 7
dias y se enviaron a el Colegio de Postgraduados (COLPOS) campus Montecillo,

Texcoco para realizar los siguientes analisis.
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6.6.1 Extraccion de ADN

Para cada aislamiento, se raspo de la superficie de un cultivo de 5 dias (cultivado en
PDA a 28°C) una pequefia cantidad de micelio con una punta de micropipeta estéril de
10ul, la extraccidén del DNA gendmico se realiz6 utilizando el método CTAB al 2% con
ligeras modificaciones (Doyle and Doyle,1990). EI DNA se cuantific6 en un

espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo Scientific, USA)

6.6.2 Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR se realiz6 con los iniciadores ITS5 (5"GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3))
/ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC 37) (White et al., 1990). La mezcla de reaccion
de PCR consistio en 15 pl en la cual se utilizaron 50 ng de DNA, 0,18 de cada iniciador,
0,18ul de dNTPs, 0,9 U de GoTag® DNA polimerasa (Promega,Madison, WI, EE. UU.) y

3 pl de DNA (20 ng/pl).

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador C100 Touch (BIO-RAD, USA), con
las siguientes condiciones de termociclado: un primer paso a 95°C por 4 min, seguido de
35 ciclos a 95°C durante 1 min, 58°C por 1 min'y 72°C por 2 min y una extension final de

72°C durante 10 min.

Las amplificaciones obtenidas se verificaron por electroforesis en un gel de agarosa 1.5%

(Seakem, USA) tefiido con GelRed (Biotium, CA, USA). Las bandas se visualizaron en
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un transluminador (Viber Lourmat, Deutschland, Germany) utilizando el software Infinity

v15.01.

Los productos de PCR amplificados se limpiaron con ExoSAP- IT TM (Affymetrix, USA)
con las recomendaciones dadas por el fabricante. Ambas cadenas fueron secuenciadas
directamente utilizando el kit de secuenciacion BIGDyeTM Terminator v3.1 en un

secuenciador 3130 (Applied Biosystems TM).

Las secuencias de ambas hebras se ensamblaron y editaron usando BioEdit Sequence
Alignment Editor version 7.0.5 (Hall, 1999), con el cual se generd la una secuencia
consenso. Esta secuencia, se compilo en un archivo FASTA. Las secuencias obtenidas
en este estudio se compararon con las secuencias depositadas en el GenBank del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), mediante la opcion BLASTN

2.2.19 (Zhang et al., 2000).

6.7 Pruebas de parasitismo de la cepa aislada
6.7.1 Pie de cria insectil

Se probaron dos metodologias y se opté por realizar la metodologia de Cria en
laboratorio de Rivera et al. (2001) con algunas modificaciones, se recolectaron adultos
de Callophrys xami con la finalidad de establecer un criadero controlado, para obtener la
oviposicion de los adultos sobre un huésped susceptible en este caso plantas de la
familia Crassulaceae, comiunmente conocidas como suculentas, de los géneros
Echeveria (E. elegans E. azulita E. prolifica, E. secunda, E. pallida x secunda, E. perle
von nurnberg, E macdougallii y E. carnicolor) Graptopetalum (G. Mendozae, G.
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paraguayensis y G. purple haze) Graptosedum (G. vera Higgins y G. Francesco Baldi)
Aeonium (A. castello paivae, A. haworthii) Sedum (S. Clavatum, S. pachyphyllum,
nussbaumerianum S. alexanderi S. luteoviridae, S. rupestre, S. palmeri, S. rupestre var
angelina y S. adolphi) Pachyphytum (P. Hookeri) Sedeveria (S. blue misty S. fanfare) y

Kalanchoe (K. blossfeldiana).

Inicialmente se opto por usar la metodologia de huevecillo en la cual se utilizaron cajas
petri en las cuales se depositaban hojas con huevecillos previamente desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 3% las cuales representarian su dieta, sin embargo se presento
alta mortalidad y presencia de hongos en algunas de las hojas, que por falta de luz y
oxigeno iniciaban su proceso descomposicién en vez de proliferar raices y un brote
nuevo, se optd por cambiar el método para optimizar e higienizar mas la metodologia y

generar condiciones mas favorables al desarrollo de ambas especies plaga/huésped.
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Figura 12. Criadero de C. xami

La plaga como se mencioné anteriormente se propago por estadios adultos, las plantas
se cortaron de plantas madre y se dejaron cicatrizar y deshidratar tres dias a sol directo,
se optd por un cultivo sin suelo para evitar otras posibles contaminaciones, las plantas
se suspendieron en vasos de unicel de 118 ml 0 4 0z y una tapa de papel aluminio,
requerimos dos agujeros uno al centro para soportar a la planta y uno auxiliar en la orilla
para verter posibles excesos de agua, el siguiente paso fue desinfestar los vasos que

elaboramos y los esquejes.
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Figura 13. Esqueje enraizado en el criadero (A) Planta final para oviposicion de las

mariposas en el criadero (B).

Previamente se construyd un criadero recubierto por malla mosquitera y plastico de
invernadero en el cual se introdujeron los vasos con la tapa de papel aluminio, se
colocaron las plantas dentro del agujero de soporte y se vertieron 20 ml de agua con
fertilizante, ya que como estuvo suspendida necesitd agua para estimular el
enraizamiento, cada dos dias se vertieron 5-10 ml de agua para reponer el agua perdida

por evaporacion y para hidratar las raices nuevas, se dejaron enraizar por 7 dias.

Después se introdujeron los adultos para reproducirse y ovipositar en las plantas, se
utilizd miel diluida en agua como suplemento alimenticio para los adultos, con esta
metodologia se logr6é obtener plantas en crecimiento, oviposicion de los adultos, larvas
alimentandose de las plantas con una dieta natural, el método nos permitié recolectar
especimenes en estados inmaduros para realizar el bioensayo y también desinfestar
todos sus elementos facilmente antes de realizar el experimento, en total se utilizaron

larvas por tratamiento.
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6.7.2 Reactivacion de la Cepa

Se utilizaron larvas de la especie seleccionada para realizar la reactivacion del
aislamiento, el procedimiento consistié en desinfestar las larvas en hipoclorito de sodio
al 3% y lavadas con agua estéril, se preparo la soluciéon de esporas a una concentracion
de 1x10° verificando la soluciébn mediante conteo en una camara Neubauer y se
colocaron en contacto directo con la solucién de esporas, por 20 segundos y fueron
transferidas a la cAmara hiumeda hasta la aparicion del micelio, las larvas con presencia

de micelio se transfirieron a medios de cultivo (Rivera et al. 2001).

Figura 14. Pupa con presencia de micosis.
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6.7.3 Produccion masiva del inoculo
6.7.4 Produccién y formulacion del inoculo y suspensién de esporas.

A partir de aislamientos de la reactivacién de la cepa se tomaron esporas para la siembra
y reproduccidén masiva, consistié en una la preparacion de una suspension de esporas,
el proceso consistié en obtener micelio y blastosporas para inocular el sustrato natural,
se mantuvo en agitacion continua por 72 h 90 ml de caldo papa dextrosa inoculada con
10 ml de la dilucién 1 x 10° de conidios/ml, se afiadié un bactericida (Ampicilina) para
evitar el crecimiento bacteriano, se preparé de manera alterna el sustrato solido posterior
a las 48 h de agitacion continua para enfriarse 24 h y coincidir tiempos, el proceso fue
lavar por 2 minutos con agua corriente y se dejo escurrir por 10 minutos, se colocaron en
bolsas de HDPE de polipapel porciones de 50 g y en peso humedo con 25ml de agua
bidestilada respectivamente y se esterilizaron en autoclave durante 121 °C, 15PSI por
15 min y se dejaron enfriar por 24 h, al concretar las 72 h de agitacion las bolsas con el
sustrato fueron inoculadas con 5 ml de la suspensiéon 1x 10° de blastosporas/ml y se
incubaron a temperatura ambiente bajo luz blanca de lamparas de laboratorio por 14
dias, se agitaron las bolsas con el sustrato para esparcir las esporas y micelio y obtener

un crecimiento homogéneo, se realiz6 cada tres dias (Rodriguez, 2017).

6.7.4 Pruebas de patogenicidad

Se evalu6 en el bioensayo la mortalidad y el tiempo letal en el cual se presenta el mayor
porcentaje de infecciones (TL50) la concentracion de esporas sera 1 x 10° ya que es la

concentracion de productos comerciales y en trabajos realizados, se ha demostrado que
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esta concentracion (DL50) causa el mayor porcentaje de infecciones (96,6%) a
comparacion de diluciones distintas (Garcia et al., 2011), para cada especie evaluada en
el bioensayo, se utilizaron 5 larvas en cada tratamiento, utilizando una larva por unidad

experimental o repeticion, se realizaran 2 tratamientos y un testigo.

Las concentraciones de los tratamientos fueron las siguientes: 1 x 108y 1 x 10° las cuales
fueron calculadas mediante el uso de un hemacitometro o camara de neubauer,

obteniendo en el conteo 452 000 conidios en 1 ml.

6.8 Andlisis de datos

Los datos de patogenicidad se evaluaron en un disefio experimental completamente
aleatorizado ANOVA con una comparacion de medias por prueba de Tukey al 0.05% y

0.01%.
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VIl. RESULTADOS
7.1 Observacion y descripcion de la morfologia del hongo

Caracteristicas macroscopicas:

Micelio color blanco y de aspecto algodonoso en los primeros dias de incubacién y un

color blanco de aspecto harinoso o polvoriento al invadir el medio.

Figura 14. Aislamientos de B. bassiana Vista trasera (A) Vista frontal (B).

Caracteristicas microscoépicas

Con el uso de claves morfolégicas para hongos imperfectos, se identificé inicialmente al
hongo, en muestra permanente a Beauveria bassiana, apreciandose conidios nuevos en
la punta del conidioforo, los conidios midieron entre 2 y 3um, el conidi6foro (Bermeo,

2022) entre 1y 2umy el raquis 20um de longitud y 1um de diametro (Cafiedo, 2014).
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Figura 16. Estructuras del hongo en microscopio 100x

7.2 Andlisis molecular

Se obtuvo una secuencia de 570 pares de bases (pb) del analisis molecular se realizo
un andlisis BLAST en la base de datos NCBI obteniendo una cobertura de 100% y un
porcentaje de identidad de 100% resultando la identificacion de Beauveria bassiana (Fig.

17).
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Figura 17. Analisis BLAST en NCBI

La secuencia mas cercana corresponde a la accesion GU354341 perteneciente a

Beauveria bassiana, secuencia parcial; de la region del espacio transcrito interno (ITS).

7.3 Pruebas de patogenicidad

Se realiz6 un bioensayo para confirmar la infectividad en larvas sanas de un lepidéptero,
en este caso C. xami y para estimar la patogenicidad de la cepa, el disefio experimental
consto de un disefio completamente aleatorizado con 2 tratamientos y un testigo, los
tratamientos tuvieron concentraciones de 1 x 108 (T2) y 1 x 10%(T3), cada tratamiento
tuvo 5 repeticiones, de las cuales el testigo no presenté mortalidad en ninguna de las
repeticiones (Fig. 18), el tratamiento 1 x 108 presento una mortalidad de 4 especimenes
representando el 80% vy el tratamiento 1 x 10° presento una mortalidad de 5
especimenes representando el 100% (Cuadro 2) tiempo promedio de 5.66 dias de la

poblacién en un tiempo promedio de 6 dias (Fig. 19).
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Figura 18. Incidencia de B. bassiana en especimenes de los tratamientos.

La incidencia se midi6 como: larva infectada (1) larva sana (0), teniendo un total de O
especimenes infectados en el T1 (testigo) de 4 enel T2 (1 x 108) yde 5en el T3 (1 x

109).

Cuadro 2. Resultados de mortandad de larvas en los tres tratamientos evaluados.

Tratamientos Especimenes Mortalidad Tiempo letal (dias)

Testigo 1 0 0

1
1
1
1
1
1
1
1
1

1x108

O r PP PFP OOODO
o OO OO O U1 O O O O
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Figura 19. Mortalidad de C. xami con B. bassiana.

El tiempo letal se calculé obteniendo el promedio del tiempo transcurrido en cada

espécimen 5.66 dias (T2) y 6 dias (T3).

7.4 Analisis de varianza

El analisis de varianza realizado indicé la presencia de diferencia altamente significativa
para la variable mortandad de larvas en dos concentraciones de B. bassiana (Cuadro 3.)

Por lo que se procedio a la separacion de medias de cada tratamiento.

Cuadro 3. Resultados del analisis de varianza para la variable mortandad de larvas con

dos concentraciones de conidios de B. bassiana.
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G.L. S.C C.M. Ftrat C.R C.V. V.C.S. D.M.S.

S.C. TRAT 2 0.25373337 0.12686669 21 0.777778 43.033153.77278 0.1311

S.C

ERROR 12  0.07249525 0.00604127 0.05 0.01
S.C.

TOTAL 14  0.32622862 i 3.885 6.927

El 77% de variacidn total de datos se explica por diferencias entre tratamientos el 23%

restante se debe al error experimental.

Cuadro 4. Comparacion de medias para la variable mortandad de larvas con el uso de

dos concentraciones de conidios.

Tratamiento Valor Media
T3 0.30103 a*

T2 0.24082 a

T1 0 b

*Valores con la misma letra en la columna indican ausencia de diferencia en términos

estadisticos.

Todos los tratamientos superan al testigo (T1) en el valor de incidencia y mortandad de
larvas inducidas con las dosis evaluadas. Las dos dosis evaluadas fueron
estadisticamente similares (Cuadro 4) por lo que no hay diferencia significativa entre
concentraciones, pero se tiene un mayor efecto o cantidad de mortandad cuando se

utiliza la dosis de 1 x 10°.
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VIIl. DISCUSION

El aislamiento analizado por técnicas moleculares fue identificado como B. bassiana,
asociada con la infeccion de larvas de lepidopteros y de tipo endémica para el valle de
Toluca. Otras especies de hongos también se han identificado molecularmente Carrillo
(2012) quien identifico a Beauveria pseudobassiana, Metarhizium y M. pingshaense

aislados de larvas de gallina ciega Phyllophaga polyphyllae en regiones de Guanajuato.

La cepa identificada se aisl6 a partir de larvas infectadas del Lepidoptero Spodoptera
exigua sobre hojas pero sus dafos se observaron en frutos de tomate bajo condiciones
de Invernadero, en este mismo sentido Najera (2005) aisl6 distintas cepas nativas de
Metarhizium spp. y Beavueria spp. en Phyllophaga spp. para contar con un método de
control bioldgico y nativa, pero alternativo al quimico, en un manejo integrado de plagas,

como alternativa en la agricultura convencional, con destacada virulencia.

El bioensayo de confrontacion de larvas y hongo realizado, presentd un coeficiente de
variacion alto (43.03%) por lo cual se sugiere realizar trabajos posteriores en un
bioensayo con mayor niumero de muestras en laboratorio y realizar bioensayos en

invernadero.

El control biolégico ejercido por B. bassiana de acuerdo a los resultados del trabajo tiene
utilidad contra plagas en cultivos horticolas, fruticolas u ornamentales en donde se asocie
la presencia de Spodoptera exigua. Lo que coincide con lo reportado por Fula y Vazquez
(2018) quienes mencionan que los hongos entomopatdgenos representan una solucion

para distintos problemas fitosanitarios en granos almacenados o pasturas y forrajes
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establecidos en campo, pueden ser afectados por el atague de plagas, presentando un
déficit alimenticio para los animales a alimentar debido a que las plagas presentes en
estos cultivos causan defoliacion en los forrajes, disminuyendo su rendimiento con
pérdidas que van del 25-75%, debido al mal manejo de agroquimicos y la resistencia

adquirida por la plaga.

En reportes como el de Russo (2016) enfatiza que los hongos entomopatdégenos
endofitos (B. bassiana, M. anisopliae) asociados a un hospedero como soya y maiz,
pueden determinar la persistencia de una cepa en el ambiente y generar efectos de
transmision horizontal y vertical del enddfito, debido a que los adultos disminuyeron el
numero de huevecillos ovipositados, se redujo el periodo de oviposicion y la fertilidad de
la eclosion de los huevecillos, disminuyeron la defoliacién de hojas del cultivo tratadas,
asi mismo la tasa neta de crecimiento de las especies fit6fagas usadas y la longevidad
de los adultos al alimentarse con maiz inoculado, se debe identificar si la cepa estudiada
se puede asociar enddéfitamente, lo cual representaria una proteccion, o una cobertura
de tiempo contra plagas entre aplicaciones y representaria un ahorro de dinero para el

productor al reducir aplicaciones y una medida de prevencion y control mas efectiva.

Altimira (2022) reporta la actividad insecticida de un extracto de metabolito de una cepa
de Beauveria pseudobassiana RGM 2184 en larvas de Galleria mellonella, el extracto
caus6 79% de mortalidad a los 28 dias, por lo que sus resultados representan las bases
para el estudio de nuevas moléculas insecticidas. Para predecir factores involucrados en
la actividad insecticida, se pueden realizar estudios posteriores del comportamiento de
cepas nativas de B. bassiana y B. pseudobassiana para realizar mineria del genoma y

comparar los metabolitos, enzimas, etc. Con la finalidad de encontrar mayor efectividad
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entre cepas, consorcios y la aplicacién de moléculas con actividad o factores insecticidas

con el fin de aumentar la mortalidad causada con su aplicacion.

El hongo identitario en el presente estudio sea reportado en distintos huéspedes de la
misma familia (Lepidoptera), en especifico del huésped Spodoptera exigua,
posteriormente se infect6 un huésped de la misma familia, seleccionado por la
disponibilidad llamado mariposa sedosa verde (Callophrys xami), se obtuvieron
especimenes enfermos de los cuales se realizaron los aislamientos para las pruebas de
patogenicidad que coincidieron con niveles altos de virulencia sobre la especie evaluada
(80% y 100%). Lo que coincide con lo realizado con Garcia (2011) quien reporta que la
patogenicidad de las cepas es mayor cuando se obtienen directamente del insecto que

cuando provienen de suelos cultivados y cuando provienen del cultivo hospedero de la

plaga.

Najera (2005) en sus trabajos de investigacion, reportd problemas causados por
Phyllophaga crinita en el amarillamiento de césped y maiz asociado con el mal uso de
insecticidas quimicos. Actualmente el uso de insecticidas sintéticos, tiene como
consecuencia la contaminacion de suelo y el agua, la eliminacién de fauna benéfica que
habita la rizosfera y provoca efectos perjudiciales en la salud de los agricultores, factores
gue hoy en dia son relevantes en el modelo de agricultura actual debido a la explotacion
insostenible de los recursos naturales y la desaparicién o disminucién de poblaciones de
los microorganismos, fauna y flora de las regiones productivas, nuestros resultados
representan una alternativa para implementar estrategias para el manejo integrado de
plagas, implementando el control biolégico por medio de enemigos naturales, en este

caso hongos entomopatdgenos.

49



Najera (2005), Russo (2006), Garcia (2011), Carrillo (2012), Alvarez (2015), Villegas
(2017), Alcantara (2020) y Altimira (2022) mencionan una alta tasa de virulencia de
distintas cepas de Beauveria pseudobassiana y B. bassiana, la cepa estudiada en el
trabajo de tesis, puede representar una alternativa a los métodos de control de plagas
usados actualmente en el Valle de Toluca o lugares con climas similares en el estado,
en especial en la produccion de jitomates y suculentas que presentan esto insectos
plaga, por lo cual se deben llevar acabo trabajos de campo e invernadero para estimar
de manera representativa su virulencia, en cultivos asociados y compararse con otras
cepas nativas y comerciales, incluidas variantes o subespecies del mismo género para

probar su patogenicidad en funcion de la relacion genotipo ambiente.

La cepa nativa estudiada de B. bassiana debe ser confrontada en trabajos posteriores
contra lepidopteros y otras especies, dado el avistamiento inicial de la incidencia del
hongo sobre el orden lepidoptera en el lugar de colecta y debido también a los resultados
de patogenicidad del trabajo, con la finalidad de poder distinguir su especificidad y
virulencia en distintas especies asi como su persistencia en el ambiente (Alcantara,
2020), dado que por regiones geograficas podemos encontrar climas muy distintos,
muchas veces extremosos, en los cuales también se requiere de investigacion con bajos
niveles de humedad, sin periodos tan prolongados, o incluso que el hongo se pueda
expresar con efectos climaticos un tanto imperceptibles tal como el caso del sereno o por

el efecto de humedad causado por riegos al cultivo.

Garcia (2011) aislé microorganismos en Durango, México, con la finalidad de obtener
aislamientos nativos de entomopatogenos de suelo adaptados a las condiciones

climéaticas de la regiébn que tenga patogenicidad contra Spodoptera frugiperda y
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Epilachna varivestis, se deben rescatar cepas nativas para conservar la biodiversidad de
microorganismos nativos y fauna nativa para integrarse en planes de manejo integrado
de distintas especies de plagas y enfermedades en distintos cultivos y de manera
regional, incluso preservando las cepas y fauna en su ambiente y origen (in situ) ya que

representan recursos geneéticos de importancia.

La tendencia actual en el control biolégico de plagas, se encamina a utilizar un tipo de
control distinto (aumentativo y por conservacion) al clasico que consta de introducir una
especie exodtica como enemigo natural, las cepas nativas se deben estudiar para
aprovechar su adaptacion al clima de una region especifica y fomentar el uso de las
cepas nativas conservadas en los bancos de germoplasma actuales como en el centro
nacional de referencia de control bioldgico (CNRCB) introduciendo asi el control biol6gico
aumentativo (aumentar artificialmente enemigos naturales) y control biolégico por
conservacion (modificar el entorno protegiendo y aumentando enemigos naturales)
(Arrizibita, 2019), creando una transicion a la agricultura regenerativa con el fin de
preservar, regenerar y aprovechar los recursos genéticos microbianos presentes ya que
representan elementos de utilidad en problemas actuales y futuros para aumentar la

variabilidad genética entre las distintas cepas investigadas y usadas en la actualidad.
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IX. CONCLUSIONES

Los analisis moleculares identificaron a todos los aislamientos como Beauveria bassiana
B. bassiana infecto larvas de una especie de lepidoptero (C. xami).

El mayor porcentaje de patogenicidad del hongo fue en el tratamiento T3 (1 x 109)

ocasionando el 100% de mortalidad, en el T2 (1 x 108) de 80%.

El tiempo letal promedio fue de 5.66 dias en el tratamiento de la concentracion T2 (1 x

108) y de 6 dias en el tratamiento T3 (1 x 109).
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XI. Anexos

1.- Especies usadas como huésped en el criadero para la oviposicion y alimentacioén de

la plaga C. xami

Aeonium haworthii Aeonium castello paivae

Echeveria secunda Echeveria azulita
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Echeveria macdougallii

Echeveria perle von nurnberg

Echeveria pallida x secunda

Echeveria elegans
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Echeveria carnicolor

Graptopetalum paraguayensis

Graptopetalum mendozae
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Kalanchoe blossfeldiana

Pachyphytum hookeri

Sedeveria o graptoveria fanfare

Sedum alexanderi

Sedum luteoviridae

Sedum pachyphyllum
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Sedum adolphi

Sedum nussbaumerianum

Sedum clavatum

Sedum rupestre

Sedum palmeri Sedum rupestre var angelina
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2.- Dafios causados por la plaga en distintas especies de la familia Crassulaceae.

Larva de C. xami sobre hojas de Echeveria azulita y dafios iniciales en Sedum

pachyphyllum.
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Darfios causados por larvas de C. xami en planta de Echeveria pallida x secunda y

planta sana
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Hoja de Echeveria pallida x secunda vista a contraluz con larva de C. xami minando el

tejido suculento interior y con excretas en el paso de la larva.
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3.- Observaciones en microscopio estereoscopico

Pupas de C. xami vistas en el microscopio estereoscopico.
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4.- Establecimiento del criadero en la Facultad de Ciencias Agricolas.

Criadero con mediciéon de temperatura y Humedad relativa y con adultos de C. xami

para apareamiento.

Criadero con adultos de C. xami ovipositando
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5.-Trabajos de laboratorio realizados.

Caja de Petri con el hongo entomopatégeno en crecimiento.
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Diluciones seriadas para la siembra de cultivos monospoéricos de la cepa aislada.
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Obtencion de las colonias provenientes de las diluciones seriadas para la siembra de

cultivos monosporicos.
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Larvas de C. xami con presencia de necrosis debido a la infeccién, puestas en camara
hameda para comprobar infeccion de la cepa aislada y preparacion de las
diluciones seriadas del hongo inoculado en el sustrato natural para realizar

infeccion.
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Agitamiento de la solucion Papa-Dextrosa con el hongo entomopatégeno y Obtencién

de blastosporas para la inoculacién del sustrato natural (arroz).
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Inoculacion de sustrato natural (arroz) con blastosporas.



7.- Particularidades de la especie.

Larvas de C. xami sobre restos secos de una planta totalmente minada por las larvas y
una de ellas realizando canibalismo por la falta de un huésped cercano para

alimentarse.
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