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RESUMEN

ABSTRACT

Tres aislamientos del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin y uno de Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin originarios del occidente de México fueron evaluados para
uso potencial como agentes de control biolégico contra larvas de
tercer estadio de la «gallina ciega» Phyllophaga crinita (Burm.)
(Coleoptera: Melolonthidae), plaga rizéfaga de gran importancia eco-
némica en el sureste de Estados Unidos y noreste de México. Los
aislamientos de los hongos entomopatégenos evaluados pertenecen
a la coleccion del Centro Nacional de Referencia de Control Biol6gi-
co (CNRCB-DGSV-SAGARPA). El aislamiento M 498 de M. anisopliae
registré él mas alto nivel de virulencia, seguido de M 492, Bb 50 (B.
bassiana) y M 493 a los 30 dias de la inoculacién. Todos los aisla-
mientos fueron evaluados a una concentracién de 2 x 108 con/g de
medio. Los tratamientos fueron estadisticamente diferentes respecto
al testigo y tuvieron la habilidad de crecer, esporular y producir mico-
sis, lo que demostr6 su potencial para causar una epizootia. El aisla-
miento mas virulento y con mayor potencial como agente de control
biolégico contra larvas de tercer estadio de P. crinita fue M 498,
originario de Jalisco, México, aislado de larvas del mismo género.

Palabras clave: Phyllophaga crinita, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, control microbiano

Three isolations of entomopathogen fungus Metarhizium anisopliae
(Metschinikoff) Sorokin and one of Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin from west Mexico were evaluated for their potential as
biological control agents against white grub third instar larvae
Phyllophaga crinita (Burm.) (Coleoptera: Melolonthidae), a very
important root pest from the economical point of view. The evaluated
fungus isolations belong to the National Biological Control Reference
Center Collection (CNRCB-DGSV-SAGARPA). The isolation M.
anisopliae M 498 showed the highest virulence level after 30 days of
inoculation, followed by M 492, that showed similar behavior to that of
B. bassiana Bb 50, and the less virulent was M 493. All isolations were
evaluated at 2x10® conidia per gram of medium. Treatments were
statistically different in comparison to control, and they were capable
to grow, produce spores, and produce mycosis, demonstrating their
capacity to cause an epizooty. Most virulent isolation showing the
highest potential as biological control agent against white grub P.
crinita third stadium larvae was M 498 from Jalisco, Mexico, isolated
from larvae of the same genus.

Keywords: Phyllophaga crinita, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, microbial control

INTRODUCCION

Los estados inmaduros de Phyllophaga crinita (Coleoptera:
Melolonthidae) conocidos como white grub o «gallina cie-
ga» representan la plaga de mayor importancia econémi-
ca tanto en pastos ornamentales como en diversos culti-
vos de gramineas en el estado de Texas, Estados Unidos, y
Tamaulipas, México, respectivamente. De acuerdo con

Crocker (1982), las pérdidas que ocasiona P crinita en
campos de golf y areas verdes urbanas ascienden a 20
millones de délares anuales. Por otra parte, Rodriguez
del Bosque (1988) estimé pérdidas mayores a 2 t/ha en
cultivos de maiz en el norte de Tamaulipas. En pastos
ornamentales el sintoma principal del ataque de «gallina
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ciega» es el amarillamiento del césped, el cual se levanta
facilmente cuando el dafo es severo, mientras que en el
cultivo de maiz el mal se asocia con la muerte de
plantulas, amarillamiento, encamado de plantas debido
ala carencia o deficiente desarrollo del sistema radicular
y pérdida en el rendimiento de grano.

Desde hace mas de cuarenta anos, el combate de P crinita
se ha llevado a cabo mediante la aplicacién al suelo de
insecticidas sintéticos [Plapp & Frankie, 1976; Teetes,
1973, citados por Rodriguez del Bosque, 1988] sin resul-
tados satisfactorios. Esta practica se ha favorecido gra-
cias a su rapida accion y disponibilidad de equipo para
su aplicacién; sin embargo, como consecuencia del uso de
insecticidas sintéticos se ha contaminado suelo y agua, se
ha eliminado fauna benéfica asociada a la rizosfera, ade-
mas de provocar diversos tipos de dafo en la salud de los
agricultores [Bejarano, 2004].

Ante esta situacion surge la necesidad de implementar
alternativas que sean respetuosas del ambiente y eficaces
en el combate de esta plaga. Entre varias posibilidades,
destaca la utilizacién de enemigos naturales como los
hongos entomopatégenos, los cuales representan una op-
cién para el control biolégico de esa plaga [Glare, 1992].

Basado en lo anterior, y como una actividad de coopera-
cién interinstitucional entre el CENAPROS y Texas A&M

University, esta investigacion tuvo como objetivo eva-
luar en laboratorio la virulencia de un aislamiento de
B. bassiana y tres de M. anisopliae nativos del occidente
de México, contra larvas de tercer estadio de P, crinita.

MATERIALES Y METODOS

Insecto plaga. Se colectaron 450 larvas de tercer estadio de
P crinita en dos localidades: 1) Campo Experimental de
Texas A&M University Research and Extensién Center at
Dallas, Condado de Dallas; 2) Campo de Golf de Plano
Texas, Condado de Collin. Las larvas fueron colocadas en
bandejas de plastico con suelo y llevadas al laboratorio,
donde fueron evaluadas en funcién de su estado de salud,
movilidad, asi como de su capacidad de alimentacién y
seleccionadas para el bioensayo [Klein et al., 2000].

Aislamientos de hongos. Con referencia a lo obtenido en
bioensayos del tipo «prueba maxima» [Milner, 1992] con-
tra larvas de Phyllophaga spp. y Anomala sp., efectuados
en México [Najera, 2000], fueron seleccionados cuatro
aislamientos con alta virulencia, uno de B. bassiana 'y tres
de M. anisopliae, los cuales fueron proporcionados por la
Coleccion del Centro Nacional de Referencia de Control
Bioldégico (SNRCB-DGSV-SAGAR). El nimero de aisla-
miento, clave de identificacion, insecto hospedero, culti-
vo y localidad de origen se muestran en la Tabla I.

Tabla 1. Aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae evaluados en el estudio

Nuamero de Clave Hospedero Cultivo Origen
aislamiento CNRCB

M493 MaGC Phyllophaga sp. Maiz Jalisco

M492 MaGC6 Phyllophaga sp. Maiz Cofradia de la Luz, Jalisco
M498 MaGC9 Phyllophaga sp. Maiz Lagunillas, Jalisco

Bb50 BbGN4 Galleria mellonella | Cana de azacar | Tepic, Nayarit

Para su evaluacién, los hongos entomopatégenos fueron
producidos en medios s6lidos, con arroz como sustrato
[Dorta y Arcas, 1996] y diatomita como medio inerte
para su formulacién.

Bioensayo de patogenicidad. El sustrato utilizado en el ex-
perimento (arena de rio) no fue esterilizado. Tuvo un pH
de 5,8 y fue tamizado con cedazo de 0,7 mm de didme-
tro. Las formulaciones de hongos entomopatégenos fue-
ron mezcladas con diatomita para ajustar, en todos los
casos, una concentracién de 2 x 10% con/g, en 120 g de
medio. Cada tratamiento incluy6 1 200 g de medio en la
proporcién 10% de hongo entomopatégeno formulado a
la dosis indicada, mas 90% de suelo seco. Esta formula-
cién se mezcl6 uniformemente y se adicion6 150 mL de
agua sin esterilizar (pH 8,33), hasta alcanzar una con-
sistencia himeda sin llegar al punto de saturacion.

Cada tratamiento incluy6 60 vasos (26,6 mL) de plasti-
co transparente limpios, colocados en bandejas de alu-

34/fitosanidad

minio. En cada vaso fue colocada una larva de P, crinita
con un trozo de camote dulce como alimento (Ipomoea
batatas) y después se anadié 20 g de inéculo. El trata-
miento testigo solo incluy6 suelo y diatomita. Las bande-
jas en estudio fueron colocadas en camara de incubacion
con oscuridad total, a temperatura de 27-30°C durante
30 dias.

El disefio experimental fue completamente al azar y se
utilizaron 60 insectos por tratamiento, el cual incluy6
seis repeticiones de 10 larvas cada uno. Los datos fueron
analizados usando el programa general modelo lineal
SuperANOVA con separacién de tratamientos determi-
nado por Fisher’s Protected LSD [Gagnon et al., 1989].

Las larvas fueron evaluadas cada 24 h a partir del tercer
dia de iniciado el experimento, y se les adicion6 comida
cada semana, hasta cumplir 30 dias de incubacion. La
mortalidad se determind visualmente; las larvas vivas tien-
den a moverse cuando estan expuestas a la luz o cuando



Virulencia de Beauveria bassiana...

se agitan los vasos de plastico transparente. En caso de
sospecha de muerte, fue confirmada por la ausencia de
movimiento de la larva al ser tocada la superficie ventral
del térax con unas pinzas esterilizadas. Las larvas muer-
tas fueron seleccionadas en bandejas por separado y colo-
cadas en observacién hasta detectar la esporulacién de
Metarhizium o Beauveria. Durante el periodo en estudio
fue registrado el nimero de larvas vivas y el de cadaveres
con esporulacion debido al efecto del hongo ento-
mopatogeno.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza indicé diferencia altamente signi-
ficativa (P < 0,0001) entre tratamientos. Los porcenta-
jes de mortalidad obtenidos en el bioensayo para el lote
testigo y tratamientos con B. bassiana y M. anisopliae, asi
como el andlisis estadistico que establece la separacion
entre medias, se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad sintomatica

y valores de significancia estadistica en larvas
de P. crinita a los 30 dias después de la infeccion
con hongos entomopatégenos (2 x10® con/g)

Del total de aislamientos evaluados, el M 498 y M 492
superaron el 50% de mortalidad a los 30 dias después
de iniciado el bioensayo. Este porcentaje confirma la
virulencia de tales aislamientos, en particular la del
M 498 que, en bioensayos del tipo «prueba maxima»
contra larvas de tercer estadio de Phyllophaga vetula, re-
gistr6 ciento por ciento de mortalidad después de 18
dias. Ambos resultados demuestran su potencial como
agente de control microbiano contra larvas de tercer es-

tadio de Phyllophaga spp.

Los porcentajes de mortalidad ocasionados por los de-
mas tratamientos fueron superiores al testigo y se ubica-
ron en dos grupos, uno de regular virulencia integrado
por el aislamiento Bb 50 —que registré 49% de mortali-
dad-y otro de baja virulencia, representado por el ais-
lamiento M 493, el cual provocé el menor porcentaje de
mortalidad en esta evaluacién, situacién que contrasta
con lo obtenido en una evaluacién previa bajo condicio-
nes de «prueba maxima» contra larvas de tercer estadio
de Anomala sp., donde causé 50% de mortalidad a los
21 dias.

En comparacién con los porcentajes de mortalidad oca-
sionados por los hongos entomopatégenos se registraron
bajos porcentajes de mortalidad asintomadtica, debido

Tratamiento Clave Mortalidad (%) probablemente a factores de manejo (Fig. I). En este tlti-
Testigo - 00 a mo caso se observoé la presencia de dcaros necréfagos ali-
M. anisopliae M 493 250b mentandose de la larva muerta, los cuales generalmente
B. bassiana Bb 50 49,0 ¢ acompanan a las larvas desde el momento de su colecta,
M. anisopliae M 492 54,0 ¢ ademds de que el sustrato, agua y alimento no fueron
M anisopliae M 498 80,0 d esterilizad()s’
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Figura. 1. Porcentajes de mortalidad en larvas de P crinita a los 30 dias de
aplicar tratamiento con hongos entomopatégenos (2 x 10® con/g)
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Los resultados en la presente evaluacion coinciden con
los registrados por Poprawski and Yule (1991) quienes
evaluaron aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana con-
tra larvas de Phyllophaga anxia, y concluyeron que esta
especie es mas susceptible a la infeccion causada por
Metarhizium. Por otra parte, Shannon et. al. (1993) en-
contraron una actividad similar al evaluar la virulencia
de aislamientos costarricenses y exéticos de estos dos hon-
gos entomopatégenos contra larvas de segundo y tercer
estadio de P menetriesi y P. vicina, respectivamente.

En este mismo sentido Rodriguez del Bosque et al. (2003),
al evaluar bajo una modificacién de la «prueba maxima»
diversas cepas de M. anisopliae y B. bassiana contra lar-
vas de P, crinita, concluyen en términos generales que las
cepas de M. anisopliae fueron mas virulentas que las de
B. bassiana al registrar en uno de sus tratamientos un
96% de mortalidad a los 10 dias de haberse aplicado.

CONCLUSIONES

* El aislamiento M 498 de M. anisopliae a la dosis de 2 x
108 con/g, originario de Jalisco, México, y aislado de
Phyllophaga sp., fue el mas virulento contra larvas de
tercer estadio de P, ¢rinita, con un registro de mortali-
dad de 80% a los 30 dias de iniciado el experimento.

* Los resultados de esta evaluacion indican que M. anisopliae
es un agente de control microbiano con potencial para
ser incluido en programas de manejo integrado de la
«gallina ciega», tanto en parcelas agricolas como en
areas urbanas.
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