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RESUMEN
La “gallina ciega” (Phyllophaga spp.), es una de las principales plagas rizéfagas en México,
ya que atacan cultivos como cafia de azlcar, maiz, sorgo, frijol, hortalizas, frutales, plantas
forestales y silvestres. Entre los métodos para el manejo de Phyllophaga spp. se encuentra la
aplicacion de hongos entomopatogenos destacando Beauveria bassiana (Bals.) WVuill,
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. 1883 y Paecilomyces fumosoroseus (Bain, 1907),
los cuales pueden ser aplicados con otras tacticas de manejo integrado que sean compatibles.

En este trabajo se llevaron a cabo pruebas de laboratorio y campo con la finalidad de
seleccionar el aislamiento mas agresivo contra Phyllophaga spp. de un total de 12
aislamientos provenientes de las dos zonas de estudio (Cantabria, Zacapu, Michoacan y San
Francisco Uricho, Patzcuaro) se eligieron tres para aplicarlos en parcelas demostrativas, esto
en base a caracteristicas como: patogenicidad, respuesta a la produccién en medio solido y
sobrevivencia en suelo. Los tres aislamientos fueron etiquetados como: 12BbGC, 26BbGC y
33BbGC obtenidos de la Ciénega de Zacapu, Michoacan.

El estudio se llevo a cabo en dos zonas agroclimaticas distintas que fueron: Cantabria
municipio de Zacapu y San Francisco Uricho municipio de Patzcuaro. Las especies de
“gallina ciega” encontradas en Uricho fueron tnicamente: Phyllophaga ravida y P. vetula en
proporcion de 2 a 1, mientras que en Cantabria se encontraron un total de 2,568 individuos
divididos en tres subfamilias, seis tribus y 17 especies, donde predomino con un 89% el

genero Phyllophaga.

De la estimacién estacional de hongos entomopatégenos nativos se encontré que en la
localidad de Uricho el 99.19% de los hongos patégenos presentes pertenecieron al género
Beauveria y el 0.80% restante a Metarhizium presentdndose ambos en mayor abundancia
durante el verano. En la localidad de Cantabria el hongo con mayor presencia de manera
natural en el suelo fue Metarhizium con un 60.5%, seguido de hongos del género Beauveria

con un 39.5%, ambos presentes en mayor abundancia durante el verano.
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De los aislamientos aplicados en campo, el que obtuvo mayor sobrevivencia fue el
aislamiento marcado como 33BbGC, disminuyendo su concentracién de esporas de 3.5E+07 a
7.21E+04 en 60 dias, seguido del 26BbGC que disminuyd durante este mismo periodo de
2.6E+04 a 1.5E+04.

Durante el primer muestreo de larvas en campo (septiembre), no se observé mortalidad a
causa de los hongos entomopatdgenos aplicados. Esta mortalidad se manifestd hasta el
segundo muestreo (diciembre). La localidad de Uricho presentd mortalidad en larvas de 23.8
y 8.3% en los tratamientos donde se aplicaron los aislamientos 33BbGC y 12BbGC
respectivamente, en donde se aplicé el tratamiento 26BbGC vy la parcela testigo no existio
mortalidad a causa de los hongos aplicados. En la parcela de Cantabria la mortalidad a causa
de los hongos se hizo mas evidente ya que los tratamientos 12BbGC, 33BbGC y 26BbGC
mostraron mortalidades del 38.5, 23.1 y 20% existiendo diferencia significativa con respecto

al testigo.

La evaluacion de la concentracion letal (CLsg) mostrd que el aislamiento 33BbGC fue el que
necesito una menor concentracion de esporas para matar al 50% de las larvas, con un 1.4E+08
esporas por ml, seguido del 12BbGC con un 3.2E+08 y por ultimo el 26BbGC que necesito la

mayor concentracion de esporas con un 4.3E+08 esporas por ml.
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SUMMARY

The White grubs (Phyllophaga spp.), is one of principal plagues in México because attack
cultivations like sugar cane, corn, beans, vegetables, fruit, forestal and wild plants. Among the
methods for the managment of the Phyllophaga spp. Is founded the application of
entomopathogenic fungus, Standing out Beauveria bassiana (Bals) Vuill, Metarhizium
anisopliae (Metschn) Sorok. 1883 y Paecilomyces fumosoroseus (Bain, 1907), Which can be

applicated with other management integrated techniques compatibles.

In this work we take laboratory and field proofs with the finality the select the isolation more
aggressive against Phyllophaga spp. giving a total of 12 isolations coming from two studio
zones (Cantabria, Zacapu, Michoacan y San Francisco Uricho, Patzcuaro three were chosen
for the application in demonstrative parcel of land, this based on zone characteristics like:
pathogenic answer to the production in solid medium and the surviving in the soil. The three
isolations were etiquette like:12BbGC, 26BbGC and 33BbGC obtained from la Ciénega

Zacapu, Michoacan.

The studio was taken in two different agroclimatic zones: Cantabria of Zacapu and san
Francisco Uricho municipality of Patzcuaro. The species of White grubs founded in Uricho
was only Phyllophaga ravida and P. vetula in proportion from 2 to 1, while in Cantabria were
founded a total of 2,568 members divided in three subfamilies, six tribes and 17 species,

where predominate with 89% the Phyllophaga.

Of the esteem of entomopathogenic, native fungus were founded that in the locality of Uricho
the 99.19% of the pathogenic fungus be longed to the kind of Beauveria and the 0.80%
remaining to Metarhizium both presenting in abundance greater during the summer. In the
locality of Cantabria the fungus with greater presence of the natural manner in the soil was
Metarhizium with a 60.5% following of fungus of the kind of Beauveria with a 39.5% both

presents in greater abundance during the summer.
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Of the isolations applied in the field, which obtained grater surviving was the isolation
marked like 33BbGC, decreasing its concentration of spores of 3.5 E+07 TO 7.21E+04 in 60
days, following of 26BbGC, which decreased during this same period of 2.6 E+04 to
1.5E+04.

During the first sample of larva in field (September), do not observe mortality on account of
the entomopathogenic fungus applied. This mortality manifested until the second sample
(December). The locality of Uricho presented mortality in larvae of 23.8 % and 8.3% in the
treatments where the isolations 33BbGC and 12BbGC respectively were applied, in which the
treatment 26BbGC was applied and the parcel of land did not exist mortality on account the
fungus applied. In the parcel of land of Cantabria the mortality on account of the fungus was
more evident because the treatments 12BbGC, 33BbGC and 26BbGC show mortalities of

38.5, 23.1 and 20%, existing a significant difference with respect to the treatment control.

The evaluation to the lethal concentration (CL50) showed that the isolation 33BbGC was the
only which needed a less concentration of spores to kill to 50% of the larvae, with a 1.4 E+08
spores by ml, followed of 12BbGC with a 3.2 E+08 and finally the 26BbGC needed the

greater concentration of spores with a 4.3 E+08 spores by ml.
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1. INTRODUCCION

Entre las muchas riquezas que Latinoamérica ha dado al mundo se encuentra el maiz, planta
originaria de Mesoamérica que sirvio de base alimenticia a las principales culturas
prehispanicas de América y cuya importancia economica y cultural perdura hasta nuestros
dias, sobre todo para el pueblo de México.

Sin duda el maiz es el cultivo de mayor importancia en cuanto a superficie cultivada para el
Estado de Michoacan. En 2003 se sembraron 815,799.34 hectareas de diversos cultivos de las
cuales 498, 437 hectarea, (61 %) fueron de maiz, con una produccion total de 1, 442,714.9
toneladas de dicho grano, y un rendimiento promedio por hectarea de 3.009 tonelada,
(SAGARPA 2005). Con estos datos Michoacén se ubica en el 5° lugar de importancia a nivel
nacional, tanto en produccion como en superficie sembrada después de Chiapas, Jalisco.
México y Puebla.

Dentro de los factores que limitan la produccién de maiz estan los insectos plaga, los cuales
pueden atacar a la planta en todos sus estados de desarrollo incluso después de la cosecha. En
Michoacan no se tienen registros precisos de perdidas ocasionadas por plagas, aunque en
algunos casos se tiene conocimiento que en algunas regiones pueden observarse pérdidas que
van desde el 80% hasta el 100% de la produccion total. Las plagas rizéfagas son uno de los
principales problemas a los que enfrentan los productores de maiz en el estado, sobre todo en
zonas templadas, destacando entre ellas varias especies de “gallina ciega” o “yupo”.
Actualmente el control de la “gallina ciega” se realiza en mayor medida con métodos
quimicos utilizando productos que causan graves dafios a los ecosistemas. Es de admitir que
cualquier insecticida, no importa su nivel de toxicidad, o si es poco persistente o selectivo,
tiene la cualidad de generar rebrotes de la plaga o trastornos en cualquier ecosistema o habitat
dado (De Bach 1979).

Es importante mencionar que el uso de insecticidas ocasiona dafios a los insectos benéficos
causando asi un desequilibrio entre las plagas y sus enemigos naturales en muchos cultivos, lo
gue ha propiciado que las plagas ataquen con mayor intensidad. Como resultado de estos
disturbios, muchos sistemas agricolas de todo el mundo son reconocidos como no aptos para

el desarrollo de enemigos naturales, debido a que se ha afectado la relacion enemigo natural-
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plaga. Con base en lo anterior es imperante su conservacion mediante practicas que
favorezcan su multiplicacion, proporcionando un mejor ambiente (Landis et al. 2000).

Los métodos disponibles para el control de “gallina ciega” incluyen practicas de cultivo como
labranza y modificaciones de la cobertura del suelo, asi como tratamientos preventivos con
insecticidas antes 0 en el momento de la siembra, los cuales son costosos ademas de provocar
una serie de problemas de contaminacion.

Una alternativa a los tratamientos con insecticidas quimicos es el uso de organismos
entomopatdgenos que atacan a los diferentes estadios de la “gallina ciega”, reduciendo su
poblacién a niveles por debajo de su umbral econémico.

Se han utilizado varios entomopatdgenos para el control de esta plaga, tales como: los
nematodos (Sosa y Hall 1989), bacterias (Klein y Jackson 1992) y hongos (Zhang 1990); sin
embargo los resultados indican que es necesario intensificar estudios para conocer mas sobre
los organismos benéficos y su relacion con el medio ambiente.

Una opcion viable para el control de esta plaga es la utilizacion de hongos entomopatdgenos
los cuales han demostrado un gran potencial de control; sin embargo, se requieren mas
estudios para determinar los factores que expliquen las bajas infecciones observadas en
campo (Poprawski y Yule 1991).

En el ambito mundial, Glare (1992) cita un total de 23 especies de hongos patdgenos de
“gallinas ciegas”, entre los que destacan representantes de los géneros Cordyceps, Beauveria,
Metarhizium y Paecilomyces.

Es fundamental continuar con la bdsqueda, identificacion, evaluacion y conservacion en las
diversas regiones de Michoacan y en general en México, ya que los entomopatdgenos
representan una de las mejores alternativas de manejo en el &mbito local, regional o nacional,
para lo cual, es necesario hacer estimaciones confiables sobre el efecto que tienen las larvas
de “gallina ciega” en su entorno, en principio es necesario conocer con la mayor precision
posible la densidad de sus poblaciones, disposicion espacial y variacion temporal, asi como la
cantidad de larvas infectadas en campo durante sus diferentes estadios.

Otro aspecto importante es el de conocer cuanto tiempo permanecerd el hongo
entomopatogeno aplicado en el suelo de la localidad ya que no se debe olvidar que se aplican
organismos y que éstos responden de manera diferente a las condiciones ambientales como la

luz, humedad pH, etc. ademas de presentar competencia, antagonismos, etc. entre ellas.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de la Familia Melolonthidae

Los melolontidos son Coledpteros Lamelicornios que en su forma adulta tienen el escapo
antenal mucho maés corto que el flagelo, y la maza antenal constituida por tres a siete artejos
alargados y aplanados (lamelas). La cabeza es proporcionalmente pequefia, el cuerpo tiene
forma ovalada y robusta, rara vez aplanada o esbelta. Los estigmas respiratorios de los
ultimos tres segmentos abdominales estan colocados sobre la porcion lateral de los esternitos;
los tres pares de patas tienen cinco artejos tarsales. Las larvas son del tipo escarabaeiforme, se
distinguen por presentar la galea y la lacinia maxilares completamente fusionada entre si;
palpos maxilares con cuatro artejos; antenas formadas por cuatro artejos, el ultimo de ellos

conspicuo y provisto con areas sensoriales amplias (Moron et al. 1997).

Los adultos y las larvas de estos escarabajos son consumidores primarios o degradadores, y en
algunos casos son depredadores. Los adultos se alimentan de las hojas, tallos, raices,
exudados, flores, frutos y tubérculos de angiospermas, asi como del follaje y las raices de
gimnospermas, y en algunos casos depredan a otros insectos. Las larvas se desarrollan en el
suelo, consumiendo raices, estiércol seco o humus, asi como dentro o debajo de troncos
podridos, ingiriendo la madera descompuesta para procesarla en su camara de fermentacion.
Se conocen especies adaptadas a los suelos inundados, cuyos adultos pueden bucear y se
alimentan solo de las flores de plantas flotantes (Morén y Terron 1988).

En cuanto a su distribucion ecoldgica, los coledpteros Melolonthidae muestran todo un
gradiente, desde especies completamente eurioicas hasta especies muy estenoicos. Al parecer,
mas que el sustrato de alimentacion, la correlacion entre temperatura y humedad es el factor
gue con mayor frecuencia determina la presencia de una u otra especie, aunque es posible que
el pH y la textura del suelo tengan gran importancia para el establecimiento y desarrollo de las

larvas. Los miembros de esta familia se han encontrado en casi todos los ambientes
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continentales e insulares del pais, desde el nivel del mar hasta los 3,800 m de altitud (Moron
2001).

La familia Melolonthidae esta representada en México por seis subfamilias, 23 tribus, 19
subtribus, 119 géneros y 1,017 especies (Blackwelder 1944, Blackwelder & Arnett 1974,
Endrodi 1985, Mordn 1984, 1991, 1994, 1996). Con los datos disponibles hasta el momento
se puede sefialar que los estados con mayor diversidad de Melolonthidae son Oaxaca, Chiapas
y Veracruz, en donde se han registrado 223, 222 y 220 especies respectivamente (Moron et al.
1997).

2.1.1. El género Phyllophaga Harris, 1827

Pertenecen a la subtribu Rhizotrogina de talla pequefia 0 mediana (8-28 mm), cuerpo alargado
u ovalado, eshelto o robusto, glabro o en ocasiones cubierto con sedas o microestructuras
cuticulares de diversos tipos; el labro estd profundamente marginado; antenas formadas por 8
a 10 artejos; la maza antenal consta de tres a seis lamelas de longitud y grosor variable; meso
y metatibias con carinas o proyecciones dentiformes en la parte media externa; capsula genital
masculina compleja, con el edeago frecuentemente provisto de estructuras esclerosadas muy
diversas; el dimorfismo sexual se acentla en las antenas, la vestidura, el abdomen y las ufias
tarsales. Se conocen mas de 500 especies en todo el Continente Americano (Morén et al.
1997), de las cuales 369 especies de Phyllophaga han sido registradas en las 32 entidades

federativas de la Republica Mexicana (Morén 2003).
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1.1.2. Posicion taxondmica del género Phyllophaga (de acuerdo con Moron 1984)
REINO: Animalia
SUBREINO. Metazooa
FILO: Arthropoda
SUBFILO: Euartropoda
SUPERCLASE: Mandibulata
CLASE: Insecta
SUBCLASE: Pterigota
DIVISION: Neoptera
SUBDIVISION: Holometabola
ORDEN: Coleoptera
SUBORDEN: Polyphaga
SUPERFAMILIA: Scarabaeoidea
FAMILIA: Melolonthidae
SUBFAMILIA: Melolonthinae
TRIBU: Melolonthini
SUBTRIBU: Rhizotrogina
GENERO: Phyllophaga Harris, 1827

2.1.3. Distribucion

Las subfamilias de Melolonthidae tienen una amplia distribucion mundial, aunque se aprecian
ciertas tendencias a restricciones en su representacion o diversidad en cada una de las grandes
regiones zoogeograficas, por ejemplo los Melolonthinae-Macrodactylini y los Dynastinae-

Cyclocephalini son casi exclusivamente neotropicales (Moron 2001).
Las especies de Phyllophaga presentes en el territorio mexicano demuestran una gran

capacidad de adaptacion que les ha permitido colonizar casi todos los biomas ubicados entre
el nivel del mar y los 3,500 m de altitud (Mor6n 1986).
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2.1.4. Biologia

Las especies de Phyllophaga presentes en el territorio mexicano demuestran una gran
capacidad de adaptacion que les ha permitido colonizar casi todos los biomas ubicados entre
el nivel del mar y los 3,500 m de altitud. De acuerdo con cada especie, el comportamiento que
exhiben los imagos después de emerger de la camara pupal es variable; en la mayoria de los
casos aparecen primero los machos, los cuales inician sus actividades de vuelo al crepusculo o
las primeras horas nocturnas, dirigiéndose en busca de las plantas con que se alimentan, y una
vez localizadas se posan para consumir su follaje, posteriormente retornan al area de partida
para refugiarse en el suelo durante todo el dia. En la época que las hembras empiezan a
emerger, los machos vuelan buscando un punto elevado, como una rama o una simple hierba
que sobresalga en la pradera, en donde posarse para percibir las feromonas femeninas y
rastrear a su compafiera potencial. En las especies con habitos crepusculares o nocturnos esta
busqueda y el acoplamiento se lleva a cabo en el suelo o en el follaje de las plantas de
alimentacion; mientras que en las especies praticolas diurnas o vespertinas los machos
sobrevuelan a baja altura (40-90 cm) del terreno, con las lamelas antenales totalmente

extendidas para localizar a las hembras incluso antes de que emerjan del suelo (Moron 1986).

2.1.5. Ciclo de vida

La gran mayoria de especies edaficolas de Melolonthidae tienen ciclo de vida anual; bajo
ciertas condiciones pueden existir especies bivoltinas del género Anomala, y es frecuente la
presencia de especies de Phyllophaga con ciclos bianuales (Rodriguez del Bosque 1996).

Los huevos son depositados en el suelo himedo, normalmente durante el final de la primavera
o principio del verano, a la sombra de las plantas huésped, o en zonas con alta concentracion
de materia organica. EI nimero promedio de estos huevos varia en razon de la especie, pero
para algunas especies de Phyllophaga es de siete como en P. rubella (Bates) (Islas 1964), 14
en P. sturmi, 23 para P. obsoleta y 28 para P. blanchardi. La eclosion ocurre de dos a seis
semanas después, dando lugar a las pequerias larvas de primer estadio, las cuales se alimentan
activamente de raices finas, tallos subterraneos blandos, bulbos o materia organica durante
este periodo que varia entre 20 y 60 dias, hasta aumentar de 10 a I5 veces su peso inicial antes
de la ecdisis para el segundo estadio, durante el cual incrementan de cinco a siete veces su

biomasa en el transcurso de 30 a 60 dias. De esta manera la ecdisis para el tercer estadio larval
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ocurre entre agosto y octubre, originando a la fase mas longeva y voraz de estas especies; a
finales del otofio o durante la primavera la larva de tercer estadio delimita una celda o camara
ovoide, compactando con sus excrementos las particulas de suelo que le rodean, dentro de la
cual se forma la prepupa, y en una o dos semanas da origen a la pupa exarata. La etapa de
pupa transcurre durante 30 a 45 dias en el otofio o0 en la primavera, para dar lugar al imago
(Moro6n 1986).

2.1.6. Importancia econémica

En la mayoria de los casos las larvas de Phyllophaga han sido consideradas como las
principales causantes del dafio al vegetal, en gran variedad de plantas de interés agricola y
forestal, el cual puede ser leve, moderado o severo dependiendo del cultivo, de las
condiciones ambientales y del estado de desarrollo en que se encuentre el insecto. EIl tercer
estadio larval es el que causa el mayor dafio pues es mas voraz, grande y longevo (Moron
1984).

El mismo autor cita que la “gallina ciega” (Phyllophaga-Anomala-Cyclocephala) es la plaga
de suelo de mayor impacto econémico en Latinoamérica y ha sido mencionada como plaga en
mas de 40 cultivos alimenticios, en los que puede causar desde un amarillamiento de las

plantas, hasta la pérdida total de la cosecha.

Sobre el dafo ocasionado por la “gallina ciega” Villalobos (1999), comenta que éste se puede
clasificar en tres tipos de acuerdo con la siguiente escala: cuando la larva consume del 1 al
15% de la raiz el dafio es leve, si consume del 16 — 40 % se considera moderado, y si el

consumo es mayor del 40 % el dafio es severo.

Uno de los principales riesgos que se tienen cada afio para producir maiz en la Ciénega de
Zacapu, Michoacan, lo constituyen las plagas rizéfagas, en particular, los estados inmaduros
del género Phyllophaga, cuyos dafios pueden representar entre el 30 y 40 % de la produccién
e inclusive la pérdida total, ya sea en forma directa, por el consumo total de las raices del

maiz o en forma indirecta por el “acame” que ocasionan a la planta (Najera et al. 2003).
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2.2. Métodos de control

2.2.1. Control quimico

El control de la “gallina ciega” en la mayoria de los casos se ha llevado a cabo con la
utilizacion de productos quimicos que debido a su disponibilidad en el mercado y su relativa
“eficacia” proporciona a los campesinos una opcion en el control de la plaga sin conocer la
desventaja que proporcionan tales productos.

En la actualidad los residuos de los plaguicidas se encuentran dispersos en todo el planeta; asi,
se han identificado en todos los compartimentos ambientales aire, agua, lluvia, nieve,
sedimentos, suelos, en todas las regiones geograficas, incluyendo aquellas muy remotas al
sitio original de su liberaciébn ambiental, como en océanos, desiertos y zonas polares,
igualmente se ha demostrado su presencia en organismos de todos los niveles troficos desde
plancton hasta las ballenas y los animales del Artico. Estos compuestos se acumulan en los
tejidos de numerosas especies y se han extendido a todas las redes tréficas del mundo (Albert
1996).

Los seres humanos no estan exentos de esta contaminacion y los plaguicidas persistentes se
han podido ubicar en diversos tejidos y secreciones humanas, inclusive en los habitantes de
regiones muy distantes a los lugares en que estas sustancias han entrado al ambiente (Albert
1996).

No existen datos precisos en cuanto a dafos ocasionados por “gallina ciega” en el estado de
Michoacan los datos son muy puntuales refiriéndose a localidades y cultivos diversos, pero
todos los reportes coinciden en sefialar a esta plaga riz6faga como una de las plagas mas
importantes, esto ha traido como consecuencia que los productores tengan que recurrir a los
insecticidas sintéticos como uno de los medios comunes para tratar de controlar esta plaga.
Entre los productos recomendados para el control de esta plaga se encuentran: Azteca 2.1 G,
Counter15 G, Force 1.5 G, Fortress 2.5 G, y Lorsban (Clorpyrifos) 15 G, aplicados en banda o
al pie de la planta, sin considerar lo altamente toxico que son algunos de estos insecticidas,
ademas de que contienen compuestos que se acumulan en el suelo, al grado de que después de
tres afios de su aplicacion aln estd presente, ocasionado una alta contaminacion en

importantes recursos para la agricultura.
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Ademas, es muy notorio que los productores no aplican la dosis recomendada para el
insecticida, por ejemplo (Lorsban), ya que han observado que con esa dosis no tienen los
resultados esperados en el control de la plaga, por lo que prefieren incrementar la dosis hasta
en el doble (50 kg/ha), con el consecuente incremento en el costo econémico y ecologico.
(Najera * com.per. (2006).

Algunas limitaciones al uso de insecticidas en el control de la “gallina ciega” incluyen:

-En cultivos perenes los picos poblacionales de la plaga ocurren cuando ya no es posible
aplicar el producto en el suelo (Badilla 1994, Salguero 1994).

-La localizacion oportuna de las éreas infestadas es dificil, pues el dafio es notorio cuando el
periodo vegetativo del cultivo esta avanzado. Se dificulta su deteccion en el muestreo por que
las larvas pueden migrar verticalmente el perfil del suelo (Badilla 1994, Salguero 1994).

-La distribucién dispareja de la plaga en tiempo y espacio, hace dificil la determinacion del
sitio apropiado y época de aplicacion (King y Saunders 1984). Esto significa que la aplicacion
preventiva se tiene que hacer en toda el area de cultivo, con consecuencias negativas en
cuanto a costos.

-Los huevos son colocados durante un largo periodo, dependiendo de las condiciones
climaticas, dando origen a distintas cohortes de larvas y consecuentemente a un periodo largo
de dafios (Badilla 1994).

-La movilidad de los productos quimicos en suelos pesados y organicos es minima y no llegan
al sitio de accion (Badilla 1994).

Los insecticidas usados en el combate de Phyllophaga, en su mayoria pertenecen al grupo
toxicolégico de los organofosforados (Cuadro 1), los que se recomienda usar cuando se
determina la presencia de larvas o cuando el terreno tenga un historial de infestaciones. Las
aplicaciones deben ser dirigidas a la raiz o adheridos a la semilla, lo que reduce la
contaminacion de aguas subterraneas y disminuye las cantidades de producto aplicado
(Salguero1994).

! Miguel Najera Rincon Investigador titular del campo experimental Uruapan perteneciente al Instituto Nacional
de investigacion Forestales Agricolas y Pecuarias. INIFAP.

23



Cuadro 1. Insecticidas mas comunmente utilizados en el combate quimico de la “gallina

ciega”.
Ingrediente | Nombre _ ) )
- o Formulacion Modo de: Grupo toxicologico

Acephate Orthene G Sistémico y contacto | Organofosforado

Phorate Thimet G Contacto Organofosforado

Phoxim Volaton G Contacto Organofosforado, nitrilo

Fenamiphos | Nemacur G Sistémico Organofosforado

Ethoprophos | Mocap G Contacto Organofosforado

Diazinon Diazinon G Contacto Organofosforado,
piramidin

Carbofuran Furadan G Sistémico Carbamato

Clorpyrifos Lorsban G,L Contacto Organofosforado,
piridina

Aldicarb Temik G Sistémico Carbamato

G: granulado, L: liquido

La “gallina ciega” se caracteriza por tener una gran diversidad de hospederos y ciclos de vida
asi como adaptaciones a diferentes condiciones, lo cual provoca dificultad en su manejo. No
obstante que el combate quimico es el mas utilizado en algunos paises, no ha proporcionado
una proteccion adecuada a los cultivos (Coto 1993). Se presentan pérdidas totales en
rendimiento a nivel local o regional, y son frecuentes los nuevos registros de parcelas
infestados en diversos Estados de la Republica Mexicana.

El uso de productos quimicos en la agricultura ocasiona cada vez mas problemas que
beneficios, sobre todo por el gran dafio que se estd generando en el ambiente. Entre estos
dafios se pueden mencionar la contaminacion del suelo, de donde pasa a los mantos freaticos
y contamina pozos de agua, ademas de los cuerpos loticos y lénticos, asi como la
contaminacion directa de los tejidos vegetales y aun del aire. Por esas vias de contaminacion,
los toxicos sintéticos repercuten directa y rapidamente en la salud humana, pero también
afectan lentamente por rutas mas complejas, como las redes o cadenas troficas, por las cuales
los productos quimicos estan afectando las funciones de toda una serie de organismos que

habitan en el suelo, en el agua, y en las plantas, a partir de los cuales se alimenta un gran
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numero de especies animales integrantes de la red trofica todo un catalogo de animales de

todos tamafios, incluyendo a los animales domésticos y a la especie humana.

2.2.2. Control cultural

Los métodos culturales de control implican la alteracion fisica del habitat en cualquiera de las
muchas maneras que pueda hacerse, para dejarlo menos favorable para la reproduccion y la
supervivencia de la plaga. Los efectos sobre la plaga pueden ser directos o indirectos, tales
como favorecer a los enemigos naturales o aumentar la tolerancia de la planta o bien una
combinacion de ambos (De Bach 1977).

La investigacion y aplicacion de los métodos culturales debe tener fundamentos bioldgicos y
ecoldgicos, tantos como cualquier otra técnica, ya que resulta esencial un conocimiento
preciso de la biologia y costumbres de la plaga, incluyendo una informacién exacta sobre sus
enemigos naturales, asi como la etapa en la cual es mas vulnerable el insecto plaga (De Bach
1977).

Existen alternativas de control para el manejo de la “gallina ciega”, entre las cuales se
mencionan el encalado del suelo, que hace inadecuado el ambiente para el desarrollo. La
solarizacion del suelo, que mediante la radiacion solar actia como un agente letal para el
control de esta plaga (Alzugaray et al. 1998).

El arado profundo es una alternativa de control cultural en sistemas de laboreo convencional,
ya que las larvas son destruidas por el propio laboreo o quedan expuestas y se las comen las
aves. Una manera de disminuir las poblaciones es con laboreos tempranos (enero y febrero)
ya que los suelos laboreados no son preferidos para la oviposicién. La rotacion de cultivos es
otra posibilidad, si hay una alta infestacion de “isocas” (“gallina ciega”) en una pradera vieja
se puede sembrar algln cultivo que por ciclo escape al dafio como puede ser el caso de avena
para pastoreo o un cultivo de verano (Alzugaray et al. 1998), realizar barbechos profundos a
fines de otofio e invierno, seguidos de rastreo concienzudo desterronado, con el proposito de
exponer la mayor parte de las larvas del tercer estadio y prepupas a la accion de aves,
mamiferos y factores ambientales, mantener los campos libres de pasto, se logran menos
dafios, ya que en algunas ocasiones las infestaciones comienzan en los pastos, mantener una
buena fertilidad del suelo que asegure un desarrollo mas rapido de la planta, lo cual minimiza

los estadios susceptibles al ataque y recuperacion del dafio. (King & Saunders 1984).
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El uso de biodinamizados que repelen a los adultos de la misma especie, inhibiendo la
oviposicion y como consecuencia se disminuye el dafio en el cultivo (Alzugaray et al. 1998)
La captura de adultos y uso de trampas de luz que reducen el nimero de adultos (Rodriguez
1997).

2.2.3. Control con feromonas sexuales

El nombre de feromonas es utilizado para designar a las substancias quimicas que son
liberadas por un individuo a través de glandulas de secrecion y que inducen una respuesta
conductual o fisioldgica en otro individuo de la misma especie, facilitando el encuentro entre
sexos, desbloqueando la inhibicion de la copula y favoreciendo el acoplamiento asi como la
reproduccion, siendo expulsadas el ambiente como una forma de comunicacion. Estas
substancias no deben de ser vistas como una panacea, sino mas bien se debe buscar integrarlas
con otros métodos de control, ya que son compatibles con todos ellos (Rojas 1993).

El primer aislamiento e identificacion de feromonas de insectos ocurrio en 1959 por
cientificos de Alemania, desde entonces cientos quiza miles de feromonas de insectos han
sido identificadas al incrementar lo sofisticado de los equipos (Rojas 1993).

En el grupo en el que se han estudiado mas ampliamente es en la clase Insecta en donde se
han logrado establecer la estructura quimica de 400 especies aproximadamente (Rojas 1993).
Los trabajos realizados con “gallina ciega” donde son utilizadas las feromonas como atrayente
sexual, en su mayoria han sido probadas para trabajos de monitoreo de poblaciones y no para

controlar a las plagas (Najera' com.per. 2008).

! Miguel Néajera Rincén Investigador titular del campo experimental Uruapan perteneciente al Instituto Nacional de

investigacion Forestales Agricolas y Pecuarias. INIFAP.
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Las feromonas regulan un gran numero de funciones en los insectos, tales como: el
apareamiento, ovoposicion y defensa. EI 60% de las feromonas identificadas en la Clase
Insecta pertenecen al Orden Lepidoptera (Rojas 1993).

La especificidad de la feromona se logra por variacion en el largo de la cadena, el nimero,
naturaleza del grupo funcional y proporcion precisa de los componentes feromonales (Metcalf
1990).

El problema en la identificacion que presentan tales substancias es que el material
biolégicamente activo se encuentra en pequefas cantidades mezclado con grandes cantidades
de material inactivo.

Un inconveniente en la identificacion consiste en que no todos los compuestos liberados por
los organismos son compuestos feromonales (Rojas 1993).

Existen entre 50 y 100 feromonas sintéticas disponibles comercialmente para la aplicacién
practica y su empleo en estudio de campo sobre la deteccion, vigilancia y control de plagas.
Las trampas feromonicas son muy Utiles y se estdn convirtiendo en una herramienta

importante en los programas de Manejo Integrado de Plagas (Metcalf 1990).

2.2.4. Uso de extractos vegetales.

Los productos naturales derivados de las plantas, proporcionan una vasta fuente de
substancias bioactivas que se han utilizado a través del tiempo como insecticidas en forma de
polvos, cenizas o extractos (Cox 1981).

Durante los ultimos 25 afios, han sido de gran actividad dirigida al trabajo quimico en la
extraccion e identificacion de un extenso orden de productos naturales biol6gicamente activos
que afectan el modo de conducta, desarrollo y reproduccion en ciertos insectos nocivos (Cox
1981).

En México, actualmente existe la propuesta de empleo de insecticidas de origen vegetal, como
elemento en el manejo integral fitosanitario pues ha sido demostrada su eficiencia en la
practica y también su capacidad de biodegradarse con facilidad sin dejar residuos
contaminantes en el medio ambiente.

Los extractos vegetales probados de Melia azedarach o arbol del paraiso, también llamado
“Paraguas Chino”, originario de China y Norte de la India, actualmente distribuido en nuestro

pais es considerado una opcion para el control de plagas. El principio activo de M. azedarach
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se localiza en el tallo y frutos, es utilizado como insecticida de contacto en forma de extracto
acuoso. Los compuestos de este arbol interrumpen el desarrollo de insectos, y disminuyen el
consumo de follaje y raiz provocando desorientacion e inquietud continua en los insectos,
incrementando el parasitismo al permanecer expuestos y débiles ante sus enemigos naturales
(Cox 1981).

2.2.5. Mejoramiento geneético

El mejoramiento genético agrupa a todos aquellos mecanismos basados en los caracteres
heredados cuya expresion, a pesar de que estan influenciados por el medio ambiente, no ha
sido disparada por factores ambientales. Normalmente existen en la planta
independientemente de que sean provocados por la plaga (La Torre 1990).

Las plantas presentan un grado diferente de sensibilidad al ataque de los insectos, de tal modo
que unos prefieren unas plantas mas que otras. La explicacion a lo anterior es diversa ya que
intervienen en ello caracteristicas fisico-quimicas de las plantas, y las condiciones del
ambiente como el climay el tipo de suelo (Metcalf y Lockmann 1990).

Se estima que por cada dolar invertido en investigacion sobre este tema se obtiene una
ganancia de 20 (Butin 1986), ademas los estudios de este tipo son necesarios en programas de
manejo de poblaciones.

El mejoramiento genético actia en fendmenos relacionados con la resistencia de la planta
como tolerancia, preferencia y antibiosis. La primera es la capacidad de ciertas plantas para
recuperar los dafios que sufren o para crecer y producir un rendimiento adecuado, a pesar de
mantener una poblacion de insectos capaz de dafiar a un hospedero mas susceptible, la
tolerancia por lo general es resultado de uno a mas factores como son: vigor general de la
planta, crecimiento de los tejidos dafiados, fuerza de los tallos y resistencia de albergar a los
insectos y produccién de ramas adicionales.

La preferencia ocurre cuando los insectos seleccionan ciertas especies, variedades o
individuos. Por ultimo, la antibiosis se basa en que las plantas poseen substancias antagonicas
a los insectos o debido a que su estructura fisica es tal, que se impide por ello que las larvas se
alimenten (La Torre 1990).
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2.2.6. Control bioldgico
El campo del control bioldgico abarca el estudio, importacion, incremento y conservacion de
los organismos benéficos, para la regulacion de las densidades de poblacion de otros
organismos considerados plaga.
Bajo el estudio del control bioldgico, se incluyen fases que son basicas a cualquier aplicacion
del metodo, pero estas no solamente no reportan resultados utilitarios inmediatos como un
objetivo, y no incluyen los efectos directos para utilizar, manipular o conservar los enemigos
naturales (De Bach 1968).
La primera fase investiga el comportamiento, la taxonomia, biologia, demografia, etc. de los
parasitoides, depredadores y patdgenos, pero pueden considerarse sus hospederos, asi como
otros factores ambientales que tengan efectos interactivos. La segunda fase incluye estudios
ecologicos de campo, designados para evaluar la importancia relativa de los enemigos
naturales, con respecto a otros factores en la regulacién de las densidades de poblaciones de
hospederos (De Bach 1968).
La introduccion controlada de nuevos enemigos naturales, estd generalmente basada en el
hecho de que muchas, si no es que la mayoria de las plagas agricolas, han sido
accidentalmente introducidas dentro de las areas en cuestion, mientras que sus enemigos
naturales nativos se han quedado en el lugar de origen. Esto, sin embargo, no debe tomarse
en cuenta para excluir la posibilidad de controlar plagas nativas, por la introduccion de
enemigos naturales que existan sobre especies exaticas relacionadas con la plaga (De Bach
1968).
Para llevar a cabo el control de una plaga bajo este método es necesario buscar enemigos
naturales cuyos efectos aumenten conforme se incremente la densidad del hospedero y que
disminuyan al decrecer el nivel de estos, ya que tienden a reducir la poblacion cada vez que se
alcanza cierta densidad (la cual puede ser dafiina dependiendo de la tolerancia al dafio) y que
la presion se atente cuando la plaga disminuye.

En la actualidad han sido descubiertos aproximadamente un 15% de los insectos
enemigos naturales que existen, de los cuales los mas importantes dentro de la lucha biolégica

son los parasitoides, depredadores y entomopatdgenos (De Bach 1981).
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2.2.6.1. Control de la “gallina ciega” por medio de depredadores y parasitoides

En la actualidad no se cuentan con suficientes conocimientos para opinar con precision sobre
la importancia de los artropodos como agentes importantes de regulacién de Phyllophaga spp.
Se sabe que los enemigos naturales juegan un papel importante en la regulacion de estas
plagas; sin embargo no existen estudios que permitan ofrecer opciones a los agricultores
(Hanson 1994).

Entre los enemigos naturales se reportan algunos parasitoides y depredadores. En el Orden
Hymenoptera, se menciona al exoparasito Campsameris dorsala, Elis sp., Tiphia parallela
Smith (Tiphidae) y a Pelicinus polyturator Drury (Pelecinidae) que son factores de mortalidad
de las larvas de “gallina ciega”, pero hasta el momento con escasa importancia desde el punto
de vista aplicado (King 1994).

Los depredadores de larva de Phyllophaga incluyen varios mamiferos, Coledpteros y
Dipteros. En Coleoptera los depredadores incluyen adultos y larvas de Carabidae y larvas de
Elateridae. Las larvas de algunas especies de Asilidae y Tabanidae son reportadas como
depredadores de Phyllophaga en Estados Unidos. Los depredadores de adultos incluyen una
diversidad de invertebrados y vertebrados, entre los que se pueden mencionar al sapo (Bufo

marinus L.) y algunas aves (Hanson 1994).

2.2.6.2. Control microbial de la “gallina ciega”

El control microbial consiste en la utilizacion de los patégenos para mantener la poblacién de
las plagas a niveles economicamente rentables. Alves (1986) sefiala que los microorganismos
entomopatogénicos no deben ser considerados como Unicos agentes de control, mas bien
deben formar parte de un conjunto de medidas (MIP), que en armonia con el medio ambiente
sean capaces de reducir las poblaciones de insectos plaga.

El control microbial en la actualidad juega un papel importante en los nuevos sistemas de
manejo de Phyllophaga, especialmente para el pequefio y mediano agricultor, junto con otros
métodos quimicos tiende a reducir la cantidad de ingrediente activo aplicado, como el uso de
tratamientos a la semilla del maiz y métodos culturales como la labranza cero y el manejo de
coberturas durante el periodo de oviposicion de los adultos de la “gallina ciega”, estos seran

componentes importantes en los sistemas del manejo de esta plaga, sobre todo considerando
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el habitat subterraneo de estos insectos, que los hace mas susceptibles a la infeccion por

microorganismos como los hongos, bacterias, virus y nematodos (Najera 1998).

2.2.6.2.1. Control a base de bacterias

El suelo es un medio complejo rico en microorganismos. Un suelo agricola fértil contiene de
10® a 10° bacterias/gramo, el equivalente de 300-3000 Kg/ha, o de 0.05% de la masa total
(Alexander 1977). Dentro de este complejo ambiente el problema que surge con respecto al
control bioldgico satisfactorio, mas que el presentado por la resistencia a factores extremos
del medio ambiente, es el ofrecido por la competencia existente. La bacteria Bacillus popilliae
(Dutky), (Bacillaceae) se ha utilizado en Estados Unidos durante mas de 50 afios para
controlar plagas de escarabeidos como Popillia japonica (Coleoptera: Scarabaeidae)
(Alexander 1977).

La bacteria es un patégeno obligado cuyas cepas presentan un alto grado de sensibilidad hacia
huéspedes escarabeidos especificos. En Estados Unidos se han comercializado cepas
especificas para controlar a P. japonica y Amphimallon majalis (Coleoptera: Scarabaeidae).
La bacteria se ha utilizado también experimentalmente en el campo en la India y en China.
Esta bacteria se aplica en forma de inoculo en poblaciones moderadas y altas. Se espera que
durante el primer afio se produzca aproximadamente un 30% de infeccién (Klein 1992) y que
la bacteria se multiplique en la larva enferma proporcionando control en dos o tres afios tras la
aplicacion. B. popilliae debe su éxito a su habilidad para multiplicarse de forma natural en la
poblacién huésped y sobrevivir en el suelo en ausencia de la misma durante periodos muy
largos. Aunque no hay un método confiable para producir el aislamiento cuantitativo de la
bacteria en el suelo y poder asi medir su dispersién, se observa que la larva P. japonica y
otros invertebrados al moverse expanden el inéculo por el suelo.

Serratia entomophila (Enterobacteriaceae) es una bacteria patdégena que causa la enfermedad
denominada “ambar” en larvas de Costelytra zealandica (Coleoptera: Scarabaeidae). La
bacteria se encuentra comunmente entre las poblaciones de C. zealandica en Nueva Zelanda y
se le asocia frecuentemente con colapsos naturales en poblaciones de plagas (Jackson 1984).
Es sin embargo un patégeno altamente especifico y el unico huésped que se le conoce del
mismo es al escarabiedo C. zealandica. O Callaghan et al. (2000) en trabajos realizados en

pastizales de Nueva Zelanda han utilizado con éxito la aplicacion de bacterias de Serratia
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entomophila y S. proteamaculans causando la enfermedad denominada “ambar” en larvas de
“gallina ciega” Costeyitra zealandica.

Bacillus thuringiensis ha tenido poco éxito con respecto a los insectos que habitan en el suelo
ya que estos son generalmente menos susceptibles que los homologos aéreos a la espora y la
toxina. El potencial de Bt en el suelo se ve ademas limitado por la descomposicion rapida de
la toxina llevada a cabo por los microorganismos del suelo. En Holanda sin embargo, se ha
logrado cierto éxito contra las larvas de Tipula spp. Al tratarlas con B. thuringiensis var
israeliensis introducido en un cebo de salvado (Smith 1992) pero dicho control requiere una
proporcién de aplicacion alta (16 litros Bti/ha o 3 x 10*° equivalentes espora /m?.

Néjera, et al. (2000), trabajaron en laboratorio con larvas de Phyllophaga ravida y P. vetula
evaluando la accién de bacterias Paenibacillus popilliae originarias de América central, la
inoculacion de las bacterias se llevo a cabo con la preparacion de una suspension de esporas

(per 0s) e inyeccidn, obteniendo mortalidades superiores al 33% en ambas especies.

2.2.6.2.2. Control a base de hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos son un grupo de microorganismos ampliamente estudiados en
todo el mundo, existiendo mas de 700 especies reunidas en 100 géneros y tienen la
particularidad de parasitar a diferentes tipos de artropodos y de encontrarse en los habitats
mas variados, ya sea acuatico o terrestre, y dentro de estos, en cultivos anuales, semiperennes
y perennes. Asimismo, los hongos pueden jugar un papel muy importante en la salud humana
ya que algunas especies son virulentas para moscas y mosquitos (Lecuona 1995).

Su importancia, dentro de un programa de manejo integrado de plagas, lo demuestran las
formulaciones que fueron y son realizadas con ellos y que son empleadas en distintos paises.
Actualmente, las especies que estan siendo mas estudiadas en programas de cooperacion con
la industria son: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, B. brongniartii, Verticillium
lecanii, Paecilomyces fumosoroseus y Lagenidium giganteum para el control de plagas de

pasturas, suelo, invernaculo y mosquitos (Lecuona 1995).

Las especies de hongos entomopatogenos que atacan a la “gallina ciega” son relativamente
pocas, siendo las mas comunes y estudiados: M. anisopliae, B. bassiana y B. brongniartii.

Otras espacies de Deuteromycetes atacan ocasionalmente a escarabeidos. Cordyceps
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(Ascomicete) es una especie de hongo bien descrita para escarabajos, pero se conoce poco
sobre su biologia y ecologia. Especies del orden Zygomycete (Entomopthorales) son
comunmente patégenos de insectos (Jackson 1992). Ademéas de estos géneros, también se

reportan otros entomopatogenos atacando insectos de la familia Scarabaeidae (Cuadro 2).

Cuadro 2. Especies de hongos reportados como patdgenos de escarabeidos (Jackson 1992).

Ascomycetes Coelomycetes Deuteromycetes Zygomycetes
Cordyceps aphodii Entoderma colletosporium | Akanthomices angustispora Pandora brahmminae
C. barnesii Beauveria amorpha
C. brittlebankii B. bassiana
C. geotrupis B. brongniartii
C. melolontha Hirsutella stylophora
C. michiganensis Metarrizium anisopliae
C. neovolkiana Paecilomyces canadensis
C. ravenelii P. cicadea
C. superficialis P. fumosoroseus
C. styilophora Penicillium sp.
Verticillium lecanii

En la actualidad existen muchos trabajos que apoyan la utilizacion de estos patogenos en el
combate de la “gallina ciega”. Milner, (2000) menciona la utilizacién de hongos
entomopatogenos de los géneros Metarhizium y Beauveria en cultivos de cafia de azucar en
Australia para el control de larvas de escarabajos de la familia Melolonthinae, con lo que se
logra controlar de un 50-60% los dafios ocasionados por estas plagas, mencionando que los
conidios de estos hongos pueden sobrevivir en el suelo por periodos de hasta tres afios.

Garcia-Martinez et al. (2000) utilizaron cepas de M. anisopliae para el control de larvas del
tercer estadio de Phyllophaga crinita, plaga de importancia agricola en el noroeste de México,

obteniendo niveles de mortalidad superiores al 80 % a los 30 dias de la aplicacion.

2.2.6.2.2.1. Ciclo de la enfermedad
La infeccion de la mayoria de los hongos entomopatégenos se inicia con la germinacién de

los conidios, los cuales emiten un tubo germinativo que invade directamente a través del
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exoesqueleto o cuticula. EIl sitio de invasion ocurre a menudo entre las partes de la boca,
partes intersegmentales y a través de espiraculos donde existe generalmente una mayor
humedad, que promueve la germinacion y ademas la cuticula no esta esclerotizada, esto hace
que la penetracion del hongo sea mas facil, en este proceso de penetracion estan involucradas
enzimas que degradan la cuticula. Una vez en el interior el hongo se multiplica por gemacion
dando formas micelianas libres y unicelulares Ilamadas blastosporas, ya en el interior del
hemocele el hongo produce toxinas que actian como inhibidoras de las reacciones de defensa
del hospedero por alteracion de los hemocitos. La muerte del insecto parasitado ocurre
generalmente antes que el hongo colonice todo el interior del hemocele, ella es originada en
gran medida por la accién de las sustancias toxicas secretadas por el hongo. La muerte del
hospedero marca el final de la fase parasitica para continuar creciendo saprofiticamente por
todos los tejidos. Luego de la muerte el micelio invade todos los tejidos y Organos,
comenzando en ciertos casos por los tejidos grasos, después de la colonizacion el insecto
queda momificado. Si las condiciones ambientales son favorables las hifas vuelven a atravesar
la cuticula hacia el exterior donde formaran esporas tomando la coloracion caracteristica de
cada especie (Lecuona 1995).

La apariencia general de una “gallina ciega” infectada por hongos entomopatégenos estd
asociada con el proceso de desarrollo de la enfermedad. Durante los estados iniciales es
frecuente observar sobre la superficie del cuerpo de la larva diversas manchas necroticas de
color café obscuro o negro, éstas manchas se asocian a los sitios por donde ha penetrado e
invadido el hongo (Poinar y Thomas 1978, McCoy et al. 1988). Conforme la infeccion
avanza, el insecto presenta diversas alteraciones en su comportamiento ya que pierde
actividad, reduce su apetito y pierde coordinacion, en éste estado, la larva frecuentemente
cambia de color, presentando tonalidades obscuras, en algunos casos, se ha observado la
tendencia a desplazarse hacia la superficie del suelo. En ciertas ocasiones, la larva puede
paralizarse y despues de su muerte es cubierta por una capa de micelio blanco, si se trata de
una infeccion provocada por Beauveria spp, 0 verde, si corresponde a Metarhizium
anisopliae; finalmente, el insecto se momifica sin perder su forma y tamafo. Las larvas
muertas por hongos entomopatdgenos no se descomponen, y en consecuencia no despiden

mal olor.
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2.2.6.2.2.2. Condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad

2.2.6.2.2.2.1. Humedad relativa

Los hongos entomopatogenos, generalmente requieren de alta humedad relativa para la
germinacion de los conidios y la formacién de estructuras reproductoras, este factor también
afecta la estabilidad y sobrevivencia del hongo. Las condiciones himedas favorecen la
presencia y persistencia de los hongos, manifestaindose como focos epizodticos (Clayton y
Grove 1988).

Algunos autores consideran que la humedad relativa es de poca importancia en el proceso de
infeccion pero indispensable para el desarrollo y la germinacion de los conidios, ademas la
humedad es importante para el desarrollo de las hifas y la produccién de esporas, lo cual
resulta solamente si la humedad esta cerca del 100%. La humedad relativa puede afectar la
longevidad de las esporas, ya que se ha comprobado que los conidios de B. bassiana viven

mas a humedades relativas de 0 a 30 que a 75% (Clayton y Grove 1988).

2.2.6.2.2.2.2. Temperatura

La influencia de la temperatura en infecciones de insectos con Beauveria depende de los
requerimientos del hongo. El género Beauveria normalmente se desarrolla en un rango de 0
°C a 40 °C de temperatura, con una temperatura 6ptima de 20 a 30 °C, lo cual depende del
origen geografico del aislamiento. Investigaciones hechas con Beauveria, mencionan que
necesita temperaturas entre los 10 °C y 30 °C para la germinacién de las esporas, desarrollo
hifal y produccion de esporas. Se ha comprobado que las esporas mueren a temperaturas
cercanas a los 50 °C y pierden su viabilidad en pocos meses a temperaturas de 21 °C, pero al
estar almacenados a 8 °C, se pueden mantener viables por un afio (Cayton y Grove 1988). Las
temperaturas bajas son mas favorables para mantener niveles de viabilidad para las
formulaciones en aceite, la viabilidad puede reducirse a cero despues de 20 dias a 25 °C,
mientras que a 2 °C, se mantiene entre el 95 y 99 % por 40 dias (Cayton y Grove 1988).

La temperatura y los niveles de humedad son dos factores que influyen en el desarrollo
normal de hongos, sin embargo los hongos poseen una habilidad para permanecer viables a
altas y variadas temperaturas del suelo, ademas ellos pueden adaptarse a suelos con alto

contenido de humedad o suelos completamente secos (Fuxa 1987).
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2.2.6.2.2.2.3. Luz

La intensidad, duracion y longitud de onda, son factores importantes en la sobrevivencia de
los hongos entomopatdgenos. La luz ultravioleta en dosis subletales, afectan el desarrollo y
puede ser letal o mutagénico para las esporas. La vida media de los conidios que estan
expuestos a la luz solar es de aproximadamente 2 horas, debido al efecto letal de la luz
ultravioleta y especificamente en la onda B (295-320 mm) (Roberts 1989).

Los requerimientos de luz de muchas especies es variable, algunos crecen bien en oscuridad,
pero otros prefieren la luz y algunos esporulan mejor bajo la luz ultravioleta, mientras otros

requieren periodos de luz y oscuridad para su esporulaciéon (Smit y Onions 1994).

2.2.6.2.3. Clasificacion de los hongos entomopatdgenos
La mayor parte de los géneros de hongos entomopatdgenos como Beauveria, Metarhizium y

Paecilomyces, pertenecen a la siguiente clasificacion (Robert 1989, Tanada y Kaya 1992).

DIVISION: Eumycota
SUBDIVISION: Deuteromycotina
CLASE: Deuteromycetes (Hyphomycetes)
ORDEN: Moniliales
FAMILIA: Moniliaceae

GENERO: Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces.
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2.2.6.2.4. Especies mas comunes que atacan a la “gallina ciega”

2.2.6.2.4.1. Paecilomyces fumosoroseus (Bain, 1907)

Tres especies de Paecilomyces han sido descritas en escarabajos. Una de las especies mas
comunes P. fumosoroseus, han sido descrita de Melolontha melolontha bajo el sindnimo de
Spicaria fumoso-rosea. Otras especies asociadas a escarabajos son P. farinosus, P. cicadea y
P. canadensis (Glare, 1992).

El género P. fumosoroseus se caracteriza por que su colonia adquiere tonalidades rosadas, los
conidioforos son erectos y llevan varias ramas compactas de fidlides cuyas bases estan
fuertemente engrosadas, sus conidios son desde cilindricos a fusiformes y miden de 3-4 x 1-2
micras de largo y didmetro. En un principio esta especie fue descrita como: Isaria
fumosoroseus Wise, Spicaria aphodii Vuill, Spicaria cossus Portier y Sartory. Algunas veces
es llamada muscardina amarilla.

Este hongo produce colonias blancas que luego se vuelven color rosa palida y al llegar a la
esporulacion, sus colonias se tornan un color gris claro. Los conidioforos se originan ya sea en
la parte basal del crecimiento o en las hifas aéreas, que estan agrupadas en paquetes
ramificados Ilamados sinemas. Las fialides son globuladas en la base y terminadas en un
cuello largo en forma de botella, sus conidios se arreglan en cadenas y son de fusiformes a
cilindricos. P. fumosoroseus ataca un amplio rango de hospederos, especialmente larvas de
lepidopteros, ademdas puede atacar a coledpteros, homopteros, himendpteros y dipteros
(Osborne y Landa 1992).

2.2.6.2.4.2. Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorok. 1883

Desde su descubrimiento en 1879, M. anisopliae ha sido encontrado de manera natural en
Francia, EUA, México, Trinidad, Samoa, Java, Hawai, Puerto Rico, Cuba, Argentina, Brasil,
etc. (Stevenson 1918).

El hongo M. anisopliae, es muy comun y se encuentra ampliamente distribuido y presentando
un amplio rango de hospederos. La mayoria de estos son encontrados dentro del orden
Coledptera con un total de 134 especies principalmente de la familia Curculionidae,
Elateridae y Scarabaeidae (Zimmermann 1993). Este hongo es considerado como agente muy

importante en el control, facilmente identificado por su coloracion verde olivaceo con
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conidios cilindricos (5-7.5 x 2.3-3.7 micras largo por ancho) los cuales son producidos en
forma densa y compacta. Se desarrolla y fructifica mejor en la oscuridad, ademés a medida
que la humedad del medio se incrementa, el crecimiento es méas favorable. La temperatura
Optima para la germinacion, fructificacion y crecimiento es de 26 °C y el pH inicial del medio

debe encontrarse entre 6.9 y 7.4 (Zimmermann 1993).

2.2.6.2.4.3. Beauveria bassiana (Bals.) Vuill

Cerca de 500 especies de insectos son hospederos del hongo entomopatogeno Beauveria,
principalmente de los ordenes Coleoptera y Lepidoptera. Entre las especies cominmente
asociadas a los escarabajos se encuentran B. bassiana, B. brongniartii, los cuales han servido
para el control de algunos insectos rizéfagos como Melolontha melolontha (Coleoptera:
Scarabaeidae). Beauveria tiene la ventaja de ser producido en grandes cantidades en medios
solidos y liquidos.

Las colonias de B. bassiana alcanzan un diametro de 0.6 -2.3 cm de didmetro en ocho dias de
crecimiento en medios de cultivo a 20 °C, son de apariencia polvosa debido a la presencia de
gran cantidad de conidios. El crecimiento inicial es de color blanco, pero después se puede
tornar amarillento o rosado. Los conidios son hialinos, globosos, generalmente miden de 2-3
um de diametro y se encuentran dispuestos de manera irregular en zig-zag (Tanada y Kaya
1993).
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3. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

3.1. Cuenca del lago de Patzcuaro

Patzcuaro se encuentra dentro de una cuenca donde anteriormente se encontraba un rio, que
en la actualidad estd obstruido por lava. La cuenca de Patzcuaro fue el centro del imperio
purépecha (Tarasco) y se estima que tenia una poblaciéon de 60,000 a 105,000 habitantes al
momento de la conquista espafiola (Chacdn 1993). Esta cuenca cuenta con una extension de
1,000 km? y ha sido escenario de experiencias agricolas muy antiguas, ya que por el
descubrimiento del polen fésil de maiz en el fondo del lago se sabe que la agricultura de la
region se practica al menos desde hace 3,500 afios (Chacon 1993).

En la actualidad la poblacion purépecha representa el 25% (21,000 habitantes) de la poblacién
total de la ribera, distribuida en 24 comunidades de las cuales dos de ellas se encuentran en las

montafias, cinco son islefias y 17 son riberefias (Chacon 1993).

3.1.1. Localizacion

Patzcuaro se localiza en la region norte central del estado de Michoacan a 57 km. al suroeste
de la ciudad de Morelia, en el Altiplano Mexicano entre los paralelos 19° 31" y 19°42" Ny
entre los meridianos 101° 32" y 101° 43" O (figura 1). La altitud fluctGa entre los 2,035 msnm
en la ribera del lago hasta los 3,200 msnm en las maximas elevaciones de la cuenca (Chacon
1993).
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Figura 1. Localizacion geografica del Lago de Patzcuaro (Encarta 2006).
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3.1.2. Suelos

Los suelos localizados en la cuenca son basicamente derivados de cenizas volcanicas, magma
y lavas basalticas ricas en olivino (Mg Fe)2 SiO4 albita (Na Al Si3 O8) + anortita (Ca Al2 Si2
08) vy piroxenos. Estos materiales son principalmente alcalino-ferromagnesianos vy
susceptibles a la intemperizacion. Los suelos que son relativamente jovenes son originados a
partir de productos volcéanicos caracterizados por una alta acumulacion de humus, alta
susceptibilidad a los procesos erosivos y a la lixiviacion parcial de sus bases (Villarelo 1989).
En su mayoria son andosoles y luvisoles, los primeros se originan a partir de cenizas
volcanicas, son obscuros con un alto contenido de fosforo y los luvisoles son localizados
también en las regiones volcanicas, de color rojizo ricos en arcilla y &cidos y al igual que los
andosoles son susceptibles a la erosion. En la cuenca de drenaje asi como en las areas mas
pequefias de la cuenca particularmente sobre la region este, se localizan los suelos de tipo
acrisoles, vertisoles y gleysoles siendo este Gltimo un componente primario de las riberas del
Lago. De acuerdo a Villarelo 1989), se presentan cinco tipos de suelo en la region de la
cuenca:

1) En las partes mas altas se encuentra el suelo amarillo café, que son producto de la estacion
himeda, bajo una cubierta de pinos y abetos que le da alta fertilidad.

2) Otro tipo es el tapuri, conocido como lateritico de color amarillo-café de textura fina que
varia de gruesa a arcillosa.

3) Un tercer tipo es el llamado “charanda”, que se localiza en las partes mas bajas de la
cuenca, es un suelo rojo-café, arcilloso, producto de la intemperizacion de la roca volcanica,
son fértiles por naturaleza, pero muy susceptibles a la erosion.

4) Un suelo de tipo lacustre ubicado en lugares selectos a lo largo de la ribera, son producto
de la deposicion de materia organica al descender el nivel del lago, su color es rojizo grisaceo,
con textura de limo o cieno.

5) Un suelo muy escaso, el “viras” es una arcilla blanca fibrosa, poco fértil, este suelo esta
cubierto por depositos lacustres, formando un limo rico en compuestos organicos y carbonato

de calcio.
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3.1.3. Hidrologia

Existen amplias llanuras de inundacién alrededor del los principales cuerpos de agua como es
el caso de Patzcuaro, Cuitzeo, Chapala y otros, que confirman una reduccion en el nivel de las
aguas.

Debido a su accidentada topografia el terreno presenta un alto grado de pendiente para la
mayor parte de la cuenca de drenaje de tal forma que en distancias relativamente cortas
aproximadamente de 1.5 km, la altitud se incrementa de 2, 035 a 2,600 msnm. (Gorestein y
Pollard 1983), reconocen seis tipos de ambientes topograficos: a) Aguas abiertas,
representadas por el vaso lacustre libre de vegetacion acuatica, b) Zonas pantanosas de tular,
las cuales son extensas &reas litorales asociadas con la vegetacion acuatica marginal, ¢) Zona
de riberas, localizados a una altitud de 2,034 a 2,035 msnm, incluyendo a las islas, planicies
inmediatas al lago y depositos aluviales afectados por las oscilaciones del nivel del agua, d)
Pendientes bajas de la sierra, con una altitud de 2,100 msnm, representada por pendientes
menores de colinas y montafias asi como de depoésitos y flujos de lava, ) Pendientes altas de
la sierra, con un rango de altitud de 2,300 a 2,800 msnm, f) Ambiente alpino en un rango de
2,800 a 3,200 msnm, caracterizado por las cumbres de las maximas elevaciones. La maxima

elevacion en la cuenca de drenaje esta representada por el Pico de Zirate a 3,300 msnm.

3.1.4. Clima

La regiéon de Patzcuaro tiene un clima de tipo Cb (w2)(w)(e) g, determinado por Garcia
(1988), el cual corresponde a un clima templado con verano fresco y largo, una lluvia invernal
menor del 5%, extremoso de oscilacion entre 7°c y 14°%. Con una marcha de temperatura tipo
ganges, mes mas caliente antes del solsticio de verano. Una temperatura anual que va desde
los 12°y 18° C y la del mes mas frio entre -3° y 18° C. La temperatura del mes mas caliente se
encuentra entre los 6.5 ° y 22 ° C mientras que la precipitacion pluvial es de 1041.2 mm.
(Garcia 1988).

La temporada de lluvias comienza de mayo a junio y finaliza entre agosto y septiembre,

siendo los meses mas frios diciembre y enero y los mas calidos mayo y junio (Garcia 1988).
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3.1.5. Vegetacion

Se encuentran diferentes tipos de vegetacion y uso del suelo. En la parte mas proxima al lago,
existen principalmente suelos con uso forestal y agropecuario ademas de pastizales en menor
proporcion (Chacon 1993).

Las maximas elevaciones o ambientes alpinos se encuentran representadas por bosques de
pinabete (Abies religiosa) con algunas asociaciones de pino (Pinus pseudostrobus) y aile
(Alnus arguta) (Chacén 1993).

Las pendientes altas de la sierra (2,300-2,800 msnm) estan representadas por el bosque de
pino (Pinus leiophilla, P. michoacana, P. pseudostrobus y P. montezumae), bosque de encino
y pino-encino (P. leiophilla y Qurcus castanea; P. montezumae y Q. rugosa). Otras especies
arbéreas de interés comercial son el sirimo (Tilia mexicana), el jaboncillo (Cletra mexicana) y
el limoncillo (Ternstroemia pringler), éstos Ultimos casi erradicados de la region (Chacén
1993).

Las areas deforestadas y erosionadas localizadas en estas elevaciones y con pendientes
pronunciadas sostienen una vegetacion robusta con Bursera cunneata, maguey (Agave spp), el
palo santo (Senecio preacox) y Clusiasalvinii spp. (Chacon 1993).

En la sierra de pendientes bajas (2,100-2,300 msnm) se encuentran asociadas principalmente
pastos y vegetacion secundaria herbacea como el huizache (Acacia pennatula), tsanbas
(Yucca filifera), pare ( Opuntia spp), maguey ( Agave spp), ufia de gato (Mimosa buncifera),
chiquito (Croton clavensces) y la vegetacion de tipo agricola (maiz, frijol, trigo, lenteja entre
otros). La rivera (2,035 - 2,100 msnm) se encuentra en su mayor parte bajo produccion
agricola de alfalfa, garbanzo chicharo, lenteja, y otros (Chacon 1993).

La vegetacion acuatica se encuentra formando una franja alrededor del lago en el cuél hay un
conjunto de comunidades vegetales que ocupan terrenos inundados temporalmente o bien
donde el agua alcanza poca profundidad (Chacon 1993).

En la parte més externa del lago asi como cerca de la tierra firme se desarrolla una comunidad
densa de Cleocharis montevidensis, Sagittaria graminea, S. latifolia, Scirpus americanus, S.
validus, Typha domingensis y T. latifolia,a esta asociacion se le conoce como tular (Chacén
1993).
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3.2. CIENEGA DE ZACAPU

3.2.1. Localizacion

Ayala (1997), menciona que la poblacion de Zacapu se encuentra en la zona central del estado
de Michoacan, con una altitud de 1980 m.s.n.m. Gran parte de la superficie fue una laguna, de
la que ahora queda un cuerpo de agua que abarca una superficie de 335 m? (Demant 1978,
1981).

Desde el punto de vista fisiografico, la cuenca de Zacapu pertenece al Eje Neovolcanico
Transversal (Demant 1978, 1981). La zona occidental de la cuenca, donde se localiza el ejido
de Cantabria, considerado en el presente estudio, estd enmarcada al sur por la Sierra Tarasca y
al oeste y noroeste por la sierra de Caurio que alcanza su maxima altitud en el cerro del
Tecolote a 3,365 m de altitud (Demant 1992). En contraste, la region de la Ciénega, ubicada
hacia el norte y noreste de la cuenca, incluye una gran planicie ubicada a 2,000 m de altitud
aproximadamente. En este valle, con una extension aproximada de 20 kilémetros de norte a
sur por cuarenta kilometros de oriente a poniente, se encuentran 12,000 has de tierras fértiles
dedicadas a la produccién agropecuaria (Mummert 1994). La Ciénega de Zacapu se ubica en
las coordenadas 19°10°00"" Latitud norte y 101° 47°25"" Longitud Oeste
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Figura 2 Localizacion geografica de la Ciénega de Zacapu (Encarta 2006).
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3.2.2. Suelos

Estos se clasifican en aluviales y residuales desarrollados a partir de basaltos, brechas, tobas
andesiticas y riolitos, los minerales constituyentes de la roca basaltica son ricos en calcio,
magnesio, fierro, moderadamente potasio y sodio por lo cual son suelos muy fértiles,
arcillosos de color negro a gris y de buena potencialidad agricola; entre los suelos mas

importantes se pueden mencionar los Podzolicos y Chernozem (Diaz 1997).

3.2.3. Hidrologia

La Ciénega forma parte del sistema Lerma Chapala-Santiago a donde pertenece el rio Angulo,
que la une con el rio Lerma. El rio es alimentado por méas de 20 pequefios manantiales, de los
cuales los mas importantes son “La angostura” al norte y “ojo de liebre™ al sur, siendo este

ultimo el méas importante.

3.2.4. Clima

De acuerdo a Garcia (1988), el clima es Cb(wi)(w)(e)g templado sub-himedo con Iluvias en
verano, la temperatura media anual es de 16.4 °C. La temperatura minima extrema es de 5°
bajo cero presentandose en enero, la maxima extrema es de 37 °C en el mes de abril. Las
precipitaciones oscilan de 700 a 1000 mm de una minima de 433 en el otofio, durante los
meses de mayo a octubre ocurren las lluvias, la maxima es de junio a julio; el 50 % del total
anual en enero, junio y septiembre. La temporada seca dura 7 meses. Existe una frecuencia de
heladas de 35 dias al afio en promedio, las cuales se presentan octubre y marzo. Los vientos
dominantes provienen del noreste salvo en enero y febrero, meses durante los cuales
provienen del noroeste (INEGI 1990).

3.2.5. Vegetacion

Maldonado (1996), menciona que la vegetacion esta representada por el matorral sub-tropical,
pastizal inducido y bosque mixto de pino-encino, ademas de zonas destinadas al cultivo de
hortalizas y maiz, a lo largo del rio se pueden observar elementos del bosque de galeria como

son: Taxodium mucronatum y Salix sp., ademas de lirio acuéatico (Eichornia crassipies) y tule.
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4. OBJETIVOS

. Identificar las especies de “gallina ciega” presentes en las dos zonas de estudio

Estimar la incidencia natural en unidades formadoras de colonias de hongos

entomopatogenos en parcelas agricolas durante las estaciones del afio.

Determinar la sobrevivencia de esporas de los aislamientos de hongos

entomopatogenos obtenidos en campo y probados en laboratorio.

Determinar el efecto de B. bassiana sobre larvas de “gallina ciega” en bioensayos y

pruebas de campo.

Determinar la concentracion letal media (CLsg) de tres aislamientos de B. bassiana en

larvas del tercer estadio de la “gallina ciega”.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos de campo en las regiones de Cantabria municipio de Zacapu,
Michoacan y San Francisco Uricho municipio de Patzcuaro, Michoacan, posteriormente se
continuaron los trabajos en el laboratorio de Control Biologico localizado en las instalaciones
del Campo Experimental Uruapan, dependiente del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), localizado en la Ciudad de Uruapan, Michoacén.

5.3. Identificacion de las especies de “gallina ciega”

En el ejido Cantabria, durante el lapso comprendido entre junio de 1999 y mayo de 2003 se
efectuaron cuatro colectas nocturnas de adultos de la familia Melolonthidae utilizando
trampas tipo pantalla con fuente de luz mercurial de 175 watts. El tiempo de colecta se limito
a la maxima actividad de vuelo de las especies asociadas al cultivo de maiz, que en la region
se ubica entre la primera y segunda semana de mayo, desde las 21:00 horas hasta las 21:45
horas de acuerdo al horario de verano. Al mismo tiempo, durante cada colecta, con ayuda de
lamparas de mano con fuente de energia de 6 voltios se efectuaron recorridos por la
vegetacion aledafia a los cultivos para obtener adultos en cépula o alimentandose sobre la
vegetacion silvestre.

En San Francisco Uricho se llevaron a cabo muestreos de suelo durante la estacion de
invierno con el objeto de obtener larvas del tercer estadio y prepupa para su identificacion en
el laboratorio del Centro Nacional de Produccion Sostenible (CENAPROS). Se colectaron un
total de 200 larvas del tercer estadio las cuales fueron revisadas al microscopio e identificadas
hasta ese momento con la ayuda de las claves taxonomicas de Morén (1986). Posteriormente
las larvas fueron colocadas en recipientes individuales con suelo de la region a la que
correspondian y se les dio seguimiento hasta llegar a su etapa adulta donde se corroboro la
identificacion realizada con anterioridad.

Los adultos encontrados y obtenidos fueron fijados en solucion PAMPEL (Morén y Terrén
1988) durante 15 dias para posteriormente depositarlos definitivamente en alcohol al 70%. El
material se encuentra depositado en la Coleccién Entomoldgica del Campo Experimental de

Uruapan.
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5.5. Aislamiento e identificacion de hongos entomopatdgenos nativos

Para la estimacion de hongos entomopatdgenos presentes de manera natural en el suelo, en
cada localidad se tomaron 10 muestras de suelo repartidas en un una hectarea con 100
gramos cada una, mismos que se llevaron al laboratorio para su analisis. En el laboratorio,
dentro de la cAmara de flujo laminar, se tamizaron y homogenizaron las diez muestras de
suelo eliminando los restos de plantas que existian en ellas, se colocaron 80 gramos de este
suelo en un matraz con capacidad de un litro y se le adicionaron 720 ml de agua destilada,
ademas de dos gotas de dispersante (Triton x-100), se agit6 la muestra vigorosamente durante
un minuto y se tomé con la ayuda de una micro pipeta un microlitro de esta suspension para
colocarla en una caja Petri con medio de cultivo selectivo para hongos entomopatégenos, que
ademas de contener los nutrientes necesarios para su crecimiento (Agar Dextrosa Saburaud,
extracto de Malta y extracto de Levadura) contiene algunos antibiéticos (Estreptomicina,
Tetraciclina y Cicloeximida) que inhiben la proliferacion de bacterias y hongos que no son de
interés. Las cajas Petri se colocaron a temperatura ambiente durante 15 dias para el
crecimiento de las colonias, transcurrido este tiempo se contaron las colonias de interés
(Beauveria y Metarhizium principalmente). La identificacion de los hongos entomopatdgenos
se realizd con la ayuda del microscopio estereoscopico y bacterioldgico, utilizando las claves
dicotdmicas para la identificacion a nivel de especie. La utilizacion del microscopio
bacterioldgico fue necesaria para la observacion de estructuras como micelio o formas de las
esporas que no son apreciadas con un menor aumento. Los datos obtenidos se expresaron en
unidades formadoras de colonias para poder determinar la cantidad de conidias por gramo de

suelo de la localidad.

5.6. Sobrevivencia de los hongos aplicados en las parcelas de experimentacion

Para llevar a cabo la estimacion de la sobrevivencia de hongos entomopat6genos, se tomaron
10 muestras de suelo de ambas localidades con 100 gramos cada una, mismos que se llevaron
al laboratorio para su analisis. Las muestras se prepararon como se ha descrito antes, solo que

en este caso, se colocaron 50 gramos de este suelo en un recipiente con capacidad de 100 ml
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donde se le aplico una concentracion conocida de hongos entomopatogenos provenientes de
las zonas de estudio y se aplicaron en campo, se homogenizd, se cubri6 el recipiente y se
colocO a temperatura ambiente. La sobrevivencia del aislamiento se evalud adicionandole
agua destilada a la muestra hasta aforar a 100 ml, agitandose vigorosamente durante un
minuto para posteriormente, con la ayuda de una micropipeta, tomar un microlitro de
suspension y se colocarlo en cajas Petri con medio de cultivo selectivo, dejandolas a
temperatura ambiente durante 15 dias para el crecimiento de las colonias. Transcurrido este
tiempo y con la ayuda del microscopio estereoscopico, se contaron las colonias de intereés, el
resultado del conteo de colonias se expresé en nimero de esporas por gramo de suelo seco.

Esto se determind a los 7, 30 y 60 dias después de la aplicacion del hongo.

5.4. Seleccidn de aislamientos en bioensayos

Prueba méxima. La evaluacion de la virulencia se realiz6 mediante la determinacién de la
“prueba maxima” descrita por Milner (1992) donde se utilizan dosificaciones altas no
determinadas de conidias producidas en medio de cultivo PDA (Agar Dextrosa de Papa) o
ADS (Agar Dextrosa Sabouraud) en cajas Petri. EI experimento consistié en exponer grupos
de cinco larvas de P. vetula a las esporas del hongo dentro de las cajas Petri para después
depositarlas en recipientes individuales con capacidad de 100 gr sin suelo y administrando
zanahoria, desinfectada con una solucion de hipoclorito, como fuente de alimentacion. Esta
evaluacion permitié excluir aislamientos no virulentos o de baja virulencia y seleccionar
unicamente los que alcanzan un umbral de respuesta mayor del 70% de mortalidad durante un
periodo méaximo de 28 dias. Las variables a considerar fueron: especie de “gallina ciega” y
estado de desarrollo, género y especie de hongo entomopatdgeno, sitio de origen del hongo,
asi como la determinacion cada cuatro dias del porcentaje de mortalidad de larvas con
sintomas de la infeccion, mortalidad asintomatica y larvas sanas. El disefio experimental fue
completamente al azar con 13 tratamientos (12 aislamientos de B. bassiana etiquetados como
27 BbGC, 32BbGC, 28BbGC, 34BbGC, 35BbGC, 33BbGC, 30BbGC, 13BbGC, BbGC54,
BbGC42, BbGC5, BbGC49 y un testigo). Cada tratamiento incluy6 un total de 15 larvas de
tercer estadio avanzado de P. vetula colectadas en campo y sometidas a cuarentena cada larva

considerada como una repeticion. Se realizo analisis de regresion para cada aislamiento con la

48



finalidad de determinar la tasa de mortalidad, para los analisis estadisticos se utilizé el

programa Stat JMP.
5.5. Parcelas experimentales

Para la eleccién de las parcelas experimentales en las dos localidades se contdé con la
participacion voluntaria de los productores, los cuales apoyaron facilitando sus parcelas para

Ilevar a cabo los experimentos. Las parcelas debieron cumplir las siguientes condiciones:

a) Que existiera problema con la plaga de “gallina ciega”.
b) No haber aplicado hongos entomopatégenos con anterioridad.

c¢) Disponibilidad del agricultor a no aplicar insecticidas quimicos.

En las parcelas se establecié un disefio experimental de bloques al azar con una dimensién de
8 x 10 m (80 m?) por bloque, 320 m? en total por cada tratamiento. Cada tratamiento consisti6
de cuatro repeticiones. EI testigo consistio en cuatro bloques sin la aplicacién de ningun tipo
de control, quimico o bioldgico (figura 3).

Los aislamientos utilizaos fueron: 33BbGC, 26BbGC y 12BbGC pertenecientes al banco de
aislamientos del Laboratorio de Entomologia del Campo Experimental Uruapan.

El total de la superficie donde se aplicaron hongos como medida de control fue de 1280 m?.
Las parcelas donde se aplicaron los hongos fueron sembradas con plantas de maiz criollo.
Todos los aislamientos de B. bassiana que se aplicaron fueron obtenidos en parcelas
pertenecientes a la Ciénega de Zacapu, el cual se aplico a razon de 100 kg por hectéarea con
una concentracion que fluctu6 entre 1.8 E+08 y 2.9 E+09 de esporas por gramo de arroz.

La aplicacion del arroz cubierto de hongo se realizd durante la siembra (San Francisco
Uricho, municipio de Patzcuaro) y antes de la segunda escarda (Cantabria, municipio de

Zacapu), en ambas localidades se aplicé planta por planta de manera manual.
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33BbGC 12BbGC 26BbGC Testigo

12BbGC 26BbGC Testigo 33BbGC
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33BbGC 12BbGC 26BbGC Testigo
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v
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Figura 3. Disefio experimental para la aplicacion de hongos entomopatogenos en las parcelas
experimentales con tres tratamientos y un testigo.

Las siglas con las que se identifican los diferentes tratamientos corresponden primero, al
namero consecutivo de hongos aislados que se conservan en banco del laboratorio y

enseguida a las siglas de B. bassiana (Bb) y gallina ciega (GC).

5.5.1. Produccion masiva de hongos entomopatdgenos
El arroz utilizado fue de segunda clase (no muy quebrado), se lavd varias veces para eliminar
el exceso de almidoén, se coloc6 en una tina agregandole agua hasta cubrirlo, y se aplicé un
antibidtico de uso veterinario (BIO-D-TIF PLUS) a razon de dos pastillas por litro de agua
utilizado. Posteriormente, el arroz se mezcld, se homogenizd, y se dejo reposar durante media
hora, agitdndolo cada 10 minutos (a los 10-20 y 30 min.). Pasado este tiempo se elimind el

agua del arroz y se dejé escurrir durante media hora para eliminar el exceso de humedad.
El arroz se colocé en bolsas de polipapel de 30 X 23 cm., depositando aproximadamente 300

gramos de arroz por bolsa. Se cerraron las bolsas y se esterilizaron en autoclave durante 15

minutos a una presion de 15 libras.
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Preparacion del inoculo y siembra del hongo

Esta técnica consistio en aplicar una suspension de conidios en agua, procediendo de la
siguiente manera:

En un matraz con un litro de agua destilada se colocaron 50 mg de antibi6tico en polvo (BIO-
D-TIF PLUS), y se agrego el dispersante Extravéon 40 a razon de 5 gotas por litro o Triton x-
100 a razon de 2 gotas por litro. A dos tubos de ensaye con tapa de baquelita se le agrego6 la
solucién anterior, se esterilizaron a la misma presion y temperatura que las mencionadas
anteriormente, dejandose enfriar el material a temperatura ambiente durante 24 hrs.

Para la inoculacion se utilizé una jeringa autorecargable de repeticion de uso veterinario
previamente esterilizada. En caso de no poder esterilizar la jeringa en autoclave se
recomienda desinfectarla con germicida para desinfectar material quirdrgico (KRIT) solucién
al 12 %. En este caso, la solucion se prepara agregando 10 ml de germicida por litro de agua y
se aplica sobre un recipiente hasta cubrir completamente la jeringa durante 10 minutos.

En la camara de flujo laminar se Ilevo a cabo la inoculacion. Se utilizaron cajas Petri con
medio de cultivo (PDA) y hongo esporulado (previamente sembrados). Para desprender la
mayor cantidad de esporas, las cajas Petri se rasparon con un asa bacteriologica y su
contenido se deposit6 en un matraz con agua destilada (previamente esterilizada) y solucion
dispersante (Triton x-100). Dicha suspension de conidios con una concentracion de 5.8E+09
esporas por ml. se agitdé frecuentemente durante el tiempo que duro la inoculacion de las
bolsas con arroz, aplicando 10 ml de solucion por bolsa. Para identificar el sitio de
inoculacion, las bolsas fueron marcadas previamente con marcador de tinta indeleble en el
sitio donde se inocularon el cual se cubrid posterior a la inoculacion con cinta “masking tape”.
Posterior a su inoculacion, las bolsas se agitaron con el fin de homogeneizar las esporas.
Inmediatamente después las bolsas se llevaron a los cuartos de incubacion donde
permanecieron durante 4 dias (tiempo promedio de colonizacion del micelio en la totalidad
del arroz), después de este tiempo las bolsas fueron abiertas el arroz se colocé en cajas de
plastico de 40 x 90cm , las cuales se cerraron herméticamente durante los proximos nueve
dias. Posteriormente las cajas se abrieron, el arroz se movi6 dejandolas destapadas para
provocar una deshidratacion rapida y facilitar la formacion de esporas, el arroz se retird

cuando la humedad alcanzé el 17 % (alrededor de los 16 dias).
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5.6. Determinacién de abundancia y mortalidad de larvas a causa de hongos
entomopatdgenos aplicados en campo

El método consistié en un muestreo de cada unidad experimental (repeticion) para lo cual, se
tomaron cuatro unidades de muestra (UM) de suelo de cada bloque. La cantidad de suelo en
una UM fue de 30 x 30 x 30cm, que es el equivalente a un pie cubico, este suelo se hizo pasar
a través de una malla o se colocd en una lona de un metro cuadrado de color negro para
separar y contar las larvas sanas y enfermas que se encontraron en ese sitio, se anoto la
cantidad de larvas encontradas. Las larvas aparentemente sanas se separaron en recipientes
individuales con suelo de la localidad y se colocaron en una hielera con gel refrigerante para
su traslado al laboratorio donde fueron identificadas con la ayuda de claves dicotdmicas
ademas de darles seguimiento para encontrar aquellas que presentaran sintomas de estar
infectadas por algun tipo de patégeno. Este seguimiento se realizd hasta que el individuo
alcanzo la etapa adulta. En los casos donde se encontraron larvas enfermas con sintomas de
hongos, éstas fueron colocadas en recipientes individuales de plastico de 50 ml sin suelo para
su traslado al laboratorio donde se identificaron con la ayuda de un microscopio
estereoscopico y claves dicotomicas (Moron 1986). Los hongos aislados de estas larvas, se

utilizaron para las pruebas de patogenicidad en laboratorio.

5.7. Bioensayos para determinar CLs

Este tipo de bioensayo fue considerado como una segunda etapa en la seleccién de
aislamientos de B. bassiana tomando como base su virulencia y CLso contra larvas de tercer
estadio de P. vetula. Para este caso fueron seleccionados cuatro aislamientos de B. bassiana
nativos de la Ciénega de Zacapu Michoacan que habian resultado con alta virulencia en
bioensayos de “prueba maxima” etiquetados como 33BbGC, 12BbGC, 26BbGC y 42BbGC.
El hongo entomopatdgeno se produjo en cajas Petri con medio de cultivo ADS con las cuales
se prepard una suspension “madre” de cada aislamiento y cuatro diluciones al factor de (0.1)
para cada aislamiento. Las larvas fueron depositadas en recipientes individuales de 100 ml de
capacidad. Se utilizd suelo seco de la region a la que pertenecieran las larvas, sin esterilizar y
se proporciond humedad uniforme (30%) mediante la aplicacion de 15 ml de suspensién del
hongo en 30 g de suelo. La suspension se distribuyd en forma homogénea en el suelo por

medio de la mezcla manual con agitador metélico. Finalmente, las larvas fueron depositadas
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en forma individual en cada recipiente y colocadas en charolas a temperatura ambiente (18-
20°C). La primera revision del ensayo fue a los 30 dfas y las siguientes cada 15 dfas hasta
completar un total de 105 dias. El disefio experimental fue completamente al azar con cinco
tratamientos, que fueron los aislamientos antes mencionados, cada uno a cinco
concentraciones: 10'% 10% 10% 10"; 10° esporas por gramo de suelo. Cada tratamiento
incluy6 15 larvas colectadas en campo y sometidas a cuarentena. Cada larva fue considerada
como una repeticion y se utilizaron dos testigos de 15 larvas cada uno sin aplicacion de
hongos entomopatogenos. En cada revision se contabilizo el nimero de larvas sanas, muertas
con sintomas de la infeccion y asintomaticas. Se realiz6 analisis de regresion con el programa
estadistico JMP para cada aislamiento con el objeto de determinar tasa de mortalidad, y un
analisis Probit con un programa de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Especies presentes en las zonas de estudio

En el ejido Cantabria, municipio de Zacapu, Michoacén, durante el lapso comprendido entre

junio de 1999 y febrero de 2003 se capturaron un total de 2,568 insectos adultos de la familia

Melolonthidae que fueron ubicados en tres subfamilias, seis tribus y 17 especies.

Cuadro 3. Especies de escarabajos de la familia Melolonthidae registrados en Cantabria,

Zacapu, Michoacéan.

SUBFAMILIA

TRIBU

ESPECIE

Macrodactylini

Macrodactylus sp

Isonychus arizonensis Howden, 1959

Melolonthinae

Melolonthini

Phyllophaga (Phytalus) obsoleta (Blanchard), 1850

P. (P.) spl grupo “Bucephala”

P. (P.) sp2

P. (P.) sp3

P. (Listrochelus) sp

P. (Phyllophaga) vetula (Horn), 1887

P. (P.) ravida (Blanchard), 1850

P. (P.) sp. Grupo “Blanchardi”

Rutelinae

Anomalini

Anomala inconstans Burmeister, 1844

Anomala sp

Cyclocephalini

Cyclocephala sp aff comata Bates

C. sp aff barrerai Martinez

Dynastinae

Pentodontini

Orizabus isodonoides Fairmaire

O. sp aff batesi Prell

Oryctini

Xyloryctes sp aff corniger Sturm, 1844
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De los géneros registrados, Phyllophaga fue el que obtuvo la mayor abundancia relativa
(89%), seguido por Anomala y Cyclocephala (Figura 4), resultado que coincide con lo
registrado por Najera (1998) para la region templada de Michoacan quien reporté a
Phyllophaga con el 63% de los especimenes colectados en 11 municipios del estado. Estos
datos confirman confirma la importancia del género como integrante del suelo, especialmente
en la region de los Altiplanos y del Pacifico mexicano, donde los Melolonthidae incluyen la
mayor cantidad de géneros (Moréon 2001).

Debido al interés por identificar a los estados adultos de “gallina ciega” con importancia
agricola en Zacapu, las colectas nocturnas efectuadas en Cantabria se llevaron a cabo
unicamente durante las primeras lluvias registradas en dicha localidad (mayo) y a la maxima
actividad de vuelo de estos insectos, que en términos generales comprendio un lapso de 30 a

45 minutos, entre las 21:00 y las 21:45 horas de acuerdo al horario de verano.

Abundancia relativa (%)
P N W b OO o N
O O O O O o o o o

Especies

P. vetula P. (Phytalus) sp P. ravida

Figura 4.- Abundancia relativa de adultos de Phyllophaga en Cantabria municipio de Zacapu,
Michoacén (junio 1999 —febrero 2003).
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En la parcela experimental de San Francisco Uricho, después del seguimiento de las 200
larvas en laboratorio hasta su etapa adulta, se confirm6 que la poblacion de “gallinas ciegas”
se encuentra dividida en dos grandes grupos (Figura 5) conformados en su mayoria por P.
ravida (65 %) y P. vetula (35%), lo que confirma las observaciones anteriores llevadas a cabo

en laboratorio con larvas del tercer estadio.

70

60

50+

40+
%

30

20+

104

ol

P. ravida P. vetula
@P. ravida BP. vetula

Figura 5. Abundancia relativa de adultos de Phyllophaga en la parcela experimental de San

Francisco Uricho, Michoacan.

6.2. Estimacion estacional de hongos entomopat6genos nativos

En los resultados obtenidos en cuanto a la estimacion de la abundancia estacional de hongos
entomopatogenos nativos correspondiente a un ciclo anual, se puede resaltar que existié una
marcada diferencia entre la cantidad de hongos encontrados en la parcela de San Francisco
Uricho y la parcela de Cantabria (Cuadro 4). Esto puede deberse a varias causas ya que las
localidades muestran diferencias significativas en cuanto a temperatura, humedad relativa,
cantidad de materia organica, textura del suelo y manejo de las parcelas, siendo estos factores
clave para el desarrollo de hongos entomopatogenos.

El conteo de unidades formadoras de colonias en la parcela de San Francisco Uricho durante

un ciclo anual muestra que el 99.19 % de los hongos entomopatogenos encontrados
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pertenecen al género de Beauveria, mientras que el 0.80 % restante pertenecen a Metarhizium
(Figura 6), resultados que coinciden con lo mencionado por diversos autores (por ejemplo
Shannon 1994) en relacién a las condiciones dptimas de desarrollo de Metarhizium, el cual
presenta una clara tendencia a establecerse y desarrollarse en lugares que presentan

temperaturas promedio mas elevadas y suelos de textura suaves.

Cuadro 4. Presencia de hongos entomopatogenos nativos en San Francisco Uricho, Patzcuaro

y Cantabria, Zacapu, datos expresados en unidades formadoras de colonias por gramo de

suelo seco.
. San Francisco Uricho, )
Estacion i Cantabria, Zacapu
Patzcuaro
B. bassiana M. anisopliae B. bassiana M. anisopliae
Primavera 2.15E+05 0.00E+00 3.5E+05 5.8E+05
Verano 2.60E+05 0.00E+00 4.6E+05 6.2E+05
Otofio 3.98E+05 1.65E+03 1.8E+05 3.0E+05
Invierno 2.13E+05 7.18E+03 1.7E+05 2.6E+05
4.00E+05-
3.50E+051
3.00E+05
2.50E+051
O | v
£ 2.00E+05-
1.50E+05 1
1.00E+05 1
5.00E+04 1
0.00E+00+
Primavera Verano Otoio Invierno
M B. bassiana B M. anisopliae

Figura 6. Fluctuacion estacional de hongos entomopatogenos nativos en San Francisco

Uricho, Patzcuaro.
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En la parcela de Cantabria, Zacapu (Figura 7) la diferencia entre estos dos géneros se inclina
hacia una mayor cantidad de hongos del género Metarhizium (60.5%), con respecto de
Beauveria (39.5%).

7.00E+05 1

6.00E+05

5.00E+05 1

4.00E+05 A

UFC

3.00E+05 1
2.00E+05 1

NN N NN\

1.00E+05-

0.00E+00-
Primavera Verano Otoio Invierno

[ B. bassiana B M. anisopliae

Figura 7. Fluctuacion estacional de hongos entomopatogenos nativos en Cantabria, Zacapu.

De las estimaciones anteriores se puede notar que la cantidad de hongos entomopatdgenos
nativos fue mayor en la Ciénega de Zacapu en comparacion con la parcela de San Francisco
Uricho, esto puede deberse a factores tales como alta cantidad de materia organica presente en
la Ciénega de Zacapu, un tipo de suelo mas suave, temperatura mas elevada y mayor cantidad
de humedad, ademas de otros factores, entre ellos los culturales, que en su conjunto pueden
favorecer el crecimiento y desarrollo de estos organismos.

Segun lo observado en las colectas anteriores (Cuadro 6), cabe destacar que aunque Beauveria
se encontrd en menor proporcion en la Ciénega de Zacapu fue la responsable de la mayor
parte de infecciones encontradas en campo, lo cual corrobora lo citado por diversos autores
(Shannon 1994) en relacion a que Metarhizium infecta una mayor cantidad de larvas en
localidades que presentan temperaturas promedio mas elevadas que las registradas en la
Ciénega.

En la parcela de San Francisco Uricho la mayor parte de las larvas infectadas encontradas
fueron por causa de Beauveria, lo que se puede explicar por encontrarse con mayor

abundancia de manera natural, ademéas de que los hongos del género Metarhizium es dificil
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encontrarlos infectando larvas a temperaturas tan bajas como las presentadas en esta

localidad.

6.3. Sobrevivencia de hongos entomopatdgenos aplicados en campo

En los organismos patdgenos de insectos varia la habilidad que presentan en cuanto a la
persistencia en el suelo después de la aplicacion en campo. Algunos investigadores (Glare et
al. 1993) han trabajado con entomopatégenos como B. bassiana de la cual reportan una
disminucion notoria en el namero de conidios transcurridos dos meses de la aplicacion en
campo y hongos como M. anisopliae mantienen sus concentraciones de conidios por mas de

un afio después de la aplicacion en campo.

Con el objetivo de entender el comportamiento del hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana y facilitar el analisis de su efecto sobre la “gallina ciega” bajo condiciones de
campo, se determind la sobrevivencia de los hongos bajo condiciones de laboratorio. La
sobrevivencia se determind a los 7, 30 y 60 dias después de su inoculacion en suelo tipo
“gris” de acuerdo a la clasificacion campesina de tierras. En el Cuadro 5 se muestran los
resultados de la evaluacion. Como puede observarse, los aislamientos evaluados mostraron
diferentes concentraciones originales, siendo el 33BbGC el de mayor concentracion de
esporas disminuyendo de manera gradual conforme transcurrian los dias hasta llegar a una
concentracion 100 veces menor a la aplicada originalmente. El aislamiento marcado como
26BbGC tuvo una concentracion inicial similar al anterior aislamiento, sin embargo, su
persistencia en el suelo fue menor a este Ultimo ya que a los 60 dias se registraron
concentraciones inferiores, lo que puede traducirse en un bajo nivel de efectividad mostrado
en campo, ya que el éxito o fracaso de un entomopatdgeno depende en gran medida del
establecimiento y sobrevivencia del inoculo. La prueba de sobrevivencia del tercer
aislamiento marcado como 12BbGC no se llevé a cabo por contaminacion del medio.
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Cuadro 5. Sobrevivencia de hongos entomopatdgenos en un suelo “gris” bajo condiciones de
laboratorio. Las concentraciones se presentan en unidades formadoras de colonias (UFC)/gr

de suelo seco.

Concentracion Numero de dias
original 7 30 60

26 BbGC 2.60E+07 2.34E+05 1.98E+05 1.59E+04
33 BbGC 3.50E+07 4.14E+05 1.44E+05 7.21E+04

Aislamiento

4.50E+05-
4.00E+05-
3.50E+05-
3.00E+05-
2.50E+05-
2.00E+05-
1.50E+05-
1.00E+05-
5.00E+04-
0.00E+00+—1

NN N N

UFC

7 30 60
Dias

[M26BbGC & 33BbGC

Figura 8. Sobrevivencia de hongos entomopatdgenos aplicados en campo en la parcela escolar

de Cantabria municipio de Zacapu, Michoacan en condiciones de laboratorio.

6.4. Seleccion de aislamientos

Bioensayo de prueba maxima. Se probaron 12 aislamientos de B. bassiana nativos de Zacapu,
Michoacan los cuales mostraron diferente nivel de virulencia contra larvas de tercer estadio
avanzado de P. vetula. De los aislamientos evaluados cinco registraron 100% de mortalidad
de larvas (Figura 9 y 10), el 27BbGC y 32BbGC a los 7 dias de iniciado el experimento,
mientras que el 28BbGC, 34BbGC y 35BbGC lo alcanzaron a los 10 dias. Los aislamientos
33BbGC y 30BbGC registraron 93.3% de mortalidad a los siete y 13 dias respectivamente,
por otra parte, el 13BbGC y BbGC54 registraron 86.7% y 80% de mortalidad a los 10 y 7 dias

respectivamente. En un nivel de virulencia menor se ubicaron los aislamientos BbGC42 y
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BbGC50 los cuales registraron 60% de mortalidad a los 13 dias de iniciado el experimento. El
aislamiento que registré menor porcentaje de mortalidad (53.3%) fue el BbGC49 a los 13 dias
de iniciada la evaluacion. No se observo mortalidad en el testigo, lo que nos permitié confiar
en los resultados obtenidos.

100

: e
—
e

" 7 s

30

N/ /

D

4 7 Tiempo (dias) 10 13

—e—BbGC42 —W—35BbGC —4—30BbGC —*%— 32BbGC —*—33BbGC —@— 28BbGC —®— BhGC49

——BbGC50 ———34BbGC ——— 13BbGC —— BbGC54 —&—27BbGC —*— Testigo

Figura 9. Mortalidad acumulada de larvas de tercer estadio avanzado de P. vetula por

aislamientos de B. bassiana en ensayo de “prueba maxima”.
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Tratamientos

Figura 10.- Mortalidad acumulada de larvas de tercer estadio avanzado de P. vetula por

aislamientos de B. bassiana en ensayo de “prueba maxima” a los 7 dias.

La tasa de mortalidad en larvas ocasionada por cada aislamiento expresada como la pendiente
de acuerdo a modelos de regresion lineal se muestra en el Cuadro 6. Los resultados del
experimento confirman el potencial que tienen algunos de los aislamientos nativos de B.
bassiana para el control de P. vetula y contrastan con los publicados por Rodriguez del
Bosque et al. (2003) quienes registraron niveles de mortalidad por debajo del 50%
ocasionados por aislamientos de B. bassiana contra larvas de tercer estadio de Phyllophaga
crinita. No obstante, es necesario confirmar dichos resultados en pruebas bajo dosificaciones
controladas de laboratorio utilizando suelo de la region como substrato, para posteriormente

evaluar bajo condiciones de campo.
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Cuadro 6. Parametros de regresion lineal de aislamientos de B. bassiana probados contra

larvas de tercer estadio avanzado de P. vetula.

AR Interseccion Pendiente r E

@) (b) 0.05, 8 gl
35BbGC -13.55 10.22 0.806** 0.65
28BbGC -13.56 10.22 0.806** 0.65
32BbGC -10.00 10.00 0.774** 0.60
30BbGC -26.66 10.00 0.938** 0.88
33BbGC -9.33 9.33 0.774** 0.60
27BbGC 4.66 8.66 0.774** 0.60
34BbGC 4.88 8.44 0.848** 0.72
13BbGC -4.88 8.22 0.812** 0.66
BbGC42 -26.88 6.88 0.989** 0.98
BbGC50 -26.88 6.88 0.989** 0.98
BbGC49 -33.33 6.66 0.938** 0.88
BbGC54 14.0 6.00 0.774** 0.60
Testigo 0.00

*estadisticamente significante

**altamente significante

6.5. Muestreo de larvas en las parcelas experimentales

Primer muestreo de larvas

El primer muestreo de larvas en las dos parcelas experimentales se realiz0 3 y 5 meses
después de la siembra en San Francisco Uricho municipio de Patzcuaro y Cantabria municipio
de Zacapu, respectivamente, en ambas parcelas se tomaron cuatro muestras (cepellones de un
pie clbico) en cada unidad experimental dando un total de 16 muestras por cada aislamiento
aplicado. En cada muestra se reviso el suelo en busqueda de larvas sanas, enfermas, condicion

de la raiz y colonizacion de los hongos aplicados.
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En este primer muestreo en ninguna de las dos parcelas se encontraron larvas enfermas en

campo con sintomas de hongos entomopatégenos (Cuadro 7). Sin embargo en gran parte de

las muestras obtenidas existio colonizacion por parte de los aislamientos aplicados,

encontrandose que para la parcela de San Francisco Uricho el aislamiento 12BbGC mostré

que en el 100% de las muestras revisadas estaba presente, el 33BbGC un 75%, el 26BbGC un

50% y por ultimo el testigo donde no se encontrd colonizacién por parte de hongos en

ninguna de las muestras revisadas (Figura 11). Hasta esta fecha ninguno de los tratamientos

con hongos reflejo una diferencia estadisticamente significativa (P (T< = t) Alfa: 0.05) en

cuanto al nimero de larvas enfermas y sanas con respecto al testigo.

Cuadro 7. Promedio de larvas y colonizacién del suelo en las parcelas experimentales durante

el primer muestreo realizado en San Francisco Uricho municipio de Patzcuaro.

San Francisco Uricho, Patzcuaro

Aislamientos Promedio de larvas Promedio de larvas | % de muestras
sanas por cepellén enfermas por cepellon | con colonizacién
33BbGC 8.4 0 75
12BbGC 8.1 0 100
26BbGC 9.3 0 50
Testigo 7.4 0 0
100, ;
80+

S ||

8 60

£ n y

S a0{”

[}] —

3 20¢

ol
33BbGC 12BbGC 26BbGC Testigo
Aislamientos

Figura 11. Colonizacion del suelo por aislamientos de Beauveria bassiana aplicados en

campo en la localidad de San Francisco Uricho municipio de Patzcuaro, Mich.
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En la parcela de Cantabria (Cuadro 8), los hongos aplicados mostraron una mejor adaptacion

a las condiciones del suelo logrando alcanzar colonizaciones superiores al 80%. Dos de los

aislamientos aplicados (12BbGC y 33BbGC) estuvieron presentes en el 100% de las muestras

obtenidas, mientras que el 26BbGC alcanz6 el 80% vy el testigo, al igual que en la parcela de

San Francisco. Uricho, no presento colonizacion en ninguna de las muestras revisadas (Figura

12).

Cuadro 8. Promedio de larvas y colonizacién del suelo en las parcelas experimentales durante

el primer muestreo realizado en Cantabria, municipio de Zacapu.

Cantabria, Zacapu
Aislamientos Promedio de larvas Promedio de larvas % de muestras con
sanas enfermas colonizacién
33BbGC 2.8 0 100
12BbGC 45 0 100
26BbGC 3.2 0 80
Testigo 4.7 0 0
100
c 80 N
0
R 60
[ =
o |
S a0
()
e} |
X 20
o L
33BbGC 12BbGC 26BbGC Testigo
@ Aislamientos

Figura 12 Colonizacion del suelo por aislamientos de Beauveria bassiana aplicados en campo

en la localidad de Cantabria, municipio de Zacapu, Mich.
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Ninguno de los tratamientos con hongos reflejé una diferencia estadisticamente significativa

(P (T< =t) Alfa: 0.05) en cuanto al nimero de larvas enfermas y sanas con respecto al testigo.

Colecta y seguimiento de larvas en laboratorio

Durante este primer muestreo se colectaron larvas del segundo estadio de Phyllophaga, las
cuales fueron trasladadas al laboratorio donde se les colocd en recipientes individuales con
suelo de la localidad a la que pertenecian y alimento fresco a base de zanahoria. De estas
larvas colectadas se eligieron 30 individuos aparentemente sanos de cada tratamiento, con la
finalidad de darles seguimiento hasta su etapa adulta. Las larvas fueron revisadas cada tercer
dia procurando molestarlas en lo mas minimo, cambiando el alimento por fresco y anotando el
estado de la larva. Durante este seguimiento de larvas se pudo observar que algunas
presentaban sintomas de hongos entomopatogenos lo que permite suponer que posiblemente
venian infectadas desde el campo.

El porcentaje de larvas enfermas con sintomas de B. bassiana procedentes de la parcela de
San Francisco Uricho fue relativamente bajo, alcanzando un maximo de 30% en donde se
aplico el aislamiento 26BbGC, ademas de ser el unico aislamiento que alcanzé una diferencia
estadistica significativa (P (T< = t) 0.0029, Alfa: 0.05) con respecto al testigo, un 20% con
33BbGC, (P (T< =1) 0.022, Alfa: 0.05) y 13.3% con 12BbGC, (P (T< =t) 0.08, Alfa: 0.05)
siendo el porcentaje mas bajo el mostrado por el testigo con un 3.3% de infecciones (Cuadro
9).

Cuadro 9. Seguimiento de 30 larvas de Phyllophaga colectadas en San Francisco Uricho, en

condiciones de laboratorio.

Larvas muertas Larvas muertas con
Aislamiento Larvas sanas
asintomaticas sintomas de Bbh
12BbGC 23 3 4
26BbGC 17 4 9
33BbGC 16 8 6
Testigo 23 6 1
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de larvas de Phyllophaga en laboratorio durante el
seguimiento de 30 larvas colectadas en las parcelas donde se aplicaron los tratamientos de
control biolégico en la localidad de San Francisco Uricho.

En la parcela de Cantabria, municipio de Zacapu durante el seguimiento de 30 larvas, existid
un mayor numero de larvas infectadas por B. bassiana en comparacion con la parcela de San
Francisco Uricho, llegando a presentar un méaximo de 46.7% de mortalidad en las larvas
obtenidas del tratamiento 12BbGC, 36.7% en el 33BbGC, y 26.7% donde se aplico el

26BbGC, siendo el porcentaje mas bajo el obtenido por el testigo con un 3.3% de infeccion
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Seguimiento de 30 larvas de Phyllophaga colectadas en Cantabria Zacapu, en
condiciones de laboratorio.

Larvas muertas con
Larvas muertas
Aislamiento Larvas sanas ) . sintomas de B.
asintomaticas )
bassiana
12BbGC 3 13 14
26BbGC 7 15 8
33BbGC 7 12 11
Testigo 13 16 1
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Figura 14. Porcentaje de mortalidad de larvas de Phyllophaga en laboratorio durante el
seguimiento de 30 larvas colectadas en las parcelas donde se aplicaron los tratamientos de

control bioldgico en la localidad de Cantabria, municipio de Zacapu.

En todos los tratamientos en donde se aplicaron hongos las diferencias mostradas en relacion

al testigo fueron estadisticamente significativas (P (T< =t) Alfa: 0.05).

Segundo muestreo de larvas

El segundo muestreo de larvas en las parcelas experimentales se llevo a cabo transcurridos 7'y
9 meses después de la siembra en San Francisco Uricho, Patzcuaro y Cantabria, Zacapu,
respectivamente. Al igual que en el primer muestreo, en ambas parcelas se tomaron cuatro
muestras (cepellones) en cada unidad experimental dando un total de 16 muestras por cada
aislamiento aplicado.

En cada muestra se reviso el suelo en busqueda de larvas sanas, enfermas, condicion de la raiz

y colonizacion de los hongos aplicados.

En este segundo muestreo realizado en la parcela de San Francisco Uricho se pudo observar
mortalidad a causa de dos de los tres tratamientos aplicados con B. bassiana como agente de
control.
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Los tratamientos que presentaron mayor mortalidad de larvas en campo fueron los
aislamientos etiquetados como 33BbGC y 12BbGC con un 23.8 y 8.3% de mortalidad
respectivamente, mientras que el aislamiento marcado como 26BbGC y el testigo no
presentaron ninguna larva muerta por la accion de hongos entomopatdgenos (Cuadro 11). En
este caso la colonizacion por parte de los aislamientos aplicados mostro porcentajes mas bajos
que en el primer muestreo, esto debido a factores fisico-quimicos como son temperatura y
humedad principalmente, ya que este segundo muestreo se realiz6 al menos 7 meses de
transcurrido el periodo de lluvias, lo que coincide con lo reportado por diversos autores
(Shannon 1994) que establecen estas dos condiciones del suelo como esenciales para el
desarrollo de los hongos.

Los aislamientos que lograron la mayor colonizacion del suelo fueron los marcados como
33BbGC y 12BbGC con un 37.5% seguido del 26BbGC con un 31.25% y por ultimo el
testigo que en esta ocasion si se encontraron hongos entomopatdgenos en las muestras

obtenidas, lo que indica la presencia natural de B. bassiana en esta parcela (Figura 15).

Cuadro 11. Segundo muestreo de larvas en San Francisco Uricho, Patzcuaro.

San Francisco Uricho, Patzcuaro

Tratamientos | Promedio de larvas Promedio de larvas % de % de

sanas por cepellén | enfermas por cepellon | mortalidad | colonizacién

33BbGC 1 0.31 23.8 37.5
12BbGC 0.68 0.06 8.3 37.5
26BbGC 1 0 0 31.25
Testigo 0.68 0 0 12.5
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Figura 15. Colonizacion de B. bassiana en San Francisco Uricho, Patzcuaro.
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Figura 16. Porcentaje de mortalidad de B. bassiana en San Francisco Uricho, Patzcuaro.

La mortalidad a causa de la aplicacion de hongos entomopatogenos se hizo més evidente en la
parcela de Cantabria municipio de Zacapu, donde uno de los aislamientos aplicados
(12BbGC) causé una mortalidad en campo del 38.5 % lo que puede colocar a este aislamiento
como un agente promisorio para el control de esta plaga en esta region y susceptible a ser
probado como agente microbiano en otras localidades que presenten condiciones similares a
los de la Ciénega de Zacapu, los aislamientos marcados como 33BbGC y 26BbGC mostraron

porcentajes de mortalidad de 23.1 y 20 % respectivamente mientras que el testigo presento
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una mortalidad del 2.9 %. Estadisticamente el tratamiento que logré diferencias significativas
(P (T< =1) 0.033, Alfa: 0.05) con respecto al testigo fue el marcado como 12BbGC.

En la parcela de Cantabria (Cuadro 12), los hongos aplicados mostraron una mejor adaptacion

a las condiciones del suelo logrando en uno de los casos alcanzar colonizaciones superiores al

80%. Uno de los aislamientos aplicados (12BbGC) estuvo presente en el 93.75% de las

muestras obtenidas, mientras que el 33BbGC y 26BbGC alcanzaron el 68 y 43%

respectivamente. En esta ocasion el testigo al igual que en la parcela de San Francisco Uricho,

presento una colonizacién del 12.5% en las muestras revisadas lo que indica la presencia de B.

bassiana de manera natural en la parcela (Figura 16).

Cuadrol2. Segundo muestreo de larvas en Cantabria, municipio de Zacapu.

Cantabria, Zacapu

Tratamientos | Promedio de larvas | Promedio de larvas % de % de
sanas por cepellén | enfermas por cepellon | mortalidad | colonizacion
33BbGC 1.25 0.38 23.1 68.7
12BbGC 1 0.63 38.5 93.75
26BbGC 1.25 0.31 20 43.75
Testigo 2.06 0.06 2.9 125
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Colecta y seguimiento de larvas en laboratorio

Durante el segundo muestreo se colectaron larvas del tercer estadio avanzado de Phyllophaga,
las cuales fueron trasladadas al laboratorio donde se les coloco en recipientes individuales con
suelo de la localidad a la que pertenecen y alimento fresco, de estas larvas colectadas se
eligieron 25 individuos aparentemente sanos de cada tratamiento, con la finalidad de darles
seguimiento hasta su etapa adulta. Las larvas fueron revisadas cada tercer dia procurando
molestarlas en lo mas minimo, durante esta etapa ya no es necesario alimentar las larvas ya
que durante este estadio se encuentran en su celda preparandose a pupar. Cada tercer dia se
registré el estado de la larva.

Durante este seguimiento de larvas se pudo observar que algunas presentaban sintomas de
hongos entomopatdgenos lo que permite suponer que posiblemente venian infectadas desde el
campo.

El porcentaje de larvas enfermas con sintomas de B. bassiana en la parcela de San Francisco
Uricho (Cuadro 13) alcanzé un méximo de 32% en larvas colectadas donde se aplicé el
aislamiento 12BbGC, un 28% donde se aplicd 33BbGC, 20% con 26BbGC, siendo el
porcentaje mas bajo el mostrado por el testigo sin ninguna larva enferma con sintomas de
hongos. Todos los tratamientos obtuvieron diferencias estadisticas significativas (P (T< =1t)
Alfa: 0.05) con respecto al testigo en cuanto a larvas muertas por B. bassiana.

Cuadro 13. Seguimiento de 25 larvas de Phyllophaga colectadas en San Francisco Uricho,

municipio de Patzcuaro en condiciones de laboratorio.

Larvas muertas Larvas muertas con
Aislamiento Larvas sanas
asintomaticas sintomas de Bbh
12BbGC 8 9 8
26BbGC 12 8 5
33BbGC 15 3 7
Testigo 22 3 0
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Figura 19. Porcentaje de mortalidad de larvas de Phyllophaga en laboratorio durante el

seguimiento de 25 larvas colectadas en la localidad de San Francisco Uricho, municipio de
Patzcuaro.

En la parcela de Cantabria, Zacapu durante el seguimiento de 25 larvas en laboratorio, el
numero de larvas infectadas por B. bassiana fue muy similar al mostrado en San Francisco
Uricho, (Cuadrol4) llegando a presentar un maximo de 44% de mortalidad en las larvas
obtenidas del tratamiento 12BbGC, un 40% en el 33BbGC, y un 28% donde se aplico el
26BbGC, siendo el porcentaje mas bajo el obtenido por el testigo con un 4% de infeccion.
Todos los tratamientos obtuvieron diferencias estadisticas significativas (P (T< = t) Alfa:

0.05) con respecto al testigo en cuanto a larvas muertas por B. bassiana.

Cuadro 14. Seguimiento de 25 larvas de Phyllophaga colectadas en Cantabria Zacapu, en
condiciones de laboratorio.

) ) Larvas muertas Larvas muertas con
Aislamiento Larvas sanas ] )
asintomaticas sintomas de Bb
12BbGC 9 5 11
26BbGC 17 1 7
33BbGC 13 2 10
Testigo 22 2 1
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Figura 20. Porcentaje de mortalidad de larvas de Phyllophaga en laboratorio durante el

seguimiento de 25 larvas colectadas en la localidad de Cantabria, municipio de Zacapu.

6.5.1. Produccién masiva de hongos entomopatdgenos

Para llevar a cabo la aplicacion de hongos como medida de control biolégico en las dos
parcelas experimentales, se produjo un total de 120 Kg de arroz inoculado, repartidos en tres
aislamientos con la clave: 12BbGC, 33BbGC y 26BbGC (Cuadro 9), con lo cual se logrd
cubrir en su totalidad la superficie destinada a los experimentos.

En base al sistema de produccion desarrollado este ciclo que consistio en la utilizacion de
cajas de plastico para el secado, se logro mejorar la produccién en cuanto a la cantidad de
esporas, la viabilidad de las mismas y su estabilidad, lo cual permitié almacenar el arroz
inoculado un mayor tiempo reduciendo el riesgo de contaminacién y regerminacion de las

esporas.

6.5.1.1. Concentracion de esporas

La concentracion de esporas nos permite determinar el nUmero de esporas por unidad de peso
o volumen existentes en una formulacion y sirve de base para establecer la dosificacion del
producto, con estos datos es posible saber la cantidad de arroz que se tendria que aplicar por
hectarea para el manejo de la plaga. La concentracion de los aislamientos producidos este

ciclo fluctuo6 entre 1.8E+08 y 2.9E+09 esporas por gramo de arroz, la cual es considerada
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dentro de los parametros de calidad aceptados por el Centro de Nacional de Referencia de

Control Bioldgico perteneciente a la SAGARPA.

6.5.1.2. Germinacion

La germinacion de las esporas de los tres aislamientos alcanzaron porcentajes altos, aspecto
muy importante, ya que esto determina la viabilidad del hongo en el producto, en este caso los
tres aislamientos superaron el 80% de viabilidad a las 17 horas.

Se aplico una dosis equivalente a 100 Kg de arroz por hectarea, la cual es considerada como
una dosis alta, pero que permite elegir los aislamientos que mejor se adapten y sean eficientes
en cada sitio, para posteriormente definir la dosis ideal en base a la mortalidad, ademés de
tomar en cuenta que el tipo de control aplicado debe ser econdmicamente rentable.

Cuadro 15. Parametros de control de calidad obtenidos en la produccion de hongos

entomopatdgenos con base en cepas de B. bassiana para su aplicacién en campo contra

“gallina ciega’.
Concentracién
Fecha de Clave del Kg. de arroz % de
» ) ) N de esporas por o
produccion aislamiento utilizados Viabilidad
gramo de arroz
22/05/06 33BbGC 20 3.4 E+08 91
23/05/06 33BbGC 20 1.8 E+08 90.66
24/05/06 12BbGC 20 3.5 E+08 82.6
25/05/06 12BbGC 20 2.9 E+09 95
29/05/06 26BbGC 20 2.3 E+08 91.33
30/05/06 26BbGC 20 2.9 E+08 89

6.6. Bioensayo con concentraciones determinadas.
Las pruebas anteriores son un buen referente para la eleccion de aislamientos promisorios y

candidatos a ser utilizados en campo, pero antes de esto deben ser sometidos a pruebas con

dosificaciones controladas donde son colocados en suelo no estéril, expuestos a la
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competencia, antagonismo Yy accion de factores climaticos y fisico-quimicos, donde deberan
reafirmar su eleccion como agentes de control microbiano.

En los cuatro aislamientos evaluados los mayores porcentajes de mortalidad (> al 50%) se
registraron en dosis de 10™ esporas por gramo de suelo a los 100 dias de iniciado el
experimento (Figura 20). EI mayor porcentaje de mortalidad (93.33%) se obtuvo con el
aislamiento 33BbGC el cual registrd el mismo porcentaje de larvas muertas en el ensayo de
“prueba maxima”, demostrando consistencia en capacidad de infeccion y mortalidad bajo
condiciones completamente diferentes. Los aislamientos 12BbGC y 42BbGC registraron
mortalidad intermedia (73.33% Yy 66.67% respectivamente), mientras que el 26BbGC obtuvo
el més bajo porcentaje de mortalidad (53.33%). Debido a que una parte de los resultados del
experimento se encuentran en proceso de analisis, s6lo es posible sefialar que la estimacion
del TLso para todos los aislamientos se ubica entre los 75 y 100 dias. No obstante, se
considera que dicho lapso, registrado bajo condiciones de laboratorio, es suficientemente
prolongado como para evitar el dafio que ocasionan las larvas de Phyllophaga durante el ciclo
de cultivo del maiz, por lo que serd imprescindible incrementar la dosis de indculo con el
objeto de alcanzar niveles de control que reduzcan significativamente la poblacién de larvas
en el campo, y lleguen a niveles econémicamente no dafiinos e impacten positivamente en el

nivel de aceptacion del control bioldgico por parte de los productores.
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Figura 21.Mortalidad acumulada de larvas de tercer estadio avanzado de P. vetula por

aislamientos de B. bassiana en ensayo de concentraciones determinadas.
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Los valores de la méxima dosis utilizada y la tasa de mortalidad en larvas ocasionada por cada
aislamiento expresado como la pendiente de acuerdo a modelos de regresion lineal se
muestran en el cuadro 16. Los porcentajes de mortalidad obtenidos a las dosis 10’-10° no se
presentan en los resultados debido a que a partir de las concentraciones 10° Gnicamente el
aislamiento 26BbGC registrd 66.67% de mortalidad, el resto de aislamientos no alcanzaron el
50% de mortalidad de larvas.

Cuadro 16.- Aislamientos, dosis y parametros de regresion lineal de B. bassiana probados

contra larvas de tercer estadio avanzado de P. vetula.

Aislamiento _ _ _
_ o Interseccion | Pendiente ) Mortalidad
Dosis (conidia/gramo de R
(a) (b) (%)
suelo)

33BbGC (1.7x10™) -6.25 0.18 0.91 93.33
42BbGC (1.8x10™) -5.52 0.15 0.93 66.67
12BbGC (8.0x10°) -3.25 0.13 0.92 73.33
26BbGC (1.2x10™) -3.60 0.11 0.82 53.33
Testigol -0.20 0.02 0.61 13.33

Testigo2 0.56 0.01 0.68 20

Como se observa en el cuadro anterior la tasa de mortalidad obtenida en los testigos fue la

mas baja registrada en el experimento (13.3% y 20%) en los testigos 1 y 2 respectivamente.

El Programa estadistico utilizado para analizar los datos obtenidos en el bioensayo con
concentraciones conocidas fue el probit, desarrollado por la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn y se utilizo para conocer la concentracion letal (CLsp) (cuadro 17). Los resultados
indican que el aislamiento etiquetado como 33BbGC fue el que requiri6 una menor
concentracion de esporas para matar al 50 % de las larvas con un 1.4E+08, seguido del
12BbGC, 26BbGC y 42BbGC con un 3.2, 4.3 y 7.6E+08 respectivamente.
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Cuadro 17. Comparacion entre tratamientos seleccionados para la determinacion de

concentracion letal (CLso) en larvas del tercer estadio de Phyllophaga.

Concentracion

Concentracion

Limites de confianza a 90%

Tratamiento aplicada letal
(esporas/ml) (CLso) Inferior Superior
33BbGC 1.7E+10 1.4E+08 6.4E+07 2.3E+08
42BbGC 1.8E+09 7.6E+08 2.1E+08 9.5E+08
12BbGC 8.0E+09 3.2E+08 8.2E+07 6.6E+08
26BbGC 1.2E+10 4.3E+08 1.7E+08 5.9E+08

CLs, para tratamientos segun Probit de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
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7. CONCLUSIONES

En Cantabria, municipio de Zacapu, Michoacan se colectaron 2568 ejemplares de la
familia Melolonthidae ubicados en tres subfamilias, seis tribus y 17 especies. EI 89%

de las especies registradas pertenecen al género Phyllophaga.

En San Francisco Uricho, municipio de Patzcuaro, Michoacadn se encontraron
Unicamente dos especies: P. ravida y P. vetula en proporciones de dos a uno

respectivamente.

En San Francisco Uricho el 99.19% de los hongos entomopatdgenos registrados de
manera natural en el suelo pertenecieron al género Beauveria y el porcentaje restante a
hongos del género Metarhizium, presentandose estos dos géneros en mayor

abundancia en verano.

La cantidad de hongos entomopatdgenos presentes de manera natural en el suelo fue
mayor en la localidad de Zacapu, predominando los hongos del género Metarhizium
con respecto a Beauveria con un 60 y 40% respectivamente. La abundancia de estos

dos géneros fue en mayor durante el verano.

El aislamiento etiquetado como 33BbGC obtuvo mayor sobrevivencia en el suelo en
condiciones de laboratorio a los 7, 30 y 60 dias de inoculado, seguido del aislamiento
26BbGC.

De las 12 cepas estudiadas para seleccionar aislamientos, nueve de ellas alcanzaron
mortalidades superiores al 80% en los primeros 13 dias de transcurridos los

experimentos.

Durante el primer muestreo de larvas en el mes de agosto no se presentaron larvas

muertas a causa de los hongos aplicados en ninguna de las localidades.
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En el segundo muestreo de larvas en el mes de diciembre en la localidad de San
Francisco Uricho dos de las tres cepas causaron mortalidad en campo de 23.8 y 8.3%,
que fueron el 33BbGC y 12BbGC respectivamente, el andlisis de varianza aplicado
muestra que no existio diferencia estadistica significativa entre los diferentes

tratamientos.

En la localidad de Cantabria, municipio de Zacapu, en el segundo muestreo, el
aislamiento 12BbGC obtuvo un 38.5% de mortalidad en campo, siendo diferente
estadisticamente de los demas tratamientos, mientras que el 33BbGC y 26BbGC

alcanzaron un 23.1 y 20% respectivamente.

Se produjeron un total de 120 kg. de arroz inoculado con los tres aislamientos
aplicados en campo, alcanzando todos los estandares de calidad establecidos por el
Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (SAGARPA) de Tecoman,
Colima.

El aislamiento 33BbGC requiri6 menor concentracion para matar al 50% (CLso) de
larvas del tercer estadio con un 1.4 E+08 esporas, seguida del 12BbGC y 26BbGC con
3.2 E+08 y 4.3 E+08, respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos en campo y laboratorio se puede proponer al
aislamiento 12BbGC como un buen candidato a ser utilizado como agente microbial
en parcelas demostrativas en la Ciénega de Zacapu, Mich., como parte de un manejo

integral de plagas en esta zona.

En trabajos posteriores se recomienda ampliar el nimero de parcelas demostrativas, ya
que en una misma localidad existen condiciones agroclimaticas diferentes entre una
parcela a otra. Utilizar una mayor cantidad de aislamientos nativos y exoticos con la

finalidad de evaluar su accién y establecimiento.
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ANEXO |
Descripcion de especies registradas en las dos zonas de estudio
Phyllophaga (s. str.) ravida (Blanchard, 1850).

Larva de tercer estadio (Figs. 21-33).
(Redescripcién basada en Ramirez et al. 2000).

Cabeza. Anchura maxima de la cépsula cefalica: 4.58 a 5.16 mm (N =25). Superficie del
cranium casi lisa, parda amarillenta. Frente con 1 seda frontal exterior y 1 seda frontal
posterior a cada lado; y 7-12 sedas frontales anteriores; con 1 seda en los angulos anteriores
de la frente; el resto de la superficie craneal con 1 a 3 sedas dorso epicraneales, 3-4 sedas
epicraneales y 8-9 sedas paraocelares a cada lado. Clipeo con 2 sedas centrales y 2 sedas
laterales a cada lado. Labro simétrico a ligeramente asimétrico, con los margenes laterales
redondeados, 8 a 12 sedas posteriores, 2 sedas centrales, 2 sedas antero-centrales y 4 sedas
laterales a cada lado. Manchas oculares ausentes (Fig. 21). Epifaringe sin zygum y con
epizygum alargado y angosto, irregular, pardo obscuro; haptomerum prominente con 8-10
heli; cada plegmatium formado con 9-13 plegmata ampliamente separados. Proplegmatia con
los plegmata muy finos y cercanos entre si. Dexiophoba fragmentada y laeophoba grande,
extendida a través del borde de la laeotorma. Dexiotorma casi recta; laeotorma corta;
apotorma ancha, dentiforme; epitorma indefinida. Haptolachus amplio. Placa esclerosada
reducida, estrecha, angulosa. Cono sensorial desplazado hacia la placa esclerosada y
parcialmente cubierto por la dexiophoba. Crepis estrecho, bien definido. Cada acanthoparia
con 8 a 10 sedas espiniformes recurvadas. Chaetoparia bien desarrollada con pocas sensilas
en el limite de la gymnoparia (Fig. 22). Mandibulas sin area estriduladora ventral. Areas
incisivas de ambas mandibulas con una lamina cortante distal separada de un dientecillo
incisivo proximal por una escotadura incisiva; margenes internos sin dientes; area molar de la
mandibula izquierda (Fig. 24) con el lobulo distal (M1) bien desarrollado; con 4-5 sedas
dorso-molares; acia corto y redondeado; brustia multisetosa; area molar de la mandibula
derecha con el l6bulo distal poco desarrollado; calx prominente y brustia multisetosa (Fig.
23). Maxilas con un uncus terminal en la galea y tres unci alineados en lacinia, y con 4-5 heli

a cada lado (Fig. 26). Area estriduladora maxilar con 11 a 14 dientecillos agudos, sin proceso
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anterior definido (Fig. 25). Escleroma hipofaringeo asimétrico con el lado izquierdo reducido
(Fig. 27). Ultimo artejo antenal con una area sensorial ovalada en la superficie dorsal (Fig. 28)

y dos &reas sensoriales en la superficie ventral.

Térax. Estigmas respiratorios miden 0.37 mm de largo por 0.56 mm de ancho; placa
respiratoria amarillo rojizo, uniformemente recurvados en forma de “C”, la distancia entre los
I6bulos de la placa respiratoria es menor que el diametro dorsoventral de la bulla; bulla
redondeada, moderadamente prominente (Fig. 29). Pronoto con un escleroma lateral alargado
a cada lado, amarillo cremoso, con sedas cortas y largas. Proprescudo con 10 a 17 sedas cortas
distribuidas irregularmente; proescudo con 6 a 10 sedas cortas y largas distribuidas
irregularmente; mesoprescudo con 6 a 11 sedas cortas y largas distribuidas irregularmente;
mesoescudo sin sedas; mesoescutelo con 4 a 7 sedas cortas a medianas en hilera;
metaprescudo con 5 a 8 sedas cortas y largas en hilera; metaescudo sin sedas; metaescutelo
con 7 a 9 sedas cortas a medianas en hilera. Ufas tarsales pro y mesotoracicas similares,
alargadas, agudas con dos sedas insertadas cerca de su base (Fig. 30); ufias metatoracicas

reducidas pero agudas, con dos sedas largas (Fig. 31).

Abdomen. Estigmas abdominales de los segmentos | a VI casi semejantes en diametro, 0.26-
0.37 mm de largo por 0.44 mm de ancho; placa respiratoria amarillo rojiza, regularmente
recurvada en forma de “C”, la distancia entre los 16bulos de la placa respiratoria es menor que
el diametro dorso-ventral de la bulla; bulla redondeada, poco prominente. Estigma del
segmento VIII méas pequefio que los precedentes, mide 0.25 mm de largo por 0.31 mm de
ancho. Dorsa de los segmentos abdominales I-VI con numerosas sedas espiniformes y
algunas sedas largas distribuidas en sentido transversal; segmentos abdominales VII-IX sin
sedas espiniformes, con sedas largas situadas transversalmente. Venter de los segmentos
abdominales I-1X con 4 a 7 sedas medianas a largas amarillo rojizo. Raster con un par de
palidia longitudinales, paralelas y angostas que convergen ligeramente hacia el labio anal
inferior y definen una septula estrecha (Fig. 32) con una longitud de 1.74 a 2.08 mm (N=25) y
se encuentran separados 0.33 mm en promedio en su parte central; cada palidium esta
formado por 14-21 pali espiniformes cortos (Fig. 33). Tegilla con 31- 48 sedas hamate.

Campus con 8 -11 sedas largas y finas. Barbula moderadamente setosa y amarillenta . Labio
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anal dorsal con algunas sedas espiniformes y algunas sedas medianas. Labio anal ventral
moderadamente escotado. Abertura anal en forma de “Y”. Longitud dorsal aproximada del
cuerpo: 2.7 a 3.6 cm (N=25). El cuerpo de esta larva es blanco hialino y moderadamente

robusto.
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FIGURAS 21-27. Phyllophaga (Phyllophaga) ravida, larva de tercer estadio. 21) Cabeza. 22)
Epifaringe. 23) Mandibula derecha en vista ventral. 24) Mandibula izquierda en vista ventral.
25) Maxila derecha en vista dorsal. 26) Apice de la maxila. 27) Hipofaringe. Lineas de escala

=1 mm, excepto en figs. 25-27 = 0.5 mm.
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FIGURAS 28-33. Phyllophaga (s.str.) ravida, larva de tercer estadio. 28) Aspecto dorsal del
ultimo artejo antenal. 29) Placa respiratoria. 30) Ufia mesotarsal. 31) Ufia metatarsal. 32)

Raster. 33) Detalle de pali. Lineas de escala = 0.5 mm, excepto en fig. 32 = 1 mm.
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Phyllophaga (s.str.) vetula (Horn, 1887).

Larva de tercer estadio (Figs. 34-40).

Descripcion original.

Cabeza. Anchura maxima de la cdpsula cefélica: 5.6-5.8 mm. Superficie del cranium casi lisa,
parda amarillenta. Frente con 1 seda frontal exterior y 1 seda frontal posterior a cada lado, 10-
12 sedas frontales anteriores, y 1 seda en cada angulo anterior de la frente; el resto de la
superficie craneal con 3 sedas dorso-epicraneales, 1-2 sedas epicraneales y 10-12 sedas para-
antenales a cada lado. Clipeo con 2 sedas centrales y 2 sedas laterales a cada lado. Labro
ligeramente asimétrico, con los margenes laterales redondeados, 6 sedas posteriores, 2 sedas
centrales, 1 seda lateral y 1 seda preapical a cada lado. Manchas oculares ausentes (Fig. 34).
Epifaringe sin zygum y con epizygum alargado, irregular, pardo obscuro a pardo rojizo;
haptomerum prominente con 20-21 heli dispuestos en 4 hileras transversales irregulares; cada
plegmatium formado con 10-11 plegmata anchos. Proplegmatia ausente. Dexiophoba escasa,
irregular. Laeophoba abundante y continua, extendida a través del extremo mesial de la
laeotorma. Dexiotorma ancha, casi recta, con el extremo mesial aguzado. Laeotorma corta y
ancha; apotorma y epitorma indefinidas; pternotorma ancha, corta, con el extremo
redondeado. Haptolachus desnudo. Placa esclerosada ancha y parcialmente cubierta por la
dexiophoba. Cono sensorial estrecho, reducido. Crepis ligeramente marcado. Cada
acanthoparia con 11-13 sedas espiniformes recurvadas. Chaetoparia bien desarrollada con
escasas sensilas en el limite con la gymnoparia (Fig. 35). Mandibulas sin area estriduladora
ventral. Areas incisivas de ambas mandibulas con una lamina cortante distal separada de un
dientecillo incisivo proximal por una escotadura incisiva margenes internos sin dientes; area
molar de la mandibula izquierda (Fig. 38) con un l6bulo distal (M1) bien desarrollado; acia
reducido; brustia multisetosa. Area molar de la mandibula derecha (Fig. 37) con el l6bulo
distal poco desarrollado; calx prominente y brustia multisetosa. Maxilas con un uncus
terminal largo en la galea y 3 unci cortos alineados en la lacinia, y con hileras de 3-4 heli a
cada lado (Fig. 36). Area estriduladora maxilar con 11 dientecillos agudos, sin un proceso

anterior definido. Escleroma hipofaringeo asimétrico, con el lado derecho poco prominente,
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redondeado. Ultimo artejo antenal con un area sensorial ovalada en la superficie dorsal y dos

areas sensoriales mas pequefias en la superficie ventral.

Térax. Los estigmas respiratorios miden 0.64 mm de ancho y 0.42 mm de largo; placa
respiratoria amarilla rojiza, uniformemente recurvados en forma de “C”, la distancia entre los
I6bulos de la placa respiratoria es menor al didmetro dorsoventral de la bulla, que es
semiovalada y poco prominente (Fig. 40). Pronoto con un escleroma lateral irregular a cada
lado, amarillento, poco contrastante, con sedas medianas esparcidas. Escudos toracicos con
escasas hileras transversales de sedas largas y medianas esparcidas, pero sin sedas
espiniformes. Protarsos y mesotarsos con las ufias similares, alargadas, agudas, con dos sedas

prebasales; ufias metatarsales reducidas, mamilares, con dos sedas largas.

Abdomen. Los estigmas de los segmentos abdominales tienen diferentes tamafios, en el 1°
miden 0.38 mm de ancho y 0.26 mm de largo; del 2° al 4° tienen 0.46 mm de ancho y 0.30
mm de largo; en el 5° y 6° alcanzan 0.46 mm de ancho y 0.38 mm de largo; en el 7° tienen
0.46 mm de ancho y 0.40 mm de largo; y en el 8° segmento miden 0.32 mm de ancho y 0.28
mm de largo. Las placas respiratorias son amarillo rojizas, regularmente recurvadas en forma
de “C”, la distancia entre los 16bulos de la placa respiratoria es menor al didmetro dorso-
ventral de la bulla, que es semiovalada y poco prominente. Dorsa de los segmentos
abdominales 1° a 6° con numerosas sedas espiniformes y algunas hileras de sedas largas
distribuidas en sentido transversal; segmentos abdominales 7° a 9° sin sedas espiniformes, con
8 a 12 sedas largas dispuestas en hileras transversales. Venter de los segmentos abdominales
1° a 9° con hileras de 10 a 14 sedas largas. Raster con un par de palidia longitudinales casi
paralelos, ligeramente convergentes en el extremo caudal, con 2.56 - 2.70 mm de longitud,
separadas 0.36 - 0.38 mm en su parte central; cada palidium esta formado por 24-25 pali
cortos, ligeramente recurvados, con apices agudos dirigidos hacia la linea media (Fig. 39).
Tegilla con 48-50 sedas hamate comprimidas y recurvadas hacia sus apices. Campus con 6
sedas largas y finas. Barbula moderadamente setosa. Labio anal dorsal con pocas sedas
espiniformes esparcidas y algunas sedas largas. Labio anal ventral estrecha y profundamente
hendido. Abertura anal con forma de “V” muy abierta. Longitud total aproximada por el dorso

del cuerpo: 52-56 mm.
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FIGURAS 34-40. Phyllophaga (Phyllophaga) vetula, larva de tercer estadio. 34) Cabeza. 35)
Epifaringe. 36) Maxila derecha en vista dorsal. 37) Mandibula derecha en vista ventral. 38)
Mandibula izquierda en vista ventral. 39) Raster. 40) Placa respiratoria. Lineas de escala = 1

mm, excepto en figs. 35, 36 y 21 = 0.5 mm.
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