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RESUMEN

Esta investigacion se llevo a cabo en condiciones de laboratorio, donde se
evaluaron tres experimentos: 1) Pérdidas ocasionadas por Sphenarium
purpurascens en etapa N4, N5 y etapa adulta en cultivos de alfalfa (Medicago
sativa) y maiz (Zea mays); 2) Viabilidad de los hongos entomopatdégenos
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites: neem
(Azadirachta indica), moringa (Moringa oleifera), aguacate (Persea americana) y
almendra (Prunus dulcis) en concentraciones del 20 y 40%, y 3) Efectividad de los
hongos entomopatégenos de B. bassiana y M. anisopliae en emulsiones de
aceites de A. indica, M. oleifera, P. americana y P. dulcis al 40%. ElI consumo
promedio de M. sativa 'y Z. mays por S. purpurascens a las 48 h fue: en etapa N4
de 0.61 y 0.60 g/insecto, para N5 de 0.75 y 0.74 g/insecto y en etapa adulta de
1.18 y 1.15 g/insecto. Por otra parte, la viabilidad de esporas de B. bassiana y M.
anisopliae en emulsiones de aceites al 20 y 40% presentaron una germinacion del
88.5 al 100% en 48 h. La efectividad y mortandad de S. purpurascens se observo
a partir de las 24 h en el T10 (M. anisopliae + M. oleifera) y T11 (M. anisopliae +
P. americana) con un 57.14% vy a las 96 h fue del 100% en el T4 (P. dulcis), T5 (B.
bassiana + A. indica), T6 (B. bassiana + M. oleifera), T7 (B. bassiana + P.
americana), T11 (M. anisopliae + P. americana) y T12 (M. anisopliae + P. dulcis)
al 40%. El numero de insectos (3 y 5) con presencia de hongos entomopatégenos
en emulsiones de aceites al 40% influyeron en la mortandad de S. purpurascens
alas 240 h en el T2 (B. bassiana + A. indica) con un 100%, T4 (B. bassiana + M.
oleifera) y T7 (M. anisopliae + P. americana) con un 80%.

Palabras clave: aceites esenciales, agente bioldgico, bioinsecticidas



ABSTRACT
This research was carried out under laboratory conditions, where three experiments were
evaluated: 1) Losses caused by Sphenarium purpurascens in stage N4, N5 and adult
stage in alfalfa (Medicago sativa) and corn (Zea mays) crops; 2) Viability of
entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae in oil emulsions:
neem (Azadirachta indica), moringa (Moringa oleifera), avocado (Persea americana) and
almond (Prunus dulcis) in concentrations of 20 and 40%, and 3) Effectiveness of the
entomopathogenic fungi B. bassiana and M. anisopliae in oil emulsions of A. indica, M.
oleifera, P. americana and P. dulcis at 40%. The average consumption of M. sativa and
Z. mays by S. purpurascens at 48 h was: in stage N4 0.61 and 0.60 g/insect, for N5 of
0.75 and 0.74 g/insect and in the adult stage of 1.18 and 1.15 g/insect. On the other hand,
the viability of the spores of B. bassiana and M. anisopliae in oil emulsions at 20 and 40%
showed germination of 88.5 to 100% in 48 h. The effectiveness and mortality of S.
purpurascens was observed after 24 h in T10 (M. anisopliae + M. oleifera) and T11 (M.
anisopliae + P. americana) with 57.14% and at 96 h was 100% in T4 (P. dulcis), T5 (B.
bassiana + A. indica), T6 (B. bassiana + M. oleifera), T7 (B. bassiana + P. americana),
T11 (M. anisopliae + P. americana) and T12 (M. anisopliae + P. dulcis) at 40%. The
number of insects (3 and 5) with the presence of entomopathogenic fungi in oil emulsions
at 40% influenced the mortality of S. purpurascens at 240h in T2 (B. bassiana + A. indica)

with 100%, T4 (B. bassiana + M. oleifera) and T7 (M. anisopliae + P. americana) with 80%

Keywords:, biological agent, bioinsecticides, essential oils



INDICE

RESUMEN. ... e e e e e e e e e e e e e rna s [l
A B ST R A T e s v
L. INTRODUGCCION. ...ttt te ettt ettt e ae s st e et s eteeaesteeseseesaesaeseeens 1
. OBIETIVOS L. e e e e e e e e e e e e e e s 3
2.1 OBJIETIVO GENERAL ...t e e e e 3
2.1.1 OBJIETIVOS ESPECIFICOS .......coiiteceeeteee e, 3

I HIPOTESIS .ottt 4
IV. REVISION DE LITERATURA ....oooeiitieee ettt ettt ste e ste e ereaneas 5
4.1 Chapulin de la milpa (Sphenarium purpurasCens) ...........cocccuuveeeeeeeeeenneniiviieeeeeenss 5
4.1.1 Historia de SPNENATIUM........cciiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 6
4.1.2 Ciclo bioldgico de Sphenarium purpUrasCens ............uuveeeeieeeeiiiiiiiiiieieeeeeeeeenns 6
4.1.3 DistribuCION gEOGIATICA. ... .uuvveeiiiieeiiiiiiiieiee et e e 8
4.1.4 Dainos ocasionados por Sphenarium purpurasCens............ccevevveveeeeeeeeeeeeeeeeene. 9

4.2 IMPOrtanCial €CONOIMICA .....uuuieeeeieieeiiiie e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeees 12
4.2.1 Importancia de Zea mays y Medicago sativa en MéxiCO............cccuvvvvveeeennn.. 12

4.3 MEtOdOS A CONLIOL.......uuiiiiiiieeiee it 13
G T8 R @ a1 1 (o o [ V12 1 [o'o PP 13
4.3.2 CONLIOl CUITUFAL .....coiiiiiiiie e 14
4.3.3 CONLrol DIOIOQICO ....vveeiie e e 14
4.3.4 HONGOS eNtOMOPATOGENOS ....cevvviiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeee ettt ettt e e e e 15
4.3.5 Mecanismo de accion de los hongos entomopatogenos.............oevvvvveeveeeeeen. 16
4.3.6 BEAUVETIA DASSIANA.......cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 18
4.3.7 Metarhizium anisopliae ... 19
4.4 ACEITES ESENCIAICS... ..o 19



A5 EMNUISION e e 20

4.6 Formulaciones de aceites y hongos entomopatdgenos .........ccccevveeeveeveeviiiiineeeenn. 20
V. MATERIALES Y METODOS .....cooiiiiiieieeieeie e ete e eeeee et te e eae et sae st saeeae e sae e 22
5.1 Localizacion del area de @StUIO .........cooeeiiiiiiiiiiiiiiieeee e 22
5.2 Colecta de Sphenarium purpurasCens €N CamMPO........ceveeeeeeeererrinniieeeeeeeeeeennnnn 22

5.3 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en diferentes estadios en
cultivo de Zea mays y Medicago sativa en condiciones de laboratorio ...................... 23

5.4 Determinacion de la viabilidad de esporas hongos ..........cccvvvveeeeiieiiiiiiiiiiieeeeen. 25

5.4.1 Activacién y evaluacion de crecimiento micelial de los hongos Beauveria

bassiana y Metarhizium aniSopliae .............coeiiiiiiiiiiiiice e 25

5.4.2 Determinacién de la concentracion de esporas de Beauveria bassiana y

Metarhizium aNISOPIIBE ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiii bbb 27

5.4.3 Determinacion de viabilidad de esporas en hongos entomopatdégenos en
EMUISIONES UE ACEITES....iiiiiiiii e ettt e e e e e et e e e e e e e e eerann e e eeees 28

5.5 Determinacion de efectividad de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae en emulsiones de aceites en adultos de Sphenarium purpurascens ........ 31

5.5.1 Propagacion y patogenicidad de los hongos Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites en adultos de Sphenarium

PUIPUIBSCEINS .....eeeetieeeeeet e et e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e s e e e en e e e e e nna s 33
VI. RESULTADOS Y DISCUSION ....cooiiiiieieeieeeeeeeee e 37

6.1 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en Zea mays y Medicago

LYz L1 1YZ- WP 37

6.2 Determinacion de concentracion de esporas y velocidad de crecimiento de

Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana. ..............cccooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 39

6.3 Viabilidad de esporas de hongos entomopatdgenos formulados en emulsiones de

A I S, ettt ———— 41



6.4 Efectividad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en emulsiones de

aceites en adultos de Sphenarium purpurascens en condiciones de laboratorio....... 44

6.4.1 Propagacion y patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

en emulsiones de aceites en adultos de Sphenarium purpurascens ..........ccccc....... 48
VII. CONCLUSIONES ...t e e e e e e e e e e e e e e eaas 52
VIII. RECOMENDACIONES ..ot e e e e e e e eaas 53
IX. LITERATURA Cl T ADA ettt e e e e e e et e e an e e eaas 54



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en Medicago sativay Zea
mays en condiciones de [aboratorio ............covivieiiiiiiii i 24
Cuadro 2 Tratamientos para determinar la velocidad de crecimiento de los hongos
(=T ) (0] 0 0] 0= U0 Lo [T o 0 1< PP 26
Cuadro 3 Viabilidad de hongos entomopatdégenos formulados en aceites + tween al 80 al
(OO Ir= W (LR ot g Tet=] o i r= Tox o] 0= 2SN 30
Cuadro 4 Efectividad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae formulados en
aceites al 40% + tween 80 Al 0.05%0. ... ..uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 33
Cuadro 5 Patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en adultos de
Sphenarium purpurascens formulados en aceites + tween al 80 al 0.05% a una
(oo plot=T a1 = Tod (0] g To [T I (0L T 35
Cuadro 6 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en Zea mays y Medicago
CST= 1117 TR 39
Cuadro 7 Crecimiento micelial de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae a 25 °C en medio PDA a diferentes tiempos (h). .......ccoovvviiiiiiiiiceiieieiiin, 41
Cuadro 8 Viabilidad de esporas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae a las
N o TSP PPRRPRR 43
Cuadro 9 Efectividad de hongos entomopatdgenos en emulsiones de aceites al 40% en
adultos de Sphenarium purpurascens cada 24 hOras .........cceeuveiieeiiiiiiieeeiiiie e 47
Cuadro 10 Patogenicidad (%) de adultos de Sphenarium purpurascens tratadas con
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites con tween 80 al

0.05% al 40% CAAB 48N.......uuiiiiiiiiiiiiei e 49



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Clasificacion taxonomica de Sphenarium purpurasCens .........cccccceeeeeeeeeeeeenennns 5
Figura 2 Etapas de desarrollo de chapulin durante su estadio ninfal hasta su etapa adulta
(SANCNEZ FIOrES, 2018) ...uuuiiieeieeeeeee e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e eearannan s 8

Figura 3 Distribucion de las especies de Sphenarium (Sanabria Urban et al., 2017)..... 9

Figura 4 Ubicacion del Laboratorio de control biolégico CIIDIR-Unidad Oaxaca.......... 22
Figura 5 Evaluacion de pérdidas ocasionas por Sphenarium purpurascens ................ 23
Figura 6 Velocidad de crecimiento Metarhizium anisopliae en PDAa25+2°C.......... 26

Figura 7 Diluciones para determinar la concentracién de esporas del hongo Beauveria
OF TS = L o - PP 28
Figura 8 Efectividad de hongos entomopatdgenos en emulsiones de aceites.............. 32
Figura 9 Recipientes de 10 L de capacidad para evaluacion de propagacion y

patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites.

Figura 10 Observacién microscoépica a 40X de germinacion de esporas de a) Beauveria
bassiana b) Metarhizium anisopliae alas 48 horas. ..............cccceeeiiiiiiiiiiiiiee e, 44
Figura 11 Sphenarium purpurascens con micosis a) Beauveria bassiana + Azadirachta

indica b) Metarhizium anisopliae + Persea americana ...........ccccceeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeennnns 46



|. INTRODUCCION
En México, la alfalfa (Medicago sativa) es de los principales cultivos forrajeros, ocupa una
superficie de 583,561 ha que representa un 57.1% mientras que el maiz, la avena y el
sorgo constituyen el 42.9% (Medina Garcia et al., 2020). Por otra parte, en la agricultura
se han presentado diversos problemas que influyen en el crecimiento, desarrollo y
produccion, entre los que destacan factores bidticos como los insectos plaga que
ocasionan dafios y pérdidas en el rendimiento de los cultivos hasta de un 30%
(Hernandez Trejo et al., 2019). Dentro de los insectos plaga que ocasionan estos dafios
se encuentran los Orthopteros comunmente denominados chapulines, langostas y
saltamontes, siendo 12 especies las que ocasionan pérdidas severas al dafar su follaje
en los cultivos de frijol, alfalfa y maiz (Ramirez Méndez et al., 2019; Romero Arenas et al.,
2020). El género Sphenarium es un grupo de saltamontes que son econdmica y
culturalmente de importancia tanto como fuente de alimento como plagas agricolas
(Pedraza Lara et al., 2015). Entre los diversos métodos de control para insectos plaga,
los mas utilizados son los insecticidas quimicos, los cuales provocan resistencia de la
plaga, afectaciones a la salud humana y al medio ambiente, por lo cual es conveniente
realizar medidas de control biol6gico (Morales De Le6n, Jarquin Géalvez, Gomez Ruiz
Jaime et al.,, 2014) que sean mas amigables con el medio ambiente, como son los
bioinsecticidas a base de organismos benéficos con hongos entomopatdégenos (Acuia
Jiménez et al., 2015). Estos hongos tienen la capacidad de penetrar la cuticula del insecto
(Amaro Leal etal.,, 2018; Huerta etal., 2014), ademas de causar inmovilidad y
coordinacion, detencion de la alimentacion y provocar la muerte (Hernandez Trejo et al.,

2019). Se encuentran varios géneros de hongos entomopatdogenos que tienen esa



capacidad unica de infectividad y especificidad, como Beauveria bassiana (Bals-Criv.)
Vuill, Metharhizium anisiopliae (Metchn.), Metarhizium acridum (Driver y Milner) y
Entomophaga grylli Fresen, los cuales son patdogenos naturales de los saltamontes
(Quesada Béjar et al., 2017, 2020). Por otro lado, hay alternativas ecoldgicas como
extractos vegetales, acuosos o aceites esenciales, que han demostrado tener actividad
como insecticida (Bustos et al., 2017; Vazquez Jorge et al., 2016), estos investigadores
mencionan que en el cultivo de amaranto (Amaranthus hypocondriacus L.) en campo, los
extractos de higuerilla + chiles combinados con Beauveria bassiana alternadas con jabon
tuvieron efectividad en el control de S. purpurascens. Con base a lo anterior, el presente
trabajo tuvo como objetivo determinar en condiciones de laboratorio las pérdidas
ocasionas por Sphenarium purpurascens en Zea mays y Medicago sativa y su manejo a
base de hongos entomopatdégenos en emulsiones de aceites de neem (Azadirachta
indica), moringa (Moringa oleifera), aguacate (Persea americana) y almendra (Prunus

dulcis).



II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en Zea mays Yy
Medicago sativa y su manejo a base de hongos entomopatdgenos en emulsiones de

aceites en condiciones de laboratorio.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en diferentes
estadios de desarrollo en Zea mays y Medicago sativa en condiciones de
laboratorio.

2. Determinar la viabilidad de hongos (Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae)
en emulsiones de aceites a dos concentraciones de Azadirachta indica, Moringa
oleifera, Persea americana y Prunus dulcis.

3. Determinar la efectividad y patogenicidad de los hongos Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites para el manejo de Sphenarium

purpurascens en condiciones de laboratorio.



lll. HIPOTESIS

Ha: La aplicacion de al menos una de las cepas de hongos entomopatdégenos en
emulsiones de aceites en la etapa adulta de Sphenarium purpurascens genera

mortandad igual o mayor que un insecticida quimico.

Ho: Ninguna de las cepas de hongos entomopatdégenos en emulsiones de aceites
aplicados en la etapa adulta de Sphenarium purpurascens genera mortandad igual o

mayor gue un insecticida quimico.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Chapulin de la milpa (Sphenarium purpurascens)

El género Sphenarium se encuentra dentro de la familia Pyrgomorphidae (Orthoptera:
Caelifera) es un insecto que no presenta alas, es conocido por su coloracion corporal que
durante su etapa adulta varia de un pardo oscuro a un verde olivo brillante con manchas
negras, donde los machos son mas delgados que las hembras y sus llamativos patrones
en el esclerito especificamente en el pronoto el cual es convexo con forma de silla de
montar (Bautista Viveros, 2015; Castellanos Vargas y Cano Santana, 2009; Marifio Pérez
y Song, 2019). De acuerdo con Anaya Rosales et al. (2000) clasifica a Sphenarium

purpurascens (Charpentier 1841-45) de la siguiente forma:

Reino: Animal

Phyllum: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Orthoptera
Suborden: Caelifera
Superfamilia: Acridoidea

Familia: Pyrgomorphidae

Géneros: Sphenarium
Especie: Sphenarium purpurascens

Nombre comun: chapulin de milpa

Figura 1 Clasificacion taxonomica de Sphenarium purpurascens



4.1.1 Historia de Sphenarium

Pyrgomorphidae (Orthoptera: Caelifera) es una de las familias de saltamontes mas
conocidas en la cual se han reportado 487 especies que se encuentran distribuidas
mayormente en el Viejo Mundo como Africa, Asia y Europa. Estas especies de
pyrgomorfidos son misteriosas y poco conocidas ya que estas se han diversificado en el
Nuevo Mundo (incluye América del Norte, América del Sur y América Central). Donde se
han identificado 41 especies de la familia Pyrgomorphidae en el Nuevo Mundo,
representado por 13 géneros divididos en cuatro tribus las cuales tienen una distribucién
muy especifica: podemos encontrar a Ichthiacridini e Ichthyotettigini que son endémicas
de México, y Omurini en la mitad norte de América del Sur. La tribu Sphenariini incluye
una subtribu que se distribuye desde México hasta Costa Rica y Republica Dominicana,
y las tres restantes en Madagascar, China y Africa Oriental. El género Sphenarium ha
sido ampliamente estudiado en cuanto a su biologia de apareamiento, variacion de
tamafo y color, y patrones filogenéticos (Marifio Pérez y Song, 2019). Donde en zonas
de México por su amplia distribucion estas especies han sido consideradas plagas
agricolas en cultivos de importancia econémica como el maiz y frijol, mientras que en

Oaxaca se han utilizado como alimento (Cerritos y Cano Santana, 2008).

4.1.2 Ciclo biolégico de Sphenarium purpurascens

El chapulin de la milpa (Sphenarium purpurascens) tiene un ciclo bioldgico univoltino que
quiere decir que su ciclo bioldgico lo completan en un afio. Su apareamiento empieza de
agosto a septiembre teniendo una duracion de siete horas aproximadamente,

posteriormente a los cinco dias ocurre la oviposicion a las orillas de los cultivos,
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incubandose de 1.5 a 5 cm de profundidad en el suelo con una temperatura de 30 °C
durante ocho y nueve meses. La eclosion de los huevos ocurre entre mayo y junio
después de las lluvias en el centro- norte de México. Las fases de desarrollo que presenta
el chapulin son tres: huevo, ninfa y adulto. En la época de invierno los huevecillos se
encuentran en etapa de diapausa (Anaya Rosales et al., 2000). Durante este tiempo las
ootecas que son depositadas por las hembras que contienen de veinte a cuarenta
huevos, presentan una forma alargada y ovalada, para llegar a la etapa de ninfa hay un
periodo de 40 a 60 dias hasta llegar a convertirse en adulto que tardan de 20 a 25 dias
en madurar e iniciar su reproduccion a finales de julio y principios de agosto. Aunque
actualmente se observa su etapa adulta durante el mes de septiembre. Se le conoce
como ninfa a los chapulines que aun no llegan a su etapa adulta, crecende 5+ 1 mm a
18+ 1.2 mm (Huerta et al., 2014). Las etapas de desarrollo ninfal son las siguientes

(Sanchez Flores, 2018):

e Primer estadio ninfal (N1) su tamafo oscila de 0.6 +/- 0.1 mm. Su cuerpo es
fusiforme, la cabeza es méas grande que el cuerpo, donde destacan sus 0jos por
su tamafo. Presentan una coloracion pardo-palida con manchas negras
dispuestas en todo el cuerpo y sus antenas son mas gruesas en relacion con su
cuerpo y cuentan con ocho artejos; el sexo se puede determinar debido a que la
placa subgenital es notoria en los machos, en cambio en las hembras no se logran
observar las valvas.

e Segundo estadio (N2) miden de 0.8 +/- 0.3 mm, estas son semejantes a las ninfas
de primer estadio, solo que esta presenta su cabeza alargada. Su coloracién es

mas oscura y las manchas del cuerpo son notorias.



e Tercer estadio (N3) miden 10.0 +/- 1.2 mm. Donde las manchas se vuelven de
forma irregular variando de tamafio y coloracion definida (amarillo, verde, gris,
pardo o negro) en todo su cuerpo; sus patas son mas largas.

e Cuarto estadio (N4) miden 16 +/- 0.2 mm, su cuerpo se va ensanchando en la
parte media, con aspecto robusto y coloracién definida, esta va a variar de un
individuo a otro. Las antenas ahora tienen 14 artejos; patas vigorosas y sSus
espinas de las patas son gruesas.

e Quinto estadio (N5) su tamafio oscila entre 20 +/- 1.2 mm, sSu cuerpo es mas
alargado debido a sus segmentos abdominales. Sus antenas largas y delgadas,
con 14 artejos. Sus ojos grandes de color negro; Presentando patas fragiles y

espinas, uflas mas robustas (Figura 2).

Ninfa1 Ninfa 2 Ninfa 3 Ninfa 4 Ninfa 5 Adulto
E%\M\Y!‘L \N\\Mf M \s
I I

Tiempo oportuno de control

Figura 2 Etapas de desarrollo de chapulin durante su estadio ninfal hasta su etapa adulta

(Sanchez Flores, 2018)

4.1.3 Distribucion geografica
Esta especie de Sphenarium la encontramos desde el centro de México hasta el noroeste

de Guatemala (Figura 3), donde las cadenas montafiosas delimitan su distribucion
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(Sanabria Urban et al., 2017). Sphenarium purpurascens es un organismo cosmopolita,
se encuentran en zonas tropicales, desérticas y mayormente en praderas, alcanzando
altas densidades (Amaro Leal et al., 2018). En estados donde se produce el maiz, Distrito
Federal, Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca,

Puebla, Tlaxcala, Chiapas y Tabasco (Castellanos Vargas y Cano Santana, 2017).

Bl S. borrei 7 S. adelinae 8 S. tarascum
B S. mexicanum 8 S. miztecum [#® S. rugosum
El S. histrio B S. planum 15 S. variabile

S. occidentalis [ S. macrophallicum B S. purpurascens
[ S. totonacum M S. crypticum S. zapotecum
@ S. infernalis 2 S. minimum

Figura 3 Distribucién de las especies de Sphenarium (Sanabria Urban et al., 2017)

4.1.4 Dafios ocasionados por Sphenarium purpurascens

Las especies que tienen importancia econdmica en Meéxico son Sphenarium
purpurascens, Sphenarium mexicana, Melanoplus spp., Taeniopoda eques y Brachystola
magna, afectando una extension de 300,000 ha en el norte y altiplano (Bautista Viveros,

2015).

Sphenarium purpurascens presenta dos tipos de comportamiento en relaciéon con la

vegetacion: la alimenticia y de asentamiento (Ramos Elorduy B y Vazquez Mora, 2009).
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La alimentacién incrementa conforme avanza el ciclo bioldgico del chapulin y esto puede
deberse a que las caracteristicas morfologicas van cambiando, en especial las
estructuras mandibulares; posiblemente el hecho de que durante su desarrollo ninfal al
estar en contacto con una mayor diversidad de plantas, incremente la aceptabilidad de
nuevas especies durante la fase adulta y, como resultado de la variacion temporal y

espacial, de la vegetacion que esté disponible.

a) En relacién con la conducta de asentamiento, los chapulines no solo utilizan las
plantas para alimentarse, también para resguardarse, aparearse O

termorregulacion.

De acuerdo con el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad los estados cuya
altitud es mayor a 2000 msnm, el chapulin ha provocado pérdidas en cultivos basicos.
Para el afio 2008 empez6 a funcionar la campafa contra el chapulin, con el objetivo de
detectar y controlar las infestaciones de este insecto con la finalidad de reducir las
densidades de 15 ninfas/m? a menos de 5 ninfas/m?2 en superficies agricolas (Ramirez

Méndez et al., 2019).

La especie de Sphenarium purpurascens se alimenta de una gran variedad de cultivos
entre los cuales encontramos al maiz (Zea mays L.), frijol (Phaseolus vulgaris L.),
calabaza (Cucurbita sp.), avena (Avena sativa L.), cebada (Hordeum vulgare L.), alfalfa
(Medicago sativa L.), trigo (Triticum sp.) y diversas gramineas y algunas especies
silvestres de pastos como: bermuda, navajito, estrella, pangola, guinea (Aquino Olmedo,
2015; Quesada Béjar et al., 2019). Por lo que en los ultimos afios el chapulin se ha

convertido en una de las principales plagas del maiz y frijol en lugares de temporal, por
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su capacidad de reproduccion, habitos migratorios y su diversidad de hospederos

(Ramirez Méndez et al., 2019).

En Tochimilco-Puebla el cultivo de amaranto ha sido infestado por diversos insectos
plaga causando defoliaciones en el follaje y la panoja entre los que destaca Sphenarium
purpurascens. Donde comienza a defoliar el cultivo a partir de su crecimiento y durante
todo su ciclo vegetativo. Ante la amenaza de este insecto los agricultores de amaranto
han incrementado el uso de insecticidas sintéticos y a consecuencia han adquirido
resistencia, ademas que han ocasionado problemas como contaminacién del suelo,
agua, aire y de salud (Vazquez Jorge et al., 2016). Para el 2014 los chapulines causaron
dafios econdmicos a la economia regional de 24 municipios del norte de Michoacan,
donde se promediaron 65 chapulines por metro cuadrado, considerandolo una de las
plagas mas importantes en este estado (Quesada Béjar et al., 2020). La incidencia de
Sphenarium purpurascens se ha encontrado en el Valle de Puebla-Tlaxcala, donde los
cultivos méas afectados han sido el maiz, alfalfa, calabaza y haba. El Valle de Puebla-
Tlaxcala tienen cultivos de maiz, frijol y alfalfa que han sido atacados por Sphenarium
purpurascens, alimentandose principalmente del follaje de estos cultivos provocando
pérdidas econémicas para el agricultor. Cabe destacar que esta especie se encuentra
desde Guatemala y algunas islas del Caribe (Rivera Tapia et al., 2021). Los factores que
originan la abundancia de chapulines se encuentran asociado al clima, periodos largos
de sequia ademas de lluvias frecuentes, provocando proliferacién de ortopteros plaga. El
incremento en las temperaturas perjudica a los insectos defoliadores como a las plantas,
acelerando su fenologia y metabolismo, pero si en uno de estos cambios es mas rapido

el otro tendra problemas. Si los insectos tienen una mayor respuesta al aumento de la
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temperatura, esto se vera reflejado en un incremento en la frecuencia y la virulencia de
las defoliaciones, debido a que estos encontraran tejidos poco endurecidos y

desarrollados, que podran sobrevivir y causar dafos a los cultivos (Hédar et al., 2012).

4.2 Importancia econémica

Los estados de Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Oaxaca, México, Querétaro, Guanajuato y
Michoacan producen aproximadamente 350 mil toneladas de chapulines en temporada
de reproduccién. Aunque los cultivos principalmente infestados por S. purpurascens es
el maiz (Zea mays L.), alfalfa (Medicago sativa) y frijol (Phaseolus sp.) donde solo llega
a cosecharse una tonelada de cuatro por cada hectarea sembradas, lo que con lleva a

tener pérdidas considerables en estos cultivos (Arcos Estrada et al., 2020).

4.2.1 Importancia de Zea mays y Medicago sativa en México

El cultivo de maiz (Zea mays) es importante desde el aspecto cultural, econémico, social,
politico y ecoldégico (Reséndiz Ramirez et al., 2014), debido a su amplia distribucion,
variabilidad morfolégica y fenoldgica, sus caracteristicas de rendimiento y resistencia a
condiciones ambientales, ademas de su influencia en la alimentacion humana y su gran
variedad de usos. De acuerdo con Ramirez Méndez et al. (2019) el maiz es la principal
fuente de proteinas, carbohidratos y grasas. Ademas de ser el grano que mas se cultiva
en el mundo, donde se destina para el consumo humano 267 g per capita por dia, el cual
se encuentra afectado por diversas plagas, incluyendo al chapulin. En el estado de

Puebla-Tlaxcala se ven afectados por Sphenarium purpurascens alimentandose del
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follaje del maiz (Amaro Leal et al.,, 2018). En México la alfalfa (Medicago sativa) es
considerada la leguminosa forrajera mas importante ya que se le atribuye al desarrollo
de la ganaderia bovina (Jolalpa Barrera et al., 2009). También es utilizada para prevenir
la degradacion de praderas, como cobertura vegetal, y contribuye a la sostenibilidad de

la agricultura y ganaderia (Rojas Garcia et al., 2017).

4.3 Métodos de control

4.3.1 Control quimico

Garza Urbina (2005) menciona que el uso de controles quimicos de plagas ha sido
utilizado con el objetivo de prevenir el desarrollo de poblaciones de insectos mediante
sustancias quimicas, la cual ha sido una solucion a las infestaciones de chapulin en areas
de cultivo de importancia econdmica. El uso excesivo de estos productos ha causado
dafios al suelo, agua, medio ambiente, provocando riesgos a los animales y afectando la
biomasa benéfica del suelo. Una forma de control quimico ha sido el uso de paration y
malation para el control del chapulin de forma intensiva desde la década de 1980. Aunque
se tiene registro de uno de los primeros insectos del orden orthoptera Melanoplus spretus
de origen sudafricano como extinto a causa de insecticidas quimicos Por lo que cabe
destacar que al igual que Melanoplus sanquinipes cuando se encuentra a altas
densidades provoca dafos severos a los cultivos, sin embargo, a bajas densidades esta
puede tener un impacto benéfico porque se alimenta de diversas malezas (Cerritos y

Cano Santana, 2008).
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4.3.2 Control cultural

Una de las consideraciones para los insectos plaga es la temporada del cultivo, para lo
cual se pueden realizar diversas actividades como la limpieza de malezas para evitar las
plagas. Ademas de realizar barbecho con el objetivo de remover el suelo de los terrenos
de cultivo donde las hembras ovipositaron y de esta manera puedan exponerse a

enemigos naturales y a condiciones climaticas (Garza Urbina, 2005).

4.3.3 Control biolégico

El control bioldgico es “el uso de organismos vivos para reducir la densidad poblacional
o el impacto de un organismo plaga especifico, haciendo a esta menos abundante o
perjudicial de lo que seria de otra manera” (Eilenberg et al., 2001).EI control biolégico es
una alternativa natural y amigable con el ambiente, donde se usan organismos benéficos
como hongos, nematodos, bacterias y virus que tienen como funcién disminuir y controlar
las densidades de plagas. Las ventajas del manejo biolégico de plagas agricolas es
disminuir pérdidas econdémicas, reducir los efectos nocivos y reemplazar el uso de
plaguicidas quimicos. Los organismos que se utilizan para el control bioldgico tienen
ciertos requerimientos como tener una alta capacidad de reproduccion y supervivencia,
un crecimiento rapido, libres de antagonistas naturales, ser competitivos, adaptabilidad
de la planta estudiada y presenté una versatilidad alta en el ambiente (Viera Arroyo et al.,

2020).

Para el control biologico de plagas se encuentran cuatros estrategias (Hajek, 2004):
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1. Control biologico clasico: la liberacion de un agente de control biolégico exoético de
forma permanente para el control de plaga a largo plazo.

2. Control biolégico inoculativo: la liberacidon intencional de un organismo vivo para
gue se pueda multiplicar y halla un control de la plaga en un tiempo prolongado.

3. Control biolégico inundativo: el uso de organismos vivos para el control de plagas
cuando este ha sido logrado solo por la liberacion de los organismos benéficos.

4. Control biolégico por conservacion: modificacion del ambiente para la proteccion
de los enemigos naturales especificos u otros organismos para reducir los efectos

de las plagas.

Este tipo de control bioldgico es un elemento fundamental para poder controlar a

Sphenarium purpurascens mediante el uso de hongos entomopatdgenos.

4.3.4 Hongos entomopatdégenos

De acuerdo con Esparza Mora et al. (2017) son un grupo de microorganismos
heterétrofos, unicelulares, eucariotas que se reproducen sexual o asexualmente
mediante esporas. Con la capacidad de atacar insectos utilizandolos como hospederos y
lograr desarrollar su ciclo de vida, reducen poblaciones de plagas que han causado dafios
economicos en los cultivos o sirven como medio de control en la reduccion de
enfermedades. En este grupo de hongos entomopatdégenos se incluyen a especies de
Oomycetes, Chytriomycota, Microsporidia, Entomophtoromycota, Ascomycota Yy
Basidiomycota los cuales se distinguen por su capacidad de infeccién, pero son

diferentes entre si en su filogenia, morfologia y ecologia. Por mencionar unos
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encontramos Beauveria, Cordyceps, Hirsutella, Metarhizium y Nomurdea (Islam et al.,

2021).

Los hongos entomopatégenos como Metarhizium anisopliae (Metchn.), Beauveria
bassiana (Bals-Criv.) y Metarhizium acridum (Driver y Milner) son enemigos naturales de
la mayoria de los insectos (Quesada Béjar et al., 2020). Debido a que poseen un gran
potencial como biocontroladores de plagas por su forma de infeccion ya que son los
anicos que pueden atravesar la cuticula del insecto y no es necesario que el chapulin se
alimente de ellos, ademas que no afecta al humano y medio ambiente. En la actualidad
se conocen mas de 750 hongos entomopatdgenos, de los cuales los siguientes estan
asociados al control de chapulin: Beauveria bassiana (Balsamo), Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff) y Entomophaga grylli Fresen han sido empleado como control biolégico ya
gue son enemigos naturales de los saltamontes que pueden regular sus poblaciones
cuando se usan como métodos de control biolégico (Huerta et al., 2014; Quesada Béjar

et al., 2017).

4.3.5 Mecanismo de accion de los hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de penetrar de forma directa la
cuticula o el tracto digestivo del insecto. Donde la cuticula del insecto es la primera
barrera y esta formada por tres capas: la epicuticula es la capa de lipidos, resistente a la
degradacion enzimatica y puede ayudar a evitar el paso de enzimas fungicas, pero si esta
se rompe las hifas se extienden lateralmente (Pedrini et al., 2007), la procuticula se divide

en tres capas exo, meso y endocuticular las cuales contienen proteina esclerotizada y
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quitina y la epidermis que rodea principalmente las estructuras internas del insecto (Ortiz
Urquiza y Keyhani, 2013). Segun Tellez Jurado et al. (2009) el desarrollo de micosis se

lleva a cabo en tres fases:

a) Adhesion de la espora a la cuticula del insecto y la germinacién de la espora

Se lleva a cabo cuando el hongo entomopatdgeno tiene contacto con el insecto, y la
espora se adhiere al hospedero. La adhesion ocurre en tres etapas: la primera consiste
en la absorcién de la espora en el insecto, mediante reconocimiento de receptores
glicoproteicos, la segunda ocurre con la adhesion de la interfase entre la espora

pregerminada y la epicuticula y por ultimo la germinacion y el desarrollo del apresorio.

b) Penetracion en el hemocele

La penetracidon en el hemocele se da por accidbn mecanica fisica y quimica: la primera es
debido a la presién ejercida en el haustorio, la cual deforma la cuticula, provocando la
ruptura de areas esclerosas y membranas; en la segunda interviene acciones
enzimaticas, como actividades hidroliticas, la cual degrada la zona de penetracion,
permitiendo el acceso al hongo. Otros medios por el cual los hongos pueden penetrar al

hemocele son mediante la cavidad bucal, espiraculos y aberturas externas del insecto.

c) Replicacion en el hemocele

Una vez penetrado el hemocele, el hongo realiza la transicion dimorfica de micelio a
levadura, después de haber invadido el sistema inmune del insecto, se produce una
septicemia. La micosis produce cambios anormales en el insecto como comportamientos

alterados, falta de coordinacion, convulsiones, conductas alteradas y paralisis. La muerte
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es provocada por dafios fisicos en tejido, toxicosis y deshidratacion de las células por

perdida de fluido y gasto de nutrientes.

En respuesta el sistema inmune del insecto desarrolla estrategias defensivas e
inmunodepresoras, produciendo toxinas o cambios en su pared celular. Los hongos
entomopatdégenos producen metabolitos que tienen varios modos de accién y varios
casos son la causa directa del insecto, actuando sobre las células especializadas del
sistema inmune para evitar su atague a las estructuras invasivas de los hongos. Factores
gue intervienen como la humedad y la temperatura son adecuadas, las hijas del hongo
emergen al exterior del cadaver del insecto, donde esporulan. Esto ocurre generalmente
en cadaveres, pero también se puede dar en insectos vivos y la dispersion de esporas
puede ser un proceso activo 0 pasivo que va a depender de las caracteristicas de la

espora y el esporangio.

4.3.6 Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo entomopatdégeno con una distribucibn amplia,
comunmente encontramos insectos infectados en areas templadas como tropicales.
Algunos de los érdenes de insectos que se ha encontrado en B. bassiana como patégeno
son: Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Homoptera, Hemiptera, Orthoptera,
Isoptera, Siphonaptera, Mantodea, Thysanoptera, Neuroptera, Blattariae, Dermaptera,
Embioptera (Zimmermann, 2007). El método de accion de Beauveria bassiana antes de
matar a su hospedero produce perdida de sensibilidad, letargo, nula coordinacion, falta

de apetito y paralisis. La esporulacion se lleva a cabo cuando el insecto muere y
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posteriormente se puede dar la dispersion del hongo, permitiendo un buen control

(Malpartida Zevallos et al., 2013).

4.3.7 Metarhizium anisopliae

El hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae ha sido empleado como bioinsecticida,
por su amplio rango de hospederos de diferentes 6rdenes. Los insectos muertos tienen
un crecimiento micelial de color blanco, que después de que el hongo esporula presenta
una coloracion verde (Acufia Jiménez et al.,, 2015). Como menciona Batta (2003)

Metarhizium anisopliae llega a infectar a mas de 100 especies diferentes de insectos.

4.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos organicos de origen vegetal cuyas mezclas de
metabolitos secundarios pueden contener diversos compuestos que son originados del
metabolismo secundario de las plantas. Los aceites esenciales tienen un papel
importante como insecticida contra herbivoros, antivirales, antifingicas ademas de atraer
insectos o repeler a los que tengan efectos indeseables (Usano Alemany et al., 2014).
Los aceites esenciales conocidos también como aceites volatiles o esencias son
compuestos lipofilicos con bajo peso molecular, y su volatilidad se debe a que se
evaporan cuando son expuestos al aire o a temperatura ambiente, por lo que es alta su
presion de vapor (Marin Loaiza y Céspedes, 2007). Al igual que estos actuan localmente
0 a distancia provocando al insecto la incapacidad de volar, de alimentarse u ovipositar

(Bustos et al., 2017).
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4.5 Emulsion

Las emulsiones son dos sustancias que no se pueden mezclar como es el caso del agua
y el aceite particularmente, pero pueden permanecer mezcladas cuando se agrega una
tercera sustancia que es un emulsionante. Por lo que se suele utilizar emulsiones
inversas (tipo agua en aceite) como biocontrol de insectos plaga de -cultivos,
enfermedades de plantas etc., donde se pueden formular en emulsion inversa como en
los hongos entomopatdégenos, ya que en condiciones ambientales si solo se hace la
suspension de esporas a base de agua se evaporara rapidamente pero si le incorporamos
a esta solucién un emulsificante, lo que pasara es que la fase acuosa se homogeneizara
con la fase oleosa, por lo que durante ese tiempo las gotas de agua mas pequefias
guedan rodeadas de gotas de aceite mas grande, y por consiguiente evitaran que las

gotas de agua se evaporen en condiciones de altas o bajas temperaturas (Batta, 2016).

4.6 Formulaciones de aceites y hongos entomopatégenos

Las formulaciones las podemos encontrar en diferentes presentaciones con respecto al
ingrediente activo, como aceites provenientes del petréleo, aceites vegetales, diluyentes
en polvo o granulados, donde se han visto afectados en la viabilidad de las esporas. Por
lo que al momento de realizar una formulacién se debe tener en cuenta la virulencia
debido a que algunos son elaborados a base de polvo, aceites o granulados, donde a
pesar de que se mantuvieron almacenados a temperaturas de los 4°C no hubo problemas
en su germinacion, pero si en su virulencia (Morales De Leon, Jarquin Galvez, Gomez
Ruiz et al., 2014). Estas formulaciones con hongos entomopatdogenos mediante el cual
su ingrediente activo, se mezclan con algun solvente o emulsificante, van a tener la
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funcién de proteger los conidios. Ademas, que al momento de realizar una formulacion
se deben tomar en cuenta ciertos criterios como que no deben de afectar la actividad del
hongo, al momento de su aplicacion deben de ser facil de usar, deben ser inocuos al
medio ambiente y econdmicamente rentables (Motta Delgado and Murcia Ordofiez,
2011). Sin embargo la mayoria de las formulaciones que se han realizado con algunos
hongos entomopatégenos como el caso de Metarhizium anisopliae son polvos

humectantes y no a base de formulaciones liquidas de agua y aceite (Batta, 2003).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del &rea de estudio

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Control Biolégico del Centro
Interdisciplinario de Investigaciébn para el Desarrollo Integral Regional del Instituto
Politécnico Nacional Unidad Oaxaca, ubicado en el municipio de Santa Cruz Xoxocotlan,

Oaxaca a 17.027768°N y 96.720090°0 (1564 m.s.n.m.) (Figura 4).

<

.....

Figura 4 Ubicacion del Laboratorio de control biolégico CIIDIR-Unidad Oaxaca.

5.2 Colecta de Sphenarium purpurascens en campo

En campo se realizaron colectas de S. purpurascens en sus diferentes estadios de
desarrollo: ninfal 4 (N4), ninfal 5 (N5) y en su etapa adulta. Las colectas se realizaron con
ayuda de una red entomolégica en el afio 2021 durante los meses de septiembre-

noviembre en parcelas de cultivos de alfalfa (M. sativa) y maiz (Z. mays).
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5.3 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en diferentes estadios en

cultivo de Zea mays y Medicago sativa en condiciones de laboratorio

Para determinar las pérdidas que ocasion0 S. purpurascens se trabajoé en condiciones de
laboratorio con una humedad relativa (HR) maxima de 56 + 8.36 y una minima de 45 +
8.68% y una temperatura maxima de 28 + 2.26 y una minima de 20 + 2.1 °C. Se
trabajaron con botes de plastico transparentes de 300 mL de capacidad, a las tapas de
los recipientes se le realizaron pequefas perforaciones con agujas entomolégicas para
permitir la entrada de aire, posteriormente en el bote se colocdé un insecto de S.
purpurascens. A cada uno de los tratamientos de estadio N4, N5 y adulto se alimentd
con 3 g del cultivo a evaluar, alfalfa (Medicago sativa) y maiz (Zea mays), donde se
determinaron las pérdidas por etapa de desarrollo de S. purpurascens (Cuadro 1). Para
esta evaluacion se siguié la metodologia propuesta por Aquino Bolafios et al., (2016),

cada 48 h se registraron los pesos y se cambi6 el follaje por cultivo y asi poder determinar

el consumo real (g/h) durante 16 dias (Figura 5).

{'TJ-I Foll T4 Nes —‘
Alfalfn + Ninfa § I . Follaje de maiz + Ninfs

| Sehendarim purpurascens Cla: Shenarium purpurascens 5P

(

a7

Figura 5 Evaluacion de pérdidas ocasionas por Sphenarium purpurascens
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Cuadro 1 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en Medicago sativay Zea

mays en condiciones de laboratorio.

Tratamientos

Composicién

T1

T2

T3

T4

T5

T6

Ninfa 4 + Medicago sativa
Ninfa 4 + Zea mays
Ninfa 5 + Medicago sativa
Ninfa 5 + Zea mays
Adulto + Medicago sativa

Adulto + Zea mays

Analisis estadistico

El experimento consistié en un disefio estadistico completamente aleatorio con un arreglo

factorial 3 (estadios) x 2 (cultivos) el cual tuvo en total 6 tratamientos con ocho

repeticiones. Con los resultados obtenidos de pérdidas se realiz6 un analisis de varianza

y se establecieron las diferencias entre las medias a través de la prueba de Tukey con

un nivel de significancia de 0.05% con el programa Statistical Analysis System (2004).
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5.4 Determinacion de la viabilidad de esporas hongos Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites

5.4.1 Activacion y evaluacion de crecimiento micelial de los hongos Beauveria

bassianay Metarhizium anisopliae

En el laboratorio de control biologico del CIIDIR unidad Oaxaca se tienen preservadas
cepas de los hongos entomopatégenos B. bassiana y M. anisopliae. Los hongos fueron
reactivados en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) los cuales fueron utilizados
como métodos de control en insectos de S. purpurascens. Una vez reactivadas las cepas
de hongos se evalué su velocidad de crecimiento radial, donde se inocularon discos de
B. bassiana y M. anisopliae con un sacabocados de 0.8 mm de diametro de aislamientos
de 29 dias de crecimiento en medio de cultivo PDA, después se colocaron en el centro
de las cajas Petri. Posteriormente se incubaron a una temperatura de 25 = 2°C, y las
mediciones se realizaron al reverso de la caja Petri cada 48 h con la ayuda de un vernier
digital (KNOVA), las mediciones terminaron cuando una de las cepas colonizo
completamente la caja Petri (Figura 6). Para este experimento se evaluaron dos

tratamientos con cinco repeticiones cada uno (Cuadro 2).
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Cuadro 2 Tratamientos para determinar la velocidad de crecimiento de los hongos

entomopatdgenos.
Tratamientos Composicion
T Beauveria bassiana
T2 Metarhizium anisopliae

Para determinar la velocidad de crecimiento radial (mm/dia) se obtuvo un promedio de
las mediciones del diametro de los micelios en direccion vertical y horizontal de acuerdo
con la metodologia establecida por Ruiz Sanchez et al. (2011) con cada una de las cepas
de B. bassiana y M. anisopliae tomando como referencia el centro hacia un extremo de

la caja Petri.

Figura 6 Velocidad de crecimiento Metarhizium anisopliae en PDAa 25+ 2 °C
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Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de varianza y asi establecer las medias a

través de la prueba de Tukey, mediante el programa Statistical Analysis System (2004).

5.4.2 Determinacién de la concentraciéon de esporas de Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae

Cuando los hongos de B. bassiana y M. anisopliae tuvieron un crecimiento de 29 dias, se
realizo la obtencidn de esporas por medio de un raspado en la superficie y posteriormente
se suspendieron en una solucion de 5000 pL de agua destilada estéril mas tween 80 al
0.05% y con una micropipeta de 1000 pL (Acumax) se tomd un mL de la solucion y se
vertio en un tubo de ensayo de 9 mL de agua destilada estéril obteniendo la soluciéon
madre. Siguiendo la metodologia de Chiriboga Pareja et al. (2015) a partir de la solucion
se prepararon diluciones en serie (101,102,103), y de la dilucién 103 se realizaron tres
repeticiones para determinar la concentracion de esporas mediante la camara de
Neubauer y un microscopio 6ptico (Figura 7). De la dilucién 102 se agito durante 30 seg
y con una micropipeta se tomaron 0.01 mL colocandolo en la cAmara de Neubauer,
después se observo en el microscopio Optico y se procedid al conteo de esporas en el
objetivo 40X, verificando que la diluciéon contenga de 50 a 150 esporas para el conteo.
Para conocer la concentracion de esporas se utilizé la siguiente formula (Poma Laura y

Lépez Blanco, 2017).
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C= N x Dilucion empleada x Factor de camara

Dénde:

C= Concentracién que se quiere conocer

N= Numero promedio de esporas por cuadrante

Figura 7 Diluciones para determinar la concentracion de esporas del hongo Beauveria

bassiana

5.4.3 Determinacién de viabilidad de esporas en hongos entomopatégenos en

emulsiones de aceites

Para poder determinar la viabilidad de esporas de los hongos B. bassiana y M. anisopliae
se trabaj6 a una concentracion 1x10° esp/mL mas cuatro aceites de neem (Azadirachta
indica), moringa (Moringa oleifera), aguacate (Persea americana) y almendra (Prunus

dulcis), utilizados como adherentes a dos concentraciones al 20 y 40% mas tween 80 al
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0.05% utilizado como dispersante. Con una micropipeta de 10-100 pL (Pipet-Lite XLS)
para la concentracion del 20% se tomaron las siguientes cantidades (0.20uL de aceite A.
indica + 0.80 uL B. bassiana + tween 80 al 0.05% + agua destilada); para la concentracion
del 40% (0.40 pL de A. indica + 0.60 pL de B. bassiana + tween 80 al 0.05% + agua
destilada) (Cuadro 3). Para la evaluacion de germinacion se siguié la metodologia de
Berlanga Padilla y Hernandez Velazquez, (2002), la suspension se colocé en
portaobjetos y sobre estos se coloc6 un cubreobjetos para facilitar la observacion de las
esporas. El porcentaje de germinacion se determiné a las 48 h, contando 100 esporas
por cada portaobjetos, observandose con un microscopio Optico a 40X. El criterio para
evaluar la germinacion fue el tamafio del tubo germinativo, donde se consideré viable
cuando era mayor o igual al tamafio de la espora. De los datos registrados, se saco un
promedio de las lecturas y se calcul6 el porcentaje de esporas germinadas y no

germinados mediante la férmula propuesta por Malpartida Zevallos et al. (2013).

a
% Germinaciéon = 27D x 100

Donde:

a=Numero de conidios germinadas

b=Numero de conidios sin germinar
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Cuadro 3 Viabilidad de hongos entomopatdégenos formulados en aceites + tween al 80 al

0.05% a dos concentraciones.

Tratamientos Composicion Aceite (%)
T1 B. bassiana + tween + AD + A. indica 20
T2 B. bassiana + tween + AD +M. oleifera 20
T3 B. bassiana + tween + AD +P. americana 20
T4 B. bassiana + tween + AD + P. dulcis 20
T5 B. bassiana + tween + AD + A. indica 40
T6 B. bassiana + tween + AD + M. oleifera 40
T7 B. bassiana + tween + AD + P. americana 40
T8 B. bassiana + tween + AD + P. dulcis 40
T9 M. anisopliae + tween + AD + A. indica 20
T10 M. anisopliae + tween + AD + M. oleifera 20
T11 M. anisopliae + tween + AD + P. americana 20
T12 M. anisopliae + tween + AD + P. dulcis 20
T13 M. anisopliae + tween + AD + A. indica 40
T14 M. anisopliae + tween + AD + M. oleifera 40
T15 M. anisopliae + tween + AD + P. americana 40
T16 M. anisopliae + tween + AD +P. dulcis 40
Testigo Agua destilada (A.D)

Analisis estadistico

Para la evaluacion de viabilidad, se utilizo un disefio completamente aleatorio con un
arreglo factorial de 2 (hongos) x 4 (aceites) x 2 (concentraciones) con un total de 16

tratamientos con siete repeticiones y un testigo. Con los porcentajes de viabilidad
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obtenidos se hizo una transformacién por arcoseno para normalizar los datos y
posteriormente se realizé un analisis de varianza y asi establecer las diferencias entre
las medias a través de la prueba de Tukey mediante el programa Statistical Analysis

System (2004).

5.5 Determinacion de efectividad de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae en emulsiones de aceites en adultos de Sphenarium purpurascens

En condiciones de laboratorio se determiné la efectividad de las cepas de hongos
entomopatdégenos de B. bassiana y M. anisopliae a una concentracion de 1x10°
esp/insecto en emulsiones de cuatro aceites: neem (Azadirachta indica), moringa
(Moringa oleifera), almendra (Prunus dulcis) y aguacate (Persea americana) con tween
80 al 0.05% a una concentracion del 40% en adultos de S. purpurascens. De un cultivo
de los hongos B. bassiana y M. anisopliae con una micropipeta con capacidad de 100 pL
se tomaron las siguientes cantidades: 0.40 pL de aceite de A. indica + 0.60 uL de B.
bassiana + agua destilada + tween 80 al 0.05%. En recipientes de plastico de 300 mL de
capacidad se colocé hojas de M. sativa que sirvi6 como alimento para el insecto S.
purpurascens, después se procedié a inocular el hongo entomopatégeno mas el aceite
al insecto (Figura 8). Para el testigo (agua destilada) se emplearon adultos de S.
purpurascens a la que se aplicé la misma metodologia antes sefialada (Cuadro 4). Las
observaciones se realizaron cada 24 h hasta observar el 100% de mortandad de adultos
de S. purpurascens. Los cadaveres se colocaron en cadmaras humedas para determinar

el motivo real de su mortandad, después los insectos adultos de S. purpurascens muertos
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con presencia de micelio se observaron bajo el microscopio estereoscopio para verificar
la micosis por hongos entomopatdgenos. Ademas de realizar las pruebas de necropsia,
observando en su interior la presencia de agentes entomopatdégenos, al mismo tiempo

de realizar los postulados de Koch.

- —

—

T5-1 [ | T6-1
B bassianat Neem * \ B, bassiana + Morings

Sphenarium purpurascens Chad-

T7-1
> ) B
Spienarium purpurascens Charp. M‘Pﬂ +%

Figura 8 Efectividad de hongos entomopatdgenos en emulsiones de aceites
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Cuadro 4 Efectividad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae formulados en

aceites al 40% + tween 80 al 0.05%.

Tratamientos

Composicién

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T
T12

Testigo

Azadirachta indica

Moringa oleifera

Persea americana

Prunus dulcis

B. bassiana + tween + AD + A. indica

B. bassiana + tween + AD + M. oleifera
B. bassiana + tween + AD + P. americana
B. bassiana + tween + AD + P. dulcis

M. anisopliae + tween + AD + A. indica
M. anisopliae + tween + AD + M. oleifera
M. anisopliae + tween + AD + P. americana
M. anisopliae + tween + AD + P. dulcis

Agua destilada (AD)

5.5.1 Propagacion y patogenicidad de los hongos Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites en adultos de Sphenarium

purpurascens

Para determinar la propagacion y la patogenicidad de los hongos B. bassiana y M.

anisopliae se trabajé con una concentracién de 1X10° esp/insecto con los aceites P.
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americana, P. dulcis, A. indica y M. oleifera al 40%. Se trabajo con la metodologia
propuesta por Pelizza et al. (2019), que consistidé en recipientes de 10 L de capacidad
fueron colocados 10 adultos de S. purpurascens sanos, como alimento se utilizd hojas
de Medicago sativa, después de 24 h que los insectos ya se adaptaron y vivos se
introdujeron al bote los siguientes tratamientos 5, 3, 1 insecto adultos de S. purpurascens
infectados con los hongos B. bassiana y M. anisopliae en emulsiones de aceites (Figura
9). Las observaciones se realizaron cada 48 h hasta observar presencia de mortandad
en adultos de S. purpurascens, posteriormente cada uno de los cadaveres se colocaron
en camaras humedas para observar la presencia de micosis y asi conocer el motivo de

su mortandad y al mismo tiempo se realizaron los postulados de Koch.

Figura 9 Recipientes de 10 L de caE)acidad para evaluaciobn de propagacion y

patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites.
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Cuadro 5 Patogenicidad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en adultos de
Sphenarium purpurascens formulados en aceites + tween al 80 al 0.05% a una

concentracion del 40%.

Tratamientos Insectos inoculados
T B. bassiana + tween + AD + A. indica 5
T2 B. bassiana + tween + AD +A. indica 3
T3 B. bassiana + tween + AD +A. indica 1
T4 B. bassiana + tween + AD + M. oleifera 5
T5 B. bassiana + tween + AD + M. oleifera 3
T6 B. bassiana + tween + AD + M. oleifera 1
T7 M. anisopliae + tween + AD + P. americana 5
T8 M. anisopliae + tween + AD + P. americana 3
T9 M. anisopliae + tween + AD + P. americana 1
T10 M. anisopliae + tween + AD + P. dulcis 5
T M. anisopliae + tween + AD + P. dulcis 3
T12 M. anisopliae + tween + AD + P. dulcis 1
Testigo  Agua destilada (AD) 0

Analisis estadistico

Los porcentajes de efectividad y patogenicidad de los hongos entomopatégenos se

determinaron mediante la férmula corregida de (Abbott, 1925).
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Pi — Pf

1

x100

% infectividad =

Donde:

Pi= Poblacion inicial

Pf=Poblacién final

Para estos experimentos se trabajo y evaluaron 12 tratamientos con 7 repeticiones y un
testigo (Cuadro 5). Con los porcentajes obtenidos se realizé una transformacion por
arcoseno y asi realizar un analisis de varianza (ANOVA) y establecer las medias con la
prueba de Tukey con un alfa de 0.05% con el programa Statistical Analysis System

(2004).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en Zea mays y Medicago
sativa

Las pérdidas que se encontré por insecto en diferentes etapas de desarrollo de S.
purpurascens fue que a las 48, 96, 120, 144, 192, 240 y 336 h se observo que si existe
una relacion directa entre las etapas de desarrollo (estadio ninfal N4, N5 y la etapa adulta)
de S. purpurascens con el consumo de los cultivos Z. mays y M. sativa. EIl consumo
promedio de S. purpurascens en etapa N4 en Z. mays y M. sativa fue de 0.605 g/insecto
y para N5 fue de 0.745 g/insecto y finalmente en su etapa adulta fue de 1.165 g/insecto,
encontrando diferencia estadistica entre los tratamientos T5 y T6 con el resto de los
tratamientos (T1, T2, T3, T4). Es de resaltar que este insecto en etapa adulta en 1 mes
(30 dias) consume en cultivo de Z. mays 17.25 g/insecto y en el cultivo de M. sativa 17.7
g/insecto, en este mismo tiempo con presencia de 100 insectos se tendria un consumo
en Z. mays de 1.720 kg y en cultivo de M. sativa de 1.770 kg, ademas se pude observa
gue existe preferencia mayor por el cultivo de M. sativa que el cultivo de Z. mays en todos
sus estadios de desarrollo de este insecto. (Cuadro 6). Informacién que complementa
Morales Martinez et al. (2012) encontrd que los chapulines tienen preferencia en cultivos
de alfalfa debido a que les brinda mayor proteccién y alimento, donde la incidencia fue
de 30.33 insectos/m?, y considerando los umbrales de infestacién propuestos por Garza
Urbina (2005) es considerado un nivel de infestacion severo para lo cual necesita
medidas de control. El consumo encontrado por estadio de desarrollo en este trabajo en
el cultivo de M. sativa es mayor a lo encontrado por, Huerta et al. (2014) reporta que el

chapulin cuando se encuentra en estadio de ninfa y adulto causa dafios severos
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consumiendo en un dia lo equivalente a 0.25 g es decir que 10 chapulines/m? en una
hectarea se llegan a consumir 25 kg de forraje verde, que es lo que consume una res al
dia. Con base al promedio de alimento consumido en M. sativa por S. purpurascens en
su etapa adulta consume 0.59 g/dia por lo tanto si encontramos 10 chapulines/m? en una
hectarea estos llegan a consumir 59 kg de alfalfa en un dia. S. purpurascens en Chiautla
de Tapia, Puebla provocé dafios significativos al follaje de cultivos de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.) cuando la planta tenia 50 cm de altura con una incidencia de 11 chapulines
por planta (Pérez torres et al., 2009). Mariottini et al. (2018) realizo un trabajo con
Dichroplus maculipennis durante su etapa adulta la cual ocasion6 dafios severos en
Festuca arundinacea, en jaulas coloco diferentes densidades, donde 8 ind/m? provocaron
una pérdida de forraje de 749 kg/ha, con 16 ind/m? (1107.4 kg/ha) y con 32 ind/ha (1873
kg/m?), estos datos son superiores a los que se obtuvieron en este experimento por S.

purpurascens.
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Cuadro 6 Pérdidas ocasionadas por Sphenarium purpurascens en Zea mays y Medicago

sativa.
Pérdidas (g/ hora)
Tratamientos 48 96 120 144 192 240 288 336 X
Tl N4+ M.sativa 0.73bc  0.42b 0.55de 0.53b 0.67c 0.72b 0.53c 0.77b 0.61c
T2 N4+ Z. mays 0.56c 0.48b 0.53e 0.58b 0.65¢c 0.77b 0.51c 0.75b 0.60c
T3 N5+ M. sativa 0.65bc 0.53b 0.80bc 0.68b 0.93b 0.76b 0.83b 1.10a 0.75b
T4 N5+Z mays 0.66bc 0.58b 0.73cd 0.67b 0.85bc 0.60b 0.86b 1.02a 0.74b
Adulto+ M.

T5 sativa 1.08a 1.16a 0.96ab 1.18a 1.46a 1.36a 1.10a 1.21a 1.18a
Adulto+ Z.

T6 mays 0.85ab 1.16a 1.0l1a 1.17a 145a 1l.42a 1.05a 1l.16a 1l.15a

N4= Ninfa 4, N5= Ninfa 5

Medias con diferente letra en columnas indican diferencia significativa (P < 0.05)

6.2 Determinacion de concentracion de esporas y velocidad de crecimiento de

Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana.

Una vez reactivadas las cepas de B. bassiana y M. anisopliae se obtuvo una

concentracion promedio de esporas de 1.8 x10° esp/mL para B. bassiana y de 2.04 x10°

esp/mL para M. anisopliae donde presento mayor concentracion de esporas, para ambas
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cepas se ajusté a una concentracion de 1x10° esp/mL. A las 48 h para ambas cepas se
observd el mismo comportamiento de crecimiento B. bassiana 0.43 cm y para M.
anisopliae 0.45 cm al no encontrar diferencia estadistica durante el tiempo evaluado. A
las 96, 144, 192, 240 h se encontrd una diferencia estadistica con el tratamiento T2 con
respecto al T1 en crecimiento y finamente a las 288 h a la cepa de M. anisopliae ya habia
invadido toda la caja Petri con una velocidad de crecimiento de 3.38 cm en cambio B.
bassiana a este mismo tiempo tuvo un crecimiento de 2.64 cm (Cuadro 7). Estos valores
coinciden con los reportados por Ruiz Sanchez et al. (2011) al evaluar las cepas de M.
anisopliae de diferentes hospederos en medio de cultivo Sabourand Dextrosa Agar (SDA)
a 27 +3°C, 75 £ 5% de humedad relativa, presento una velocidad de crecimiento de 0.31
a 0.37 cm/dia a los 15 dias. Otro estudio llevado a cabo por Malpartida Zevallos et al.
(2013) en una cepa de B. bassiana en promedio registro un crecimiento radial de 3.45
mm/dia a los 10 dias. Estas diferencias en el crecimiento micelial de las cepas de acuerdo
con estudios de Espinoza y Vallejos (2016), va a depender de diversos factores como el
tipo de cepa, la condicion del medio de cultivo en donde se desarrollo, ademas de las

temperaturas a las que se incubo.
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Cuadro 7 Crecimiento micelial de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae a 25 °C en medio PDA a diferentes tiempos (h).

Crecimiento micelial (cm/h)

Tratamientos 48 96 144 192 240 288

T Beauveriabassiana /2. 0s5gb 1.36b 1.70b 2.13b 2.64b

T2 Metarhizium anisopliae  0.45a 0.95a 1.92a 2.59a 3.0a 3.38a

Medias con diferentes letras en columnas tienen diferencia significativa de acuerdo con

la prueba de Tukey (P < 0.05).

6.3 Viabilidad de esporas de hongos entomopatégenos formulados en emulsiones
de aceites.

A las 48 h en el (Cuadro 8) se observan que es viable utilizar las emulsiones de aceites
en hongos entomopatdgenos, donde se encontr6 que el hongo B. bassiana a 1x10°
esp/mL a la concentracion del 20 y 40% con los aceites A. indica y M. oleifera mostraron
el 100% de viabilidad y con el aceite P. americana presento un 92% de viabilidad que es
un porcentaje alto. Para el hongo M. anisopliae a 1x10° esp/mL a la concentraciéon 20 y
40% con los aceites A. indica y M. oleifera mostraron el 95% de viabilidad y con el aceite
P. americana sus porcentajes de viabilidad fueron mayores del 90% nuevamente
considerado como buenos y altos. Es de resaltar que el testigo no presento sobrevivencia
en agua a las 48 h y que estadisticamente es diferente a todos los tratamientos puestos
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con aceites. Las dos concentraciones del 20 y 40% no influyeron en la sobrevivencia y
viabilidad de los hongos B. bassiana y M. anisopliae es de resaltar que una aportacion
encontrada en los aceites evaluados nos permiten aumentar la adhesion de las esporas
en la cuticula del insecto como menciona Bandani et al. (2006) que los aceites protegen
las esporas ante factores externos, aumentan la viabilidad de los conidios y ademas se
obtienen buenos resultados al agregar un surfactante como fue el caso de tween 80 al
0.05% ya que este nos permitid una buena dispersion de la formulacién. Al respecto
Rivera Tapia et al. (2020) evaluod la viabilidad de un biopreparado a base de Zeolita +
Diatomita + Beauveria bassiana donde obtuvo el mayor nimero de conidios viables del
89.1%, donde menciona que el seleccionar preparados con mayor viabilidad tiene mayor
efectividad cuando estas se utilizan en campo, ya que son mas resistentes a factores
bidticos y abidticos. Finalmente, Ruiz Sanchez et al. (2011) menciona que el crecimiento
y germinacion de esporas, esta asociada directamente a la virulencia de los hongos

entomopatdégenos.
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Cuadro 8 Viabilidad de esporas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae a las

48 h.
Tratamientos Concentracion  Viabilidad %

T1 B. bassiana + tween +AD+ A. indica 20 100a
T2 B. bassiana + tween +AD+M. oleifera 20 100a
T3 B. bassiana + tween +AD+P. americana 20 92abc
T4 B. bassiana + tween +AD+ P. dulcis 20 88.5¢c
T5 B. bassiana + tween +AD+ A. indica 40 100a
T6 B. bassiana + tween +AD+M. oleifera 40 100a
T7 B. bassiana + tween +AD+ P. americana 40 92.7abc
T8 B. bassiana + tween +AD+ P. dulcis 40 94abc
T9 M. anisopliae + tween +AD+A. indica 20 94.8abc
T10 M. anisopliae + tween +AD+ M. oleifera 20 99.7a
T11 M. anisopliae + tween +AD+ P. americana 20 91.1bc
T12 M. anisopliae + tween +AD+P. dulcis 20 97.2ab
T13 M. anisopliae + tween + AD+A. indica 40 99.4a
T14 M. anisopliae + tween +AD+ M. oleifera 40 99.2a
T15 M. anisopliae + tween %+AD+P. americana 40 97.4ab
T16 M. anisopliae + tween + AD+ P. dulcis 40 96.5abc

Testigo  Agua destilada od

Medias con diferentes letras tienen diferencia significativa de acuerdo con la prueba de

Tukey (P=<0.05)
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Figura 10 Observacién microscopica a 40X de germinacion de esporas de a) Beauveria

bassiana b) Metarhizium anisopliae a las 48 horas.

6.4 Efectividad de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en emulsiones de

aceites en adultos de Sphenarium purpurascens en condiciones de laboratorio.

La efectividad y mortandad se observé a partir de las 24 h en los tratamientos T10 y el
T11 con un 57.14 % de mortandad de S. purpurascens. El efecto encontrado a las 72 h
en el T11 fue del 100% de efectividad, ademas es estadisticamente diferente a todos los
tratamientos, incluido el testigo. A las 96 h se encontraron seis tratamientos (T4, T5, T6,
T7, T11l y T12) que presentaron el 100% de mortandad y a las 120 h tres tratamientos
mas (T1, T9 y T10) tuvieron el 100% de mortandad en insectos adultos de S.
purpurascens. Se encontrd un efecto positivo con los tratamientos puestos con aceites
puros en adultos de S. purpurascens a las 96 h el T4 de P. dulcis y a las 120 h A. indica
causaron una mortandad del 100%. Para el caso del testigo no se tuvieron registros de

mortandad a los siete dias que duro el experimento (Cuadro 9).

Trabajo realizado por Vazquez Jorge et al. (2016) utilizo la cepa B. bassiana a dos

concentraciones 1x108 y 1x10° esp/mL originando una mortandad en ninfas de segundo

44



y cuarto estadio a los ochos dias y en adultos a estas mismas concentraciones fue de 76
y 81% de mortandad a los seis dias después de la aplicaciéon en S. purpurascens, en
campo se determind que el extracto de Argemone mexicana + Capsicum frutescens + B.
bassiana y B. bassiana (sin extractos) contra S. purpurascens disminuyo de 48 y 18%
en el cultivo de Amaranthus hypocondriacus L. Ademas, este mismo autor sugiere que el
mezclar chicalote, chile e higuerilla alternados con jabon neutro es eficaz debido a que al
estar en contacto con la cuticula la descompone, y su membrana se deshidrata y por
ende va a impedir que pasen a otro estadio. Mientras que Rivera Tapia et al. (2020) utilizé
B. bassiana para el control de S. purpurascens donde alcanzo el 72% de mortandad al
cuarto dia con un biopreparado (Zeolita + Diatomita+ B. bassiana) a una concentracion
de 1x108. Asi como los datos de Garcia Gutiérrez y Gonzéalez Maldonado, (2009) para el
control de Brachystola magna en Durango, México, evaluaron la toxicidad de B. bassiana
(Balsamo) Vuillemin el cual consistié en introducir hojas de frijol en diluciones de 1.2x10°
blastosporas/mL donde a las 72 h causo mortandad de ninfas del 100%. Por otro lado,
M. anisopliae var. acridum con aceite de soya o citrolina a una concentracion de 1.2x10*2
esp/ha tuvo una efectividad del 100% a los siete dias de aplicacién en campo para el
control del chapulin Menanoplus sp. en la Planicie Huasteca (Garza Urbina, 2005). Se
tienen reportes del uso de dos aislados de M. anisopliae var anisopliae Driver and Milner
de suelo canadiense (Alberta 11S-1, Alberta 6W-2 y Green Guard) para el control de
Melanoplus bivittatus (Say), alimentados con hojas de lechuga suspendidas 5x10’
conidios en aceite de girasol, causando el 50% de mortandad en 5-6 dias y mas del 90%
para el 7 dia (Adatia et al., 2010). En un estudio realizado por Quesada Béjar et al. (2020)

evaluo la patogenicidad de dos cepas nativas 6MaEM y 9MaEm de M. anisopliae, donde
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obtuvo que bajo condiciones controladas a la concentracion de 1x107 y 1x108 esp/mL los
saltamontes de segundo y tercer estadio tenian una supervivencia del 20% seis dias
después de la inoculacion. Estos resultados son similares a los obtenidos debido a que
nuestras cepas en emulsiones de aceites a los seis dias el 98.8% de los chapulines en
estadio adulto tratados presentaban mortandad, estas diferencias pudieron deberse a la
concentracion a la que se trabajo, como menciona Arguedas et al. (2008) que conforme

la concentracion es mas alta mayor es la eficacia de la cepa.

Figura 11 Sphenarium purpurascens con micosis a) Beauveria bassiana + Azadirachta

indica b) Metarhizium anisopliae + Persea americana
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Cuadro 9 Efectividad de hongos entomopatdgenos en emulsiones de aceites al 40% en

adultos de Sphenarium purpurascens cada 24 horas.

Efectividad (h)

Tratamientos 24 48 72 96 120
T1 Azadirachta indica 28.57c 42.85c 57.14d 85.71b 100a
T2 Moringa oleifera 28.57c 28.57d 42.85e 57.14c 71.42c
T3 Persea americana 28.57c 28.57d 57.14d 57.14c 85.71b
T4 Prunus dulcis 42.85b 57.14b 85.71b 100a 100a
T5 Bb + tween + AD+ A. indica 14.28d 28.57d 57.14d 100a 100a
T6 Bb + tween + AD+ M. oleifera 28.57c 42.85c 71.42c 100a 100a
T7 Bb+ tween + AD+ P. americana Oe 42.85c 85.71b 100a 100a
T8 Bb + tween + AD+ P. dulcis 14.28d 71.42a 85.71b 85.71b 85.71b
T9 Ma + tween + AD+ A. indica 14.28d 42.85c 57.14d 85.71b 100a
T10 Ma + tween + AD+ M. oleifera 57.14a 71.42a 85.71b 85.71b 100a
T11 Ma + tween + AD+ P. americana 57.14a 57.14b 100a 100a 100a
T12 Ma + tween + AD+ P. dulcis 42.85b 71.42a 71.42c 100a 100a

Testigo  Agua destilada 0 0 0 0 Oc

Bb=Beauveria bassiana; Ma= Metarhizium anisopliae

Valores con diferente letra en columnas indican diferencia *Prueba de Tukey (<0.05)
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6.4.1 Propagacién y patogenicidad de Beauveria bassianay Metarhizium anisopliae

en emulsiones de aceites en adultos de Sphenarium purpurascens

La patogenicidad en adultos de S. purpurascens se encontré a las 48 h donde los
tratamientos con mayor porcentaje fueron con 5 adultos inoculados (T7 y T10) con el
hongo M. anisopliae y los aceites P. americana y P. dulcis con el 33.3% de mortandad
(Cuadro 10). A las 96 h estos mismos tratamientos presentaron los porcentajes mas altos
T10-46.6% y T7-66.6%, donde ambos tratamientos se les introdujo 5 adultos inoculados
con el hongo M. anisopliae y los aceites antes sefialados, cabe resaltar que el T7 (66.6%)
es estadisticamente diferente a los demés tratamientos. A las 240 h se encontraron tres
tratamientos T2, T4 y el T7 con mas del 80% de mortandad resaltando el T2 con el 100%
que fue diferente estadisticamente a los demas, donde se introdujeron 3 adultos tratados
con el hongo B. bassiana y el aceite A. indica. Se necesitaron 22 dias (528h) para que
siete tratamientos presentaran el 100% de mortandad en adultos de S. purpurascensy el
testigo no presento mortandad alguna, de resaltar que los aceites no influyeron en su
infectividad y mortandad. EI nUmero de adultos infectados 5 y 3 influyen directamente en
la mortandad de los adultos de S. purpurascens (Cuadro 10).

Es por ello la importancia del control biol6gico para disminuir las pérdidas de los cultivos
ya que conforme S. purpurascens alcanza su estadio adulto se vuelven mas voraces y
llegan provocar estas afectaciones a los cultivos. Bautista Viveros (2015), menciona que
evaluo el extracto acuoso hierba de perro (Pscaliopsis purpussi) que le dio mayor
proteccion al cultivo, este comportamiento es debido a que la planta presento repelencia
al chapulin provocando que los dafios al follaje de Raphanus sativus L., disminuyera un

11.41%. en Raphanus sativus L., por S. purpurascens.
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Cuadro 10 Patogenicidad (%) de adultos de Sphenarium purpurascens tratadas con

Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en emulsiones de aceites con tween 80 al

0.05% al 40% cada 48h.

Tiempo de evaluacion (horas)

Tratamientos Insectos 48 96 192 240 528
inoculados

T1 Bb + Ai 5 20e 33.3e  53.3ef 66.6C 100a
T2 Bb + Ai 3 23d 38.4c 84.6a 100a
T3 Bb + Ai 1 27.2b 36.3d 54.5de 63.6¢C 100a
T4 Bb + Mo 5 26.6c 26.6g 73.3b 80b 93.3b
T5 Bb + Mo 3 15.3f 15.3i 46.1fg 61.5c 100a
T6 Bb + Mo 1 Oh 9j 36.3h 45.4d 100a
T7 Ma + Pa 5 33.3a 66.6a 74b 80b 86.6¢C
T8 Ma + Pa 3 15.3f 30.7f 38.4gh 46.1d 100a
T9 Ma + Pa 1 Oh 18.1h  36.3h 36.3e 72.7d
T10 Ma + Pd 5 33.3a 46.6b 66.6bc 66.6c 66.6e
T11 Ma + Pd 3 23d 38.4c 61.5cd 61.5C 100a
T12 Ma + Pd 1 9g 9j 18.1i 36.3e  63.6f
T13 AD 0 0 0 0 Og

Valores con diferente letra en columnas indican diferencia *Prueba de Tukey (<0.05)

Este bioensayo en adultos de S. purpurascens nos ayud6 a comprender la importancia

de los procesos infectivos que tienen los hongos entomopatégenos asociados a los
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organismos sanos acompafiados de la ecologia del insecto (habitos). Pelizza et al. (2019)
demostré que la utilizacién de cebos combinados de aceite de canola con salvado de
trigo y conidios de B. bassiana 1x108 fuera deseables para ninfas de tercer estadio de D.
maculipennis en laboratorio y en jaulas de campo tuvieron una mortandad de 10 a 15
dias después de la inoculacion. En cambio, para el control de la langosta
Centroamericana (Schistocerca piceifrons piceifrons Walker) utilizo Metarhizium
anisopliae var. acridum formulado en aceite de soya crudo a una concentracion de 4x10°
esporas/g, tuvo un 90% de mortalidad entre 14 y 17 dias después de la aplicacion en
ninfas del cuarto al sexto estadio en campo, en uno de sus ensayos la aplicacién la realizo
sobre la soya siendo un cultivo de poca altura el cual le brindo una mejor distribucion del
bio-insecticida contribuyendo a que las ninfas tuvieran contacto y asi se pudiera dispersar
la cepa de M. a. acridum (Barrientos Lozano et al., 2005). Con base a los resultados de
los estudios mencionados anteriormente la efectividad de las cepas va a depender de la
formulacién y la concentracion ya que al utilizar un aceite va facilitar la adherencia de las
esporas a la cuticula del insecto facilitando su efectividad y asi mismo su infectividad va
depender del contacto con el cultivo o incluso si este formulado se aplica directamente,
los chapulines al ser insectos saltadores van a dispersar las esporas en donde se
asienten o si estan en etapa de apareamiento van a tener en contacto con la hembra y
esta al infectarse ya no va tener descendencia, ademas que una hembra durante la
oviposicion deja alrededor de ocho ootecas las cuales tienes alrededor de 20-40
huevecillos (Huerta et al., 2014). De acuerdo con Garza Urbina, (2005) para el control de
ninfas y adultos de la especie de Melanoplus spp. recomienda 1 L de Azadirachta indica

mas 1 L de citrolina por hectarea con una efectividad del 100% a los siete dias después
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de la aplicacién. Por el contrario, el uso de Beauveria bassiana + tween 80 al 0.05% +
AD+ Azadirachta indica en condiciones de laboratorio se obtuvo el 100% de mortandad

a los 10 dias después de su aplicacion.

Cabe destacar que no se han realizado pruebas a nivel de campo, por lo que es
recomendable evaluar su efectividad de estos hongos entomopatégenos en emulsiones

de aceites.
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VIl. CONCLUSIONES

1. Existe una relacion directa entre las etapas de desarrollo N4, N5 y la etapa adulta
de S. purpurascens con el consumo de los cultivos Z. mays y M. sativa. El consumo
promedio de S. purpurascens en etapa N4 en Z. mays y M. sativa fue de 0.605
g/insecto y para N5 fue de 0.745 g/insecto y finalmente en su etapa adulta fue de
1.165 g/insecto en 48 h.

2. La viabilidad de las esporas de las cepas de B. bassiana y M. anisopliae en
emulsiones de aceites al 20 y 40% presento una germinacion de 88.5 al 100% en
48 h, mostrando que es viable utilizar estas cepas en emulsiones de aceites mas
tween 80 al 0.05% ya que nos permitié una buena dispersion de la formulacion y
adhesion de las esporas a la cuticula de S. purpurascens.

3. La efectividad y mortandad de S. purpurascens se observa a partir de las 24 h
encontrando dos tratamientos (T10 y el T11) con un 57.14%. y a las 96 h se
encontré el 100% de mortandad en seis tratamientos (T4, T5, T6, T7, T11y T12).

4. El nimero de insectos (3 y 5) inoculados con los hongos entomopatdégenos
formulados en los aceites A. indica, M. oleifera, P. americana, y P. dulcis al 40%
en adultos de S. purpurascens influyen directamente en la mortandad encontrando
porcentajes en B. bassiana del 45.4-100% y en M. anisopliae del 36.3-80% en 240

h.
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VIIl. RECOMENDACIONES

1. Segquir evaluando diferentes tipos de aceites y compararlos con los ya evaluados
para conocer si hay mortandad en adultos de S. purpurascens.

2. Evaluar las cepas de Metarhizium anisopliae + Persea americana y B. bassiana +
A. indica en S. purpurascens con la finalidad de observar su comportamiento en
condiciones de campo.

3. Evaluar el uso de méas organismos bioldgicos, solos o formulados en emulsiones
de aceites de A. indica, M. oleifera, P. americana y P. dulcis para conocer su

efectividad en adultos de S. purpurascens.
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