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INTRODUCCION
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En el estado de Coahuila, especificamente en la Sierra del municipio de

Arteaga, Coahuila, uno de los insectos plaga que cada ano adquiere mas

importancia es el picudo de la yema del manzano Amphidees latifrons, ya que

debido a su gran voracidad alimenticia y, a la alta poblacién de adultos que se



localizan en algunos arboles, ha provocado alarma entre los productores de
manzana en la region. Debido a lo anterior, la aplicacion de insecticidas y
mezclas de estos para el control de los picudos se esta generalizando en los
productores de manzano preocupados por el futuro de sus producciones de
manzana.

Afortunadamente existen otras opciones para el control de insectos plaga,
como es la utilizacidn de microorganismos patdgenos, estrategia conocida
como control microbial. En nuestro pais este combate de insectos es
relativamente reciente; sin embargo, estudios realizados en otros estados y con
otros insectos indican que los hongos tienen mayor futuro dentro del control
microbial, ya que, por contacto, infectan al insecto y penetra a través de la
epidermis, por lo que el insecto muere dias después. Aunque lo anterior resulta
ventajoso, se tiene el inconveniente de que la humedad relativa ambiental y la
luz ultravioleta del sol, son los factores que se consideran de mayor relevancia
para la persistencia de los patégenos en campo, sobre todo para el caso de los

hongo.

Actualmente en México se estan realizando estudios para evaluar la
virulencia de los hongos Metarhizium anisopliae (Metch) Sorokin, Beauveria
bassiana (Bals) Vuill, Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith, P.
javanicus, Nomuraea rileyi, Hirsutella thompsonii'y Verticillium lecanii (Zimm)
Viegas, para seleccionar la especie y cepa del hongo mas sobresaliente para

una plaga determinada, con estudios de laboratorio y apoyados con



experimentos en campo que permitan conocer su eficiencia (Lezama, 1991

Citado por Alfaro, 1995 ).
Por lo anterior se plantea el siguiente objetivo: evaluar el efecto a nivel de

laboratorio de tres hongos entomopatdégenos comerciales sobre el picudo de la

yema del manzano Amphidees latifrons.

REVISION DE LITERATURA

El manzano

Origen del manzano



Ramirez (1993), mencioné que el manzano, se origind en el Sudeste de
Asia. Se dice en informes recientes, que ni los Romanos, ni los Griegos fueron
pueblos que hayan desarrollado dicho fruto. Se piensa que ambos grupos
adquirieron, por herencia, los conocimientos sobre el manzano de otros
pobladores desconocidos hasta ahora. Los primeros pasos en la proliferacion
de ese frutal pudieron iniciarse en el medio Este o Sudeste de Europa con la
tecnologia utilizada por los Griegos y Romanos.

Se ha publicado en otras obras que el origen del manzano Malus pumila L.
Es Transcaucasia Central, mientras que en Asia Central se origind el Malus
silvetris L. Este frutal fue traido por primera vez a América, a principios de
1600, por pobladores europeos. La propagacion de esta especie durante esas
épocas fue por semilla, dada su facilidad de transporte. Actualmente los
cultivares mas populares son: Red delicius, Golden delicius y Mclntosh, aunque
se sigue trabajando con el mejoramiento e introduccién de nuevos cultivares

particularmente los de origen Asiatico. (Velazquez, 1998).

Principales estados productores de manzano en México

A México fue introducido por los espafioles durante la conquista
propagandose primeramente a los campos de Huejotzingo en el estado de
Puebla y posteriormente al Sudeste del Estado de Coahuila por los indios

Tlaxcaltecas. (Cepeda, 1988).



(Castilla 1984 citado por Jiménez, 1996) mencion6 que en nuestro pais éste
cultivo se ha propagado principalmente en las regiones de clima templado de
Chihuahua, Durango, Coahuila, Puebla y Zacatecas.

Coahuila es uno de los principales productores de manzana ocupando el
tercer lugar a nivel nacional en cuanto a superficie sembrada y el octavo en
rendimiento, destacandose la region de la Sierra de Arteaga Coahuila. Sin
embargo, en estos ultimos afos la produccion de manzana ha sido fuertemente
dafiada por ataque de diversas plagas notandose incrementos en la poblacion,

principalmente en huertos donde el control es poco eficiente.

Importancia del cultivo

(Moreno 1981 citado por Quechulpa, 1998) sefala, que la region Sudeste de
Coahuila, es la principal productora de manzana.

INEGI (1993), reportd que en el Estado de Coahuila, para el afio agricola de
1990-1991 la superficie plantada de manzano fue de 10,436 ha y la superficie
cosechada de 9,606 ha, con una produccion de 17,273 ton y un valor de $
17,400 000 nuevos pesos; y para 1994 - 1995, en los municipios de Arteaga,
General Cepeda, Parras y Saltillo, fue de 8,663 ha y la superficie cosechada fue
de 8,513 ha, de las cuales se obtuvo una produccion de 32,109 ton con

ganancias aproximadas de $ 73,389,000 pesos.



INEGI (1997), indica que la importancia del cultivo del manzano radica en el
volumen de mano de obra que ocupa, asi como los ingresos que de él se

obtienen.

Plagas del Manzano

Metcalf y Flint (1981), sefalaron la importancia de las plagas al considerarlas
como un factor limitante para la produccion de manzana en Estados Unidos y
Canada. Particularmente en México, se cuenta con estudios limitados que no
permiten conocer la mayoria de insectos fitéfagos asociados a éste cultivo,
siendo que a la fecha solamente se han realizados trabajos que involucran a
dos o tres factores de las principales plagas distribuidas en las regiones
fruticolas del pais. De acuerdo a los catalogos publicados por Sanidad Vegetal,
se reportan para el cultivo del manzano las principales plagas de insectos

(Sanchez, 1991; Hernandez, 1997).

NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO
Pulgdn lanigero Erisoma lanigerum (Hausmann)
Palomilla Cydia pomonella (Linneo)
Frailecillo Macrodactylus infuscatus Bates

M. variipes Bates



M. nigriipes Bates
Mosca de la fruta Anastrepha ludens (Loew)
A. serpentina (Wied)

Rhagoletis pomonella (Wlas)

Pulgdn verde Aphis sp
Trips Frankliniella insulari (Franklin)
Pulgén del manzano Aphis pomi De Geer
Chicharrita Empoasca maligana (Walsh)
Barrenado Cyllene erythropa (Cher)
Escama San José Quadraspidiotus perniciosus Com
Arafa roja Panonychus ulmi (Koch)
*Picudos de la yema Amphidees latifrons (Sharp) **
Paranametis
Asynonychus

* Estos insectos plaga citados por Sanchez (1991), Perales (1992),

Dominguez (1995) y Calderdn (1999).

Picudos de la yema

El picudo de la yema del manzano ha sido identificado por diferentes
personas y fechas, asi Sanchez en 1991, cita dos especies como Amphidees
macer (Sharp) y Amphidees major (Sharp). Posteriormente Perales (1992),

Dominguez (1995) y Mendoza en (1995), lo cita con el nombre de Anametis



granulatus (Say). Sin embargo Calderon (1999) en un estudio taxonémico sobre

los picudos presentes en la Sierra de Arteaga reporta tres generos ya citados,

sefalando que el reporte para Anametis correspoende a Amphidees sin sefalar

especie.

Clasificacion taxonémica del picudo de la yema

Blatchley & Leng (1996), Borror et. al. (1989); ubica al picudo del manzano

dentro de la siguiente clasificacion.

Orden Coleoptera
Suborden Polyphaga
Superfamilia Curculionoidea (Rhynchophora)
Familia Curculionidae
Subfamilia Otiorhynchinae
(Brachyrhininae)
Género Amphidee
Especie latifrons
Género Paranametis sp.
Subfamilia Brachyderinnae
(Thylacitimae)
Geénero Asynonychus sp.



** Comunicaciéon escrita del M.C. Raul Muhiz Vélez, especialista en

Curculionidos.

Daios del picudo de la yema

Estos picudos de la yema del manzano afecta hasta un 70% de yemas
florales durante la etapa de reposo invernal de éste cultivo, y el dafio lo hace el
adulto, que ocasiona un anillamiento de las yemas florales y vegetativas,
evitando brotacion de las yemas florales en la primavera y afectando el
desarrollo futuro de bolsas y dardos, que causa la perdida de por o menos un
fruto por yema afectada, en caso de las yemas vegetativas afecta la formacion
de ramas terciarias cargadas de fruta e impide la correcta formacién del arbol
en sus etapas juveniles (Sanchez, 1992). Esto, citando a Amphidees como

Anametis granulatus.

Hongos Entomopatégenos del Picudo de la Yema del Manzano en la Sierra

de Arteaga, Coahuila.

Los picudos de la yema del manzano constituyen la plaga mas importante en
algunas zonas de la regibn manzanera de la Sierra de Arteaga; debido a la

importancia de éstos insectos y a la poca efectividad de los tratamientos



quimicos dirigidos a su control; por lo que se han emprendido desde 1995 una
serie de trabajos dirigidos a la identificacion y manejo de enemigos naturales de
estos Curculionides, (Quechulpa y Sanchez, 1997).

Se han colectado picudos micosados de septiembre de 1995 a marzo de
1997, en dos huertas de San Antonio de las Alazanas, en la Sierra de Arteaga.
En varias colectas se reunié un total de 82 picudos micosados, los hongos
presentes se identificaron como B. bassiana (n=56), Fusarium sp (afin a F.
Coccophilum, de la seccibn poinnotes que comprende especies
entomopatdgenas) (n=16), M. anisopliae var. anisopliae, (n=7) y P. farinosus
(n=3).Se han aislado cuatro cepas de B. bassiana, una de Fusariumy una de P.
farinosus. La cepa de P. farinosus caus6 32% de mortalidad tras cuatro dias de
aplicarla topicamente (inmersion en una suspencion de 108 conidias/ml) contra
adultos de otros coléopteros (descortezador del cedro, Phleosinus tacubayae

Hopkins (Scolytidae) (Quechulpa y Sanchez, 1997).

Estrategias de Control

Control biolégico clasico

Es la regulacién de la poblacion de una plaga mediante enemigos naturales

exoticos (parasitoides, depredadores y/o patégenos) que son importados con

éste fin. Usualmente, la plaga clave es una especie exética que ha alcanzado

una alta densidad poblacional en el nuevo ambiente debido a condiciones mas



favorables que en su lugar de origen (Rosen, et. al. 1994). Por lo tanto, la
introduccion de enemigos naturales especificos, autorreproductivos,
dependiente de la densidad, con alta capacidad de busqueda y adaptado a la
plaga exotica introducida, usualmente resulta en un control permanente (
Caltagirone, 1981).

Desde el control biolégico exitoso de la escama algodonosa de los citricos
Icerya purchasi (Homoptera: Margarodidae) en California con la cochinita
Rodalia cardinalis (Coleoptera: Coccinellidae) importada desde Australia en
1888, cientos de proyectos de control biologico se han llevado a cabo alrededor

del mundo (Fitch, 1856 citado por Luck, 1981).

Control biolégico aumentativo

Esta estrategia requiere de la propagacion masiva y la periddica liberacion
de enemigos naturales exoéticos o nativos (insectos, acaros, hongos etc.) que
puedan multiplicarse durante la estacion de crecimiento del cultivo, pero que no
se espera se convierta en una parte permanente del ecosistema (Batra, 1982).
La liberacion aumentativa puede realizarse con expectativas de corto a largo
plazo, dependiendo de la especie plaga a tratar, las especies de enemigos

naturales y el cultivo.



La cria masiva y la diseminacion de los enemigos naturales fue un método
muy popular en la Union Soviética donde la estructura socioecondémica,
incluyendo la colectivizacion de la agricultura, la integracién de la investigacion
y la produccion, ademas de la fuerza de trabajo numerosa y bien organizada,
permitié exitosamente la cria masiva y la amplia liberacion aumentativa de
agentes de control.

Para finales de 1994, unos 222 Centros de Produccién de Insectos
Entomofagos y Entomopatogenos (CREES) han sido creados (Rosset vy
Benjamin, 1993). EI control aumentativo puede ser muy efectivo a nivel de
costos, muchas empresas corporacionales estan comercializando un gran
numero de avispas parasitoides, el depredador de afidos Chrysopa carnea, y
entomopatdgenos tales como Bacillus thuringiensis, B. popillae, B. bassiana y
muchos virus como la poliedrosis nuclear. En la decada de los 80’s, los costos
de tratamientos fueron aproximadamente entre US $ 24.70 - US $ 29.60 /ha en

invernadero (Batra, 1982).

Manejo Integrado de Plagas (MIP)

La Academia Nacional de Ciencias (1989), afirma que el sistema de control
integrado debe estar basado en principios ecologicos directos, combinados vy
armonizando las diferentes técnicas adecuadas para solucionar problemas de
plagas, obteniendo ademas, la maxima eficacia de agentes de control natural

en un sistema ecoldgico y cuando sea necesario hacer uso de plaguicidas. En



un sistema de manejo de plagas, se utilizan todos los métodos y técnicas de
control de una manera tan compatible como sea posible, para mantener una
poblacion de plagas bajo el umbral econémico (U.E.), (Metcalf y Luckman,
1990).

El MIP es un sistema que requiere criterios ecoldgicos, ventajas economicas
y minimo riesgo, basado en ocho ideas centrales (Andrews, 1989):
1.- El agroecosistema
2.- Control natural
3.- La biologia y ecologia de los microorganismos
4.- El cultivo como enfoque central
5.- El muestro y uso de niveles criticos
6.- El uso de tacticas compatibles
7.- La integracion de disciplinas y

8.- Efectos secundarios de fitoproteccion.

Antecedentes histéoricos del control microbiano

Los primeros trabajos experimentales reportados como hongos
entomopatégenos se remontan al afo de 1835 cuando Agostino Bassi
demostrd por vez primera que una enfermedad de insecto era ocasionada por
un hongo, B. bassiana al confirmar en forma experimental que la enfermedad
muscardina blanca del gusano de seda, Bombix mori, era ocasionado por un

Parasito Vegetal. Posteriormente el potencial entomopatégeno de los hongos



producidos masivamente para el control de plagas se inicié con los estudios de
Metchnikoff (1879) y Krassilstschick (1888) para el control del escarabajo
Anisoplia austriaca y el picudo Cleonus punctiventris, respectivamente. Entre
1888 y 1896, en Kansas E. U. A., se estableci6é una estacidn experimental con
el objetivo de producir B. bassiana Yy distribuirlo para el control de la chinche
Blissus leucopterus, los primeros reportes fueron favorables; sin embargo,
posteriormente la incidencia natural de la enfermedad fue frecuente y efectiva
reduciendo la poblacion del insecto, se concluyo que la distribucion artificial del
hongo tuvo poco valor por la presencia natural de B. bassiana. Otra accidn
importante en el control microbial se desarrollo de 1921 a 1924 en Florida E.
U. A,, con la nueva liberacion de Aschersonia aleyrodies contra la mosca blanca
de los citricos Dialeurodes citrifolii, considerandose esta accion como un éxito
(Berlanga y Hernandez, 1997).

Posteriormente con la aparicion de los insecticidas sintéticos, encabezados
por el DDT, se presenta una disminucién por otros agentes de control, los
hongos entomopatdgenos entre ellos. A finales de los 50’s y a principios de los
60’s, con los reportes de resistencia de insectos a insecticidas, contaminacion
ambiental y dafos a la salud de dichos productos, cobra un nuevo impulso el
control biolégico incluyendo el uso de hongos entomopatogenos. A partir de los
70’'s se reconoce la necesidad de un mayor entendimiento ecoldgico,
particularmente por el renovado interés en el control microbial y las fallas para
producir epizootias usando patégenos reproducidos en laboratorio, ya que hasta

esa época, en general, se tendia a ignorar la dinamica natural de los patégenos



en campo. En la actualidad los trabajos a nivel mundial se enfocan hacia la
interaccion de factores climaticos que inducen la formacion de epizootias en
campo producidas masivamente en medios liquidos de unidades infectivas de
alta calidad y mejoramiento genéticos de hongos entomopatdégenos (Berlanga y
Hernandez, 1996).

B. bassiana se ha usado en forma comercial en diferentes partes del
mundo. En Rusia, se ha empleado por mas de 15 afos para el control de
Leptinotarsa decemlineata (Stal), en combinacibn con insecticidas.
Actualmente, se esta tratando de emplearlo sin insecticida, utilizando dosis mas
altas de conidias/ha, esta muscardina blaca también se usa en Europa para el
control de Laspeyresia pomonella, plaga del manzano (Ferron, 1978), en Brasil
se estudia para el control de Cerotoma sp. Diabrotica speciosa (Germar) y
Chalcodermus aenus (Boheman), plaga del frijol (Daoust y Pereira, 1986).

M. anisopliae ataca una gran cantidad de insectos plaga de cultivos de
importancia comercial. Este hongo se ha encontrado en mas de 200 especies
de insectos, pertenecientes a siete ordenes, de las cuales los Colepteros son
los mas atacados (Veen, 1968). En Colombia, su presencia se ha comprobado
es 22 especies de insectos, especialmente en individuos de la familia
Scarabidae (Bustillo, 1995); se cita que M. anisopliae presenta gran afinidad por
insectos del suelo (Zimmerman, 1992).

En los ultimos afios se han obtenidos resultados Optimos con el uso de
hongos entomopatégenos como factores de regulacion de plagas agricolas, al

respecto se puede sefialar como ejemplo a Brasil que emplea M. anisopliae



para el combate de la mosca pinta Manarva posticala en cafa de azucar, en
Inglaterra y Holanda V. lecanii es aplicado en cultivos de invernadero contra
mosca blanca Trialeurodes vaporariorum en Florida , E. U. A., H. thompsonii es
aplicado contra acaros de los citricos Phyllocoptruta oleivora. En Africa la
formulacién de conidias de Metarhizum sp con aceites contra Schistocerca
gregaria. Con aislamiento de B. bassiana de picudo del algodonero, en E. U. A.
se ha comprobado que el hongo presenta altas virulencias contra mosca blanca

de las hortalizas Bemisia tabacia, (Berlanga y Hernandez,1997).

Taxonomia

Posicion taxondémica

Segun Alexopoulos y Mims (1979).

Reino Mycetae
Division Amastigomicotina
Subdivision Deuteromycotina
Clase Deuteromycetes
Subclase Hypomycetes
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae

Géneros Beauveria




Metarhizium
Paecilomyces

Especies bassiana

anisopliae

fumosoroseus

Los hongos que atacan insectos pertenecen en su mayor parte a las clases
Oomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes y Deuteromycetes
(Mc Coy, 1990).

Dentro de los Deuteromycetes en la subdivision Deuteromycotina se
encuentra una gran cantidad de géneros y especies, que parasitan insectos los
cuales unicamente se conoce su estado asexual, algunos de ellos se les ha
establecido conexiones con estados perfectos (Roberts y Humbert, 1981). El
intercambio genético puede presentarse a travées del fendmeno de
heterocareosis y parasexualidad. Mas de 40 géneros han sido identificados,
pero el conocimiento de su potencialidad esta limitado hacia algunos de ellos
como: Aschersonia (Sphaeropsidaceae), Beauveria, Culicinomyces, Hirsutella,
Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces, Tolypocladium y Verticillium
(Hyphomycetes: Moniliales). Varios autores sugieren que los estados conidiales
de varios Cordyceps podrian ser Paecilomyces o Verticillium (Hussey y Tinsley,
1981).

Durante los ultimos 20 anos, los hongos que han sido objeto de fuente de

investigacién pertenecen a la clase Deuteromycetes, al grado de que los



hongos B. bassiana, H. thomsonii, M. anisopliae y V. lecani han sido
producidos a gran escala y formulados como micoinsecticidas, (Maniana, 1991

citado por Lezama, 1993).

Caracteristicas biologicas de algunos Deuteromycetes

Beauveria bassiana (Bals) Vuill.- Este hongo se caracteriza por presentar
una estructura somatica septada de sus hifas, se multiplica por conidios
asexuales libres llamados conidiosporas o conidias, formadas a partir de
conidiéforos en forma de botella (fidlides). Las conidias son esféricas, miden

2.5 u de diametro, de color blanco cremoso ( Ferron, 1985).

Metarhizium anisopliae (Metch) Sorok.- Este hongo produce conidias
cilindricas de color verde, usualmente truncadas en ambos extremos. Tulloch
(1976) propone tres variedades, M. anisopliae var. anisopliae y minor, que
presentan conidias cortas (3.5 a 9.0 u de largo, normalmente 5.0-8.0 u) y M.
anisopliae var. major, presenta conidias con dimensiones de 9.0-18.0 p de

largo, normalmente de 10 a 14 p.

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith.- Las especies de
este género presentan conidiéforos agrupados en paquetes ramificados

llamados sinemas. Los filiades son engrosados en la base y terminados en un



cuello largo en forma de botella. Las especies de Paecilomyces se agrupan en
dos secciones: La seccidn Paecilomyces forma colonias de color amarillento a
rosado pardusco, con un olor caracteristico y presentan estado ascal. La
seccion /Isarioidea forma colonias blancas o de colores brillantes, no poseen
estado ascal y son especies mesoficas. La especie P. fumosoroseus forma
colonias con tonalidades rosadas, conidias de fusiformes a cilindricas de 3-4 X

1-2 u (Zimmermann, 1980, citado por Lezama, 1993).

La especie P. javanicus forma colonias de color blancoa a cremosos,
conidias fusiformes y a veces cilindricas de 4.6 X 1.5 p (Zimmermann, 1980

citado por Lezama, 1993).

Parasitismo de Deuteromycetes

Mecanismos de infeccion

Los hongos Hyphomycetes entomopatégenos como B. bassiana, M.
anisopliae, M. rileyi, P. fumosoroseus y P. javanicus presentan un ciclo bioldgico
de dos etapas: parasitaria y no parasitaria. Las conidias germinan en la
superficie de la cuticula del insecto hospedero emitiendo un tubo germinativo el
cual penetra al insecto mediante dos mecanismos, uno fisico y otro enzimatico.

Se han descrito formas del tipo apresorial que facilitan el proceso de



penetracion en M. anisoplia, B. bassiana, N. rileyi y Paecilomyces (lgnoffo,
1981).

Los hongos que se caracterizan por producir un complejo de enzimas
estructurales, que les permite degradar la cuticula de los insectos, forman
lipasas, proteasas, quitinasas y amilasas, (Facchino y Monterio de Barros,
1991; Bidochka y Khachatourians, 1992 citados por Torres y Cardenas, 1996).

Una vez que el hongo mediante el tubo germinativo logra penetrar al insecto
y llegar a la hemolinfa, se alimenta de esta e invade los tejidos del insecto y
puede producir productos toxicos que matan al mismo, los cadaveres se
momifican, eventualmente se colorean por una pigmentacién antibacteriana
secretada por el hongo, como la oosporina, bassianina o tenellinas, por ejemplo
en caso de Beauveria. Finalmente, el micelio emerge del tegumento y si la
humedad ambiental es suficiente, esporula en la superficie del cadaver, si no, el
hongo puede permanecer en forma dura y cesante hasta que se presenten las
condiciones adecuadas para su esporulacion y completar su ciclo de infeccion e
iniciar otro (Ferron, 1981).

Una fuerte critica acerca del uso de entomopatégenos en el control
microbial, es el intervalo que ocurre entre el contacto con la conidia infectiva y la
muerte del insecto, ya que durante el periodo de incubacién en la plaga, esta
continua comiendo y causando cierto nivel de dafio en el cultivo (Fargues et. al.

1994).



Susceptibilidad y resistencia de los insectos a las infecciones

La susceptibilidad de un insecto a infecciones fungicas varia con respecto a
la edad, y a los estados biologicos como huevo, larvas, pupas y adultos, los que
pueden ser susceptibles a micosis (Riba et. al. 1983 citado por Lezama, 1993 y
Ferron; 1978).

Se presume la existencia de un sistema de reconocimiento por parte de los
hongos para poder causar infecciones en los insectos, es posible que éste
fendbmeno sea determinante en la capacidad de infeccidon en los distintos
estados biologicos e incluso entre estadios larvales. Se reporta la existencia de
un sistema de reconocimiento quimico entre la conidia y el tegumento de los
insectos, en donde el equipamiento enzimatico de los hongos es importante
(Fargues et. al. 1994). También, se menciona que la configuracion morfolégica
del integumento es determinante para que se lleve a cabo el proceso de
infeccion, la presencia de puntos de discontinuidad eléctrica, la capacidad de
producir estructuras apresoriales y la produccion de sustancias mucilaginosas,
(Magalhaes et. al. 1991; Lecuona et. al. 1991 citados por Lezama, 1993).

Lo anterior permite comprender, que los verdaderos hongos patdgenos
contienen informacion genética que les permite desarrollar infeccion, y el
porque existen diferencias en patogenicidad por parte de los hongos entre
estados biolégicos de los insectos. También se puede observar, que estas

propiedades de reconocimiento, por parte de los hongos, recae en la



constituciéon morfoldgica, estructural y quimica del tegumento de los insectos, la
cual varia cuantitativamente con respecto a la edad de los insectos, los
principales componentes cuticulares de los insectos son: lipidos, proteinas vy
quitinas. De la misma forma, se ha demostrado que la constitucion cuticular de
los insectos varia entre especies y familias del mismo orden de insectos.

El rapido desarrollo de resistencia de los insectos a los diferentes tipos de
insecticidas quimicos, ha causado la inquietud de que los problemas similares
de resistencia a los patdégenos pueden presentarse tan pronto como el control
microbial sea usado a gran escala. Es dificil de acuerdo con los conocimientos
actuales anticipar las posibilidades de desarrollo de resistencia a los patégenos
dado que las observaciones de campo Y las pruebas realizadas han sido de un
alcance muy limitado y se conoce poco de la naturaleza de resistencia natural
0 adquirida de los insectos a las enfermedades (Hall, 1961 citado por De Bach,
1992). A la fecha no existe una evidencia positiva de que los insectos hayan
desarrollado resistencia a infecciones de patogenos aplicados a de sus
subproductos. Sin embargo, se sabe que la resistencia es dificil de evaluar y
aun es mas dificil de reconocer en sus estados iniciales de desarrollo si esta
aparece en cualquier lugar donde solo se estén realizando pruebas en
pequenas escalas con productos microbiales.

Algunas formas de defensa de los insectos al ataque de los hongos se
precisan a continuacion. El general los insecto reacciona de manera no
especifica al ataque en la cuticula por el proceso de melanizacion por una

actividad fenoloxidasica. Se tiene conocimiento que diversas sustancias de los



hongos parasitos de insectos, tales como glucidos y glicoproteinas, pueden
activar la fenoloxidasa del insecto (Soderhall, 1982 citado por Lezama, 1993). Si
la cepa del hongo vence éste mecanismo de defensa del insecto y logra llegar
al hemocele se divide en cuerpos hifales (blastosporas); sin embargo, se ve
atacado por otro mecanismo de defensa por parte del insecto, del tipo
hemocitico; asi, los granulocitos se encuentran y envuelven a los cuerpos
hifales formando un seudo tejido llamado granuloma, (Vey, 1971, citado por
Lezama, 1993).

Por parte de los hongos, se desarrolla un mecanismo que tiende a frenar la
reaccion hemocitica, este consiste en la produccion de sustancias tdxicas o
micotoxinas de diferente peso molecular, que ocasiona inclusive la muerte al
insecto antes de que este haya sido literalmente colonizado por el hongo,
(Roberts, 1981, citado por Lezama, 1993).

Factores que limitan el parasitismo

Abiéticos; A) Temperatura.- La sensibilidad ambiental de algunos estados
fungales pueden limitar el desarrollo de estrategias de control a pocos
agroecosistemas (Hajek y Leger, 1994). En muchos agroecosistemas las
temperaturas que prevalecen son de (10 y 40 °C) generalmente no afectan
adversamente a los entomopatdgenos. Los efectos de las temperaturas
extremas, sin embargo, pueden afectar cuando los entomopatdégenos han sido

afectados por otros factores (luz, agua y quimicos).



Al respecto Lezama (1991) menciona que la mayor parte de los
entomopatogenos tienen éptimo término entre 20 y 30 °C, pero su crecimiento
es todavia posible entre 0-4 y 32-35 °C, solo que es muy lento. La mayoria de
los hongos son mas sensibles a las temperaturas elevadas que a las bajas, al
grado que pueden resultar latentes.

Ferron (1981) hizo notar que la germinacion de una espora en la superficie
de la cuticula de un insecto tiene que ser considerada estrechamente sujeta a
los factores macroclimaticos, especialmente temperatura y humedad (segun
referencias de datos in vitro) por ejemplo para Beauveria mencioné que un
crecimiento Optimo se da a una temperatura de 23-25 °C, ademas que la
conidia requiere de una humedad relativa de 92% para germinar. Sin embargo,
(Ramoska, 1984 citado por Alfaro, 1995) menciono6 que el hongo B. bassiana se
desarrolla entre los 15-35 °C, siendo su Optimo para su germinacion,
crecimiento y esporulacién entre 25-30 °C. Steinhaus 1960 (citado por Rosas,
1994) encontré que la conidia de B. bassiana almacenados a 8 y 4 °C
permanecen viables de uno a tres afios, en tanto que si se almacenan a 21 °C
disminuye su viabilidad a pocos meses.

A nivel de condiciones de laboratorio entre 27 y 30 °C a 100% de H.R., 10
aislamientos de Paecilomyces spp, causaron una mortalidad del 70 a 90% para
ninfas y en adultos de 60 a 70% de mosquita blanca (Hernandez et. al. 1995
citados por Ortiz y Alatorre, 1996).

En pruebas de infectividad que se realizaron con unidades infectivas (hifas y

esporas) del hongo P. farinosus, lograron causar infeccién a larvas de primer



instar de Spodoptera exigua a 30 °C y humedad alta, lo mismo se obtuvo a 15
°C con 47% de H.R. (Agudelo y Falcon, 1983 citados por Ortiz y Alatorre,
1996).

En calabaza dentro del invernadero con temperaturas de 15.6 a 21.3 °C, 79
a 100% de H.R. y tres aplicaciones de P. fumosoroseus var. beijingensis a
intervalos de 10-14 dias, se controlé de 71 a 100% en ninfas y 40% en adultos
de T. vaporariorum (Fang et. al. 1986 citados por Ortiz y Alatorre, 1996).

B) Luz solar.- Las condiciones ambientales son muy importantes,
especialmente la humedad y la radiacion solar, esta ultima reduce la viabilidad
de conidias de B. basssiana en el campo, en la medida que se incremente el
tiempo de exposicion a la luz solar ( Vélez y Montoya, 1993). El espectro activo
de la luz que oscila entre 290 y 400 nm es mas destructivo que otros factores
ambientales que afectan la persistencia de entomopatdgenos. La vida media de
diferentes tipos de indculo como conidias, esporas, viriones y toxinas
expuestas a la luz natural se estima en alrededor de una hora en especies muy
sensibles y en aproximadamente 96 horas en las que presentan alta resistencia
(Ignoffo, 1992).

La luz solar es perjudicial para las conidias, cualquiera que sea el tiempo de
exposicion (Daust y Pereira 1986 citado por Mendoza, 1988), en general el
tiempo letal medio es de uno a dos dias; sin embargo, las conidias protegidas
sobreviven mucho tiempo, ya que el hongo protegido en cadaveres de insectos
permanecen viables hasta 10 semanas, con una leve disminucién del poder

germinativo después de 24 horas de exposicion a la luz.



De manejo; cultivo y almacenaje.- Una consideracion importante de el
cultivo masivo de un hongo como agente de control microbial, es la seleccidén de
cepas que mantengan un alto grado de virulencia in vitro y presenten una
abundancia esporulacion. En este sentido el rendimiento de esporas se ve
influenciado por el tipo de medio utilizado para su cultivo (Gustafsson, 1967;
Gutiérrez, 1976 citados por Alfaro, 1995). La produccién industrial de hongos
requiere de metodologias estandarizadas que utilizan medios liquidos, tales son
B. bassiana H. thompsonii, y especies como Metarhizium spp, P. farinosus 'y
V. lecanii en estos medios producen altos rendimientos de blastosporas (Garza,
1992). P. fumosoroseus también puede producirse en medios liquidos,
obteniéndose blastosporas o conidiosporas, dependiendo de las condiciones del
cultivo (Cardenas y De la Torres,1996).

Lezama (1991) sefiala que algunas caracteristicas importantes en las
formulaciones a base de hongos son aquellas que ayudan a conservar su alto
potencial patogénico, que proporciones suficiente residualidad en campo, por lo
que la conservacién en almacenamiento hasta la aplicacion, son importantes

para que la produccién de estos sean econdmicamente rentables.



MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Area

La Sierra de Arteaga, esta ubicada en la porcién Sudeste del estado de
Coahuila; enclavado en el macizo montanoso que forma parte de la Sierra
Madre Oriental y conocido como la Sierra de Arteaga; colinda al Norte con el
municipio de Ramos Arizpe, Coahuila y el estado de Nuevo Ledn, al Sur con el

mismo estado y el municipio de Saltillo, al Oriente con los municipios de Santa



Catarina, Villa de Santiago y Galeana del estado de Nuevo Leon y al Poniente
con el municipio de Saltillo (Cepeda, 1988). Siendo las coordenadas de 25° 27’
45” Latitud y 101° 27’ 43” Longitud y Altitud de 2,200 msnm (Mendoza, 1995).

Colecta de Adultos

El presente trabajo se realizé en el municipio de Arteaga, a partir del mes de
agosto de 1998. Para ello se colectaron adultos del picudo de la yema del
manzano de la huerta ubicada en el caindn del tunal, los que se capturaron con
ayuda de bandas de carton corrugado de 15 cm de ancho que se colocaron a
una altura del suelo de 20-25 cm en el tronco del arbol sujetadas con una piola,
ubicando estos cartones en 40 arboles de la huerta, los insectos capturados se
colocaron en recipientes de plastico de 1 litro de capacidad; donde se les
proporciono hojas de manzano como alimento. Los insectos se mantuvieron
de 3 a 4 dias en los recipientes de colecta antes de correr los tratamientos en
laboratorio, lo cual se hizo con el fin de eliminar aquellos insectos viejos o
deébiles por el manejo en las colectas y utilizar los insectos mas vigorosos.

En virtud de los trabajos de Calderén (1999), que reporta la presencia de
tres géneros de picudos en los manzanos de la regién de Arteaga, Coahuila, en
el mes de febrero de 1999 se realiza otra colecta de picudos para determinar
con que individuos se trabajo, determinandose que los picudos fueron del
geénero Amphidees latifrons. Es de mencionar que durante el proceso de colecta
de los picudos en 1998 se desecharon aquellos que tuvieran forma

notoriamente diferente a la mayoria de la poblacién.

Trabajo de Laboratorio

Una vez colectado el material biologico se llevo al laboratorio de la UAAAN

en el cual se realizaron los bioensayos. Los insectos se colocaron en cajas petri

en un numero de 10 individuos por caja, siguiendo un disefio completamente al



azar con 4 tratamientos, 4 repeticiones, cada uno con sus testigos. En este
trabajo se evaluaron tres productos comerciales de hongos que fueron: B.
bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus, sobre el picudo Amphidees
latifrons; el nombre comercial de estos productos son, Bea-sin, Meta-sin y Pae-
sin respectivamente.

Para determinar las concentraciones de los productos se siguid un
procedimiento armonizado. Primeramente se peso 1 gr de insecticida microbial
que se mezcldé en 18 ml de agua destilada, después se procedid a hacer el
conteo de esporas con ayuda del microscopio y el hemacitbmetro para
determinar la concentracion madre que fue de 1x10° a partir de esta se hicieron
las demas diluciones para establecer las concentraciones de 1x10% , 1x107, y
1x10° de cada producto y para el testigo solo se utilizé agua destilada.

Una vez preparadas las concentraciones se colocaron en recipientes de
plastico de 100 ml en donde se sumergieron los insectos por un tiempo de 1 a 2
segundos, con ayuda de una malla de tela y apoyado con pinzas
entomoldgicas, los que posteriormente se juntaron en sus cajas petri, estas se
acomodaron en un caja de cristal a la que se le puso en la base papel estraza
humedecido y dentro de esta se colocaron las cajas petri con los insectos
tratados, donde ademas se confind un aparato para medir la temperatura y
humedad, las cuales oscilaron entre 25-27 °C y 90-100% de H.R, durante el
tiempo del estudio.

Se tomaron como insectos muertos a causa de los hongos, aquellos picudos

con presencia de esporas o conidias.

Analisis Estadistico

Para el analisis de los bioensayos se utilizdO un programa Probit
computarizado del cual se obtuvo la CL 50 y CL 95 para B. bassiana y M.
anisopliae. Asi como datos para graficar los resultados en papel Logaritmo-
Probit.



También se calculd el Coeficiente de determinacion (r?) por medio del
analisis estadistico (SAS), la Chi cuadrada (x?) o bondad de ajuste, para lo cual
se tomaron mortalidades observadas y las proyecciones de interseccion como

las mortalidades esperadas, utilizando la siguiente férmula:

(% de mortalidad observada - % de mortalidad esperada)®
d==d

% de mortalidad esperada (100 - % de mortalidad esperada)

se estimé a su vez la probabilidad de ocurrencia del evento (P), para la
mortalidad corregida; tomando de base la mortalidad presente en el testigo se
utilizé la férmula de ABBOTT.

% de mortalidad del tratam. - mortalidad en el testigo
%MC = (100)
mortalidad en el testigo - 100

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se discutiran los resultados obtenidos de los bioensayos

realizadas en el laboratorio del Departamento de Parasitologia de la UAAAN.

En la (Figura 1), se observa que el hongo B. bassiana, (Bae-sin) a una
concentracién de 1X10° conidias/ml, a los siete dias después de la aplicacién
causo6 una mortalidad de 50%, y a los 14 dias la mortalidad real lleg6 a ser de
90%, siendo esta la mas alta; para el caso de la concentracion 1x108, el 50% de
mortalidad se presentd hasta los 10 dias después de la aplicacion, alcanzando
su maxima mortalidad en un 85% a los 13 dias, en las concentraciones de

1x10” la maxima mortalidad fue de 50% a los 14 dias y para la concentracion



1x10° y el testigo presentaron mortalidades entre 42.5 y 45%. En este aspecto
influyeron factores como el parasitismo que provenia de campo; sinixﬁlrgibargo
este factor no se considera de importancia relevante dado que el por ciento de
adultos de los que emergieran avispas parasitas no llegé a ser nunca del 1%.
Manejo del insecto en el laboratorio, esto debido a que en términos gareyales a
las 14 dias se encontr6 en promedio un adulto y en ocasionesTleﬁg;‘g con
presencia de B. bassiana, lo que ocasion6é una contaminacién por abrir cajas
durante los conteos para observar mortalidad y podria ser el haber incluido
insectos mas viejos que terminaron su periodo de vida durante el desarrollo del
bioensayo.

Lo anterior implica que la confianza de los resultados del bioensayo debe
enfatizarse con los datos tomados a los ocho dias, considerando que la
mortalidad en el testigo como limite aceptable es de 20% permitiendo tener
mayor confianza en que el efecto en la mortalidad es a causa del hongo, esto
indica claramente que en realidad el producto Bea-sin no manifiesta mas que un
59.3% de eficiencia en A. latifrons a los ocho dias (Cuadro 2 del apéndice );
aunque en este mismo cuadro se sefala que la mortalidad corregida lleg6 a ser
del 81.8%, pero considerando un 45% de mortalidad real del testigo, lo que

vuelve muy inconfiable estos datos.
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Figura 1. Mortalidad observada en el picudo de la yema del manzano
Amphidees latifrons por distintas concentraciones de conidias/ml del
producto comercial Bea-sin con el hongo Beauveria bassiana. UAAAN-
INIFAP. 1998.

En la figura 2, se puede apreciar que la mortalidad causada por el producto
comercial Mata-sin a base de M. anisopliea en la concentracion de conidias
1x10° se obtuvo un 87.5 % de mortalidad hasta los 14 dias, alcanzando el 50%
en el dias 8 después de la aplicacion, mientras que para las concentraciones
1x10% y 1x107, el 50% de mortalidad se obtuvo entre los dias 11 y 12 después
de la aplicacion, siendo ésta ultima concentracion la que caus6 una mortalidad
superior de 72.5% en comparacion con la concentracion de 1x10° que tuvo una
méaxima mortalidad del 62.5% a los 14 dias, y para la concentracion 1x10° fue
de 65% de mortalidad; para el caso del testigo, se mantuvo abajo de las
concentraciones probadas con una mortalidad del 45%. De acuerdo a lo
descrito para el anterior producto (Bea-sin) las causas de mortalidad que
pueden enmascarar resultados son los mismos que explican el comportamiento
de la respuesta en mortalidad (parasitismo, manejo en laboratorio, edad del
adulto); asi, para este producto el porcentaje de muerte a los ocho dias del
estudio en la concentracion 1X10° fue del 42.5% para A. latifrons, presentando
el testigo una mortalidad del 17.5% (Cuadro 3 del apéndice), por lo que estos
datos nos dan una idea clara del trabajo del hongo y nos permite reducir el
rango de error a causa de los factores de muerte ya sefalados; sin embargo, la
mortalidad corregida a los 14 dias como se indica en el mismo cuadro 3 llega a
ser de 77.2% pero recordando que de nuevo el testigo llega a presentar un 45%

de muerte.
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Figura 2. Mortalidad observada en el picudo de la yema del manzano
Amphidees

latifrons por distintas concentraciones de conidias/ml del producto

comercial Meta-sin con el hongo Metarhizium anisopliae. UAAAN-
INIFAP.

1998.

Por lo que corresponde al producto Pae-sin en la (figura 3), se muestran las
mortalidades causadas por el hongo P. fumosoroseus, no fueron tan eficientes
como se esperaba, ya que se observa que en las concentraciones de conidias
de 1x10° y 1x10°, el 50% de mortalidad se obtuvo hasta los 13 dias después de
la aplicacion siendo, su maxima mortalidad de 57.3 y 57.5% respectivamente a
los 14 dias, para el caso de las concentraciones 1x10® y 1x10’ causaron
mortalidades de 50 y 40% a los 14 dias, en tanto que el testigo, presentd una
maxima mortalidad de 67.5%, mayor que en todas las concentraciones
probadas. Esto indica que la poca mortalidad en los tratamientos se debid en su
mayor parte a otros factores mas que al efecto del hongo, como el parasitismo

de campo, manejo del insecto en el laboratorio y edad del insecto.



En este aspecto en el (cuadro 4) del apéndice se observa claramente que a
los 8 dias la mortalidad en el testigo es mayor a los mostrados por cualquiera
de las concentraciones evaluadas; resultados similares se tienen a los 14 dias,
esto indica; que el efecto del hongo sobre A. latifrons es demaciado pobre por lo
que para trabajos futuros de laboratorio 0 campo no es recomendable seguir
trabajando con esta especie.

Por los resultados anteriores de este producto no se corrieron analisis para
establecer su CLsp, aspecto que si se realizd para los anteriores productos y

cuyos resultados se discuten a continuacion.
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Figura 3. Mortalidad observada en el Picudo de la yema del Manzano
Amphidees litifrons por distintas concentraciones de conidias/ml
del producto comercial Pae-sin con el hongo Paecilomyces
fumosoroseus. UAAAN-INIFAP. 1998.

Por lo que respecta a la estimacion del CLsp para los productos Bea-sin y

Meta-sin, estos se muestran en el cuadro 1 donde se observa claramente que



se requiere para el caso de Bea-sin una concentraciéon de 5.9X10® conidias/ml
para matar el 50% de la poblacion de A. latifrons, en tanto que para el Meta-sin
se necesita una concentracion de 1.09X10'° conidias/ml. Por lo que respecta a
las lineas de respuesta concentracion-mortalidad estos se presentan en la
figura 4 en las que se aprecia la mayor eficiencia del producto Bea-sin sobre A.
latifrons que el Meta-sin ya que las lineas del Bea-sin se acerca mas al origen y
tiene una posicion que alcanza menos ciclos, lo indica que se pueden tener
mayores mortalidades al incrementar concentraciones que en el caso de Meta-
sin; al respecto se puede sefialar que para poder tener 95% de mortalidad
(CLgs) se estima requerir de una concentracion de 1.08X10"" en caso de Bae-
sin, en tanto que 7.48X10" para Meta-sin. Por lo que para trabajos futuros de
laboratorio y campo se muestra mas prometedor continuar trabajando con el
Bea-sin, producto a base de B. bassiana.

El (cuadro 1), muestra los coeficientes de determinacion (r?) donde se
observa que los valores estimados son altos de 0.8956 a 0.9497, para Bea-sin y
Meta-sin respectivamente, lo que indica que los resultados de los bioensayos
muestran excelentes ajustes y hay una confiabilidad en los estudios realizados
en laboratorio.

En cuanto a Chi cuadrada (x*) o bondad de ajuste para las poblaciones de
picudo de la yema del manzano, los valores obtenidos, que se muestran son
muy bajos lo que es indicativo que las mortalidades observadas muestran buen
ajuste en cuanto a las mortalidades esperadas por lo que alcanzan altos niveles
de probabilidad siendo de 99.5%, en el segundo bioensayo lo cual nos dan una
alta confiabilidad, significando con esto que de cada 100 veces que repitamos el
bioensayo vamos a tener un 99.5 de probabilidad de obtener los mismos
resultado. En cuanto al primer bioensayo el resultado de (P) es menor (90%)

debido a que solo cuenta con un grado de libertad.



Cuadro 1. Concentracion letal 50 y 95, coeficiente de determinacion y Chi
cuadrada de las lineas de regresion concentracion - mortalidad de los
productos Bea-sin y Meta-sin con Beauveria bassiana y Metarrizhium

anisopliae en el picudo de la yema del manzano Amphidees sp. UAAAN -

INIFAP. 1998.
Concentracion
PRODUCTOS conidias / ml. r x2 G.L P
CLs CLgs
Bea-sin 5.9X10°8 1.08X10""  0.8956 0.0115 1 90%
Meta-sin 1.09X10"°  7.48X10"  0.9497 0.0182 2 99.5%

CONCLUSIONES

Las lecturas de mortalidad mas confiables en los biensayos con los

entomopatdégenos B. bassiana 'y M. anisopliae son a los ocho dias.



La ClLso estimada para A. latifrons para el producto Bea-sin fue de 5.9x10°
conidias/ml y para Meta-sin fue de 1.09X10'° conidias/ml.

Para el producto Pae-sin en A.latifrons no se determinaron resultados
satisfactorios.

Se considera que con B. bassiana se pueden tener mas probabilidades de
éxito en futuros estudios para controlar A. latifrons dado que el ClLgs para Bea-
sin fue de 1.08X10"" y para el Meta-sin de 7.48X10".
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