ENTOMOLOGIA AGRICOLA ISSN: 2448-475X

PATOGENICIDAD IN VITRO DE Beauveria bassiana SOBRE Hypsipyla grandella
Zeller (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) BARRENADOR DEL CEDRO ROJO

Benjamin Barrios-Diaz'£, Sonia Reyes-Simon?, Gloria Vazquez-Huerta!, Juan Manuel Barrios-
Diaz?, Numa Pompilio Castro-Gonzalez?, Raul Berdeja-Arbeu’ y Jests Mao Estanislao Aguilar-
Luna®

Programa de Ingenieria Agroforestal, Facultad de Ingenieria Agrohidraulica-BUAP, Domicilio Conocido, Bo. Benito
Juarez, Tetela de Ocampo, Puebla. C. P. 73640.

2Programa de Ingenieria Agrohidraulica, Facultad de Ingenieria Agrohidraulica-BUAP, Domicilio Conocido, San Juan
Acateno, Teziutlan, Puebla. C. P. 73800.

3Ingenieria Agroforestal, Complejo Regional Norte-BUAP.

IXIAutor de correspondencia: benjamin.barrios@correo.buap.mx

RESUMEN. El barrenador de las melidceas Hypsipyla grandella es considerada como una plaga muy importante en
maderas preciosas debido al ataque que sufren en los primeros afios, provocando disminucién de calidad y rendimiento
de la madera. Beauveria bassiana ha demostrado su efectividad para el control de lepiddpteros, es por ello que el
objetivo del presente estudio es evaluar in vitro la patogenicidad de dos aislamientos nativos de B. bassiana (BbPLO1
y BbPL02), ambas a una concentracién 1 x 108 conidias ml sobre larvas de tercer instar H. grandella. El ensayo se
realiz6 en el Laboratorio de Usos Multiples de la Unidad Regional Tetela-BUAP. Se utilizaron larvas procedentes de
plantaciones comerciales de cedro de Hueytamalco, Pue. Se evallo el porcentaje de mortalidad y el tiempo para
alcanzar la maxima mortalidad. Se realiz6 un andlisis de varianza y una prueba de T de Student para comparar las
cepas. El andlisis estadistico no arrojé diferencias significativas entre las cepas y presentaron mortalidades del 92 y 84
% a los cinco dias en promedio. Los resultados obtenidos indican que los dos aislamientos de Beauveria bassiana son
patogénicos a H. grandella y podria representar una alternativa para el manejo integrado del barrenador de las
meliaceas.
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Pathogenicity in vitro of Beauveria bassiana about Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) red cedar shoot borer

ABSTRACT. The borer of the meliaceous Hypsipyla grandella is considered a very important pest in precious woods
due to the attack that they suffer in the first years, causing decrease of quality and yield of the wood. Beauveria
bassiana has demonstrated its effectiveness for the control of Lepidoptera, which is why the objective of the present
study is to evaluate in vitro the pathogenicity of two native B. bassiana isolates (BbPLO1 and BbPL02), both at a
concentration of 1 x 102 conidia mI* on larvae Of third instar H. grandella. The test was carried out in the Laboratory
of Multiple Uses of the Unidad Regional Tetela-BUAP. Larvae werw obtained from commercial cedar plantations of
Hueytamalco, Pue. The mortality rate and the time to reach the maximum mortality were evaluated. A variance analysis
and a Student's T test were performed to compare the strains. Statistical analysis did not show significant differences
between strains and presented mortality rates of 92% and 84% at five days on average. The results indicate that the
two Beauveria bassiana isolates are pathogenic to H. grandella and could represent an alternative for the integrated
management of the shoot borer.

Keyword: Integrated management, entomopathogenic fungi, meliaceae.

INTRODUCCION

Cedrela odorata L. es una de las especies nativas de mayor importancia forestal en México que
sirve de base para la industria forestal nacional de maderas preciosas; sin embrago, el
establecimiento y la productividad de plantaciones forestales con esta especie ha sido limitadas,
debido a la falta de informacion silvicola, y, por la alta incidencia de plagas, tales como minadores
de hojas, piojos harinosos, chicharritas y escamas (Calixto et al., 2015).

265


file:///C:/Users/Jesus/Documents/Congreso%202017/Regresados/EA/benjamín.barrios@correo.buap.mx

Barrios-Diaz et al.: Patogenicidad in vitro de Beauveria bassiana sobre Hypsipyla grandella.

Desde hace varias tres deécadas y en zonas tropicales del mundo, incluyendo las de
Latinoamerica, las plantaciones de melidceas se han abandonado o bien se han interrumpido en su
totalidad, debido al ataque de H. grandella (Zeller) y H. robusta (Moore). En México, como en el
resto del tropico americano, H. grandella ha sido documentada como una plaga cronica que limita
el establecimiento exitoso de plantaciones de cedro y caoba (Swietenia macrophyla King), en los
estados de Campeche, Chiapas, Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco, Veracruz y Yucatan (Cibrian et
al., 1995).

Bricefio (1997) reporta que la fase méas susceptible de las plantaciones de C. odorata al ataque
del barrenador, abarca los primeros tres y hasta seis afios de edad. Si durante ese periodo no son
atacados, es posible que la plaga ya no represente un problema para la plantacion, a menos que el
desempefio de los individuos sea pobre en términos de crecimiento y continten siendo vulnerables.

Es posible controlar quimicamente al barrenador, pero los costos son altos, sin considerar el
riesgo ecoldgico por contaminacién, es por ello que se promueve el uso de organismos benéficos
como una alternativa sostenible de control de insectos, recomendable dentro de un programa de
manejo integrado de plagas, ya que no tiene efectos nocivos para el medio ambiente, la salud del
hombre y los animales. Las enfermedades causadas por hongos en los insectos comunmente
reducen significativamente las poblaciones, demostrando asi que los bioinsecticidas pueden ser una
alternativa viable para resolver los problemas de plagas en la agricultura. Investigaciones en este
campo se estan llevando a cabo en muchos paises, y México no es la excepcion (Jiménez, 1998;
Alatorre, 2000).

El hongo de Beauveria bassiana infecta larvas de H. grandella por contacto con las esporas, las
cuales germinan y penetran en el cuerpo de las primeras reduciendo su actividad y provocandoles
la muerte alrededor de dos o tres dias después de la aplicacion (Sanchez y Velazquez, 1998).

Beauveria bassiana se ha aplicado para el control de H. grandella en Costa Rica, a una
concentracion de 1.4 x 108 esporas viables ml* (Hidalgo-Salvatierra y Berrios, 1973). Sanchez y
Veldzquez (1998) evaluaron el efecto de B. bassiana, donde se probaron tres frecuencias de
aplicacion de los patdgenos y un testigo y se encontr6 que si es patogénico ya que reduce el nimero
de dafios causados por la plaga.

Hypsipyla grandella (Zeller) ha sido un gran problema en plantaciones de caobas (Swietenia
spp.) y cedros (Cedrela spp.), establecidas en los municipios de Acateno, Tenampulco,
Hueytamalco, Ayotoxco de Guerrero, Cuetzalan, Puebla (CONAFOR, 2011), por lo que en la
presente investigacion se promueve el uso de microorganismos como una alternativa para el control
de H. grandella.

MATERIALES Y METODO

El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de Usos Multiples de la carrera de Ingenieria
Agroforestal, Unidad Regional Tetela de Ocampo de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla, donde se evaluaron dos aislamientos de B. bassiana para determinar la patogenicidad sobre
larvas de H. grandella. Se utilizaron dos aislamientos monosporicos de B. bassiana nativos de
hospederos de Tetela de Ocampo, previamente aislados y caracterizados, con codificacién
(BbPLO1 y BbPLO02) los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de Usos Multiples de la
carrera de Ingenieria Agroforestal.

Se visitaron predios de productores de la comunidad de San Antonio del Sol, Hueytamalco,
Puebla que cuentan con arboles de cedro (C. odorata) de tres afios de edad dentro de sus parcelas
para colectar larvas de H. grandella, las cuales fueron seleccionadas con base a su instar,
posteriormente se colocaron individualmente en frascos con tapa de malla.

Se recolectaron hojas frescas completamente desarrolladas de cedro para favorecer la
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supervivencia de H. grandella (Vargas et al., 2001). Las hojas se colocaron dentro de un frasco
transparente con tapa de malla. El peciolo de las hojas se cubrié con algodon humedecido y se
reemplazaron cada 2-3 dias. Las larvas se colocaron en forma individual, debido a su fuerte
tendencia al canibalismo.

Para el crecimiento del hongo se utilizd el medio papa dextrosa agar (PDA), de acuerdo al
CATIE (2003), al medio de cultivo se le agreg6 0.5 g del antibidtico cloranfenicol (Lezama et al.,
2014).

Para la suspension de esporas se siguid la metodologia de Torres et al. (2014), donde se
utilizaron los cultivos de los aislamientos de BbPL01 y BbPL02 cuando mostraron esporulacion,
posteriormente los conidios se cosecharon de la superficie del cultivo bajo condiciones asépticas,
raspando las colonias con un bisturi. Para preparar la solucién madre se tomd 0.1 g de esporas y se
colocd en un matraz Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de agua destilada més una gota de Tween al
0.1 % como agente dispersante, la suspension obtenida se filtré con una gasa clinica estéril para
separar el micelio, y los conidios se agitaron durante 10 minutos en un agitador magnético.

A partir de la solucion madre obtenida de BbP01 y BbPLO2 se preparé la concentracion 1 x 108,
que consistio en tomar 1 ml de la solucion madre y colocarlo en un tubo de ensayo que contenia 9
ml de agua destilada estéril, quedando a una dilucion de 10 respectivamente (Garcia et al., 2011).
De las diluciones preparadas, se tomd una muestra y se procedié a realizar el conteo de esporas en
una cdmara de Neubauer en un microscopio compuesto (Gilchrist ez al., 2005).

De acuerdo a la metodologia de Del Pozo (1973), se tomaron 150 larvas seleccionadas de
acuerdo al tercer instar larval y se dividieron en grupos de 10 larvas cada uno y se utilizé un disefio
experimental completamente al azar, empleando 50 larvas por tratamiento (BbPLO1, BbPLO02 y el
testigo) con cinco repeticiones y 10 larvas de H. grandella (Malpartida et al., 2013).

Se siguid la metodologia descrita por Gonzélez et al. (1993), la concentracidn de esporas que se
empleo es de 1 x 10® conidios mI* que consiste en inocular las larvas por inmersion durante dos
minutos en 10 ml de cada una de las concentraciones preparadas (BbPLO1 y BbPL02). Para el
tratamiento testigo se siguid la metodologia de Garcia et al. (2011) que consistié en sumergir las
larvas en agua destilada. Luego las larvas fueron colocadas sobre papel toalla, para eliminar el
exceso de humedad y trasferidas individualmente en frascos acondicionados e identificadas con el
cddigo de concentracion y repeticion correspondiente.

Se evaluo el porcentaje de mortalidad de cada aislamiento y el tiempo en horas a la muerte de
los insectos; el analisis de las variables se realizé mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para
un disefio completamente al azar (DCA) con el paquete estadistico de computo Statistical Analisys
Sytem (SAS) y la comparacion de los aislamientos mediante la prueba de T de Student.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ambos aislamientos evaluados de B. bassiana fueron patogénicos a larvas de tercer instar de H.
grandella a la concentracion de 1 x 108 conidios mI%, sin que existieran diferencias significativas
entre ambas cepas. La cepa BbPLO1 tuvo una mortalidad promedio de 92 % y la BbPLO02 de 84 %,
lo cual se observa en la figura 1.

Con relacion los insectos que sirvieron como tratamiento testigo, estos no mostraron mortalidad
en ninguna de las fechas de evaluacion.

Los resultados coinciden con los reportado por diversos autores quienes sefialan que tanto a
nivel de laboratorio, campo e invernadero, este hongo entomopatdgeno muestra efectividad para el
manejo de la plaga, asi como también se han utilizado otros tales como Metarhizium anisopliae,
tal como menciona Balachander et al. (2012), quienes evaluaron seis aislamientos nativos y dos
cepas y encontraron que ocasionaron mortalidad de H. robusta a las 24 horas de aplicados los
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tratamientos. Del mismo modo Hidalgo-Salvatierra y Berrios (1973) evaluaron esporas de B.
bassiana, B. brongniartii (B. tenella) y M. anisopliae contra larvas de H. grandella y mostraron
una mortalidad de 13.9 % con B. bassiana a una concentracion de 1.4 x 10° esporas viables ml?,
12.7 % de mortalidad con B. brongniartii en el 2.9 x 10° viable esporas ml™, y 50 % de mortalidad
en 1.2 x 107 esporas mI™* con M. anisopliae en el quinto instar larval. La mayoria larvas murieron
a los ocho dias después de la infeccion con B. bassiana, diez dias con B. brongniartii y seis con M.
anisopliae.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de dos aislamientos de Beuveria bassiana sobre
larvas de tercer instar de Hypsipylla grandella en condiciones de laboratorio.

A nivel del campo Beauveria bassiana se ha aplicado para el control de Hypsipyla grandella en
Costa Rica, a una concentracion de 1.4 x 106 esporas viables mI* (Hidalgo-Salvatierra y Berrios,
1973) y Sanchez y Velazquez (1998), también evaluaron el efecto de Beauveria bassiana, donde
se probaron tres frecuencias de aplicacion de los patdégenos y un testigo y se encontrd que si es
patdgenico ya que reduce el nimero de dafios causados por H. grandella. Con relacion al tiempo
en horas para el inicio de la mortalidad los resultados se muestran en la figura 2.

112 4

111 A
110 A
109 A I
108 -

BbPLO1 BbPLO2
Cepa de Beauveroa bassiana

Mortalidad (horas)

Figura 2. Mortalidad en horas de dos aislamientos de Beuveria bassiana sobre larvas de
tercer instar de Hypsipylla grandella en condiciones de laboratorio.
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En dicha figura se observa que la maxima mortalidad se alcanzo a las 109.9 y 111.3 horas para
las cepas BbPLO1 y BbPLO2, respectivamente.

De acuerdo a Balachander et al. (2012), reportaron que Metarhizium anisopliae Causo
mortalidad a concentraciones de 1 x 10%, 1 x 10°, 1 x 10° y 1 x 107 conidios ml™ sobre Hypsipyla
robusta con un intervalo de 24 horas hasta por 10 dias. En comparacion con nuestro estudio usando
Beauveria bassiana a una concentracion de 1 x 10® se observa que BoPLO1 y BbPLO02 mostraron
inicios de mortalidad a las 24 horas y la mortalidad méaxima se alcanz6 aproximadamente a los
cinco dias en promedio, en ambas cepas.

Cardona y Soto (2015), aplicaron Beauveria bassiana a una concentracion de 1 x 10° sobre
larvas de Diatraea saccharalis y obtuvieron mortalidad a los 11 dias despueés de la aplicacion. Asi
mismo, Soto (2008) aplicOd Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sobre larvas de gusano
cogollero Spodoptera frugiperda a una concentracion de 1.2 x 10° conidias ml™ causando una
mortalidad a los seis dias después de la aplicacion.

CONCLUSION

La evaluacion de patogenicidad de dos aislamiento de Beauveria bassiana demostré que
provoca mortalidad sobre larvas de tercer instar de H. grandella Zeller a una dosis de concentracion
de 1 x 108. En esta investigacion se seleccionaron dos cepas nativas del hongo entomopatdgeno
Beauveria bassiana para ser utilizados en el control de Hypsipyla grandella Zeller. Dichas cepas
podrian tener un alto potencial para ser empleadas a nivel de vivero o campo para el manejo
integrado del barrenador.
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