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Resumen

HONGOS ENTOMOPATOGENOS PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE
PULGONES: APLICACION DIRECTA Y ENDOFITISMO
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Los pulgones, Melanaphis sacchari y Rhopalosiphum padi, afectan a cereales, ambos son
vectores que transmiten virus y son de las plagas més serias a nivel mundial. Los hongos
entomopatogenos, tienen la capacidad de controlar plagas. En el presente trabajo se
evaluaron seis hongos entomopatdgenos para determinar su potencial en el control de M.
sacchari en bioensayos de laboratorio. Posteriormente, tres cepas fueron probadas en
invernadero y dos en campo. En el laboratorio, se aplicaron suspension de los seis hongos
en discos de hojas de sorgo, posteriormente, se colocaron diez pulgones adultos en las
hojas. Se prepar0 una suspension de esporas, se monitoreo el porcentaje de mortalidad a
las 24, 48 y 72h. EIl porcentaje més alto de mortalidad de M. sacchari fue de 90% a las
72h con B. bassiana-2879, seguido de B. bassiana-2883 con 87.55 %, M. brunneum-3738
con 82 %, agua (45.28%). En invernadero, los hongos, B. bassiana-2883, M. brunneum-
3738, y I. poprawskii-7028 fueron aplicados a las plantas y se realizaron conteos de las
poblaciones de M. sacchari. La cepa M. brunneum-3738, obtuvo la poblacion més baja de
M. sacchari (12.16%) en comparacion con otros tratamientos. En campo, la poblacion de
M. sacchari por planta, fue significativamente menor, en el sorgo tratado con B. bassiana-
2883 (59.35%) de la poblacion afidos, en comparacion con el control (64.94%) y M.
brunneum-3738 (139.63%). El conteo se llevo a cabo durante 14 dias en las plantas de
sorgo. M. brunneum-3738 y B. brunneum-2883 son cepas virulentas que tienen potencial
para controlar a M. sacchari. También se determind si el hongo entomopatégeno, M.
brunneum (6M11), esta presente como endofito y si tiene efectos sobre las poblaciones de
R. padi y se verifico si estaba presente como endofito en las plantas de trigo. Se realiz6
una suspension de esporas para las semillas y se colocaron en el sustrato. En invernadero,
se coloco un pulgdn en plantas de 23 dias para iniciar crecimiento de la poblacion. Las
obtencion del hongo en las hojas de las plantas 69.1% en las hojas, mientras que para las
raices fue 139.1 % a la concentracion de 0,3 g/L en el CTAB, comparado con los testigos
en las hojas de 0.1 % y 0.8 % en las raices. Para la concentracion de 0.15 g/L con la
presencia de M. brunneum, 1.2 % en hojas y 2.3 % en las raices y para los testigos del 0%,
respectivamente, todos contenian el antibiético doxiciclina. EI hongo endofito M.
brunneum no tiene un importante efecto en la poblacion acumulada de los pulgones, sin

embargo, puede colonizar las plantas de trigo como endofito sin dafar a su hospedero.
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The aphids, Melanaphis sacchari y Rhopalosiphum padi, affect to cereals, both are vectors
that transmit viruses and pests are more serious at the global level. The entomopathogenic
fungi, have the ability to control pests. In the present work, we evaluated six
entomopathogenic fungi to determine its potential in the control of M. sacchari in
laboratory bioassays. Subsequently, three strains were tested in the greenhouse and two in
the field. In the laboratory, were applied suspension of the six fungi in leaf discs of
sorghum, subsequently, placed ten adult aphids on the leaves. Prepared a spore
suspension, is monitoring the percentage of mortality at 24, 48 and 72h. The highest
percentage of mortality of M. sacchari was 90% at 72 h with B. bassiana-2879, followed
by B. bassiana-2883 with 87.55 %, M. brunneum-3738 with 82 %, water (45.28 %). In
the greenhouse, fungi, B. bassiana-2883, M. brunneum-3738, and |. poprawskii-7028
were applied to the plants and counts of the populations of M. sacchari. The strain, M.
brunneum-3738, obtained the lowest population of M. sacchari (12.16 %) in comparison
with other treatments. In the field, the population of M. sacchari per plant was
significantly lower in the sorghum treaty with B. bassiana-2336 (59.35 %) of the aphid
population, when compared with the control (64.94 %) and M. brunneum-3738 (139.63
%). The count was carried out during 14 days in the sorghum plants. M. brunneum-3738
and B. bassiana-2883 are virulent strains that have the potential to control M. sacchari. It
is also determined if the entomopathogenic fungus. Furthermore, It was determined if the
entomopathogenic fungus, M. brunneum (6M11), it is present as endophyte and if you
have effects on the populations of R. padi and checked if it was present as endophyte in
wheat plants. There was a spore suspension for the seeds and were placed in the substrate.
In a greenhouse, was placed in an aphid plants for 23 days to start growth in the population.
We obtained of the plants endophytic fungus 69.1 % in the leaves, while for the roots was
139.1 % to the concentration of 0.3 g/L in the CTAB, compared with the control in the
leaves of 0.1 % and 0.8 % in the roots. For the concentration of 0.15 g/L with the presence
of M. brunneum, 1.2 % in leaves and 2.3 % in the roots and to the control of the 0 %,
respectively, all contained the antibiotic doxycycline. The endophyte fungus M. brunneum
does not have a significant effect on the cumulative population of aphids, however, you

can colonize the wheat plants as endophyte without damage to its host.



Key words: Endophyte, fungus, aphids, entomopathogenic Beauveria bassiana

Metarhizium brunneum, Isaria spp, biological control.
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INTRODUCCION

Tanto el pulgén amarillo del sorgo, Melanaphis sacchari, (Zehntner), como el pulgon de
los cereales, Rhopalosiphum padi, L., (Hemiptera: Aphididae) afecta a cereales y ambos
son un vectores que transmiten el virus del enanismo amarillo de la cebada (BYDV),
ademas es una de las plagas mas serias a nivel mundial (Pettersson et al., 1994; Medina
et al., 2009). El pulgdn, M. sacchari afecta a sorgo (Sorghum bicolor, L.), otro cultivo
importante y relacionado con la misma familia de las Poaceas, es anual de verano tolerante
a sequias, presenta panicula abierta y racimos de flores (Dial, 2012). Su produccién esta
en su mayoria enfocada al consumo animal, se utiliza como forraje, ensilaje, heno o para
pasto, también se elabora harina, pan, galletas y algunos dulces, tiene una produccién de
8,394, 056.77 toneladas y un rendimiento de 4.17 ton/ha (SIAP, 2014), mientras que el
pulgon R. padi afecta el cultivo del trigo (Triticum aestivum, L.), es un planta graminea
anual con espigas, se desarrolla en climas subtropicales, templados o ligeramente frios.
Los granos de este cultivo, pueden ser blandos o duros, se muelen para la obtencién de
harina para pan. Tiene una produccién a nivel nacional de 3,669, 814.71 toneladas con
un rendimiento de 5.19 ton/ha (SIAP, 2014). Ambos pulgones poseen un aparato bucal
chupador para penetrar en la planta y succionar la sabia, produce clorosis y posteriormente
marchitez (Singh et al., 2004; Descamps y Sanchez, 2011), producen una mielecilla que
es expulsada por los corniculos como desecho y cae en las hojas propiciando el
crecimiento del hongo fumagina (Armstrong et al., 2015; Pettersson et al., 1994).

Los hongos entomopat6genos, tienen la capacidad de controlar plagas (Meyling y
Eilenberg, 2007). Estos pueden encontrarse naturalmente en el medio ambiente, como
propagulos en el suelo, infectando insectos, como simbiontes, formando asociaciones con
las raices de las plantas (Rodriguez et al., 2009) y pasan parte de su ciclo de vida dentro
de los tejidos de estas (Vega et al., 2008), sin causarles dafio aparente, pueden ser una
alternativa para el control biolégico de plagas (Meyling y Eilenberg, 2007; Hasana et al.,
2012), los hongos, Metarhizium, Beauveria, Isaria y Lecanicillium., han sido encontrados
como endofitos en diferentes cultivos de interés agronémico y también algunos han sido

formulados como productos para el control de plagas (Vega et al., 2008; Radic, 2012). El



control quimico est4 generando contaminacion y problemas al medio ambiente, lo cual
repercute también en la salud humana, por eso se requieren alternativas como los hongos
entomopatogenos. Para estos problemas se buscan alternativas como los hongos
entomopatogenos endofitos que proveen de proteccion a las plantas contra los insectos
plaga, nematodos, patdégenos y no dafian a la planta (Vega, 2008). Los pulgones, M.
sacchariy R. padi, estan causando dafios econdémicos a nivel mundial, en la produccion
de trigo, debido a sus altas poblaciones se concentra en grandes cantidades sobre los

cultivos.

Objetivo General
Evaluar diferentes cepas de hongos entomopatdgenos contra Melanaphis sacchari y

Rhopalosiphum padi en plantas de sorgo y trigo.

Objetivos Especificos
1. Evaluar los efectos de hongos entomopatdgenos (Metarhizium, Beauveria, Isaria)
sobre Melanaphis sacchari, bajo condiciones de laboratorio, invernadero y campo.
2. Inducir la presencia de Metarhizium brunneum como endofito en hojas de plantas
de trigo.
3. Determinar el efecto del hongo endofito Metarhizium brunneum sobre

Rhopalosiphum padi.

Hipotesis
» Los hongos entomopatdégenos  aplicados  directamente  reduciran
significativamente la poblacion de Melanaphis sacchari.

» El hongo M. brunneum enddfito reducira significativamente la poblacion de

Rhopalosiphum padi en trigo.



REVISION DE LITERATURA

El pulgon amarillo del sorgo, Melanaphis sacchari (Zehnther, 1897)
Es actualmente una de las més recientes plagas a nivel mundial y especialmente en
América una de las plagas econémicas mas importantes que estan causando pérdidas

econdémicamente en el cultivo del sorgo (Fig.1).

Adultos

Los adultos son color amarillo claro a grisaceo, con una longitud de 1.10-1.90 mm, las
antenas tiene generalmente 6 segmentos con una longitud mayor a la del cuerpo, se
presenta en forma alada y aptera, corniculos de color negro (estas estructuras se
encuentran emparejadas con la parte posterior del abdomen) y los tarsos que contrastan
con el resto del cuerpo. Todas las hembras viven 28 dias (rango de 10-37 dias) (Brown et
al., 2014; Seiter et al., 2014; Villanueva et al., 2014; Ali y Mzhr, 2012).

Figura 1. El pulgdn del sorgo, Melanaphis sacchari Zehntner (fotografia por Karla

Cruz Aldaco, Texas A & M University AgriLife Extension).

Ninfa
Las ninfas, varian en sus colores y depende de la planta que se alimente y las condiciones
ambientales, van desde un amarillo palido hasta tonalidades verde-grisaceas en las formas

mas desarrolladas. Pasa por cuatro instares y puede llegar a ser adulo de 5-12 dias, los



ultimos presentan parches marrones distribuidos aleatoriamente sobre el tergo abdominal;

a veces las lineas intersegmentadas marrones (Brown et al., 2014; Villanueva et al., 2014).

Ciclo de vida y biologia

Su reproduccion comienza después de su ultima muda. La reproduccion asexual con
adultos apteros y alados viviparos hembras, cada hembra puede tener hasta 46 ninfas; la
reproduccion sexual se presenta por la bajo condiciones del medio ambiente, ambos
encuentran el aparte en el envés de la hoja (abaxial), de las plantas de sorgo. Algunos
pulgones alados presentan manchas negras en la parte dorsal escleretis (tergitos). La
reproduccion sexual, se presenta en sorgo, pero no se ha reportado en qué tipo de
condiciones ambientales puede surgir y las temperaturas para la proliferacion de este
pulgdn van desde los 15-31°C. Estos pulgones estan adaptados tanto al cultivo de la cafa
(Saccharum spp.) como el del sorgo (Sorghum spp.), durante el invierno se le pueden
encontrar en cultivos alternos como, S. verticilliflorum, S. halepense (L.), Panicum
maximum., Oryza spp., Echinochloa spp., y Setaria spp (Singh et al., 2014; White et al.,
2001; ICRISAT, 1985). Causa dafios a las hojas e inflorescencias, se alimenta por medio
de su aparato bucal chupador, tomando los nutrientes del floema, como consecuencia
causa decoloraciones amarillas a cafés y desecha una mielecilla por los sifones que
propicia el crecimiento del hongo fumagina, también causa dafios a la cosecha de los
productores (Armstrong et al., 2015; Seiter et al., 2014; Singh et al., 2014).

Distribucion geografica

Su distribucion geografica alrededor del mundo, comprenden Asia, Africa, Angola, Brasil,
China, Colombia, Ecuador, Egipto, Etiopia, Haiti, Hawai, India, Indonesia, Japon,
Jamaica, Nigeria, Pakistan, Peru, Filipinas, Sudan, Tailandia, Trinidad, Tobago y
Venezuela. Donde causan importantes dafios econdmicos, en China, Japon, India,
Sudafrica, Estados Unidos y recientemente en México (Fig.2) (Singh et al., 2004;
Villanueva y Sekula, 2014).



Figura 2. Distribucion mundial del pulgén amarillo del sorgo, Melanaphis sacchari.
SENASICA, 2014.

Clasificacion taxonomica
Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Aphididae
Género: Melanaphis

Especie: Melanaphis sacchari Zehntner



El pulgdn de los cereales, Rhopalosiphum padi L

Es considera uno de los insectos plaga mas importante que afectan los cereales alrededor
del mundo. Se alimentan del trigo en cualquier etapa de su crecimiento, de la savia de la
planta por medio de su aparato bucal chupador a través del floema por el cual transmiten
el virus enanismo amarillo de la cebada (BDYV), los sintomas que produce son
amarillamiento de las hojas, las plantas se atrofian en el caso de las plantas de avena se
vuelven rojizas y no se desarrollan; y al producir mielecilla como desecho esta produce el
famoso hongo fumagina que hace que las hojas se tornen pegajosas y negras finalmente

(Pettersson et al., 1994; Descamps y Sanchez, 2011).

Adulto

Los adultos son de tamafio medio oval, con coloraciones variadas que van desde verde,
oliva, amarillo obscuro a verde obscuro, una caracteristica que los distingue, es las dos
manchas color rojo, que se encuentran al final de la parte dorsal de el abdomen cerca de
los sifones que son de color obscuro, las antenas son cortas y se dividen de 5-6 segmentos,

los apteros miden 1.65 mm de largo y los alados 1.5 -2.20 mm (Ali y Mzhr, 2012).

Figura 3. El pulgdn de los cereales, Rhopalosiphum padi, L (fotografia por Karla Cruz
Aldaco, UAAAN).



Ninfa
Las ninfas son parecidas al adultos, el color varia de amarillo o verde palido, presenta

cuatro estadios ninfales, el primer instar presenta cuatro segmentos, el segundo, presenta
cinco segmentos el tercero seis segmentos al igual que el cuarto (pupa) (Patch, 1917) de

10-14 dias dependiendo de la temperatura pasan a ser adultos capaces de reproducirse.

Ciclo de vida y biologia

Se presume que tienen ambos tipos de reproduccién, tanto la sexual como la asexual
(partenogénesis), se han encontrado afidos machos dentro de las poblaciones (Van Emden
y Harrington, 2007), hiberna en tiempo exclusivamente en la etapa de huevo en Prunus
spp., en el cual es plaga primaria durante el otofio, en los meses de Mayo a principios de
Junio, los alados emigran a los cereales, donde son plagas secundarias, comienzan su
crecimiento en primavera, durante esta etapa se establece, donde las hembras apteras
comienzan a generar poblaciones con crecimiento exponencial, finalmente baja la
poblacion al punto del decline (Leather y Dixon, 1981; Chiverton, 1987). Otros
hospederos secundarios, pueden encontrarse en el cultivo de la avena (Avena sativa L.)

maiz (Zea mays L.) y cebada (Horderum vulgare L) (Ruiz et al., 2013).

Origen y distribucion geogréfica
Este puede tener un origen nedrtico, como lo son varias especies de América del Norte, y

tiene una distribucién cosmopolita (Fig.4) (Van-Emden y Harrington, 2007).

Figura 4. Distribucion cosmopolita del el pulgon de los cereales, Rhopalosiphum padi.



Clasificacion taxondmica
Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Aphididae
Geénero: Rhopalosiphum

Especie: Rhopalosiphum padi, L.

Control Bioldgico

Los hongos entomopatdgenos comenzaron a ser estudiados a principios de 1800, cuando
afectaron a la industria de los gusanos de seda en Francia; Angostino Bass, demostr6 que
Beauveria bassiana, era quien causaba lo que en ese tiempo se conocia como la
enfermedad muscardina del gusano de seda, posteriormente en Rusia, fue descubierto en
un estudio otro hongo que llamaron muscardina verde, que hoy es conocido como
Metarhizium anisopliae y fue descubierto por Metchnikoff y asi fue como comenzo el
campo de investigacion para los hongos entomopatogenos (Vega et al., 2009). Estos
hongos, son capaces de controlar plagas en forma natural y puede llegar a ser una
alternativa atractiva para evitar el uso de pesticidas quimicos, no afectan a las plantas,
animales y medio ambiente (Sevim et al., 2012). Todos los hongos entomopatdgenos son
unicos, se estiman aproximadamente 750-1000 especies de hongos que han sido descritos,
entre ellos destacan los géneros de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliea e Isaria
fumosorosea, los cuales tienen la capacidad de ser patdgenos para un variado nimero de
insectos que se encuentren alimentandose de la plantas, la temperatura adecuada para el
desarrollo de estos hongos es de los 25°-30°C. El ciclo de vida de estos hongos se lleva a
cabo dentro de los insectos y plantas como endofitos. En el caso de los insectos, primero
una espora se adhiere a la cuticula del insecto y por medio de encimas (proteasas,
quitinasas, y lipasas), posteriormente desarrolla un tubo germinativo, seguido de un

apresorio, el cual desarrolla cadenas de hifas y se introducen en las capas epidérmicas del



insecto, llegando a la Gltima capa conocida como hemocele que es la cavidad estomacal
del insecto, donde se desarrollan las blastosporas que comienzan a crecer desarrollar hifas
y tomar los nutrientes, finalmente estas emergen, se producen esporas y comienza de
nuevo el ciclo (Fig. 5) (Vega y Kaya, 2012). Existen problemas para combatir a los
pulgones, debido a que su reproduccion es partenogenética tienden a convertirse en
grandes masas, que posteriormente son dificiles de controlar; sin embargo ahongos que se
entomopatogenos que se encuentran naturalmente infectando a los afidos como Pandora
neoaphidis que infectan a Aphis pisum, este hongo no afecta a los depredadores de los
pulgones, por el contrario se dice que los depredadores propician a su propagacion como
es el caso de C. septempunctata y A. ervi; en el caso del pulgén Microlophium carnosum
y A. nemorum que dispersan B. bassiana. En el campo 87.6% de las muertes son
propiciadas por micosis, 94.4% por Entomophtorales e Hypocreales (Barvestock et al.,
2010), se han probado algunos hongos entomopatdgenos tanto en laboratorio como a nivel
invernadero contra pulgones, como Beauveria (Hypocreles: Cordycipitaceae),
Metharhizium (Hypocreles: Clavicipitaceae), Isaria (Hypocreles: Cordycipitaceae) y
Lecanicillium (Hypocreles: Cordycipitaceae) (algunas de estas cepas son comerciales)
contra Myzus persicae, Aphis gossypi y Aulacorthum solani, donde el hongo que causo
mas mortalidad para M. persicae fue Beauveria con un 62 % seguido de Metarhizium con
un 47% e lIsaria con un 24%; de igual manera para A. gossypii, 57% con Beauveria,
Metarhizium 49% Yy 31 % con Isaria (Jandricic et al., 2014). En otro trabajo se aplicd V.
lecanii (L. lecanii actualmente) contra R. padi, donde la mayor mortalidad fue alcanzada
por el hongo fue 95% a la temperatura de 21°C o 27°C (Hsiao et al., 1992).
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Figura 5. El modelo muestra como el hongo entomopatogeno, por medio de las conidias
aéreas se adhiere a la cuticula del insecto y se introduce al insecto, Thomas y Read,
2007.

Depredadores

Los depredadores y patdgeno que se han registrado y controlan el pulgén amarillo de la
cafia de azucar, son patdgeno, Lecanicillium lecanni, predadores Diomus terminatus Say
(Colepotera:coccinellidae), Allograpta exotica (Wiedemann) (Diptera: Syrphidae),
Lysiphlebus testaceipes (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae), Chrysoperla externa
(Hagan) (Neuroptera: Hemerobiidae) Coleomegilla maculata fuscilabris (Mulsant),
Cycloneda sanguinea (L.), Hippodamia convergens Guerin y Ola v-nigrum Mulsant
(Coleoptera: Coccinellida) (White et al., 2001) y para el pulgbn de los cereales, son
Aphidius colemani (Vierec), Aphidius matricariae Haliday, Diaeretiell rapae M’Intoch,
Lysihplebus testaceipes (Cresson), Tetragnatha laboriosa llemtz y Clubiona pikei Certsh
(Ruiz et al., 2013).
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Figura 6. Depredadores de pulgones. A) Harmonia axyridis (Fotografia por Bruce
Marlin, http://www.wou.edu/~baumgare/Asian_Ladybird_Beetle.html). B) Aphidius
collemani (Fotografia por KOPPERT,

http://www.entocare.nl/english/products_aphids.htm).

Hongos entomopatogenos enddfitos

Los hongos han pasado por procesos evolutivos para la sobrevivencia, algunos son
saprofitos, heterotrofos, otros son parasitos obligados o no obligados u otros forman
relaciones simbiontes con otros organismos. Los hongos entomopatdgenos endofitos,
juegan un papel importante dentro del medio ambiente, se encuentran dentro de los tejidos
de las plantas, en las hojas, tallos y raices, no causan dafios aparentes y forman
asociaciones simbiontes (Rodriguez et al., 2009). Algunos hongos han sido aislados de
tejidos de plantas y pueden ser inducidos al endofitimos de manera artificial, como
Beauveria spp, Metarhizium spp., Isaria spp., y Lecanicillium spp., otros pueden ser
antagonistas o producir antibiosis de insectos plaga y patégenos de plantas, brindandoles
proteccidn, también se los conoce por ser promotores del crecimiento (Vega et al., 2009;
Castillo et al., 2014). Se han llevado a cabo estudios sobre los hongos que han sido
probados contra insectos, encontrandose de manera enddfita en plantas, ya sea
naturalmente o inducido artificialmente al endofitismo; existe un hongo que se conoce
como endofitos de raices, Acremonium strictum, se inocularon en las plantas de Vicia faba
con A. strictum de una suspension de conidios de 10 © y plantas no inoculado; encontraron
que reduce la alimentacion de A. fabae y también se detecté un aumento en la produccion
de néctar en las plantas (Jaber y Vidal, 2009). En otro estudio, se utilizd6 Neotyphodium


http://www.wou.edu/~baumgare/Asian_Ladybird_Beetle.html
http://www.entocare.nl/english/products_aphids.htm
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coenophialum como endofito y Adalia bipunctata en las gramineas Lolium arundinacea
contra R. padi, ambos hongos afectaron a los pulgones, se descubrié que las colonias de
pulgon que se establecieron en las plantas con hongo, no producen pulgones alados y se
disminuia la poblacion en general (Zust et al., 2008). En un estudio que se realizo en
invernadero, se utilizaron los hongos B. bassiana y P. lilacinum, se inocularon semillas
de las plantas de algoddn, con la suspension de conidios de 1 x 10 6y 1 x 10 7, probado
tres ensayos con la cepa B. bassiana como enddéfitos en plantas de algodon contra A.
gossypii, en el primer ensayo B. bassiana no se afecto significativamente el testigo, pero
si fueron encontrados como enddfito, al igual que en el segundo y el tercer experimento,
observaron los mismos resultados, B. bassiana como endofitos no fue efectivo contra A.
gossypii , por el contario para el hongo P. lilacinum, el niUmero de pulgones presento
variabilidad y fue significativo con relacion al tiempo, sin embargo como endofito no se
obtuvo un valor significativo (Castillo et al., 2014), algunos hongos podrian tener mayor
compatibilidad con sus hospederos y variar el grado de endofitismo en cada uno, pero
también los pulgones dafian menos a las plantas cuando el endofito se encuentra presente,
seis especies de pastos probadas en un estudio, P. alsodes con un hongo enddfito, fue el
Unico pasto que redujo la preferencia de R. padi, sin embargo no presento ningun efecto
sobre el pulgdn, sabemos también que esto se presenta también en campo (Crawford et
al., 2010), esto se convierte en un beneficio que abre mas el interés en la investigacion de

este tipo de hongos.

Figura 7. Hongo endofito (Fotografia por Dennis W. Hancock, Department of Crop
and Soil Sciences, http://extension.uga.edu/publications/detail.cfm?number=C861).


http://extension.uga.edu/publications/detail.cfm?number=C861
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MATERIALES Y METODOS

Parte 1. Evaluacion de aplicaciones de hongos contra el pulgdén del sorgo, M.
sacchari

1 a. Recuperacion de cepas de entomopatogenos

Las seis cepas de los hongos entomopatdgenos utilizados, fueron seleccionadas de 9 cepas
(recuperadas de muestras liofilizadas), proporcionadas por el Dr. Richard A. Humber del
USDA-ARS de la coleccion de cultivos de hongos entomopatdgenos (Ithaca, NY) (Tabla
1). Estas cepas fueron inoculadas en 100 mL de caldo Luria (triptona al 1%, extracto de
levadura al 0.5%, y NaCl al 1%) en el matraz Erlenmeyer de 250 mL y se incubaron a una
temperatura de 27 °C a 160 rpm durante 14 dias. Después de la incubacion, los hongos
entomopatogenos fueron inoculados con una asa bacterioldgica estéril en medio de agar
papa dextrosa (infusion de papa 4.0, dextrosa a 20.0 mg, agar 15.0 mg) y extracto de
levadura en polvo (proteina 69.69 %) durante 20 dias en la oscuridad a 27 °C, para obtener

diez cajas de Petri para cada cepa (Kim et al., 2013).
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Cepa

Clave y Autor

Descripcion (hospedero y origen)

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Isaria fumosorosea
Wize

Isaria fumosorosea
Wize

Isaria poprawskii,
Humber, de Leon

& Jones

Metarhizium

brunneum Petch

2336 [ARSEF 2883]
MG Feng
(SGBB8601)

2879 MG Feng
(DN8805).

3322 Yoder Bros. Inc
(F2-4 BR).

5260 SARL (10) -SP
Wraight (SPW-16)

7028 HE Cabanillas.

3738 SR Sanchez

Pefa.

Schizaphis graminium [Hemiptera:
Aphididae] en trigo. 9 Jul 1986.
USA: Apple Valley Rd. &Klahr.,
Parma, Idaho.

Diuraphis noxia [Hemiptrea:
Aphididae] en cebada. 27 Jul 1988.
USA: Parma, Idaho.

Bemsia tabaci [Hemiptera:
Aleyrodidae] on Gerbera sp. Dec
1990. USA: Fort Myers, Florida.
Bemisia tabaci [Hemiptera:
Aleyrodidae] Broccoli. 18 Nov
1992. USA: Santa Maria, Texas.
Bemisia argentifolii [Hemiptera:
Aleyrodidae] en Solanum
melongena L., berenjena en
invernadero. 28 Sep 2001. USA:
Kika de la Garza Subtropical
Agricultural Reserch Center,
Weslaco, Texas. CULTURE EX
TYPE.

Alado, Solenopsis invicta
[Hymenoptera: Formicidae]. 6 Jul
1992. USA: Texas A&M
University, campus, College Station,

Texas.

Tabla 1. Seis cepas de hongos entomopatogenos proporcionadas por el Dr. Richard A.

Humber de la USADA-ARS coleccion de hongos entomopatdgenos (Ithaca, NY).
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1b. Bioensayo en laboratorio contra M. sacchari

Se realizd un estudio preliminar para seleccionar el surfactante que no afectara el
bioensayo principal. Comparamos Triton® X-100 (aMResco® Poly (-1, 2 ethanedily
Oxy), alfa.-[4-(1, 1, 3, 3-tetrametilo de butilo) fenil]-. Omega.-hidroxi) contra Tween® 20
(Poly (oxy-1, 2-ethanediyl) aMResco®). Porta objetos alargados, se colocaron en las
esquinas de cada uno un cinta adhesiva transparente de doble cara, cinco adultos y cinco
ninfas del 2-3 de M. sacchari fueron pegados a la cinta por el dorso utilizando un pincel
de 5/0. Los adultos y ninfas, ya montados sobre los porta objetos, fueron inmediatamente
sumergidos en 3 soluciones (Triton® X-100, Tween® 20 y Agua destilada estéril)
diferentes por cinco segundos. La solucion contenia los dos agentes tensioactivos
(Tween® 20 (0.05%) y Triton® X-100 (0.05%) descritas anteriormente y agua destilada
fue utilizada para comparar como testigo. EI nimero de repeticiones fueron cuatro. Todos
los portaobjetos, con los pulgones ya montados y tratados con las tres soluciones, fueron
colocados en una cdmara de crecimiento a 25 + 1.5° C y 64 + 2% RH (Kim et al., 2013;
Quesada et al., 2006). Los porcentajes de mortalidad y reproduccion se registraron a las
24y 48 horas.

Para preparar la suspensién de esporas de las seis cepas, se utilizé el protocolo siguiente.
La concentracion fue cambiada al 0.02% del surfactante, Triton® X-100 (para prevenir la
interferencia de esta con la mortalidad de los pulgones) fue agregado en agua destilada
estéril y se afiadid en la caja Petri, donde se recuper0 la suspensiones de esporas (Jandricic
et al., 2014). Para determinar el nimero total de esporas por mililitro, fueron contadas en
camara de Neubauer (Hausser Scientific Neubauer, 0.1 mm de profundidad). De las
suspensiones de esporas, se tomaron 50 pl para aplicarlos a una hoja de sorgo en forma
de disco (20 mm de diametro). La hoja de sorgo en forma de disco fueron desinfectadas
con NaClO al 0.1% durante 30 segundos, seguido de alcohol (95%) durante 30 segundos,
y se hicieron lavados con agua destilada estéril, para eliminar los desechos.
Posteriormente, la hoja de sorgo (con la superficie abaxial) se colocd sobre un pedazo de
algodon (BBA Fiberweb) dentro de una caja Petri (35 de didmetro x 10 mm de
profundidad, Corning Life Sciences, N.Y.). Las hoja previamente tratadas con las
suspensiones de hongos, fueron colocadas en la campana de flujo laminar y se dejaron

las cajas Petri abiertas, para que la suspension de esporas se secara con el aire esteril.
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Posteriormente, los diez pulgones adultos de M. sacchari (pulgones adultos que fueron
obtenidos en el campo experimental de AgriLife, son la primera generacion de pulgones
que produjo ninfas, estas fueron tomadas y colocadas en plantas de sorgo en el laboratorio
y todas las ninfas tenian aproximadamente la misma edad, se les dejo crecer durante cinco
dias, estos estaban libres de parasitoides y otras contaminaciones) fueron colocados en la
hoja de sorgo. Las mortalidades de M. sacchari fueron evaluadas a las 24, 48 y 72 h a 25
°C+1y64+0.4% de HR. Los estudios fueron realizados del 14 al 24 de julio de 2015
(durante 11 dias). Los datos de mortalidad fueron analizados con la prueba de Fisher
(LSD) (p<0.05), ANOVA (Statistica 12, StatSoft inc., Tulsa, EE.UU.).

1c. Pruebas en invernadero (tres cepas) contra M. sacchari

Las plantas individuales de sorgo (semillas de Pioneer B3G19, no tratadas) fueron
cultivadas en macetas el 5 de junio de 2015 y emergieron una semana después. Dos
pulgones adultos de M. sacchari fueron colocados en las plantas individuales el 24 de julio
de 2015. Estas plantas fueron colocadas estantes que tenian una cubierta de maya, para
evitar la entrada de otros insectos y estaban divididos en cuatro secciones en invernadero
a 24°C + 0.7 % y 63 + 0.6 % de HR. Después de cinco dias, se realiz6 un conteo previo
de las poblaciones de pulgones sobre las hojas. Posteriormente, las suspensiones de
esporas fueron preparadas con B. bassiana-2883 a la concentracion de 6.882 x 10 ’
esporas/mL, Metarhizium brunneum-3738 a la concentracion de 5.190 x 10 " esporas/mL,
e Isaria poprawskii -7028 a la concentracion de 5.465 x 10 ’ esporas/mL y aplicadas por
aspersion a las plantas, junto con el testigo (agua). Los conteos de pulgones vivos fueron
realizados durante el 4, 7, 11 y 14 dias después de las aplicaciones de los hongos. Se

realizaron cinco repeticiones por tratamiento.

1d. Pruebas en campo contra M. sacchari

Las pruebas de campo, se efectuaron en los terrenos experimentales de Texas A&M
University, AgriLife, ubicado en Weslaco, Texas, USA. Se aplicaron dos cepas, B.
bassiana-2883 y M. brunneum-3738. Se realiz6 un conteo previo en las plantas de sorgo
de la poblacion de M. sacchari, el 5 de agosto del 2015. Un dia después, se prepararon las
suspensiones de esporas, para obtener 7.025 x 10 7 esporas/mL de M. brunneum-3738 y
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6.907 x 10 " esporas/mL de B. bassiana-2883, en comparacion con el agua como testigo.
Las parcelas estaban conformadas por cuatro filas de plantas del cultivo de sorgo, que
tenian 120 dias de haber emergido. Posteriormente, fueron rociadas en la parte foliar, con
bomba agricola montada en tractor, el 6 de agosto de 2015. EI cultivo de sorgo (DKS37-
07) se encontraba localizado al Oeste de la estacion (FT1027-1 8.608/AC) y las plantas
tenian 101.6 cm de separacion entre hileras. Las condiciones del clima (temperatura y la
humedad relativa), al momento de ser aplicadas las suspensiones de esporas fueron de 29
°C y 77 %, respectivamente. Para el conteo, dos hojas fueron tomadas por planta (hoja
posterior e inferior de la planta) al azar por parcela y se comenzd desde la parte oriente de
la parcela en dos filas de cada parcela, durante el 6, 8, 14 dias posteriores a la aplicacion

y el conteo previo.

Parte 2. Induccion de M. brunneum como endéfito en plantas de trigo

2a. Preparacion de semillas para la obtencion del hongo endéfito M. brunneum

La cepa Metarhizium brunneum, fue proporcionada por el Departamento de Parasitologia
de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro, esta identificada en una coleccion
de hongos como 6M11, posteriormente en un bioensayo este hongo se recupero de plantas
de limon (Citrus) (Fig.6 Ay B). Las semillas de trigo que se utilizaron para la inoculacion
del hongo M. brunneum y testigo, fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio (NaClO)
al 1 %, alcohol al 70 % durante 1 minuto y posteriormente se hicieron lavados cinco veces
con agua destilada estéril. Se hizo una suspension de esporas (100 mL de agua estéril y
3.475 x 107 esporas/mL); posteriormente el conteo de esporas en la cdmara de Neubauer
Marienfeld (0.1 mm). Las semillas se remojaron en la suspension de esporas (10 minutos)
y también se espolvorearon en cajas Petri con esporas secas (Tefera y Vidal, 2009), luego
se colocaron en el sustrato (suelo). En el testigo, las semillas de trigo fueron desinfectadas,
pero no inoculadas con el hongo. Después de 7 a 8 dias, las plantas de trigo
(presumiblemente colonizadas por el endofito) fueron obtenidas. Para comprobar que la
cepa fungica fue en efecto patogénica, los pulgones alados adultos fueron inoculados por

inmersion en una suspension de esporas (1x102 esporas/mL) y se colocaron en cajas Petri
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con secciones de hoja de trigo y mantuvieron himeda durante siete dias; el desarrollo de
hongos y mortalidad de los pulgones fueron observados.

2b. Recuperacion del endofito en plantas de trigo

Para el aislamiento del enddéfito de las plantas de trigo, hojas y raices fueron desinfectadas
en alcohol al 70%, hipoclorito de sodio (NaClO) al 1%, durante 30 segundos y se
realizaron cinco lavados con agua destilada estéril. Posteriormente, se licuaron hojas y
raices por separado durante un 1 min en 40 mL de agua destilada estéril con Bionex® al
0.5 % (componente comercial alcohol tridecilico polioxietilenado 20.2%, Nonil fenol
polioxietilenado 5.20%, propilenglicol 5.50%, Arysta LifeScience, México, S.A. de C.
V.). 350 uL del extracto de plantas (hojas y raices) licuadas fueron agregadas a cajas de
Petri con CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (C1o Hs2 NBr), aMResco®, Ohio,
U. S.) a la concertacion de 0.3 g/L y 0.15 ¢g/L y antibiotico doxiciclina al 1 g/L
(Valsyn®NF, Pisa, México, S.A. de C. V.) y PDA (Agar Papa Dextrosa). Dos semanas
después de procesar en el laboratorio los extractos de las plantas inoculadas de trigo en
medios selectivos, las colonias de los hongos se observaron al microscopio, donde se
confirmaron las caracteristicas taxonémicas del hongo, posteriormente las colonias de M.

brunneum fueron contadas en el tratamiento y el testigo.

2c. Efecto del hongo enddéfito M. brunneum sobre poblaciones de R. padi en trigo

El pulgdn, R. padi, fue obtenido en el bajio de la Universidad Autdnoma Agraria Antonio
Narro. Las plantas de trigo (Triticum spp), junto con los pulgones, fueron propagadas a
nivel de invernadero y asegurandose que estuvieran libres de parasitoides. Posteriormente,
para el experimento un pulgdn hembra (tomado de las colonias de pulgones) fue colocado
en plantas inoculadas con endofito de 23 dias de haber emergido (20 plantas/maceta) para
iniciar el crecimiento de la poblacion a 25 + 2°C y humedad relativa de 21.2 + 3%
(parametros del experimento).

Diez macetas para testigo y diez macetas con plantas inoculadas con el hongo fueron
utilizadas. Los conteos de las poblaciones de pulgones fueron tomadas en cinco fechas
distintas dentro de los 17 dias después de la infestacion, para determinar el crecimiento de
la poblacion en el tratamiento (plantas con el hongo) y plantas de control.
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RESULTADOS Y DISCUSION

la. Bioensayo en laboratorio contra M. sacchari

Los bioensayos con porta objetos mostraron una mortalidad baja de M. sacchari con
Triton® X-100 en comparacién con Tween® 20 para ambos adultos y ninfas de M.
sacchari, a las 24 h (Tabla 2). La mortalidad para los pulgones adultos a las 24 h fue de
65 %, 15 % y 20.1 % con Tween®20, Triton® X-100 y el testigo (agua), respectivamente
y con una (p<0.05 and F (2,9) =7.18) a las 24 h. Las ninfas mostraron un alto porcentaje de
mortalidad del 100% a las 48 h en todos los casos. La progenie de los pulgones adultos
mostraron sobrevivencia del 65 = 0.17 % con Triton® X-100 en comparacion con
Tween® 20, (0 £ 0%) (Tabla 2). Los surfactantes utilizados, son para humedecer las
esporas y romper la tension superficial del agua, debido a que en algunos casos las esporas
pueden ser hidrofébicas (Sevim et al., 2012); estos no deben matar a los insectos, por esta

razon se utilizé el surfactante Triton® X-100 a una concentracion mas baja.
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Tratamiento  Concentraci06 Mortalidad Mortalidad Progenie/hembra
n de los de los de las s (X £ SEM)
surfactante  adultos (%) ninfas (%)
(X+SEM) (x£SEM)
24 horas
Testigo 0 20.1+8.16a 46.2+851a 05x0.23
Tween 20 0.05% 65.0+£152b 95.1+5.4Db 00
Triton X-100 0.05% 151+53a 60.3x14.1a 0.65+0.17
F- valor 7.18 (F2y9) 6.37 (F2,9)
p- valor 0.01365 0.000015
48 horas
Testigo 0 70+19.14 100+ 0 0.65+0.21a
Tween 20 0.05% 85 +9.57 100+ 0 0£0b
Triton X-100 0.05% 800 100+ 0 055+0.13a
F- valor 6.3 (F2,9)
p- valor 0.01945

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad y supervivencia de ninfas, adultos y progenie de M.

sacchari, probados con los surfactantes Triton® X-100 y Tween® 20 a la concentracion

0.05%, para el bioensayo en laboratorio. Letras diferentes son significativamente
diferentes (p < 0.05), ANOVA vy prueba de LSD. X representa la media, SEM, el error

estandar y el % de mortalidad de M. sacchari.
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Para el bioensayo en laboratorio con las seis cepas de hongos entomopatdgenos, se redujo
la concentracion al 0.02% del surfactante Triton® X-100, la cual no afecto las esporas de
los hongos y los pulgones. Donde se encontro diferencia significativa (p< 0.0001 y F,
126) = 12.96). Los porcentajes de mortalidad mas altos (x £ SEM) de M. sacchari a las 72
h fueron obtenidos por B. bassiana-2879 (90% + 0.81), seguido de B. bassiana-2883
(87.55% + 0.81), M. brunneum-3738 (82% + 0.73), I. fumorosea-5260 (76.0 % + 0.87),
I. fumorosea-3322 (86% + 0.24), . poprawskii -7028 (65.55 % + 0.48) en comparacion
con el testigo (agua) (45.28% = 0.37), y el Triton® X-100 (55.51 % £ 0.51) (Fig. 8), el
efecto de los hongos fue mejor a las 72 horas en comparacion con los otros tiempos, esto
indica que es més efectivo a largo plazo.
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T: Testigo

T: Triton X-100

T: B. bassiana -2883

T: I. poprawskii -7028
T: M. brunneum -3738
T: I. fumosorosea- 5260
T: B. bassiana -2879

T: I. fumosorosea -3322

Figura 8. Los porcentajes de mortalidad mas elevados de los pulgones: B. bassiana
(90.0%), I. fumosorosea (86.0%), M. brunneum (82.0%); testigo (45.2%) a las 72 horas.
Letras diferentes = dif. significativas (LSD p< 0.05). Anélisis de Fisher y ANOVA.

1b. Experimento en Invernadero de tres cepas

En este estudio se utilizaron cinco plantas por tratamiento, la cepa Metarhizium

brunneum-3738 tuvo baja poblacion por planta de M. sacchari (F3122) = 6.13; p=
0.000641) (x £ SEM) 12.16% + 4.26 comparado con B. bassiana-2883 (34.60 % * 12.92)
e |. poprawskii- 7028 (51.80% + 13.18), donde la poblacion era alta e indistinto con el

testigo (34.60£15.79), se muestra efectividad con M. brunneum-3738 para invernadero en

14 dias después de la aplicacion del hongo.



23

0

4 T: Testigo
so| B T:I poprawskii-7028
4 T:M. brunneum-3738
so0l £ T:B bassiana-2883 o
- £
F(3, 122 6.13 p= 0.000641 b
40 v

Poblacion de M. sacchari / plantas

1 dia 4 dia 7 dia 11 dia 14 dia

Figura 9. Poblacién de pulgon del sorgo, Melanaphis sacchari en plantas de sorgo,
después de la aplicacién de hongos en invernadero. Se obtuvo menor poblacién en M.
brunneum (12.16% + 4.26). Las letras diferentes muestran diferencia significativa
(LSD, p< 0.05).

1 c. Experimento en campo de dos cepas

En el estudio en campo, la poblacion por planta de M. sacchari, fue significativamente
baja (Fis7) = 4.08; p =0.022), en las plantas de sorgo tratadas con B. bassiana-2883
(59.35% + 12.44), en comparacion con el testigo (64.94 % + 13.39) y M. brunneum-3738,
(139.63 % + 53.33). Antes de hacer las aplicaciones de los hongos, se contaron las
poblaciones de M. sacchari en las plantas de sorgo, en la parte superior e inferior de las
platas en el campo de Texas A&M University AgriLife Extension, durante los dias 6, 8, y
14,
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Figura 10. Poblacion de pulgdn del sorgo, Melanaphis sacchari en plantas de sorgo,
después de la aplicacidn de hongos en campo. Hubo diferencias significativas solamente

entre Beauveria y el testigo para una fecha Analisis de Fisher (LSD).

En un estudio similar en laboratorio, B. bassiana fue probado contra diferentes especies
de pulgones, donde obtuvieron mortalidades altas de Schizaphis graminum (90 %) en el 2
dia, R. padi, Brevicoryne brassicae (100%) en el 7 dia, Lipaphis erysimi (50%) en el cuarto
dia a diferentes concentraciones de hongo (1x10°, 1x107 and 1x108) al aplicarlo (Akmal,
et al., 2013). En otro estudio probaron 23 aislados de M. anisopliae, M. acridum, M.
anisopliae var. acridum and anisopliae var. majus contra el pulgon verde, Myzus persicae,
obteniendo un 50 % de mortalidad a los 8 dias (Shan y Feng, 2010). Isaria fumosorosea
fue probada contra el pulgdn café de los citricos, Toxoptera citridus, a una concentracion
10" donde no se observo diferencia significativa en comparacion con el testigo (Pick et
al., 2012), en algunos estudios se indica que la temperatura y la humedad relativa pueden
afectar la virulencia de los hongos (Vu et al., 2007). En un experimento en el invernadero,
Beauveria bassiana y Lecanicullium lecanii, fueron probados contra seis pulgones:
Diuraphis noxia, Schizaphis graminium, Metapolophium dirhodum, Sitobion avenae,
Rhopalosiphum maidis y R. padi, donde el hongo con mayor efectividad en cuanto a LC50
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fue B. bassiana (Feng et al., 1990). En el experimento en campo. En un experimento en
campo, tres cepas de B. bassiana fueron aplicadas contra Myzus persicae, en cultivos de
col, en dos fechas diferentes a una concentracion de 2.0 x 108, controlaron a un 87 % la

poblacion de pulgones (Michereff et al., 2011).

2a. Aislamiento de M. brunneum como endofito

Las plantas que fueron inoculadas (350 puL/20 plantas) con Metarhizium, presentaron una
media de 69.1 % + 32.1 (los valores son x +SEM) colonias del hongo recuperadas de las
hojas y 139.1 % + 27.48 de las raices de la colonia de recuento y extractos vegetales que
no se inocularon con el hongo Metarhizium, tenian una media de 0.1% + 0.1 en hojas y
0.08% = 0.32 raices de las colonias del hongo en CTAB a una concentracion de 0.3 g/L
en comparacion (p< 0.0083, F (3, 36) = 4.56); y a la concentracion de 0.15 g/L de CTAB, la
media fue de 1.2% + 1.19 en las hojas, para las raices 2.3% * 2.29 vy los tratamientos no
inoculados 0% + 0 ambos (hojas y raices) comparados (p < 0,0001, F 3, 3s) = 25.06) (Tabla
3) en 10 cajas Petri por tratamiento, indicando que el hongo esta presente como endofito
en hojas y raices después de ser inoculado la semilla de trigo; en comparacion con el
testigo (Fig. 12 y 13). Esto indica que el hongo puede permanecer en la planta durante un
mes o incluso mas, los datos fueron procesados en el analisis de la varianza (ANOVA) de

SAS 9.0, con pruebas de comparacion (Tukey y LSD).

Figura 11. El hongo entomopatogeno endofito M. brunneum. A) Colonia de M.
brunneum en medio con antibidtico, doxiciclina. B). Esporas de M. brunneum, en forma
de bastones (Humber, 2005).
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Concentracion

) No. de Colonias del hongo endofito
Tratamientos de CTABYy
o tratamientos (%)(x £ SE) Hojas
Doxiciclina
Metarhizium 0.3g/L+1g/L 10 69.1+32.1a
Testigo 0.3g/L + 1g/L 10 0.1+0.10b
Metarhizium 0.15g/L+1g/L 10 1.2+£1.19b
Testigo 0.15g/L+1g/L 10 0£0b
p<0.0083 F (3, 36)= 4.56
Raices

Metarhizium 0.3g/L+1g/L 10 139.1£27.48a
Testigo 0.3g/L + 1g/L 10 0.8+£0.32b
Metarhizium 0.15¢/L+1g/L 10 23+£229b
Testigo 0.15¢/L+1g/L 10 0x0b

p<0.0001 F3, 35= 25.06

Tabla 3. La media del nimero de colonias de Metarhizium en 350l de extractos de

plantas (hojas y raices). Dentro de las columnas, nimeros de colonias seguidos por

diferentes letras son significativamente diferentes (p <0.05).

Letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.0001). No existe comparacion

entre hojas y raices. El simbolo x representa la media, SEM y el % de error estandar de

las colonias obtuvo en placa de Petri de M. brunneum.
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Figura 12. Recuperacion del hongo endéfito M. brunneum de las hojas de la planta de
trigo en medio selectivo, CTAB vy antibidtico, doxiciclina. El testigo (hojas, 12 A (0.3
gr/L) y 12 C (0.15 gr/L)), las plantas no inoculadas con el hongo, el endofito, M.
brunneum, no surgié de las plantas. En plantas inoculadas con el hongo M. brunneum
emerge de las hojas, 12 B (hifas sélo en 0.15gr/L), 12 D (colonias con escasa

esporulacién, en 0.3gr/L).
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Figura 13. Recuperacién del hongo endofito M. brunneum de las raices de las plantas
de trigo en medio selectivo, CTAB vy antibiotico, doxiciclina. El testigo (raices, 13 A
(0.15gr/L) y 13 C (0.3 gr/L)) las plantas no inoculadas, M. brunneum no surgen a partir
de extractos de plantas. En las plantas inoculadas, M. brunneum surgido (raices, 13 B
(hifas s6lo, en 0.15 gr/L), 13 D). Abundante esporulacion y desarrollo de numerosas
colonias (13 D en 0.3 gr/L).

2b. Efecto del hongo endofito M. brunneum sobre poblaciones de R. padi

En invernadero, un pulgén hembra fue colocado en las plantas de trigo y se contaron las
poblaciones durante 17 dias. El hongo endofito M. brunneum no tiene efecto significativo
en la poblacion acumulada del pulgon de los cereales, el pulgdn de la avena de la media
de 182.9 + 15.99 y el control 205.6 + 26.38 comparar con p< 0.3400, F (9, 90)= 0.15, en el
dia 14 hubo diferencias significativas p<0.0001 F, 90)= 43.86, pero no para el tratamiento
p<0.9424 F (4,90)= 0.01 (Fig.15) en el andlisis Tipo 111 SS y comparacion de medias (Tukey
y LSD), el end6fito no tiene efecto sobre los pulgones indirectamente. Cuando las esporas
del hongo se aplican directamente a los pulgones, la cepa infecta claramente los pulgones
causando infecciones letales y matando a los pulgones de 3-4 dias.
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Figura 14. A. El pulgon de los cereales (Rhopalosiphum padi). B. EI pulgén de los

cereales infectado por M. brunneum.
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Figura 15. Cantidad de pulgones en plantas de trigo inoculadas por el hongo endofito

M. brunneum (182.9% + 15.99) y no inoculadas (Testigo) (205.6% + 26.38) p <0.3400.
ANOVA SAS 9.0, Tukey y LSD.
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Otros trabajos similares en donde se utilizaron tres diferentes concentraciones de
suspension de esporas de tres diferentes cepas del hongo Metarhizium, aplicaron las
suspensiones de esporas en la base de plantas de 14 dias de haber emergido e inocularon
las suspensiones en cajas Petri con PDA con cloranfenicol 0.5 g/L y agar de malta, los
extractos de hojas, tallos y raices, obtuvieron el 33 % de las cepa Ma 8 en hojas, el 83%
Ma 8 y 50% de Ma 2 en raices (Garcia et al., 2011). En un estudio similar, donde
inocularon semillas de sorgo en 1 x 10 & esporas/mL de suspension de hongos y se les dejo
sobre sustrato estéril durante 20 dias, posteriormente los extractos de las hojas y raices,
fueron aplicados a medio de cultivo con agar y Dodine, donde recuperaron un 32% de las
hojas y un 48% de las raices colonizadas por el hongo entomopatdgeno B. bassiana
(Tefera y Vidal, 2009). Probaron el hongo Acremonium strictum, que esta restringido a
raices; lo inocularon en plantas de Vicia faba con una suspension de esporas de 10 ¢ mL,
esto redujo la alimentacion de Aphis fabae (Jaber y Vidal, 2009). En invernadero, fueron
inoculadas cepas de B. bassiana y P. lilacinum, en semillas de plantas de algodon, en una
suspension esporas de 1 x 10 8y 1 x 10 7, en los que se probaron tres experimentos con
cada uno los hongos como endofitos contra Aphis gossypii. Hubo una alta mortalidad por
B. bassiana (57%) y P. lilacinum (60%) en comparacion con el testigo (10%) (Castillo et
al., 2014). En un estudio, un hongo enddéfito Neotyphodium coenophialum probado en
gramineas de Lolium arundinacea contra pulgén R. padi, no afectd a estos pulgones, pero
consiguieron que las colonias de pulgon que se encontraban en las plantas con los hongos,

no produjeran afidos alados (Zust et al., 2008).



31

CONCLUSIONES

Los hongos entomopatdgenos pueden ser aplicados directamente a los insectos plaga y
causar infeccién, dependiendo de las especies de hongos puede variar la virulencia y la
patogenicidad. Varias cepas de Beauveria bassiana-2879, Beauveria bassiana-2883,

Isaria fumosorosea-3322 y Metarhizium brunneum-3738 tienen potencial para controlar
M. sacchari. La mortalidad més alta fue a las 72 horas en el laboratorio, en invernadero
puede tardar 7-14 dias. Para campo, hubo pocas diferencias significativas entre los hongos
y el testigo; sélo B. bassiana produjo reducciones.

Estos hongos también son capaces de colonizar como endofitos en las plantas; pueden
estar de manera natural dentro de ellas o se puede inducir al endofitismo en éstas. EI hongo
entomopatdgeno enddfito Metarhizium brunneum es capaz de colonizar y desarrollarse
dentro de las plantas durante al menos 40 dias después de la inoculacion de hongos; puede
colonizar las plantas de trigo como enddfito tanto en hojas como en raices, pero no causar
dafo a los pulgones, en plantas colonizadas y no colonizadas. En necesario continuar

investigando las interacciones entre hongos entomopatdgenos y plagas agricolas.
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