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INTRODUCCION

Los escarabajos descortezadores del género
Dendroctonus e Ips son plagas forestales de
mayor importancia debido a que afectan tanto a
arboles individuales, grupos compactos de
individuos o masas forestales de cientos de
hectareas.

UGA0010113

Fuente: Andrew J. Boone.
http://www.insectimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=0010113#sthash.VPFvz8y2.dpuf



chalcographus,

Susceptibilidad

typographus (Kreutz et al., 2004).

Aislamiento

ANTECEDENTES

Evaluacion de

Estrategias
prometedoras

Ips

« Pityogenes
Trypodendron lineatum, Scolytus
scolytus (Barson, 1977) e

Doberski J. W. et al., (1980) que realiz6

Evaluacion de
cepas

aislamiento de Beauveria bassiana
ontrando la forma conidial en corteza
| suelo de la base de arboles, donde
servo que los conidios presentes en la
orteza se originaron de insectos
nfectados sobre o debajo de corteza.

» Pabst G. S. y Sikorowski P.P., (1980)
aplicaron B. bassiana, Paecilomyces
viridis y M. anisopliae con larvas de
D. frontalis y determiné DL50 y DL90

*Doberski J. W., (1981) prob6 a B.
bassiana, M. anisopliae en adultos de

Scolytus scolytus, y a Paecilomyces
aplicado a larvas , concluyendo que

B. bassiana fue mas patogénico.

*Sanchez et al., (2007) aplico B.

bassiana en agua a D. mexicanus
sin encontrar diferencias
significativas con el testigo

*Rivera et al., (2009) evalud la
efectividad de cepas comerciales

de B. bassiana para el control del
D. mexicanus en solucién acuosa
trozas almacenadas en

sobre

botes de acero galvanizado. Las

pruebas de aislamiento mostraron

que en ningln tratamiento se
dichos

aplicaciones

present6 infeccién por
hongos.

*Zhang et al., (2010) prueba el

gran potencial de B. bassiana
manejo de algunas
escarabajos

para el

especies de

descortezadores incluyendo la
combinar.su

posibilidad. . de
efectividad con trampas cebadas
con semioquimicos




v'.Los hongos entomopatdgenos (HE) son importantes enemigos naturales
de muchas especies de insectos y de acaros debido a :

v'Capacidad patogénica

v'"Minimo efecto negativo en el ambiente

Desarrollo de alternativas
comerciales para el control de
plagas de importancia economica
(Alatorre, 2000; Roy et al., 2010)

v'Mejorar su eficacia y su permanencia en campo. (Bastidas, 2009).

v'Principal limitante en el uso de los HE: proporcionar las condiciones
adecuadas como humedad relativa alta y temperatura para que inicie el
proceso de infeccion

Formulacion.
(Alatorre, 2000; Cardona, 1998).



El desarrollo de la enfermedad por HE en un
Insecto esta dividido en tres fases:

(1) adhesion y germinacion de la espora en la
cuticula del insecto

(2) penetracion en el hemocele

(3) desarrollo del hongo, que generalmente
resulta en la muerte del insecto

Referencia: (Tellez- Jurado et al., 2009)



Carballo (2001) reporta que los
HE en formulaciones oleosas
han dado buenos resultados :

U Mejor adherencia de los
conidios a la cuticula hidrofobia
de los insectos

O Mayor sobrevivencia de
conidios

O En adicion con el agua
contenida en la formulacion
favorece al proceso de
germinacion

U Emulsiones de hongos:
aceites soya (Carballo 2001)
aceite de girasol y de maiz
(Bastidas et al. 2009)

citrolina (Gallegos-Morales et
al., 2005)

B)

Figura. Conidios y conidi6foros A) Beauveria
bassiana B) Metarhizium anisopliae

Se ha empleado mayormente a B.
bassiana contra plagas de interés
agricola en formulaciones secas
usando sustratos solidos como
arroz (Carballo 2001; Gallegos-
Morales et al., 2005) y
formulaciones liquidas.




JUSTIFICACION

Los métodos autorizados para el control
y manejo de los descortezadores han
provocado, un desfasamiento en el que
la plaga va siempre adelante; debido a
que Iimplica un aprovechamiento
maderero propiciando abusos y grave
Impacto

Esta problematica se hace mas evidente
en Areas Naturales Protegidas.

0 fe N RS ¢ i ’v“’
Se requiere de mas opciones para el manejc
y control que resulten efectivas, practicas &
nivel operativo y de bajo impacto, para s
manejo y control particularmente en zonas
en las que los métodos tradicionales resulta
inviables como es el caso de las Areas
Naturales Protegidas.




OBJETIVO GENERAL

Evaluar |la susceptibilidad de  escarabajos
descortezadores de los géneros Dendroctonus e Ips
a la Iinfeccibn con hongos entomopatdogenos
Beauveria bassiana Yy Metarhizium anisopliae
Inoculados en pruebas de laboratorio y determinar el
tipo de formulacion adecuada de estos hongos para
su aplicacion en condiciones de campo con fines de
control de los descortezadores.



OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar la viabilidad de las esporas de las cepas de
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.

oEvaluar |la efectividad de B. bassiana y M. anisopliae en
diferentes concentraciones para el control de escarabajos
descortezadores de los generos Dendroctonus e Ips.



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron los hongos B. bassiana y M. anisopliae, de las
cuales se adquirieron dos cepas comerciales: de Beauveria
bassiana PHC® BEA TRON® en presentacion de polvo
humectable en una concentracion de 1.2 X10'> conidias en 240
gr.; y de Metarhizium anisopliae PHC® META TRON® en
polvo humectable en una concentracion de 1.2 X10'? conidias

en 240 ar. r
~ = > |
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Prueba de Viabilidad y determinacion de las concentraciones

Prueba de
Viabilidad

Determinacion
de las
concentraciones
a usar




BIOENSAYOS

Cuadro No. 2 Correspondencia entre
el factor de dilucion y la concentracion

Se colocaron grupos de
10 adultos de D.
adjunctus en una caja
de Petri con papel filtro

Se inocularon las dos
cepas de hongos en
una cantidad de 10 pl

de esporas

para

los  hongos

entomopatdgenos empleados.

humedecido. a diferentes Factor de Concentracion (esp/ml)
o o : concentraciones * dilucién
Misma teécnica aplicada (Ver tabla 1) . o
con Ips bonanseai Beauveria Metarhizium
bassiana anisopliae
Sol. Madre 6.335x10%0 4.26x1010
101 6.335x10° 4.26x10°
102 6.335x108 4.26x108
103 6.335x107 4.26x107
Se dejaron incubar a ?:sti ggntgl %?Jg ‘;2 104 6.335x106 4.26x106
12°C ap”CO agua destilada 10° 6.335x10° 4.26x10°
106 6.335x104 4.26x104
107 6.335x103 4.26x103
108 6.335x10? 4.26x102

Se conto con 3
repeticiones
observandose a lupa
durante 6 dias

_________________________________________

*Los renglones de
corresponden a las concentraciones probadas

en los bioensayos

color naranja,




Aplicaciéon en trozas de Pinus hartwegi

Preparacion de
Formulaciones:
Acuosa y Oleosa
para ambos cepas
de hongos.

Toma de muestras alos 7y 14

dias después, tomando al azar 3
cuadros de 10X10 cm? en cada
troza y colectando a los adultos

emergentes de cada troza.

Se conservaron a 4 °C = 2 para
su posterior analisis.

Solucién Acuosa: Tween 20 al 0.1%
y las conidias en agua.

Soluciéon Olesosa: Tween 20 al
0.1%, Aceite mineral al 15% vy las
conidias.

En ambas ocasiones se ajusto el pH
a 6 empleando hidréxido de potasio.

Se colocaron en bolsas
de malla de polyester y
se dejaron incubar a 20
°C en cuartos
separados para cada
tratamiento.

En consideracion el
porcentaje de viabilidad:

B. bassiana = 6.8X104
esp/Lto

M. anisopliae = 6.96 X104
esp/Lto

En la aplicacion se uso6
una aspersora manual a
razon de 1 Litro por cada 3
trozas a saturacion y para
el Testigo por triplicado
gue solo contenia agua
destilada.




Numero y longitud
de galerias

NUumero de insectos
en cada estado de
desarrollo,:

Vivos
Muertos

Infectados (con
evidencia de
desarrollo del
hongo),estos ultimos
de mantuvieron en
tubos Eppendorf a
4+2°C.

Técnica de la
impronta por cuatro
puntos usando como
medio de cultivo Agar
Micolégico con
cloranfenicol y
cicloheximida a una
temperatura de 28+
2°C.

Datos de porcentaje
de mortalidad para
cada tratamiento se
efectud un
transformacion Arco-
senica ( p’ = arcoseno
\p ; donde 0>p<1)

Los datos
transformados fueron
sometidos a un
Andlisis de Varianza
(ANOVA) de una via,
seguido de una
prueba de
comparacion de
medias de Rango
multiple de Ryan-
Einot Gabriel-Welsch
(REGWOQ).

Trozas: datos de longitud de
galerias principales (LGP) y
nuamero de galerias
principales (GP) en 100 cm?
de corteza, se aplicé
directamente ANOVA y
REGWQ

En todos los casos se uso
a =0.05.

Se utilizaron los programas
Microsoft EXCEL 2010 y
SASv. 9.



RESULTADOS Y DISCUSION
PRUEBA DE VIABILIDAD

Beauveria bassiana = 85% en el transcurso de 48y 72 hrs de
incubacion.

Metarhizium anisopliae = 87% dentro de las 72 y 96 hrs.
BIOENSAYOS

Las altas mortalidades registradas en los tratamientos testigo no
permitieron un ajuste al modelo matematico del analisis Probit por lo
que se procedid6 a evaluar que formulaciones de los hongos
entomopatogenos provocaron mortalidades significativas
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Figura 16.
Porcentaje de
Dendroctonus
adjunctus muertos,
tratados con
Beauveria bassiana
a diferentes
concentraciones
después de 72 hrs
de incubacién.

Barras con la misma letra son estadisticamente iguales, a = 0.05.
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l' Figura 15. Porcentaje de
b individuos adultos
muertos de
Dendroctonus adjunctus
tratados con Beauveria
bassiana a diferentes
concentraciones

después de 48 hrs de
incubacion.
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Los datos analizados a las 72 hrs de la aplicacion (Figura 16) mostraron
gue el tratamiento que presenta diferencias significativas con respecto al
testigo (ANOVA y REGWQ) correspondi6 a la inoculacion con la
concentracion 6.3X10°, lo cual sugiere que algunas esporas tardan mas en
Infectar a los insectos o0 bien que se requiere de una mayor cantidad de
in6culo para rebasar la respuesta inmune de los insectos y mas tiempo
para definir el curso de la infeccion.

La tendencia inicial con la concentracién de 6.3X107 se mantiene (Figura
15) sin embargo, no se alcanza la diferencia significativa con respecto al
testigo, probablemente debido a un aumento en la mortalidad del testigo o
por la accion de los mecanismos de defensa del insecto que actuan frente
a una concentracion mayor y los mecanismos de patogenicidad del hongo
como lo indican Teéllez-Jurado et al., (2009), que mencionan que los
insectos pueden modificar su comportamiento como una defensa contra los
agentes patogenos.
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Figura 18. Porcentaje de
mortalidad. Aplicacion de

B. bassiana a adultos de
Ips bonanseai a 72 hrs. de
I incubacion.
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NS: ANOVA no significativa, p > 0.05.

Lopez-Castilla et al., 2009, reportan que en
secciones de pino a las 72 hrs de la infestacion
de Ips a las que se les aplico B. bassiana en
solucion acuosa no mostraron diferencias
significativas.
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Figura 19. Porcentaje de

ab
G ab ab mortalidad de D. adjunctus
S - b I | | | inoculados con M.
0 anisopliae después de 72

T 4.26X10° 4.26X107 4.26X10° 4.26X104 4.26X102 hrs.
Concentracion
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Figura 20. Porcentaje de 100 -
mortalidad de =g
Dendroctonus adjunctus :

inoculados con M. 60 -

Porcentaje

ab
I ab ab

ab
anisopliae después de 96
hrs. 2=
20 -
0
-

a
* Efecto dosis-respuesta 4.26i109 4.26X107  4.26X105  4.26X10%

Concentracion

Barras con la misma letra son estadisticamente iguales, a = 0.05.
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|. bonanseai inoculados
con M. anisopliae
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NS: ANOVA no significativa, p > 0.05.
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EVALUACION DE LA INOCULACION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS EN

TROZAS
Longitud de galerias
90
a a
80
vDato mas 4 b o
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asociado a la =
actividad de 30
adultos vivos. =
10
0
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Tratamiento

Figura 23. Promedio de longitudes de galerias principales por tratamiento con cada hongo
entomopatogeno en las diferentes soluciones (Bb SA: Solucion Acuosa de Beauveria bassiana; Bb SO:
Solucion Oleosa de B. bassiana; T Bb: Testigo B. bassiana; Ma SA: Solucion Acuosa de Metarhizium
anisopliae; Ma SO: Solucion Oleosa de M. anisopliae, T Ma: Testigo M. anisopliae).14 dias después de la
aspersion.

Barras con la misma letra son estadisticamente iguales, a = 0.05.



NUmero de galerias

NS
12 =
1
| 1
10
b
3 b
o
g
5240
&
o
4
2
0
Bb SA Bb SO T Bb Ma SA Ma SO T Ma

Tratamiento

Figura 24. Promedio del numero de galerias principales registradas a los 14 dias de

la aplicacion de los tratamientos Solucion Acuosa y Oleosa con B. bassiana y M.
anisopliae. Bb SA: Solucion Acuosa de Beauveria bassiana; Bb SO: Solucién Oleosa
de B. bassiana; T Bb : Testigo B. bassiana; Ma SA : Solucion Acuosa de Metarhizium
anisopliae; Ma SO: Solucion Oleosa de M. anisopliae, T Ma: Testigo M. anisopliae.

Barras del mismo color con la misma letra son estadisticamente iguales,
NS: ANOVA no significativa, p > 0.05 a = 0.05.



Numero promedio de individuos encontrados
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Figura 25. Numero promedio de individuos vivos y muertos encontrados en los estadios de larvas (LV:
larvas vivas, LM: larvas muertas), pupas (PV: pupas vivas, PM: pupas muertas) y adultos (AV: adultos
vivos , AM: adultos muertos), encontrados en todos los tratamientos Bb SA: solucion acuosa de B.
bassiana; Bb SO : solucién oleosa de B. bassiana; T Bb : Testigo B. bassiana; Ma SA : solucién acuosa
de Metarhizium anisopliae; Ma SO: solucion oleosa de M. anisopliae, T Ma: Testigo M. anisopliae) con
los respectivos testigos en la toma de muestra: 14 dias
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Figura 26. Porcentaje de adultos vivos y muertos tratados con M. anisopliae en solucion
acuosa (Ma SA) y oleosa (Ma SO) y el Testigo. Las muestras se tomaron a los 14 dias
posteriores a la aplicacion a las trozas.

NS: ANOVA no significativa p > 0.05.



v'Los tratamientos en solucidon oleosa provocaron
mayor mortalidad, en el tratamiento con B. bassiana
(BbSO) se observaron los valores mas altos de

mortalidad. s :
90
s 80
Formulacion
Oleosa = 92.30% 70
Formulacion 60

Acuosa= 34.78 %

Porcentaje

Testigo =17.785 o =% Muertos
40 % Vivos
30
20

10

0

Bb SA Bb SO TBb
Tratamiento
Figura 27. Porcentaje de adultos vivos y muertos en el tratamiento con B. bassiana en

solucion acuosa (Bb SA) y solucion oleosa (Bb SO) y el Testigo a los 14 dias después de
la aplicacion.

Barras con la misma letra son estadisticamente iguales, a = 0.05.



AISLAMIENTO

Observaciones de los individuos infectados y posiblemente infectados

Figura .A) Galeria con sospecha de infeccion por hongo. B) Interior de cimara de pupacion mostrando
crecimiento de hongo. Vista a lupa.

Figura . Capsula cefalica de larva
con presencia de hongo




Materiales y método
Pruebas de campo

O

Se seleccionaron arboles de la especie Pinus hartwegii con sintomas de ataque reciente por
Dendroctonus adjunctus en el Parque Nacional Nevado de Toluca




MATERIAL Y METODOS

« Cada formulacién de Hongos
entomopatdgenos se aplicé en 6
arboles seleccionados al azar.

« Para la aplicacion se utilizé una
aspersora de mochila, asperjando la
corteza a saturacion, desde 0.5 m de la
base del arbol hasta una altura de 4 m
aproximadamente.

* Previo a la aplicacién del tratamiento
se tomdé una muestra de la corteza de
10 x 10 cm de cada arbol inoculado de
la manera anterior para cerciorarnos
gue hubiera galerias en el interior de la
corteza.



Elaboracién y aplicaciéon de los tratamientos
Tratamiento 1. Solucién oleosa de Beauveria bassiana

Se utilizé un producto comercial del hongo Beauveria bassiana
(PHC® BEATRON®) en formulacién oleosa a una concentracién
de 9.1 X 10° conidias/L.

Se pesaron 15 g del producto (PHC® BEATRON®), los cuales
de agregaron a 5.943 L de agua; la mezcla se agito, después se
agrego 1.05 L de aceite mineral y 7 ml de Tween® 20
(polisorbato 20), todo para dar un total de 7 litros de solucién.

Por ultimo, se ajusté a 6.5 el pH de la solucién utilizando
hidréxido de potasio. Se aplicé un factor por evaluacion de
viabilidad de las esporas de 85 % para B. bassiana.

Tratamiento 2. Solucion oleosa de Metarhizium anisopliae

El segundo tratamiento se elaboré de la misma manera que el anterior, unicamente sustituyendo
el producto comercial de B. bassiana por su homélogo de Metarhizium anisopliae (PHC®
METATRON®). Se aplicé un factor por viabilidad de las esporas de 87 % para M. anisopliae
(Nolasco 2013), teniendo entonces una concentracion de



Analisis estadistico

Para los datos de
mortalidad de insectos en
cada tratamiento, se
calcul6 el porcentaje de
individuos muertos y
debido a la abundancia de
datos con valor cero se

aplicé la prueba no-
paramétrica de ANOVA de
Rangos de Friedman,

Analisis estadistico

Los datos de nimero de
galerias y longitud de
galerias fueron sometidos a
un proceso de deteccion de
datos aberrantes de
acuerdo al criterio del
intercuartil (LI= Q1-(1.5
IQR) ; LS=Q3+(1.5 IQR).

Analisis estadistico.

« Se analizaron los datos de
longitud de galerias
principales (LGP) y
namero de galerias
principales (GP) en 100
cm? de corteza, se aplico
directamente ANOVAy
REGWQ En todos los
casos se uso a =0.05.

« Se utilizaron los
programas Microsoft
EXCEL 2010y SAS v. 9.




RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de viabilidad

En un primer lote de hongos entomopatégenos se observaron niveles muy bajos de
viabilidad (debajo del 25%) y se descart6 el lote.

En un segundo lote se obtuvo:
Beauveria bassiana = 85%

En 48y 60 hrs de incubacion.

Metarhizium anisopliae =87%

Con 72Y 96 hrs de incubacion.



Aplicacion de los
formulados oleosos
de B. bassianay de
M. anisopliae




Porcentaje de Individuos Vivos y Muertos.
ANOVA NS

Porcentaje
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Promedio de Galerias Principales

Numero
6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0 -

0.0 -

B. bassiana M. anisopliae Testigo  Tratamiento

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (o=0.05).




Longitud Promedio de la de Galerias
m Principales
35.0
a
30.0
25.0 a
20.0
15.0
b

10.0

5-[] 3

0.0

B. bassiana M. anisopliae Testigo  Tratamiento

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes (o=0.05).




CONCLUSIONES

> Es importante realizar pruebas de viabilidad a la cepa a emplear para que con base
en los resultados se pueda tomar una decision adecuada para su uso,
particularmente en lo referente a la formulacion operativa. Estos resultados pueden
variar mucho en funcion del lote incluso dentro de una misma cepa o marca.

v'En la evaluacion en el laboratorio de la efectividad de las concentraciones de HE para
el control de Dendroctonus adjunctus e Ips bonanseai, las concentraciones de esporas
que produjeron resultados significativos para el caso de B. bassiana 6.3x107 y 6.3X107
mientras que para M. anisoliae 4.26X10”.



Continua ....CONCLUSIONES
PRUEBAS DE LABORATORIO

v'Para el caso de Ips bonanseai, no se observé aumento significativo de
la mortalidad al inocular con los hongos entomopatogenos B. bassiana ni
con M. anisopliae.

v'Los adultos de Ips bonaseai parecen ser menos susceptibles a la
infeccion por B. bassiana y M. anisopliae

v El aislamiento de los hongos entomopatdgenos de los individuos
infectados no fue exitoso por lo que se sugiere la aplicacion de técnicas
especificas que complementarian el trabajo.



CONCLUSIONES

» Los resultados indican que la inoculacion con Beauveria
bassianay Metarhizium anisopliae en adultos D. adjunctus,
tiene un efecto significativo en la disminucion del ntmero de
galerias y de la longitud de galerias.

»Las concentraciones de esporas que produjeron resultados

significativos con Dendroctonus adjunctus, tueron: B. bassiana
9.1 X10” ; para M. anisopliac 9.3X107

» Los resultados de la aplicacion en laboratorio y campo,
indican que la formulacion oleosa de B. bassiana tue la que
tuvo mayor impacto sobre msectos descortezadores
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