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RESUMEN GENERAL

EFECTIVIDAD DE ENTOMOPATOGENOS EN EL COMBATE DEL MOSCO
FUNGOSO Bradysia impatiens JOHANSEN 1912 (DIPTERA: SCIARIDAE)?!

El mosco fungoso negro, Bradysia impatiens, es una plaga de primer orden en
viveros de coniferas con sistema de produccién en contenedor. Se evalud el
efecto de cuatro organismos entomopatdogenos de cepas comerciales, en el
control de mosco fungoso negro. Mediante bioensayos en condiciones de
laboratorio, se probaron cuatro entomopatégenos en larvas jovenes del mosco
fungoso. Las tasas de mortalidad se analizaron a través del ajuste de un modelo
lineal generalizado con funcion de liga logit. Las tasas de mortalidad fueron: la
bacteria Bacillus thuringiensis var israelensis, 87%; el nematodo Steinernema
feltiae, 84%; los hongos Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana fueron
77% y 74% respectivamente. Un control positivo con insecticida tuvo un 100% de
mortalidad y el control negativo un 6%. Se confirmaron diferencias significativas
(p = 0.0055) con el control negativo. Estos microorganismos se pueden utilizar
como tactica de control bioldgico para el mosco fungoso.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis var. israelensis, Beauveria bassiana,
control biolégico, Metarhizium anisopliae, Steinernema feltiae.

! Tesis de Maestria en Ciencias, Programa de Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales,
Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Miriam Guadalupe Huerta Vazquez

Director de tesis: Dr. David Cibrian Tovar
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ABSTRACT

EFFICACY OF ENTOMOPATHOGENS IN THE CONTROL OF THE FUNGUS
GNAT Bradysia impatiens JOHANSEN 1912 (DIPTERA: SCIARIDAE)?

The Black Fungus Gnat, Bradysia impatiens, is a main pest in conifer nurseries
with a container production system. Evaluate the effect of four entomopathogenic
organisms of commercial strains, in the control of black fungus gnats. Through
bioassays in laboratory conditions, four entomopathogens were tested in young
larvae of black fungus gnats; mortality rates were through the fit of a binomial
generalized linear model with logit link function. Mortality rates were: the bacteria
Bacillus thuringiensis var israelensis, 87%; the nematode Steinernema feltiae, 84
%; the fungi Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana were 77% and 74%
respectively. A positive control with insecticide had 100 % mortality and the
negative control 6%. Significant differences (p=0.0055) with the negative control
was confirmed. These microorganisms can be used as biological control tactic for
the Black Fungus Gnat.

Keywords: Bacillus thuringiensis var. Israelensis, Beauveria bassiana, biological
control, Metarhizium anisopliae, Steinernema feltiae.

2 Master of Science’s thesis, Programa de Maestria en Ciencias en Ciencias Forestales,
Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Miriam Guadalupe Huerta Vazquez

Director de tesis: Dr. David. Cibrian Tovar
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1 INTRODUCCION GENERAL

Un vivero forestal es el sitio, en el cual se producen plantulas forestales que
posteriormente seran llevadas a campo para diferentes fines. Debido a esto es
importante cuidar los aspectos técnicos que conlleven a obtener planta de calidad
y asegurar una mayor sobrevivencia en campo. Uno de los aspectos que
requieren especial atencion, es el monitoreo sanitario de la planta y en caso de
existir presencia de poblaciones de insectos u otros agentes patdégenos que
rebasen el umbral econdbmico de dafio, se deben implementar acciones de

control.

Especificamente se estudié el caso de Bradysia impatiens Johannsen, 1912
(Diptera: Sciaridae), al estado adulto se le conoce como mosco fungoso negro
(Black Fungus Gnat) (Menzel et al. 2003; Menzel et al. 2020). Alrededor del
mundo se describe la presencia de este insecto en invernaderos y viveros de
ornamentales y especies forestales, hortalizas y en jardines (White et al. 2000;
Garcia, 2008; Santos et al. 2012; Villanueva-Sanchez et al. 2013; Marin et al.
2015a; Han et al. 2015). Dentro de las principales plagas y enfermedades que
causan pérdidas en viveros de México se encuentran el hongo pudridor Fusarium
y el mosco fungoso Bradysia; de este diptero se reportan ataques severos en
viveros forestales de los estados de Jalisco y México (Cibrian et. al. 2008). Marin
et al. (2015a) reportan por primera vez la ocurrencia de B. impatiens en plantulas
de Pinus montezumae Lamb, 1832, ademas mencionan dafios del 30% a la
produccion en el ciclo 2010-2011. En conclusion, el mosco fungoso negro se ha
convertido en una plaga de primer orden en viveros forestales con produccién en

contenedor de clima templado-frio.

Los dafios que ocasiona Bradysia, son de tipo directo, cuando la larva consume
las finas raices de la plantula y de tipo indirecto, ya que puede ser vector de
hongos fitopatdégenos (White et al. 2000; Cibrian et al. 2008; Marin-Cruz, 2017).

13



Debido a la importancia de esta plaga, se sugiere la aplicacion de una estrategia
de manejo integrado de plagas, en la cual se deben considerar todas las tacticas
de control posibles. Dentro del control bioldgico, se encuentran los organismos
entomopatégenos, los cuales se definen como parasitos obligados o facultativos
de insectos, con una alta capacidad de esporulacién y supervivencia. Sus
mayores ventajas, estan en la manipulacion, adaptacion a diferentes ambientes,
especificidad y capacidad de penetracion directa a través del tegumento
(Allendes, 2007). En la presente tesis se hace uso de organismos
entomopatdégenos como alternativa de control biolégico en el manejo de B.

impatiens, para su aplicacion en viveros forestales.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, el uso de quimicos para el control de poblaciones del mosco fungoso
es comun; no obstante, debido al rapido ciclo del mosco fungoso, en promedio
de 28 dias, y a un uso inadecuado de estos productos, se ha desarrollado

resistencia a varios insecticidas.

Ante este panorama, el presente estudio experimenta el control microbiano con
microorganismos entomopatégenos; especificamente la utilizacién de los hongos
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin y Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, la bacteria Bacilllus thuringiensis var. Israelensis Berliner, y el

nematodo Steinernema feltiae Filipjev.

El estudio se justifica por las ventajas ecolédgicas y econémicas respecto al uso
de insecticidas, lo cual representa una utilidad inmediata a viveristas dedicados

a la produccion de planta en contenedor.
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1.3 OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar, mediante bioensayos en laboratorio, la efectividad de los hongos
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, la bacteria Bacilllus thuringiensis
var. israelensis, y el nematodo Steinernema feltiae en el control de larvas de

mosco fungoso Bradysia impatiens.

Objetivo particular

1. Determinar el organismo entomopatdgeno que ocasiona mayor mortalidad

a larvas de Bradysia impatiens.

1.4 HIPOTESIS

Ho. Ninguno de los microorganismos entomopatdégenos propuestos es eficiente

para el control de B. impatiens.

Ha. Al menos uno de los microorganismos entomopatdgenos propuestos, sera

eficiente para el control de B. impatiens

15
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2. CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

2.1Marco teorico
2.1.1 Generalidades del mosco fungoso

Mohring et al. (2012) realizaron una revision de la familia Sciaridae de
Norteamérica y determinaron que el nombre Bradysia difformis es sinbnimo de
Bradysia impatiens Johannsen, 1912. Por lo cual, se adopta el nombre cientifico
de Bradysia impatiens, cuyo nombre comun es mosco fungoso negro o black
fungus gnat. De esta familia, se han descrito alrededor de 2400 especies en todo
el mundo, en paises como; Estados Unidos, Gran Bretafia, Japon, Rusia,
Espafia, Brasil, Azerbaijan, Republica Checa, Finlandia, Alemania, Holanda,
Suiza, Italia (Menzel et al. 2003).

Descripcién de Bradysia impatiens
Adulto

Los adultos se reconocen principalmente por las siguientes caracteristicas: el ala
es simple y constantemente de color grisaceo-pardo (infuscada); la base de a
vena M es mas larga que la bifurcacion de M; las venas M y Cu presentan la
horquilla (“Y”); son de color pardo oscuro a negro (Marin-Cruz et al. 2017a). La
longitud de adultos varia segun los diferentes investigadores, Mohrig y Menzel
(2009); Mohrig et al. (2012) refieren una longitud mayoritaria de 2-3 mm, mientras
gue Menzel et al. (2003) mencionan que la longitud de su cuerpo esde 1 a 7 mm,
Marin-Cruz et al. (2017a) determind que el tamafio principalmente es de 1-6 mm
de longitud del cuerpo y rara vez mas de 10 mm, Mansilla et al. (2001) los
diferenciaron en términos del tamafio de los diferentes sexos, al demostrar que
los machos de B. difformis son mas cortos (2,5 mm) en longitud corporal que las
hembras (3 mm). Las hembras poseen de forma Unica un abdomen largo y
abultado que termina con un ovipositor, mientras que los machos se distinguen
por un abdomen mas estrecho, que termina con una pinza presil, la cual le

permite sujetar a la hembra (Figura 1).
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Figura 1. Adultos de B. impatiens.

a) Hembra, b) Macho, c) Adulto vista general.

Fuente: Eleusis Llanderal Arango

Huevo

La hembra deposita algunos huevos sobre, dentro o cerca de una fuente de
alimento, de manera que al eclosionar puedan alimentarse inmediatamente.
(Castro, 2017). El huevo es liso y blando, recién ovipositado es de color blanco
lechoso y conforme se desarrolla se torna de color amarillo claro
semitransparente y brillante (Figura 2). La hembra oviposita en promedio 81
huevos individualmente o en grupos (Marin-Cruz et al. 2017a). Miden 0.24 mm
de longitud y 0.16 mm de ancho (Mansilla et al. 2001).
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Larva

Son eucéfalas, con la capsula cefalica en color negro, el abdomen tiene 18
segmentos. La coloracion es blanca y ligeramente traslucida (Figura 2). Dentro
del estado larval se pueden reconocer cuatro instares (Marin-Cruz et al. 2017a).
Normalmente estos estadios se diferencian por su longitud, de acuerdo con las
siguientes medidas: 0,4-0,6 mm (primer estadio), 0,6-1,25 mm (segundo estadio),
1,25-2,5 mm (tercer estadio) y 2,5-4,75 mm (cuarto estadio) (Mansillay Pastoriza
2001). Harris et al. (1995), describe la ocurrencia de larvas a una profundidad de

2 cm, sin embargo, pueden aparecer a profundidades mayores.
Pupa

En esta etapa el organismo utiliza las reservas acumuladas durante la fase
larvaria, la pupa es obtecta; recién formada es de color blanco brillante y después
del tercer dia se vuelve de color dorado brillante (Marin-Cruz et al. 2017a) (Figura
2).

100 UM e

Figura 2. Estados inmaduros de Bradysia difformis.

A) Huevo, vista lateral, B) Larva, vista lateral, C) Capsula cefalica de larva de Gltimo
estadio, vista dorsal y D) Pupa, vista dorsal, lateral y ventral.

Fuente: Villanueva-Sanchez (2013).
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Ciclo bioldgico

De acuerdo a lo citado por diversos autores, la duracién del ciclo se encuentra
estrechamente relacionado a las condiciones de humedad relativa y temperatura.
Marin-Cruz et al. (2017a) menciona un promedio de 30 dias, Mansilla et al. (2001)
menciona que a temperatura de 23+1°C y 70+1% se completa un ciclo de 3-4
semanas, Villanueva-Sanchez et al. (2013) reporta para Bradysia difformis un
lapso de 26-28 dias a 25°C y 70% de HR (Figura 3).

Marin et al. (2016), sefala tres caracteristicas que favorecen la resistencia de
poblaciones de mosco fungoso a los insecticidas organosintéticos: 1) Ciclo de
vida corto (mas de diez generaciones por afio); 2) Especie muy prolifica, y 3)
Traslape de poblaciones y estados (durante todo el afio), aunado a lo anterior, se
hacen aplicaciones frecuentes de insecticidas en periodos cortos (cada 30 dias),
por lo cual crea resistencia a los insecticidas quimicos. Este ultimo punto se debe
tener en consideracion para el manejo del mosco fungoso, como lo menciona
Cloyd y Anderson (2013) esta resistencia se presenta a nivel de la poblacion y es
de caracter hereditario, por lo que cualquier insecto sobreviviente puede pasar

estos rasgos a su progenie.

de 21-31 dias

4-6
- : |

Figura 3. Ciclo de vida de B. impatiens.
Fuente: Marin-Cruz (2019b)

T Duracion del ciclo biolégico 9-16
a-7
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2.1.2 Dafos y relaciones con hongos patdégenos

Aunque los moscos fungosos son principalmente micofagos, también se les ha
descrito como herbivoros oportunistas, lo que los convierte en importantes plagas
de las plantas (Katumanyane et al. 2018). Las larvas consumen la rizodermis,
después perforan la exodermis, y se alimentan de todo el tejido de la raiz, la cual
gueda ahuecada como un tubo. Las plantulas, al no tener una apropiada
comunicacion con la raiz, presentan sintomas de dafios en la parte aérea que se
manifiestan como marchitez, cambio de color, escaso crecimiento, pérdida de
aciculas y vigor (Springer 1995; Pundt, 1999; Marin-Cruz, 2017a).

Los sintomas pueden ser confundidos con alguna enfermedad causada por
hongos, por ejemplo, Fusarium circinatum. Ademas, las larvas y adultos de
mosco fungoso pueden facilitar la infeccién de plantulas al llevar sobre su cuerpo
esporas de hongos patégenos como Pythium, Fusarium, Botrytis y Verticillium,

entre otros (Jarvis et al. 1993; Marin-Cruz et al. 2017a).
2.1.3 Técnicas de monitoreo

La aplicacion de técnicas que nos permitan establecer la presencia de
poblaciones de mosco fungoso, asi como la cantidad de la poblacién, es de
relevancia, a fin de adoptar tacticas de control planificadas. Para el monitoreo de
larvas de mosco fungoso Harris et al. (1995) proponen el uso de discos de papa
y zanahoria lo cual consiste en enterrar las rodajas para atraer a las larvas y

retirarlas una vez por semana (Garcia, 2008; Landis et al. 1989; Pundt, 1999).

Para monitorear los mosquitos adultos Bealmear (2010) recomienda utilizar
trampas adhesivas amarillas, las cuales ademas permiten capturar adultos para
evitar que pongan huevos. Como lo mencionan Katumanyane et al. (2018), estos
dipteros son voladores débiles por lo cual se requiere la colocacion de trampas

pegajosas cerca de la superficie del medio de crecimiento.
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2.1.4 Distribucién e importancia

La distribucion de Bradysia es amplia, se encuentra presente en todos los
continentes en afectaciones a ornamentales, produccion de cultivos horticolas y
en especies forestales. Marin-Cruz (2019b), menciona que B. impatiens ha sido
diseminada por el hombre con el movimiento de plantas. Para el caso especifico
de produccion forestal, Bradysia es reportado en ltalia causando dafios en
viveros de Eucalyptus (Mansilla et al. 2001). En Sudafrica Bradysia ataca las
raices de plantulas de pino en algunos viveros (Hurley et al. 2007; Katumanyane
et al 2018).

Marin et al., (2015b) menciona que, para el vivero forestal de Temamatla, Estado
de México, la poblacién de mosco fungoso negro, causo pérdidas de plantulas
de Pinus montezumae, de hasta el 30% reconociéndola como plaga de primer

orden.
2.1.5 Tacticas de combate

El manejo basicamente es de cuatro tipos; el cultural, que se encuentra
encaminado a las condiciones de higiene y de infraestructura en el vivero; el fisico
gue se basa en la colocacion de trampas; el quimico que considera el uso de
insecticidas y el biologico, este ultimo en aumento. A continuacion, se enlistan
estas tacticas, las cuales son un compendio de Cibrian et al. (2008) y Marin-Cruz
(2019Db).

Control cultural. En el control del mosco fungoso en invernaderos y viveros, la
sanidad e higiene juegan un papel primordial. Las acciones que se realizan son:
remocion de malezas, desinfeccion del sustrato, camas del vivero y de tubetes o
charolas utilizadas en cada ciclo. Se recomienda una buena nivelacion del

terreno, con la finalidad de evitar encharcamientos.
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En caso de usar compostas, se debe verificar que este bien procesada y libre del
mosco fungoso. Se debe revisar el adecuado manejo de la nutricion y fertilizacion
de las plantulas que crecen en el vivero para garantizar su vigor, establecer
laminas de riego necesarias y adecuadas, para evitar problemas de excesos de
agua y mal drenaje (relacionado también con un buen sustrato) y verificar la
adecuada altura de las camas del vivero para evitar microclimas que

proporcionen sombra y humedad (Cibrian et al. (2008); Marin-Cruz (2019b).

Control fisico. El control de los adultos mediante este método consiste en
colocar trampas pegajosas ya sean de color amarillo a una altura de 15 cm del
follaje de las plantas, en una densidad de 10 a 20 trampas por cada 1000 metros
cuadrados. Estas trampas se deben retirar periodicamente (Cibrian et al. 2008;
Marin-Cruz 2019b).

Control quimico. El control del mosco fungoso negro en infestaciones severas
se realiza con insecticidas quimicos. Mansilla et al. (2001) obtuvo resultados
satisfactorios  utilizando  Flufenoxuron, diflebenzuron, azadiractina vy
deltrametrina. Marin-Cruz et al. (2015a) reportan que los insecticidas oxamil,
espirotetramat, imidacloprid, y clorpirifos, son efectivos para el control de las

larvas de la mosca fungosa negra.

Control bioldgico. Es el uso de un organismo para reducir la densidad de
poblacién de otro organismo (Van Lenteren 2012). Esta tactica es eficaz, sin
embargo, Katumanyane et al. (2018) sugiere combinar el control bioldgico con

tacticas de saneamiento cultural, fisico y quimico.

Katumanyane et al. (2018); Cloyd y Dickinson (2006); Landis et al. (1989);
Mansilla et al. (2001); Pundt (1999); White (1999) proponen la utilizacién de esta
tactica mediante la aplicacion de organismos vivos, como agentes de control
mencionan a acaros depredadores, Bacillus thuringiensis subespecie israelensis,

Steinernema feltiae, y S. carpocapsae.

24



Dentro del control biolégico se encuentra el control microbiano; los cuales son
organismos causantes de enfermedades, se denominan entomopatdgenos e
incluyen bacterias, hongos, rickettsias, protozoarios, nematodos y virus. Desde
un punto de vista sustentable, dichos organismos representan una tactica con

alto potencial, sobre todo por las bondades ecoldgicas que ofrecen.

En viveros el control microbiano ha resultado efectivo en larvas. Entre sus
ventajas se encuentra que son de facil aplicacidbn y acceso (se consiguen
comercialmente), ademas, se debe considerar el potencial de organismos
entomopatdégenos nativos, los cuales presentan una mayor adaptabilidad, no
obstante, su principal desventaja es el proceso que conlleva su aislamiento y

estudio.

Para esta investigacion, se estudio la efectividad en el control de larvas de mosco
fungoso que tuvieron los hongos entomopatdégenos Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana, la bacteria Bacilllus thuringiensis var. israelensis, y el

nematodo Steinernema feltiae.
2.1.6 Hongos entomopatégenos (HEP)

Clasificacion taxonémica

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de los hongos entomopatdégenos.

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Géneros principales: Beauveria
Isaria
Metarhizium
Especies de importancia B. bassiana (Bals.) Vuillemin

B. pseudobassiana S.A. Rehner & Humber
I. fumosorosea Wize

M. anisopliae (Metschn.) Sorokin

M. brunneum (Petch)

M. guizhouense Q.T. Chen & H.L. Guo
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Los patdégenos mas utilizados y producidos son los hongos Metarhizium spp y
Beauveria bassiana. El potencial de estos hongos se basa en su capacidad
infectiva, ademas producen numerosos metabolitos secundarios que pueden
utilizarse como agentes de control. Sin embargo, a pesar de su enorme potencial
en los procesos de biocontrol, el uso de HEP se ha subestimado debido al

desconocimiento de sus capacidades (Litwin et al. 2020).
Consideraciones en el uso de hongos entomopatdégenos

Los hongos entomopatdgenos son organismos heterogéneos que desempefian
diversas  funciones  ecolégicas. Por  ejemplo, las  especies  del
género Metarhizium y Beauveria, que se encuentran comunmente en el suelo, no
solo controlan las poblaciones naturales, sino que también forman relaciones
complejas con las plantas. Se describen como enddfitos de raices, tallos y hojas
de plantas (Litwin et al. 2020).

Cafnedo y Ames, (2004), enlistan las principales ventajas:

1. Presentan grados variables de especificidad, pueden ser especificos a nivel de

familia o especies muy relacionadas.

2. Si el entomopatdgeno encuentra las condiciones adecuadas para introducirse
y colonizar un ecosistema, se reproduce y renueva en forma continua, es decir,

se vuelve persistente, haciendo innecesarias nuevas aplicaciones.

3. Se pueden aplicar mezclas de hongos entomopatdgenos con dosis subletales
de insecticidas para lograr efectos sinérgicos superiores a los logrados con

aplicaciones de cada producto por separado.

4. No contaminan el medio ambiente ni afectan al hombre u otros animales

superiores.

5. Cuando el hongo no llega a causar la muerte directamente, se presentan
efectos secundarios que alteran el normal desarrollo del ciclo de vida del insecto.
Estos se denominan insectistaticos (Marin-Cruz et al., 2017b).
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De la misma manera, se deben considerar las siguientes desventajas de hongos

entomopatégenos, Cafiedo y Ames, (2004):

1. Sensibilidad a la variacién de las condiciones climaticas como temperaturas
extremas, desecacion y luz ultravioleta. Estas limitantes estan siendo
contrarrestadas mediante el uso de aditivos (protectores solares, aceites,

antidesecantes).

2. Requieren de condiciones de almacenamiento mas exigentes que las

moléculas inorganicas, para evitar que pierdan su patogenicidad.

3. En general, los insecticidas biol6gicos no matan instantaneamente. Alcanzan
buenos niveles de control entre una y tres semanas después de la aplicacion,
dependiendo de la plaga y del ambiente. Sin embargo, el insecto deja de ser
plaga al ser parasitado por el hongo, deja de alimentarse mucho antes de morir,

disminuyendo el dafo.
Importanciay antecedentes en su aplicaciéon

El hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae tiene alto potencial de afectar
a un amplio rango de insectos, especialmente Orthoptera, Coleoptera y
Lepidoptera. aunque diferentes cepas expresan virulencia especifica a taxones

particulares (Zimmermann, 1993).

Como ya se mencion0, otro aspecto potencial de los HEP son sus metabolitos,
Marin et al. (2018) reportaron en condiciones de invernadero con plantulas de P.
montezumae producidas en tubetes que los metabolitos y conidios de B.

bassiana ofrecen una proteccion de entre el 97-100% durante dos meses.
Generalidades de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

Beauveria bassiana es un habitante natural del suelo y un pardsito obligado de

varias especies de insectos (Zimmermann, 2007).

Las caracteristicas morfol6gicas més importantes de B. bassiana es la siguiente,
Cafiedo y Armes (2004)
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Colonia: la colonia en PDA a los 14 dias es algodonosa a polvorienta, blanca. A
medida que va pasando el tiempo se vuelve amarillenta, cremosa. El revés es de
color rojizo al centro y amarillento alrededor.

Conidi6foros: de 1-2u de diametro donde nacen células conididégenas en grupos

grandes.

Células conididgenas (c.cs.): estan agrupadas formando grupos compactos
grandes y a veces solitarias, en forma de botellitas de 3 a 6 x 3 a 5u. En ciertos
casos, las c.cs. se ramifican formando c.cs secundarias. Al final de las c.cs se

forma un raquis que sostiene las conidias.

Raquis: hasta de 20u de longitud y 1u de diametro, denticulado, que sostiene una

conidia en cada denticula.

Conidias: hialinas, globosas a subglobosas, de 2 a 3 x 2 a 2.3y. que se insertan

sucesivamente en el raquis en forma opuesta.

Figura 4 Bacillus thuringiensis
Fuente: Cruz-Cruz (2020).
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Generalidades de Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
Cafiedo y Armes (2004) realizan la siguiente descripcion:

Colonia: pegada al medio, completamente redonda, de colores olivaceo,
amarillento, verdoso, marron oscuro, dependiendo del aislamiento. Revés

incoloro a marrén, a veces verdoso citrino.

Conidi6foro: nace del micelio y es irregularmente ramificado con dos a tres ramas
en cada septa. De 4 a 14 de longitud x 1.5 a 2.5 de diametro.

Fialides: cilindricos en forma de clava, adelgazados en el apice. Miden 6 a 13y
de longitud y 2 a 4y de diametro.

Conidias: unicelulares, cilindricas y truncadas, formadas en cadenas muy largas,
hialinas a verde olivaceo. Miden 3.5 a 9u de longitud x 1.5 a 3.5y de diametro.

Photo: F. Ihara

Figura 5. Metarhizium anisopliae

Fuente: Vazquez Chacdén (2020)
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Mecanismo de infeccion de los hongos entomopatdgenos.

La enfermedad producida por hongos se denomina micosis Cafiedo y Ames
(2004). A continuacion, se describe el proceso infeccioso (Samson, et al, 1988;
Tanada y Kaya 1993; Cafiedo y Ames 2004; Butt et al., 2016; Litwin et al., 2020).

El proceso inicial es el de adhesidn, inicia cuando una espora, fragmento o
cualquier estructura del hongo con la capacidad para desarrollar una colonia se
adhiere a un huésped. Los hongos, ademas, pueden infectar a los insectos a
través de las aberturas corporales como son cavidad bucal, espiraculos y otras
aberturas externas. El hongo puede producir una estructura llamada apresorio,

la cual ayuda a la adhesién de la espora.

Si existen condiciones apropiadas de humedad y temperatura ambiental habra
germinacién (La temperatura 6ptima para el crecimiento y germinacién de HEP
se encuentra entre 20y 30° C y valores de humedad relativa superiores a 90%.).
La espora que germina en el insecto forma un tubo germinativo el cual funciona
como una hifa de penetracion de la cuticula. A su vez, el hongo genera enzimas
que degradan la cuticula; quitinasas, proteasas y lipasas. El éxito de la
germinacion y penetracion no dependen necesariamente del porcentaje de
germinacion sino del tiempo de duracion de la germinaciébn, modo de
germinacion, agresividad del hongo, tipo de espora y susceptibilidad del

hospedante.

La penetracion dentro del hemocele por parte de la hifa es el resultado de la
degradacion enzimatica de la cuticula y la presion mecanica ejercida por el tubo
germinativo. Ademas, depende de las propiedades de la cuticula, grosor,
esclerotizacion, presencia de sustancias nutricionales y antifungosas y estado de
desarrollo del insecto. La digestion del integumento se produce mediante las
enzimas (proteasas, aminopeptidasas, lipasas, esterasas y quitinasas). Cuando
la hifa ha llegado al hemocele, se pueden producir diferentes reacciones de

defensa del insecto frente a un cuerpo extrano.
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Finalmente se logra el desarrollo del hongo que resulta en la muerte del insecto:
luego de que llegue al hemocele, el hongo puede evitar la defensa inmune del
insecto produciendo células parecidas a levaduras, llamadas blastosporas, que
se multiplican y dispersan rapidamente, desarrollando protoplastos, elementos

discretos que no son reconocidos por los hemocitos del hospedante.

Las toxinas producidas juegan un rol muy importante en el modo de accién de
los hongos entomopatdgenos. La muerte del insecto se produce con mayor
rapidez cuando es afectado por un hongo entomopatdégeno que produce
cantidades considerables de toxinas, ya que se adiciona la toxemia a la
destruccién de los tejidos y a las deficiencias nutricionales. Con el desarrollo del
hongo en el hemocele, se producen los sintomas fisiologicos del insecto afectado
como convulsiones, carencia de coordinacion y comportamientos alterados (deja
de alimentarse, reduce su movimiento), entra en un estado letargico y finalmente

muere, lo que puede ocurrir relativamente rapido o en unos cuantos dias.

Con la muerte del insecto termina el desarrollo parasitico del hongo y empieza la
fase saprofitica: el hongo crece en el hemocele formando masas miceliares que
salen al exterior fundamentalmente por las regiones intersegmentales
(esporulando sobre el cadaver y produciendo inéculo para infectar a otros
insectos) y por las aberturas naturales (espiraculos, boca y ano).

Figura 6. Esquema del desarrollo de un hongo entomopatégeno
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1. Adhesion de la espora a la cuticula del insecto, 2. Germinacién y formacion del
apresorio, 3. Penetracion de la cuticula, 4. Crecimiento lateral y penetracion en la
epidermis, 5. Agregacién de los hemocitos en el lugar de penetracion fuangica, 6.
Fagocitosis de cuerpos hifales por células fagécitas del insecto, 7. Transformacion a
cuerpos levaduriformes, 8. Evasion del sistema inmune, 9. Propagacion en el hemocelele,
10. Transformacion a cuerpo hifal, 11. Esporulacién y germinacion atravesando la cuticula
del insecto, 12. Diseminacién de las esporas.

Fuente: Téllez-Jurado (2009).

2.1.7 Bacterias entomopatégenas

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias son llamadas bacteriosis.
En general, las bacterias entomopatdgenas causan algun tipo de septicemia al
invadir al hemocele, con una consecuente reproduccién y dafio de la homeostasis
del individuo infectado. La distribucion de las bacterias es cosmopolita. El
namero de bacterias que causan enfermedades infecciosas letales a los insectos
es relativamente bajo, si lo comparamos con otros microorganismos, como los

hongos (Ibarra y Del Rincon, 2020).

Dentro de este grupo, se tiene unos de los casos mas exitosos y estudiados;
Bacillus thuringiensis (Bt) el cual pertenece a la familia Bacillaceae, es una
bacteria gram positiva de origen natural que se encuentra en los suelos. Contiene
esporas que producen toxinas que atacan especificamente y solo afectan a las

larvas de mosquito, mosca negra y mosquito de los hongos.
Importancia y antecedentes en su aplicacion

Bacillus thuringiensis var. israelensis Berliner (Bti), se ha desarrollado
rapidamente como bioplaguicida para el control de varios dipteros vectores de
enfermedades en humanos. Diversos autores mencionan que Bti es efectivo para
el control de larvas mosco fungoso negro en invernaderos y en cultivos de
champifiones. La Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos (EPA)
registré cinco cepas diferentes de Bti que se encuentran en 48 productos de
plaguicidas actualmente aprobados para uso en entornos residenciales,
comerciales y agricolas, principalmente para el control de larvas de mosquito.
Mas del 90 % del mercado de bioinsecticidas lo cubren productos a base de

alguna raza de esta bacteria (Glare y O’ Callaghan, 2000).
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Generalidades de Bacillus thuringiensis Berliner

Bacillus thuringiensis es una bacteria aerobia y Gram positiva, La principal
caracteristica de Bt es que durante el proceso de esporulacion produce una
inclusion paraesporal formada por uno 0 mas cuerpos cristalinos de naturaleza
proteica con propiedades insecticidas, estas proteinas se llaman Cry (del inglés

cristal) o 6-endotoxinas (lbarra y Del Rincén, 2020).
Ciclo bioldgico

Se divide en dos fases: crecimiento vegetativo y esporulacion. Durante la fase de
crecimiento vegetativo las células de Bt se dividen activamente por fision binaria
y se obtienen dos células idénticas con forma de barra con extremos romos de

aproximadamente 3 um de largo y 1.2 um de ancho.

Después, con el agotamiento de los nutrientes, comienza la fase de esporulacion
durante la cual se forman esporas e inclusiones parasporales de naturaleza

proteica conocidas también como cristales parasporales o simplemente cristales.

Estos cristales pueden poseer diferentes morfologias: la mas comun es la
bipiramidal, pero existen cristales cubicos, esféricos y amorfos que son algunas
de las mas comunes y poseen actividad toxica hacia insectos de diferentes
ordenes. (Ibarray Del Rincén 2020). Los cristales de Bt pueden estar constituidos
por dos tipos de proteinas: Cry y Cyt (Sauka y Benintende 2008).
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Figura 7. Vista microscopica de Bacillus thuringiensis

Modo de accién

El mecanismo de accién de las proteinas Cry ha sido ampliamente estudiado en
larvas de lepidépteros, y de manera general se acepta que estas son proteinas
formadoras de poros en las membranas de las células epiteliales del intestino de
los insectos susceptibles. El primer modelo que explica el efecto toxico de las
proteinas Cry, plantea que las mismas ejercen su actividad toxica al interactuar
fisicamente con receptores que se encuentran en las células epiteliales del

intestino de las larvas.

La union de la proteina al receptor permite que estas se insertan en la membrana
de las células epiteliales, abran un poro iénico y provoquen un desequilibrio
osmotico que afecta la funcionalidad de la célula y finalmente estallen. Las células
mueren y en consecuencia se pierde la integridad de la pared intestinal. Los
primeros sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos
susceptibles ingieren los cristales y esporas de Bt, son el cese de la ingesta, la
paralisis del intestino y finalmente la muerte (Knowles y Ellar, 1987).
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2.1.8 Nematodos entomopatdégenos (NEP)
Los nematodos entomopatdgenos (NEP) son parasitos obligados o a veces
facultativos de insectos. Viven en el suelo y mediante estimulos quimicos ubican

a su huésped.

Los nematodos utilizados para el control biologico de insectos, la familia
Steinernematidae y Heterorhabditidae, son las mas estudiadas. Se han descrito
aspectos de su biologia, efectividad como agentes de control biolégico, genética,

biotecnologia, técnicas y seguridad (Kaya, 1993).
Consideraciones en el uso de NEP

La seleccion de determinada especie de NEP para el control de una plaga de
insectos en particular, se basa en varios factores, incluido el rango de
hospedadores del nematodo, su estrategia de busqueda de hospedadores, su
tolerancia a los factores ambientales y sus efectos sobre la supervivencia y la
eficacia Katumanyane et al. (2018). Cloyd (2015) menciona que la efectividad de
estos nematodos depende directamente de diversos factores como; rango de
aplicacién, tiempo de aplicacion, planta hospedante y especificamente la especie
de nematodo utilizada.

Dentro de los factores ambientales la eficacia de los NEP esta influenciada por
factores bidticos y factores abiéticos, que incluyen especialmente la radiacion
ultravioleta, la humedad relativa y las fluctuaciones de temperatura.

Los resultados que se obtienen con el uso de NEP también pueden ser
insatisfactorios debido a una manipulacion, transporte y almacenamiento
inadecuados (Shapiro-llan et al. 2010). Especificamente Katumanyane et al.
(2018) sefala que, en la aplicacién de campo, algunos factores que influyen son:
el tipo de cultivo y sustrato, la concentracion de nematodos y el método de
aplicacion ademas se ha determinado que la textura del suelo afecta la eficacia
de los NEP. Para Kaya et al. (1993) los cuatro factores mas criticos son la
humedad, la temperatura, la patogenicidad del insecto objetivo y la estrategia de

alimentacion.
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Una de las caracteristicas mencionadas, es que son compatibles con el MIP,
Katumanyane et al. (2018), expone que los NEP se pueden aplicar junto con
productos quimicos. plaguicidas cal, enmiendas del suelo y fertilizantes. Ademas,

también se ha reportado su compatibilidad con otros agentes de biocontrol.
Importanciay antecedentes en su aplicaciéon

La tendencia de utilizar nematodos entomopatdgenos (NEP) va en aumento, en
aras de la ecologia y economia de productos. Diversos autores exponen que
estos nematodos, pueden ser aplicados en gran escala y se pueden integrar con
otras tacticas en un programa de MIP para el control de plagas de insectos en la
agricultura horticultura y silvicultura. Se consideran relativamente especificos
para sus plagas objetivo, presentan gran habilidad para localizar a su hospedero,
pueden ser cultivados in vitro, son seguros para animales, plantas y humanos y

su aplicacion es con equipo convencional.

Existen antecedentes de ensayos exitosos de diversos Steinermatidos, Mafla
(2006), evalu6 el efecto de Steinernema sp, sobre larvas de Ancognatha
scarabeoides, en laboratorio e invernadero, esta plaga es de importancia en
cultivos de papa y trigo en Colombia. El resultado fue que las larvas presentaron
mortalidad del 100% con la concentracion de 150 nematodos por ml a los 18 dias
de montada la prueba en condiciones de laboratorio, para la fase de invernadero
se obtuvo un porcentaje de mortalidad de larvas del 79.3% con concentracion de
87 nematodos/ml, lo cual se encuentra relacionado a condiciones ambientales
gue afectan el desarrollo de los nematodos, como lo son la temperatura y la

radiacion solar.

Los nematodos entomopatégenos, son utiles contra plagas que habitan en el
suelo o en habitats cripticos, de tal manera Del Pino (2016) analiza la efectividad
de aplicacion de estos como control bioldgico, y resalta la capacidad de los NEP

para buscar y matar insectos en habitats donde los insecticidas quimicos fallan.
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Gouge & Hague (1995b), sefiala que S. feltiae es mas eficiente para controlar
poblaciones de sciaridos, y S. carpocapsae mostro una menor capacidad de
infeccion en el control de algunas especies de dipteros, esto se puede deber a
gue S. carpocapsae tiende a permanecer cerca de la superficie del suelo y no se
desplaza lejos (Poinar, 1990), es decir la estrategia es tipo emboscadora, espera
e infecta (Kaya, 1990).

Mansilla & Pastoriza (2001) determinaron 90% de control de larvas de B.
paupera. Harris et al. (1995) no encontraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos que utilizan S. feltiae en comparacion con los tratamientos que
utilizan el insecticida quimico diazinén, por lo cual sugiere que S. feltiae podria
resultar una alternativa biorracional a la convencional. Katumanyane et al. (2018)
describe la presencia de Bradysia impatiens en viveros de pinos forestales de
Sudafrica, y menciona que el control se ha logrado principalmente mediante el
uso de insecticidas quimicos, pero también, en gran medida, el uso de agentes
de control bioldgico como los nematodos entomopatégenos.

Katumanyane et al. (2019). Realizo un estudio del uso potencial de nematodos
entomopatoégenos para el control de B. impatiens, bajo condiciones de laboratorio
a diferentes temperaturas, en el sur de Africa, y concluye que los NEPs, tienen
alto potencial para el control.

Generalidades de Steinernema feltiae

Steinernema feltiae (Filipjev, 1947)., son gusanos redondos no segmentados de
cuerpo suave. Pertenecen a la familia Steinernematidae, y del orden Rhabditida.
La principal caracteristica es la asociacion con bacterias del género
Xenorhabdus. S. feltiae infecta alrededor de 100 especies de 11 6rdenes de

insectos (Séenz y Luque, 2000).

La infectividad del nematodo se encuentra estrechamente relacionada con el
estadio larval del hospedero, siendo optimo en el de larva, ademas el contenido

de humedad es importante.
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Finalmente, la temperatura es el mayor factor que puede influenciar el control de
larvas del mosco fungoso, el ciclo de vida del entomopatégeno no se completa a
altas temperaturas (30° a 37°C). Para presentar al menos dos generaciones, la
temperatura optima se encuentra entre 20° y 24°C (Saenz y Luque 2000).
Alatorre-Rosas (2020) menciona un rango de 8°-30°C para infectar y de 10° a
35°C para reproducirse. Steinernema feltiae presenta una estrategia de

busqueda intermedia Alatorre-Rosas (2020.

Figura 8. Juvenil infectivo (J1) de Steinernema feltiae
Fuente: Laznik (2008)
Asociacion mutualista con su bacteria

Diversos estudios atribuyen el éxito de S. feltiae, a la asociacibn mutualista con
la bacteria Xenorhabdus, la cual se encuentra en sus intestinos (Kaya et al. 1993;
Kaya & Koppenhofer 2004). La bacteria en cuestion tiene la capacidad de matar
a su huésped insecto, por lo cual se puede deducir que el verdadero patégeno
del insecto es la bacteria. La bacteria Xenorhabdus mata al insecto por
septicemia (es decir, infeccion bacteriana de la hemolinfa), lo que facilita la
degradacion de los tejidos relacionados, de modo que el nematodo, junto con su

descendencia, pueda alimentarse del cadaver.

38



Las bacterias letales ayudan a establecer las condiciones adecuadas para el
crecimiento y la reproduccion del nematodo, asi como a inhibir una mayor
colonizacion del cadaver por otros microorganismos o, en algunos casos, por
otros nematodos de la misma y/o una especie diferente (Hazir et al. 2004). La
asociacion nematodo-bacteria es lo que permite la efectividad de los NEP
(Shapiro-llan et al. 2010).

Ciclo bioldgico

El ciclo consiste en un estado de huevo, cuatro estadios juveniles (separados por
mudas y denominados J1 a J4), y un estado adulto, en el cual se diferencia
macho y hembra. Se inicia con el estado de vida libre o juvenil infectivo (J1).
Muchos nematodos presentan una fase temporal llamada “juvenil dauer” en
respuesta a varios tipos de estrés ambiental o nutricional (Saenz y Luque, 2000;
Alatorre-Rosas 2020) (Figura 9)

En condiciones ideales los juveniles infectivos, salen del cadaver de 7 a 15 dias
después de la infeccion, después de lo cual comienzan a buscar nuevos

huéspedes (Kaya et al. 1993; Saenz y Luque, 2000)
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Figura 9. Ciclo biolégico del nematodo Steinernema feltiae.
Fuente: Shapiro-llan et al. (2010)

Modo de accidén

El estado infectivo de estos nematodos presenta atributos tanto de parasito como
de patégeno de insectos (Alatorre-Rosas, 2020). Como parasitos tienen
guimiorreceptores y son capaces de moverse, por lo que tienen habilidad para
buscar a su huésped; como patdégenos, los nematodos llevan la bacteria en su
intestino y la liberan dentro del huésped, asociacién que los hace mas virulentos

(Kaya y Gaugler, 1993 citado por Alatorre-Rosas, 2020).

El juvenil infectivo (JI), penetra al cuerpo del insecto huésped por aberturas
naturales (boca, ano y espiraculos), los juveniles infectivos penetran el homocele
a través de la pared del intestino medio o traqueas, posteriormente el insecto es
inoculado por la bacteria asociada del género Xenorhabdus, la bacteria prolifera,
causa la muerte del insecto por septicemia en 24-72 horas y establece
condiciones favorables para la reproduccién del nematodo. La literatura
menciona que los nematodos se alimentan, se desarrollan y se reproducen
dentro del cadaver del insecto. Los JI se alimentan de las células bacterianas y

los tejidos del huésped en descomposicion.
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2.2Marco metodologico

2.2.1 Metodologia para la obtencion de cria de Bradysia impatiens

En septiembre de 2019, se establecié una cria en el insectario de la Divisién de
Ciencias Forestales (DICIFO), la cual procedia de viveros forestales ubicados en
varios estados de la republica y los cuales tenian presencia de poblaciones de
este insecto. De septiembre a diciembre del 2020, se aumenté la cria con adultos
y larvas de planta infectada con mosco fungoso, ubicada en los invernaderos del
insectario de la DICIFO. Esta cria fue la fuente del material que se utilizé en los

ensayos.

La metodologia utilizada para la obtencién de la cria de mosco fungoso fue la de
Marin et al. (2015); la cual consiste en utilizar recipientes de plastico con
capacidad de medio litro, con una tapa en la cual se realiza un orificio para
introducir los adultos y permitir ventilacion, el orificio quedo cubierto con una gasa
y algodon. El sustrato utilizado fue de dos tipos; cafla molida y la mezcla que mas
se utiliza en viveros forestales (60 % peat moss, 20% de vermiculita y 20 % de
agrolita), en ambos casos el sustrato estuvo saturado de agua. Como fuente de
alimento se adicionaron rodajas de papa. Finalmente se colocaron 10 adultos
(hembras y machos), este método de cria proporciona muchas ventajas ya que
se puede tener disponibilidad de larvas, optimizando recursos. La cria se
mantuvo a temperatura ambiente (25°C), fotoperiodo 12:12 (Figura 10). Cada
cuatro dias se revisaba que existiera humedad y en caso necesario se adicionaba
de 2-3 ml de agua purificada. Ademas, debido a que las poblaciones tienden a
perder su variabilidad genética, se intercambiaban mosquitos de los diferentes
frascos.
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Figura 10. Procedimiento para establecer una cria de mosco fungoso

2.2.2 Metodologia para bioensayo

Se establecid un disefio simple aleatorio con seis tratamientos; cuatro
microorganismos. Un testigo positivo y uno negativo, provenientes de cepas
comerciales. En total se establecieron tres repeticiones por tratamiento. Cada

repeticion contenia diez larvas, dando un total de 30 larvas por tratamiento.

Previo a establecer el experimento, de la cria de mosco fungoso, se colectaron
larvas de 2 y 3° instar mediante un pincel, para evitar dafarlas, las larvas se
sumergieron en agua destilada para eliminar residuos que pudieran tener del

frasco original de cria.
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Cada repeticion consto de: 10 larvas; la dosis comercial respectiva de cada
tratamiento (Cuadro 1); sustrato con base en mezcla comun utilizada en viveros
forestales (60 % peat moss, 20% de vermiculita y 20 % de agrolita) cernido
finamente (las particulas median menos de 1mm) y con un espesor de 0.2mm,
este proceso permite visualizar y facilitar el conteo de los individuos; las larvas
se alimentaron con papa molida esterilizada. Todo lo anterior se establecié en
cajas Petri estériles desechables con medida de 60 x 15 mm. Se realizaron 3
replicaciones cada cuatro dias. Las lecturas fueron cada 24 horas durante un
periodo de 20 dias, periodo en el cual las larvas murieron o emergieron.
Diariamente se contabilizaban larvas vivas y muertas, asi como emergencia de
adultos, ademas se monitoreaba: el estado de la larva, presencia de alteraciones
en el comportamiento; cuando habia individuos muertos, se observaba si la
causa de muerte se debia al tratamiento aplicado. Como lo cita la literatura la
emergencia de adulto se reporté desde el décimo dia, en estos casos se
extrajeron los adultos para que no hubiera reproduccion entre ellos.

Cuadro 2 Caracteristicas de los tratamientos evaluados para el control de Bradysia
impatiens en viveros forestales.

Trat. | Nombre . - % de ingrediente Dosis
. Entomopatdégeno Presentacion .
comercial activo Recomendada
ia- i i 12
1 Beauveria Beauveria Liquido B. baSS|a_na 1x10 1x10%2 / ha
bassiana ® bassiana Esporas/litro
Metarhizium - - . . o
2 Anisopliae Metarhizium Liquido M. arllzsopllae 1%. 1x10'2/ ha
anisopliae 1x10*? Esporasl/litro
Green ®
Bacillus
thuringiensis
. subespecie
3 Gnatrol® ii?:!u?ensis var Granulos israelensis 8-16 g/m2 de
h gier ’ dispersables (Potencia 3000 sustrato
israelensis : )
unidades toxicas
internacionales
U.T.l./mg)
4 Entonomem® | Steinernema feltiae | Gel 50 millones de 500 000 2
nematodo por bolsa | nematodos/m
Thiametoxam (141g
Testigo deia. /L a 20°C).
5 positivo. - Liquido Lambda cyalotrlna 400 ml/ha
Engeo® (160gdeia. /L a
9 20°C).
Testigo
6 negativo. - - - -
Agua destilada
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2.2.3 Analisis estadistico

Por la naturaleza de los datos se ajustd un modelo mixto lineal generalizado
(GLM) con distribuciéon binominal y funcion de liga Logit a la proporcién de
muertos, para cada tratamiento. Para comprobar cual fue el mejor tratamiento se
realizd una prueba de comparaciones multiples de Tukey- Kramer el cual
compara las medias para determinar si existen diferencias significativas entre los
tratamientos con un nivel de significancia del 5% (a=0.05). El analisis se realiz6
mediante el software SAS 9.4 ®.
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3. CAPITULO lIl. EFECTIVIDAD DE ENTOMOPATOGENOS EN EL
COMBATE DEL MOSCO FUNGOSO BRADYSIA IMPATIENS
JOHANSEN 1912 (DIPTERA: SCIARIDAE)

Efficacy of entomopathogens in the control of the fungus gnat Bradysia

impatiens Johansen 1912 (Diptera: Sciaridae)

RESUMEN

Introduccién: El mosco fungoso negro,
Bradysia impatiens, es una plaga de
primer orden en viveros de coniferas con
sistema de produccién en contenedor.
Objetivos: Se evaluo el efecto de cuatro
organismos entomopatdgenos de cepas
comerciales, en el control de mosco
fungoso negro.

Materiales y métodos: Mediante
bioensayos en  condiciones de
laboratorio, se  probaron  cuatro
entomopatdgenos en larvas jévenes del
mosco fungoso. Las tasas de mortalidad
se analizaron a través del ajuste de un
modelo lineal generalizado con funcién
de liga logit.

Resultados y discusién: Las tasas de
mortalidad fueron: la bacteria Bacillus
thuringiensis var israelensis, 87%; el
nematodo Steinernema feltiae, 84%; los
hongos Metarhizium anisopliae vy
Beauveria bassiana fueron 77% y 74%
respectivamente. Un control positivo con
insecticida tuvo un 100% de mortalidad
y el control negativo un 6%. Se
confirmaron diferencias significativas (p
= 0.0055) con el control negativo. Estos
microorganismos se pueden utilizar
como tactica de control biolégico para el
mosco fungoso.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis
var. israelensis, Beauveria bassiana,
control bioldgico, Metarhizium
anisopliae, Steinernema feltiae.

ABSTRACT
Introduction: The Black Fungus Gnat,
Bradysia impatiens, is a main pest in
conifer nurseries with a container
production system.

Objective: Evaluate the effect of four
entomopathogenic organisms of
commercial strains, in the control of
black fungus gnats.

Materials and methods: Through
bioassays in laboratory conditions, four
entomopathogens were tested in young
larvae of black fungus gnats; mortality
rates were through the fit of a binomial
generalized linear model with logit link
function.

Results and discussion: Mortality rates
were: the bacteria Bacillus thuringiensis
var israelensis, 87%; the nematode
Steinernema feltiae, 84 %,; the fungi
Metarhizium anisopliae and Beauveria
bassiana were 77% and 74%
respectively. A positive control with
insecticide had 100 % mortality and the
negative  control 6%.  Significant
differences (p=0.0055) with the negative
control was confirmed. These
microorganisms can be used as
biological control tactic for the Black
Fungus Gnat.

Keywords: Bacillus thuringiensis var.
Israelensis, Beauveria bassiana,
biological control, Metarhizium
anisopliae, Steinernema feltiae.
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3.1 Introduccioén

Marin et al., (2015b), menciona al mosco fungoso Bradysia impatiens Johannsen,
1912 (Diptera: Sciaridae), como una plaga de primer orden en viveros forestales
de coniferas con produccién en contenedor de clima templado-frio en México;
esta plaga ocasiona pérdidas de hasta el 30% de la produccién. Los dafios que
ocasiona Bradysia, son de tipo directo, cuando la larva consume las finas raices
de la plantulay de tipo indirecto, ya que puede ser vector de hongos fitopatégenos
(White et al., 2000; Cibrian et al., 2008; Marin-Cruz, 2017). El control del mosco
fungoso en infestaciones severas se realiza de manera continua con insecticidas
quimicos; los cuales a pesar de sus ventajas como la facilidad de conseguirlos y
su gran variedad de presentaciones; tienen desventajas; impacto ambiental alto,
riesgos de dafo a la salud humana, afectaciones a organismos que no son
objetivo y ocasionan resistencia a la plaga de interés (White, 1981), con relaciéon
a este Ultimo aspecto, Marin et al., (2016), menciona tres caracteristicas que
favorecen la generacion de resistencia de poblaciones de mosco fungoso a los
insecticidas organosintéticos: 1) Ciclo bioldgico corto (mas de diez generaciones
por afio); 2) Especie muy prolifica; 3) Traslape de poblaciones y estados (durante
todo el afo); aunado a lo anterior se realizan aplicaciones frecuentes de
insecticidas en periodos cortos (cada 30 dias). Cloyd y Anderson (2013) sefialan
gue esta resistencia se presenta a nivel de la poblacién y es de caracter
hereditario, por lo que cualquier insecto sobreviviente puede pasar estos rasgos

a su progenie.

Ante este panorama, es necesario contar con alternativas de manejo que sean
sustentables y ecolégicamente viables. Por la importancia econdémica de
Bradysia en viveros forestales, es necesario tener una estrategia de Manejo
Integrado de Plagas (MIP) para esta especie en la cual se dispongan de varias
tacticas de prevencién y combate. En el presente trabajo se plantea el uso del
control microbiano, el cual es parte de las tacticas disponibles en el control

biolégico y es compatible con el MIP.
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El objetivo planteado del estudio fue evaluar, mediante bioensayos en laboratorio,
la efectividad de los microorganismos entomopatogenos; los hongos Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin y Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, la
bacteria Bacilllus thuringiensis var. Israelensis Berliner (Bti), y el nematodo
Steinernema feltiae Filipjev. El control biolégico tiene ventajas ecoldgicas y
econdmicas respecto al uso de insecticidas, lo cual representa una utilidad
inmediata a viveristas dedicados a la producciéon de planta. La hipétesis

establecida fue que al menos uno de los tratamientos es diferente.

3.2 Materiales y Métodos

Cria del mosco fungoso

Se establecio una cria de mosco fungoso en septiembre de 2020 en el insectario
de la Divisién de Ciencias Forestales (DICIFO), de la Universidad Autonoma
Chapingo, con la finalidad de suministrar larvas para el establecimiento de un
bioensayo. La metodologia que se aplicé para la obtencién de cria de mosco
fungoso fue la de Marin et al., (2015b); la cual consiste en utilizar recipientes de
plastico con capacidad de medio litro, con una tapa en la cual se realiza un orificio
para introducir los adultos y permitir ventilacion, el orificio quedo cubierto con una
gasa y algodoén. El sustrato utilizado fue de dos tipos; cafia molida y la mezcla
gue mas se utiliza en viveros forestales (60 % peat moss, 20% de vermiculita y
20 % de agrolita), en ambos casos el sustrato estuvo saturado de agua. Se
colocaron rodajas de papa como alimento. Y se confinaron 10 adultos (hembras
y machos), con este método de cria se puede tener disponibilidad permanente
de larvas, con la optimizacion de recursos. La cria se mantuvo a temperatura
ambiente (24°C), fotoperiodo 12:12. Cada cuatro dias se revisaba que existiera
humedad y en caso necesario se adicionaba de 2-3 ml de agua purificada.
Ademas, debido a que las poblaciones de este diptero son susceptibles a perder
su variabilidad genética y con la finalidad de incrementar la cria, se
intercambiaban cada dos meses moscos fungosos de los diferentes recipientes,

los cuales fueron capturados con un aspirador de insectos.
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Establecimiento del bioensayo

De abril a mayo del 2021, en el insectario de la Divisién de Ciencias Forestales
(DICIFO), de la Universidad Autdbnoma Chapingo, se establecio un bioensayo,
con un disefio simple aleatorio con seis tratamientos; cuatro microorganismos
provenientes de cepas comerciales. Un testigo positivo y uno negativo. Se
establecieron tres repeticiones por tratamiento. Cada repeticion contenia diez
larvas, en total 30 larvas por tratamiento. El disefio del bioensayo, permite
comprobar la eficiencia de los tratamientos, simulando las condiciones de un

tubete.

Previo a establecer el experimento, de la cria de mosco fungoso, se colectaron
larvas de 2 y 3° instar mediante un pincel, para evitar dafarlas, las larvas se
sumergieron en agua destilada para eliminar residuos que pudieran tener del
frasco original de cria.

La eleccién de larvas de 2° y 3 ° instar es debido a experiencias previas de este
mismo estudio, que demostraron mayor susceptibilidad de estas larvas a ser
infectadas por los organismos entomopatdgenos propuestos.

Cada repeticion consisti6 en confinar 10 larvas de los instares previamente
descritos en cajas Petri estériles desechables con medida de 60 x 15 mm, dentro
de la caja se colocé sustrato con base en mezcla comun utilizada en viveros
forestales (60 % peat moss, 20% de vermiculitay 20 % de agrolita) en un espesor
de 0.2 cm, este proceso permite visualizar y facilitar el conteo de los individuos;
posteriormente se suministré la solucion preparada con la dosis comercial
respectiva de cada tratamiento; las larvas se alimentaron con papa molida
esterilizada. A partir de que se establecié el experimento se realizaron 3
replicaciones cada cuatro dias, las cuales establecieron condiciones adecuadas
para la infeccion de las larvas. La variable respuesta evaluada fue la mortalidad
de larvas en cada tratamiento. Las lecturas fueron cada 24 horas durante un

periodo de 20 dias, en el cual las larvas murieron o emergieron como adultos.
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Mediante un microscopio estereoscopico marca Leica ® modelo EZ4,
diariamente se contabilizaban larvas vivas y muertas, pupas y la emergencia de
adultos, ademas se monitoreaba: el estado de la larva, presencia de alteraciones
en el comportamiento; cuando habia individuos muertos, se observaba si la
causa de muerte se debia al tratamiento aplicado. Como lo cita la literatura la
emergencia de adulto se reporté desde el décimo dia, en estos casos se

extrajeron los adultos para que no hubiera reproduccién entre ellos.

Andlisis estadistico

Por la naturaleza de los datos se ajusté un modelo mixto lineal generalizado
(GLM) con distribucidon binominal y funcion de liga Logit a la proporcién de
muertos, para cada tratamiento. Para comprobar cual fue el mejor tratamiento se
realiz6 una prueba de comparaciones multiples de Tukey- Kramer el cual
compara las medias para determinar si existen diferencias significativas entre los
tratamientos con un nivel de significancia del 5% (a=0.05). El analisis se realiz6
mediante el software SAS 9.4 ®.

3.3 Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos (Cuadro 3, Figura 11) indican que hubo diferencias
estadisticas significativas en cuanto a la mortalidad causada por los tratamientos
(p=0.0055). con lo cual se rechaza la hipotesis nula. El analisis estadistico
muestra que no existe diferencia estadistica entre los tratamientos biolégicos y el
quimico, sin embargo, el control positivo mostro una eficacia del 100% vy el
tratamiento que tuvo menor control fue el hongo Beauveria bassiana, con un valor
aceptable para el control del 74%; el testigo negativo tuvo una mortalidad del 6%
(Cuadro 3, Figura 11).

Cuadro 3. Test tipo Il de efectos fijos

Efecto Nam. DF Den DF F-Valor Pr>F
Tratamiento 5 12 5.94 0.0055
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Cuadro 4. Medias de minimos cuadrados

Error Limites de1
. . estandar de Confianza
Tratamiento Media la media Pr > |t| Media Media
inferior superior
1 0.74 0.08 0.027 0.54 0.88
2 0.77 0.08 0.016 0.57 0.90
3 0.87 0.06 0.004 0.68 0.96
4 0.84 0.07 0.006 0.64 0.94
5 1.00 - 0.452 - -
6 0.06 0.04 0.004 0.01 0.26

1 limites de un intervalo de confianza del 95% para la mortalidad

media

Cuadro 5 Ajuste para comparaciones multiples

: Tukey-Kramer

Tratamiento Tratamiento Estimador E(ror DF valor Pr>  Ad]
estandar t [t] P
1 2 -0.1698 0.6022 12 -0.28 0.7828 1
1 3 -0.8803 0.6887 12 -1.28 0.2254 0.791
1 4 -0.6074 0.6489 12 -0.94 0.3677 0.929
1 5 -7.0374 104173 12 -0.68 0.5121 0.982
1 6 3.7325 0.8547 12 4.37 0.0009 0.009
2 3 -0.7105 0.7001 12 -1.01 0.3302 0.904
2 4 -0.4376 0.6609 12 -0.66 0.5205 0.983
2 5 -6.8676 10.4181 12 -0.66 0.5222 0.983
2 6 3.9023 0.8639 12 4.52 0.0007 0.007
3 4 0.2729 0.7406 12 0.37 0.7189 0.999
3 5 -6.1571 10.4234 12 -0.59 0.5657 0.99
3 6 4.6128 0.9263 12 4.98 0.0003 0.003
4 5 -6.43 10.4209 12 -0.62 0.5487 0.988
4 6 4.3399 0.8971 12 4.84 0.0004 0.004
5 6 10.7699 10.4357 12 1.03 0.3224 0.898
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Fig 1. Medias de los tratamientos TRATAMIENTO

Figura 11. Medias de los tratamientos

Respecto al producto quimico utilizado como testigo positivo, aunque la
mortalidad que se obtuvo fue del 100%, cabe mencionar que pertenece al grupo
de los neocotinoides, es un producto sistémico altamente toxico para los insectos,
el cual ocasiona dafos al sistema central, en vertebrados presenta menor
toxicidad, no obstante, en algunos paises su uso esta prohibido por su relacion
con la muerte de abejas, ademas de todas las desventajas ya mencionadas.
Dentro de los productos microbianos estudiados; el mejor fue Bacillus
thuringiensis var israelensis, el cual arrojo un control del 87%. Wang et al., (2020),
menciona que en China las cepas de Bacillus thuringiensis ya se han utilizado en
la produccion de hongos para controlar B. difformis y son facilmente accesibles
para los cultivadores debido a su amplia aplicabilidad. En nuestro pais los
estudios existentes en el uso de Bti se encuentran enfocados a la agricultura en
el control del gusano del tabaco; el gusano barrenador de la cafia de azlUcar y de
la broca del café (Garcia et al., 2018; Camacho et al., 2017; De la Rosa et al.,
2005).
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En viveros Unicamente fue estudiado por Marin et al., (2015a), los autores
sefialaron que en dosis alta y baja Bti protegio de 84.62% a 80.67%
respectivamente; en dosis media la mortalidad fue de 70.89%, no obstante, este
porcentaje fue similar al obtenido en el testigo, los datos obtenidos en este
bioensayo son similares a los reportados por Marin et al., 2015a. Uno de los
puntos en los que se debe prestar particular atencién es en la cantidad de
aplicaciones que se deben realizar para tener un control aceptable, para
mantener la proteccion del vivero, se deberian realizar de 3-4 aplicaciones en
promedio por ciclo, una cada cinco dias. Este aspecto se encuentra
estrechamente relacionado a la aseveracion de Pundt (1999,) quien afirma que
el Bti tiene una efectividad de 48 horas. George y Crickmore (2012) indican que
existen algunas reglas basicas para el uso eficiente de Bt; como son su aplicacion
en horarios de poca incidencia solar; realizarla sobre poblaciones iniciales y de
los primeros instares larvarios; y que sea una aplicacion amplia y con adecuada

cobertura, ya que las larvas deben ingerir el producto.

Similar a la mortalidad que obtuvo Bti, se tiene al nematodo Steinernema feltiae
con un porcentaje del 84%, se observo que las larvas eran infectadas y
colonizadas por el nematodo al dia siguiente de establecido el experimento. La
mortalidad obtenida es diferente a la reportada por Mansilla & Pastoriza (2001)
sobre larvas de B. paupera, del 93.3% y del 100% con una dosis inferior y con la
dosis comercial respectivamente, las diferencias con este estudio se pueden
deber al estadio en el que se encuentran las larvas; Katumanyane (2018) reporta
para B. impatiens en un cultivo de pepino, que al duplicar la dosis (5 x 10° IJs
m™2) de producto comercial con base en Steinernema yirgalemens, redujo
significativamente la poblacion de mosco después de 21 dias. Para México
Villanueva-Sanchez et al., (2017) realizo pruebas de efectividad de S. feltiae en
B. difformis en un cultivo de nochebuena, encontré una mortalidad alta y mayor

susceptibilidad en el estadio de larva que en el de pupa.
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En el presente trabajo se demostré que la efectividad del entomopatégeno se
encuentra vinculada al estadio larval, siendo mayor la probabilidad de control en
estadios tempranos; las caracteristicas del sustrato inciden en la movilidad del
nematodo; la exposicidon de este a la luz solar son determinantes en la eficacia
del nematodo; otro punto que puede limitar el establecimiento del nematodo es
la humedad; la concentracion y el nimero de aplicaciones de S. feltiae se
encuentra en relacion el porcentaje de éxito en el control. Para demostrar de
manera formal estas aseveraciones se sugiere la realizacion de ensayos

formales posteriores.

El control obtenido con los hongos Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana
estuvo por debajo de Bti y de S. feltiae, con un 77% y 74% de mortalidad para
cada uno. Marin-Cruz et al., (2016) sefialan el potencial de estos hongos
entomopatégenos (HE) al infectar por contacto y de sus metabolitos al desarrollar
un efecto insectistatico, el cual consiste en reducir la actividad alimentaria, reducir
la fecundidad y aumentar la duracién del ciclo bioldgico; lo anterior se pudo
corroborar en el presente estudio; en las repeticiones de B. bassiana y M.
anisopliae, se encontraron adn larvas vivas seis dias posteriores a la emergencia
de adultos en el testigo negativo. Esta caracteristica es util en el control, ya que
incide directamente en la reduccién de poblaciones y en los dafios que pueden
ocasionar. En este punto, cabe mencionar que Marin-Cruz et al., (2016) hace
referencia al uso de metabolitos secundarios como agentes de control biolégico,
la principal caracteristica que a su vez se puede considerar como una ventaja
respecto al uso de hongos entomopatdgenos, es que los metabolitos deben ser
ingeridos para causar dafios o la muerte en el insecto a diferencia de los hongos
cuyo modo de accion es por contacto, esta situacibn aumenta la probabilidad de

gue solo la plaga objetivo sea afectada.
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3.4 Conclusiones

Todos los organismos entomopatégenos obtuvieron arriba del 70% de control, lo
cual nos permite concluir que, por su eficacia, sus ventajas y compatibilidad con
otros agentes de biocontrol y con productos agroquimicos, se pueden incorporar
en el MIP. Ademas, los resultados sugieren que en estadios tempranos se puede
tener una mayor eficiencia de los entomopatdégenos. No existen diferencias

estadisticas entre los controles bioldgicos.

3.5 Reconocimiento

Se agradece a CONACYT por la beca otorgada a la estudiante.

El presente estudio forma parte del proyecto del Fondo Sectorial CONACYT-
CONAFOR A-S-67865 “Monitoreo, evaluacion de dafios, manejo preventivo y
control de la secadera y pudricion de raiz causadas por Fusarium spp, y las

moscas fungosas Bradysia y Lycoriella.
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4. CAPITULO IV. CONCLUSIONES GENERALES

El trabajo estudia la pertinencia de aplicar entomopatogenos dentro de la tactica
de control biologico, todos los organismos probados entomopatégenos
obtuvieron arriba del 70% de control, que permite concluir que, por su eficacia,
sus ventajas y compatibilidad con otros agentes de control se pueden incorporar
en un programa de Manejo Integrado de Plaga (MIP). Ademas, los resultados
sugieren gue en estadios tempranos se puede tener una mayor eficiencia de los
entomopatégenos. El muestreo poblacional es de vital importancia, para el
desarrollo oportuno de las fechas de control ya que el control microbiano se

encuentra influenciado por las demas condiciones que imperan en el vivero.

Sumado a las ventajas de los entomopatdgenos comerciales, se propone
considerar el uso de entomopatégenos nativos, lo cuales tendrian un mayor
potencial ya que se encuentran de manera natural y estan mejor adaptados a las

condiciones del medio.

Se sugiere complementar la investigacién con otros estudios técnicos con la
finalidad de incorporar su uso en un MIP. La proyeccion de un andlisis financiero

completo, facilita la toma de decisiones.

La situacién ambiental, los problemas asociados a los productos quimicos y la
fuerte presion social son detonantes para buscar alternativas en un marco de
produccion sustentable. Por lo cual se espera que en proximos afios se genere

mayor investigacion y difusion de esta estrategia de control bioldgico.
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