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RESUMEN

El cultivo de maiz es el mas importante en México, su produccion es mediante sistemas de
monocultivo (MC) y policultivo (PC). En el MC la diversidad vegetal y de artropodos se
reduce, dificultando el control bioldgico por parte de los enemigos naturales, aumentando las
poblaciones de insectos plaga. Los saltamontes son una de las principales plagas del maiz,
uno de sus enemigos naturales son los hongos entomopatdgenos (HEP). Esta investigacion
evalud el efecto del manejo agricola en MC, PC y de la vegetacion de los margenes del
monocultivo (VMM) y del policultivo (VMP) sobre la comunidad de saltamontes y sus HEP.
Se evalud la susceptibilidad de diferentes estadios de Sphenarium purpurascen purpurascens
a una cepa comercial de Metarhizium acridum en condiciones de laboratorio. Se comparo la
virulencia de una cepa nativa de M. anisopliae de Erongaricuaro, Michoacan, México y la
cepa comercial sobre S. purpurascens purpurascens bajo condiciones de campo. Se
registraron en total de 17 especies de saltamontes, siendo dominante S. purpurascens
purpurascens. EI MC y PC no present6 un efecto sobre la riqueza de especies de saltamontes
ni en la abundancia de S. purpurascens purpurascens. La VMM y la VMP no explicaron la
riqueza de especies de saltamontes en el MC y PC, sin embargo la abundancia de S.
purpurascens purpurascens en la VMM y la VMP explico la abundancia encontrada en el
MC y el PC. De 2 920 saltamontes colectados, el 0.41% estuvieron infectados por
Metarhizium sp. o Beauveria sp. EI HEP con mayor frecuencia de infeccién fue Metarhizium
sp. La proporcion de individuos infectados en las condiciones del PC se relaciond
positivamente, en comparacion con la VMP. Al evaluar la susceptibilidad de los estadios de
S. purpurascens purpurascens a la cepa comercial en el laboratorio, las ninfas 1, 2, y 4 fueron
los estadios mas susceptibles y el menos susceptible fue el adulto. Las ninfas 1, 2 y 3 fueron
los estadios que presentaron mayor esporulacion de M. acridum. Al comparar la
supervivencia de S. purpurascens purpurascens en campo, los saltamontes tratados con la
cepa comercial presentaron una menor supervivencia en comparacion a la cepa nativa. La
cepa comercial de M. acridum es una alternativa viable para el control biol6gico de S.
purpurascens purpurascens en condiciones de campo de Erongaricuaro, Michocan una
supervivencia del 2.06%. La cepa nativa presentd una alta patogenicidad sobre S.
purpurascens purpurascens en laboratorio. Sin embargo, en campo, es necesario evaluar su
virulencia con dosis mayores. En estudios posteriores se recomienda aislar hongos
entomopatdgenos de M. acridum de S. purpurascens purpurascens y evaluarlos junto a la
cepa comercial de M. acridum y formularlos en en aceite citrolina.

Palabras clave: hongos entomopatdgenos, Sphenarium purpurascens purpurascens, maiz.
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SUMMARY
Maize is the most importante crop in Mexico, it is produced in monoculture (MC) and
polycuture (PC) systems. In MC plant and arthropod diversity is reduced, making biological
control difficult for natural enemies, thus increasing populations of pest insects.
Grasshoppers are one of the main pests of maize, entomopthogenic fungi (EPF) being one of
their natural enemies. This research evaluated the effect of cropping system (MC, PC) and of
the marginal vegetation of monoculture (MVVM) and polyculture (MVP) on the community
of grasshoppers and their EPF. The susceptibility of different instars of Sphenarium
purpurascen purpurascens to a commercial strain of Metarhizium acridum was evaluated
under laboratory conditions. The virulence of a native strain of M. anisopliae from
Erongaricuaro, Michoacan, Mexico and the commerial strain over S. purpurascens
purpurascens were compared under field conditions. Seventeen grasshopper species were
registered, the dominant one being S. purpurascens purpurascens. The MC and PC did not
show an effect over grasshopper species richness and S. purpurascens purpurascens
abundance. MVM and MVP did not explain grasshopper species richness in MC and PC.
However, the abundance of S. purpurascens purpurascens in MVM and MVP explained the
abundance found in MC and PC. Out of 2 920 collected grasshoppers, 0.41% were infected
by Metarhizium sp. or Beauveria sp. The EPF with highest infection frequency was
Metarhizium sp. The proportion of infected individuals under PC related positively with
MVP. When evaluating the susceptibility of S. purpurascens purpurascens instars to the
comercial strain under laboratory conditions, nymphs 1, 2 and 4 were the most susceptible
instars, the least susceptible one being the adult. Nymphs 1, 2 and 3 were the instars with
higest sporulation by M. acridum. When comparing the survival rates of S. purpurascens
purpurascens in the field, grasshoppers treated with the comercial strain had lower survival
compared to the native strain. The commercial strain of M. acridum is a viable alternative for
biological control of S. purpurascens purpurascens, under field conditions in Erongaricuaro
survival rates were 2.06%. The native strain showed a high pathogenicity on S. purpurascens
purpurascens under laboratory conditions. However, it is necessary to evaluate its virulence
in the field with higher doses. In subsequent studies is recommended to islate M. acridum
entomophatogenic fungi from S. purpurascens purpurascens and evaluate them together

commercial strain.

Keywords: entomopathogenic fungi, Sphenarium purpurascens purpurascens, maize.
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CAPITULO 1

Introduccion General

En México, el maiz (Zea mays L.) es el principal cultivo en términos de superficie, se
siembran mas de ocho millones de hectareas, que representan 38% de la superficie agricola
nacional. Contribuye con 8% del producto interno de la agricultura y es el que mas fuerza de
trabajo utiliza (Gonzalez et al., 2008; SIAP, 2015). Para su produccion las comunidades
rurales usan diversos sistemas de manejo agricola, resultado de sus conocimientos, de la
forma de apropiacion de los recursos y de los modos de vida de las comunidades rurales
(Toledo, 1995; Gutiérrez y Maldonado, 2010). Uno de estos sistemas es el monocultivo. Este
sistema simplifica los agroecosistemas por falta de diversidad vegetal y de artropodos,
dificultando el control bioldgico eficiente por parte de los enemigos naturales, lo que genera
insectos plaga (Altieri, 1994; Atieri y Nicholls, 2013). Otro de los sistemas usados es el
policultivo, también llamado milpa (Sarandén y Chamarro, 2003). En este sistema se ha
encontrado mayor diversidad de artropodos presentes en relacion con el monocultivo
(Herrera et al., 2011). Dicha diversidad tiene un efecto en la regulacion de plagas (Pérez,
2005). Se ha documentado que las plagas son menos dafiinas en los policultivos que en los
monocultivos (Martinez et al., 2011). Este supuesto no siempre se cumple: Hopkinson et al.
(2013), sefalan que el efecto resultante dependera de las especies de herbivoros y sus
enemigos naturales asociados, asi como de las propiedades de la vegetacion de dentro y
alrededor del cultivo.

Una de las plagas en las que se puede evaluar lo antes mencionado son los saltamontes, al
ser una de las plagas méas importantes del maiz por alimentarse de hojas, tallos y frutos tiernos
(Uribe-Gonzalez y Santiago-Basilo, 2012). Los saltamontes plaga son casi exclusivamente
controlados con productos quimicos (Barrientos-Lozano y Almeguer-Sierra, 2009). El uso
excesivo de estos ha provocado resistencia de los insectos, ademas de la acumulacion de
residuos en el medio ambiente que ocasionan dafios en la flora y fauna silvestre benéfica
(Altieri y Nicholls, 2013). Por lo tanto, se han desarrollo alternativas amigables con el medio

ambiente como los hongos entomopat6genos, los cuales constituyen un grupo de gran
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importancia en el control biologico de insectos plaga con los que se fabrican bioinsecticidas
(Barrientos-Lozano y Almeguer-Sierra, 2009). Entre los agentes mas importantes para el
control poblacional de saltamontes esta Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill, Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin (Uribe-Gonzélez et al., 2012; Rodriguez y Lecuona, 2002) y
Metarhizium acridum (Driver y Milner) J.F. Bisch., Rehner y Humber. Este ultimo presenta
especificidad para acrididos. Para que estos agentes patdgenos tengan un desempefio
eficiente como bioinsecticidas se recomienda evaluar la patogenicidad de un amplio rango
de aislados sobre el insecto plaga y seleccionar el aislado méas promisorio (Claro et al., 2006).
De igual manera se debe evaluar la susceptibilidad de los estadios del insecto plaga, para
usarlos de forma eficiente en la etapa critica de desarrollo del insecto (Espinel y Torres,
2009). Finalmente, los agentes patdgenos seleccionados se evaltian en campo, debido a que

su eficacia esta relacionada con la temperatura y humedad relativa (Garcia et al., 2014).

Debido a las pérdidas econdmicas que ocasionan los saltamontes al alimentarse del maiz,
esta investigacion tuvo como objetivo evaluar estrategias agroecoldgicas de manejo de
saltamontes plaga en agroecosistemas de maiz de Erongaricuaro, Michoacéan. De esta forma
se evaluaron: a) el efecto del manejo agricola del monocultivo, el policultivo, la vegetacién
de los margenes del monocultivo y del policultivo sobre la comunidad de saltamontes y sus
HEP, b) la susceptibilidad de los diferentes estadios de la especie de saltamonte dominante
de los agroecosistemas de maiz a una cepa comercial de M. acridum en laboratorio, c) la
patogenicidad de dos cepas nativas de Erongaricuaro sobre saltamonte dominante en
laboratorio y d) comparar la virulencia en campo de la cepa nativa mas promisoria con una
cepa comercial de M. acridum sobre la especie de saltamonte dominante en Eronagaricuaro,

Michoacan.



Capitulo 2

Revisién de Literatura

Agroecosistemas de la Cuenca del Lago de Patzcuaro

Los agroecosistemas de maiz de la Cuenca del Lago de Patzcuaro son unidades de manejo
complejas, al ser multifuncionales, hay parcelas con tres cultivos, con dos, monocultivo y
parcelas en descanso (Balvanera et al., 2009). Estas unidades tienen como objetivos asegurar
el autoconsumo de maiz, la generacion de ingresos de los productores y satisfacer también
necesidades con fines gastrondmicos, festivos y religiosos (SAGARPA-SEDAGRO, 2002).
El maiz es el cultivo con mayor superficie, con el 56% del total de la superficie de la Cuenca
del Lago de Patzcuaro (SIAP, 2014). Para su produccidn se usan principalmente dos sistemas
agricolas: a) el monocultivo de maiz (Zea mays L.) y b) la milpa o policultivo compuesto de
maiz, calabaza (Cucurbita L.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) (Del Val et al., 2013). Sin
embargo, no es raro encontrar agricultores que siembran mas de cinco cultivos de manera

asociada o en rotacion (Del Val et al., 2013).

Efecto del manejo agricola sobre la entomofauna

Debido a la necesidad de produccion de alimentos para la poblacion, se ha apostado por el
monocultivo, donde se aplican fertilizantes e insecticidas sintéticos, para un mayor
rendimiento siendo la base econdmica de muchas familias mexicanas (Gliessman, 2002). El
monocultivo tiene altos costos de produccion y problemas ambientales como la
simplificacion de los agroecosistemas, la pérdida de la diversidad y la reduccién de las
interacciones troficas (Altieri, 2003; Altieri y Nicholls 2013). Las grandes extensiones de
monocultivos se han relacionado con problemas de plagas, ya que raramente se autorregulan
por ser un sistema simple en donde la abundancia de los depredadores y su eficacia se reduce
(Gliessman et al., 2007). Un ejemplo de estos efectos se observo en las poblaciones de
insectos fitofagos presentes en los monocultivos de maiz, de frijol y en el policultivo de

ambas especies, siendo superiores en los monocultivos (Castillo y Gonzéalez, 2008). A causa
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de estos efectos negativos, muchos cientificos han tomado conciencia de que los sistemas de
maiz modernos como el monocultivo son fragiles y ecolégicamente inestables (Litsinger y
Ano-Moody, 1976; Viglizzo et al., 2006).

Por lo anterior, se han buscado alternativas productivas que generen un menor impacto
negativo a los agroecosistemas, que al momento de evaluarlas demuestren que son mejores
en rendimiento y ademas que sean sustentables (Dellepiane et al., 2015). Una de las
alternativas son los policultivos, los cuales son sistemas diversificados, relativamente
estables, productivos y presentan rendimientos altos por unidad de trabajo y energia (Altieri
y Nicholls, 2004). Este sistema aumenta la diversidad de especies de insectos que propician
el control bioldgico de plagas (Ruiz-Gonzélez y Victorino-Ramirez, 2015). Las mayoria de
los experimentos donde se evalUa el monocultivo contra el policultivo demuestran que hay
menos poblaciones de herbivoros especializados en los policultivos que en los monocultivos
(Risch 1983; Montero, 2014). Existen dos escenarios posibles que lo explican: a)
heterogeneidad del habitat, donde hay menor colonizacién de parte de los herbivoros y su
reproduccion es menor por la repelencia quimica, camuflaje o inhibicidn de alimentacion por
parte de plantas no-hospederas. b) La presencia de enemigos naturales donde hay mayor
depredacion y parasitismo (Andow, 1991). Sin embargo, no siempre se presentan menos
poblaciones de herbivoros en los policultivos en comparacion con los monocultivos, ya que
las propiedades de la vegetacion de dentro y de los margenes del cultivo afectan su dinamica
(Altieri, 1992).

Arvenses de los margenes del cultivo

Una serie de publicaciones se refieren a las arvenses como reservorio de organismos que
afectan a cultivos (Bendixen et al., 1981; Mendoza-Pérez, 2009). Para Spodoptera frugiperda
(Walker) o “gusano cogollero” del maiz, las malezas Sorghum halepense (L.) Pers.
Amaranthus dubius Mart. y Eleusine indica (L.) Gaertn. son sus principales hospederos, las
cuales lejos de realizar una influencia negativa en las poblaciones del fit6fago provoca una

atraccion similar a la que provoca el monocultivo de maiz (Blanco y Leyva, 2009).
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McClure (1982) encontré que los cicadélidos adultos invadieron los huertos de
melocotoneros desde los bordes, con presencia de maleza, donde se encontraron
correlaciones significativas negativas entre las densidades de cicadélidos sobre la distancias
de los arboles de melocotones con las plantas hospederas silvestres, asi como la colonizacién
de los arboles donde existia una cubierta vegetal compuesta por sus hospederos silvestres.

Por lo tanto, las interacciones mdltiples entre el cultivo, arvenses, fitofagos y reguladores
bioldgicos naturales y su manejo afectan las dindmicas de poblaciones de insectos y la
sanidad del cultivo (Mendoza-Pérez, 2009). Son pocos los trabajos donde se explora la
dindmica de poblaciones de insectos plaga en las areas de los margenes de los cultivos donde

se encuentran las arvenses.

Saltamontes plaga en México

Los saltamontes pertenecen al orden Orthoptera y tienen una gran importancia agricola en
México, ya que se han convertido en una plaga con un alto potencial que ha llegado a poner
en riesgo a la ganaderia y agricultura (Garcia y Lozano, 2011). La superfamilia Acridoidea
es la méas importante desde el punto de vista del nimero de especies que afectan a los cultivos
en México. En la familia Acrididae se encuentran las siguientes especies de saltamontes
plaga: Melanoplus sp., Brachystola magana (Girard), Taeniopoda eques (Burmeister), y
algunas especies de Chromacris versicolor. Otras de las especies son Sphenarium
purpurascens (Charpentier) y Sphenarium mexicanus (Saussure) que son parte de la familia
Pyrgomorphidae, una de las familias comprendidas dentro de la superfamilia
Pyrgomorphoidea (Kevan, 1977). Estas especies afectan una superficie de hasta 300,000 ha
aproximadamente localizadas en el Altiplano y Norte del pais, principalmente en cultivos de
maiz, frijol, pastizales y hortalizas (SAGARPA, 2012).

De acuerdo al Comité Estatal de Sanidad Vegetal en el Estado de Michoacan (CESAVEM)
las especies de saltamontes que se consideran plaga en el estado son S. purpurascens,
Melanoplus differentialis (Thomas), Brachystola magna (Girard), Taeniopoda eques

Burmeister, Boopedum diabol Boopedum diabolicum, Melanoplus femurrubrum (DeGeer),
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Schistocerca damnifica (Saussure) y Opeia sp., estas se encuentran en 54 municipios de la
parte norte de Michoacan (CESAVEM datos no publicados, 2013).

Importancia econdmica de saltamontes plaga

El saltamonte en todos sus estados de desarrollo causa dafios, llega a consumir casi la mitad
de su peso corporal de forraje verde en un dia, lo que equivale a 250 miligramos diarios, 10
saltamontes/m? en una ha se llegan a abastecer con 25 kg, cantidad que equivale al consumo
que realiza una vaca en un dia (Garcia et al., 2006). Hewitt (1979) estimo6 que entre doce y
veinticuatro saltamontes (dependiendo del tamafio) por metro cuadrado en 0.4 ha de zacate
navajita, pueden consumir tanto forraje diario como el que consume una vaca, con esto se
reduce de forma considerable el valor del forraje de los pastizales, lo que provoca una
disminucion en el peso del ganado. En México el umbral econémico de los saltamontes son
cinco saltamontes/m? dentro del cultivo y 15 en los margenes de los cultivos, al contarse igual
0 mayor nimero de saltamontes y no aplicar ninguna medida de control se llega a reducir
hasta el 75% de la produccidn e incluso provoca la pérdida total del cultivo (SENASICA,
2015).

Control convencional de saltamontes

En México el método mas utilizado para regular los brotes poblacionales de ortdpteros es la
aplicacion de productos quimicos, los cuales estan clasificados de acuerdo a su toxicidad
(Barrientos-Lozano y Almaguer-Sierra, 2009) como: endosulfan (altamente toxico), malation
(moderadamente tdxico), paration metilico (extremadamente toxico), azinfés metilico
(altamente toxico), clorpirifés (moderadamente toxico), diazinn (moderadamente toxico),
metamidofos (altamente toxico), dimetil (moderadamente toxico), carbaril (moderadamente
toxico), metomil (altamente toxico), deltametrina (ligeramente tdxico), cipermetrina
(moderadamente toxico), lambda cyhalotrina (moderadamente tdxico) y fipronil

(moderadamente toxico) (Forestales y Ebano, 2005). En Yucatan, México para el control de



la poblacién de la langosta S. piceifrons piceifrons del 2004 al 2010 se aplicaron alrededor
de 800 toneladas de paration metilico (SENASICA, 2015), a pesar de que este producto esta
prohibido en siete paises de Europa por causar dafios al medio ambiente y la salud de las

personas (Bejarano, 2001).

El insecticida mas aplicado por los productores en Michoacén es la cipermetrina (Junta Local
de Sanidad Vegetal “Generalisimo Morelos” en Queréndaro, Michoacan, datos no
publicados). Este insecticida del grupo de los piretroides de amplio espectro, tiene varios
efectos negativos sobre la salud humana, al alterar el sistema nervioso e inmunologico
(Kaczwer, 2009), ademéas de tener efectos en el sistema reproductivo interfiriendo en el

transporte de las hormonas sexuales (Soderlund et al., 2002).

Control bioldgico de saltamontes con hongos entomopatdgenos

El control bioldgico es una estrategia de control de plagas en la que se utilizan enemigos
naturales, antagonistas o competidores vivos capaces de regular la poblacion de un organismo
plaga a un nivel que no cause dafios relevantes y mantenga la sustentabilidad de los

agroecosistemas (Arredondo-Bernal y Sanchez, 2009).

Entre los agentes de control bioldgico estan los hongos entomopatogenos, con cerca de 700
especies (Monzon, 2001). Estos organismos se encuentran en diversos ambientes en la
naturaleza, como lo son rastrojos de cultivos, estiércol, en el suelo o en las plantas, pudiendo
desarrollarse en lugares frescos, himedos y con poco sol (Monzon, 2001; Becerra et al.,
2013). Poseen gran potencial para ser empleados como agentes de control bioldgico al
presentar importantes ventajas, ya que pueden atravesar la cuticula del insecto de manera
directa (Charnley y Collins, 2007), no afectan la salud humana ni al medio ambiente (Nava-
Pérez et al., 2012) y son faciles de producir en sustratos economicos (Motta-Delgado y
Murcia-Ordofiez, 2011). Los hongos entomopatdgenos asociados al control de saltamontes
son B. bassiana, M. anisopliae (Tamez, 2001) y M. acridum, el cual presenta especificidad

para saltamontes y langostas. La especificidad de M. acridum se atribuye a que tiene menos


http://www.senasica.gob.mx/

genes transposon en comparacién con M. anisopliae, los cuales presentan mutaciones
puntuales repetidas, que codifican proteinas que juegan un rol en las interacciones hongo-
insecto (Gao et al., 2011) Hay evidencia de que al analizar los genes encargados de codificar
la transposasa, M. acridum presentd mutaciones puntuales inducidas por la repeticion, las
cuales no ocurren en M. anisopliae, ya que ha evolucionado con genes expandidos los cuales
codifican a enzimas como proteasas, quitinasas, citocromo P450s, policétidos, sintasas y
péptidos, los cuales degradan la cuticula, facilitando su capacidad de adaptacion y la
infeccion de varios ordenes de insectos. Ademas, M. acridum se caracterizd por transcripcion

de receptores acoplados a la proteina G: M (Gao et al., 2011).

Caracteristicas de Beauveria bassiana

Pertenece a la clase Sordariomycetes, orden Hypocrales, familia Clavicipitaceae (Sung et al.,
2007). Es uno de los géneros de hongos entomopatégenos que se aisla con mas frecuencia y
que presenta una distribucién cosmopolita, ya que cuenta con un amplio rango de hospederos
(Safavi, 2012). Sus caracteristicas morfologicas son conidiéforos simples e irregulares que
terminan en racimos. La base de la célula es globosa o abultada con adelgazamiento del area
de insercién de los conidios, el micelio es septado y los conidios se forman en cadenas
(Humbert, 1998). Sus requerimientos de temperatura son entre 23.8 y 28.7 °C, sin embargo
el crecimiento y esporulacion son mayores a una temperatura de 25°C (Fernandez, 2015). B.
bassiana es un hongo entomopatdgeno que infecta a mas de 500 especies de insectos de
varios ordenes (Fargues y Remaudiere, 1977). Al seleccionar cepas de esta especie para el
control biolégico de un insecto plagas es necesario determinar la especificidad de
hospedantes, mediante bioensayos en laboratorio (Vélez-Arango et al., 2001), ya que se ha
registrado que la virulencia y patogenicidad de aislados varia entre especies de insectos

(Zimmermann, 2007).



Caracteristicas de Metarhizium anisopliae

Pertenece a la clase Sordariomycetes, orden Hypocrales, familia Clavicipitaceae (Driver et
al., 2000). La distribucién geogréfica natural de M. anisopliae es muy amplia aunque se ha
aislado mas en areas del Mediterraneo y tropicales, debido a que sus requerimientos térmicos
son relativamente altos. Puede infectar a un amplio rango de hospederos (insectos) o bien
desarrollarse como saprofito (Zimmermann, 1993). Se ha observado infectando a 200
especies de insectos (Cloyd-Raymond 1999), sin embargo, existen diferencias de
patogenicidad entre estas (Sepulveda-Sanhueza, 2015). Requiere humedad relativa superior
al 92.5% y temperaturas de 15 a 35°C para la germinacion de esporas, crecimiento de
micelios y esporogenesis (Roberts, 1974). El hongo germina cuando esta en contacto fisico
con un insecto (Walstad et al., 1970). Solo cuando las condiciones ambientales de humedad
y temperatura son adecuadas los conidiéforos pueden extenderse a través de la cuticula para
cubrir al insecto con conidios (Carballo y Gurharay, 2004).

La especie M. anisopliae presenta conidios de forma cilindrica u ovales, es frecuentemente
angosto en la parte media y truncado en ambos lados, desarrolla colonias verdes (Humber,
1997).

Caracteristicas de Metarhizium acridum

Es el agente bioldgico mas promisorio por presentar especificidad para saltamontes y
langostas (Wang et al., 2011; Gao et al., 2011). Sibao et al., (2011) observaron que al realizar
una comparacién de los genes que regulan el crecimiento sobre la cuticula de la oruga
(Monduca sexta L.) de Metarhizium robertsii J.F. Bisch., Rehner y Humber (Clavicipitaceae)
y M. acridum, en el primero el desarrollo fue regulado por el gen Mest 1. En M. acridum
este gen estaba ausente, por lo que no infectd a la oruga. Mest 1 aumento la virulencia de M.
robertsii en las orugas Galleria mellonella y M. sexta, apuntando a la conclusion de que la
especializaciéon de M. acridum de saltamontes y langostas es el resultado de cambios en un
unico gen. M. acridum presenta una patogenicidad y virulencia mayor en saltamontes y
langostas, en comparacion con M. anisopliae (Milner y Prior, 1994). Se ha demostrado baja
virulencia hacia termitas, larvas de escarabajos y Apis mellifera L. (Gao et al., 2011).
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En el 2002 Rodriguez y Lecuona realizaron una seleccion de hongos entomopatdgenos
considerando porcentajes de mortalidad mayores al 90% y virulencia sobre Rhammatocerus
pictus (Bruner) (Orthoptera: Acrididae). Se obtuvieron 34 cepas de B. bassiana y 35 de M.
acridum. Se observo que los saltamontes tratados con M. acridum tuvieron un menor tiempo
de supervivencia de los saltamontes, con respecto a los trataodos con B. bassiana. Las cepas
de M. acridum provocaron la muerte a los siete dias en promedio, frente a los 10.4 dias de B.

bassiana.

Cepa comercial

La cepa comercial de M. acridum producida por el Comité de Sanidad Vegetal de Guanajuato
(CESAVEQG), tiene la clave CHE-CNRCB 213 en el Centro Nacional de Referencia de
Control Bioldgico (CNRCB) (datos no publicados). Fue obtenida de una bdsqueda de hongos
entomopatogenos realizada de diciembre de 1995 a febrero de 1996 para el control de S.
piceifrons piceifrons en la Isla Socorro, archipiélago de Revillagigedo, México. Se
selecciond por medio de bioensayos en laboratorio de una coleccién de 40 aislados de
Metarhizium sp. pertenecientes al CNRCB por ser uno de los mas virulentos y por tener los

mayores rendimientos de conidios/kg de arroz (Hernadndez-Veldzquez et al., 1997).

Las primeras aplicaciones de esta cepa se realizaron en Tizimin, Yucatan en 40 bandos de
primer y segundo estado ninfal de S. piceifrons piceifrons en una extension de 17 ha y se
observo la disminucion de los bando al séptimo dia de la aplicacién, alcanzando su maximo
efecto con un 85% de mortalidad acumulada entre los dias 12 y 14 (Hernandez-Velazquez et
al., 2003). Esta cepa se ha caracterizado molecularmente junto con 16 cepas de Metarhizium
de las colecciones “Agricultural Research Service of Entomopathogenic Fungi” (ARSEF),
USA y de la “Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization” (CSIRO),
Australia. El resultado de este estudio mostré que los aislados de México se agrupan de
manera separada del resto de las cepas de referencia. Asimismo se observo que este grupo de
aislados de México mantienen el valor de similitud mas alto (82%) con la cepa FI-985 de

Australia, que corresponde al clado siete de M. acridum (Milner et al., 2003).
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Objetivo general
Evaluar las estrategias agroecoldgicas de manejo de saltamontes plaga en agroecosistemas

de maiz de Erongaricuaro, Michoacan.

Objetivos particulares

- Evaluar el efecto del manejo agricola en policultivo, monocultivo y la vegetacion de los

margenes de los cultivos sobre la comunidad de saltamontes y sus hongos
entomopatogenos asociados (Capitulo 3).
Evaluar la susceptibilidad de diferentes estadios del Sphenarium purpurascens
purpurascens a una cepa comercial de Metarhizium acridum en laboratorio (Capitulo 4).
Comparar cepas nativas de Metarhizium anisopliae y una cepa comercial de Metarhizium
acridum (Sordariomycetes: Hypocreales) para el control biolégico de Sphenarium
purpurascens purpurascens en condiciones de laboratorio y campo (Capitulo 5).

Hipotesis
Hipdtesis 1.

En el policultivo hay menor riqueza y abundancia de saltamontes y mayor riqueza y

abundancia de hongos entomopatdgenos en comparacién del monocultivo.

En la vegetacion de los margenes del policultivo y monocultivo hay mayor riqueza y
abundancia de saltamontes y hongos entomopatégenos en relacion al interior del
monocultivo y del policultivo.

Hipdtesis 2.

Los estadios de ninfas de Sphenarium purpurascens purpurascens son mas susceptibles a

una cepa comercial de Metarhizium acridum en comparacién con el adulto.
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Hipdtesis 3.

Existen diferencias de patogenicidad entre dos cepas nativas de Metarhizium anisopliae de
Erongaricuaro, Michoacéan sobre Sphenarium purpurascens purpurascens en condiciones de

laboratorio.

Hipdtesis 4.

La patogenicidad y virulencia sobre Sphenarium purpurascens purpurascens de la cepa
nativa es mayor en comparacion con la cepa comercial Metarhizium sp, bajo condiciones de

campo, ya que esta adaptada a las condiciones ambientales del sitio de estudio.
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RESUMEN

Los saltamontes son una plaga importante del maiz, uno de sus enemigos naturales son los
hongos entomopatdgenos (HEP). EI manejo adecuado de este cultivo, que involucre cambios
en el microhabitat puede contribuir al control de las poblaciones de saltamontes, asi como la

presencia de sus enemigos naturales. Se evaluo el efecto de dos tipos de manejo agricola:
22


mailto:eslabonmichoacan@hotmail.com
mailto:minaj47@hotmail.com
mailto:cgesquivel@cieco.unam.mx*

monocultivo (MC-I) de maiz y policultivo de maiz, calabaza y frijol (PC-I), asi como de la
vegetacion de los margenes del monocultivo (VMM) vy la vegetacion de los margenes del
policultivo (VMP), sobre la riqueza y abundancia de saltamontes y sus hongos
entomopatogenos (HEP) asociados en Erongaricuaro, Michoacdn. Se recolectaron
saltamontes mensualmente con una red de golpeo de julio a diciembre de 2015 en dos
parcelas de cada tipo de manejo y su vegetacion marginal en tres sitios. La comunidad de
saltamontes (CS) estuvo conformada por 17 especies, en donde Sphenarium purpurascens
purpurascens Charpentier, fue la especie dominante (97.8% de la abundancia). El tipo de
manejo agricola no tuvo efecto sobre la riqueza de especies. La riqueza en la vegetacion
marginal de los cultivos no explicé la riqueza en el MC-1y PC-I, sin embargo la abundancia
de S. purpurascens purpurascens en la vegetacion marginal en los sitios explico la
abundancia encontrada en el MC-1 y el PC-1. De 2 920 saltamontes colectados, el 0.41%
estuvieron infectados por Metarhizium Sorokin o Beauveria Vuill. EI HEP con mayor
frecuencia de infeccion fue Metarhizium. La proporcion de individuos infectados y las
condiciones del PC-I se relacionaron positivamente, en comparacion con la VMP. Los sitios
con mayor diversidad vegetal tuvieron una mayor abundancia de saltamontes y mayor
infeccion con HEP.

Palabras clave: saltamontes, Sphenarium purpurascens purpurascens, Metarhizium,

Beauveria.

ABSTRACT

In maize crops, grasshoppers (Orthoptera: Caelifera) are an important pest. Crop
management can contribute to their control by changing the microhabitat and favouring
antagonist organisms. The effect of two types of agricultural management were evaluated;
maize monocrop (MC-I) and policulture (PC-I) maize, beans and squash), as well as the
surrounding vegetation (MVM and MVP, respectively) on the richness and abundance of
grasshoppers and their associated entomopathogenic fungi (EPF) in Erongaricuaro,
Michoacan. Grasshoppers were collected monthly with a net from July to December 2015 in
two plots per management type and the marginal vegetation in three sites. The grasshopper

community was formed by 17 species, in which Sphenarium purpurascens purpurascens
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Charpentier, was the dominant one (97.8% abundance). The type of agricultural management
did not have an effect on species richness. Richness in MVM and MVP did not explain
species richness in MC-1 or PC-I, however, density of S. purpurascens purpurascens in
MVM and MVP in the sites explained the abundance in MC-I and PC-I. Out of 2 920
collected individuals, only 0.41% were infected by Metarhizium Sorokin or Beauveria Vulli.
The EPF with highest frequency of infection was Metarhizium, with the proportion of
infected individuals and the conditions in PC-I relating positively, compared to SVP. Sites
with higher plant diversity had a greater abundance of grasshoppers and presence of infection
with EPF.

Key words: grasshopers, Sphenarium purpurascens purpurascens, Metarhizium, Beauveria.

INTRODUCCION

En México, el maiz (Zea mays L.) es el principal cultivo por la superficie que ocupa, ya que
es sembrado en mas de ocho millones de hectareas, lo que representa el 39% de la superficie
agricola del pais (Gonzélez-Estrada et al., 2008). El 72.1% de las unidades productoras de
maiz en México son de 0-5 ha, conformadas por productores pequefios que operan con muy
poca mecanizacion (SAGARPA, 2010).

Para producir maiz, las comunidades rurales emplean sistemas de manejo agricola
que son resultado de sus conocimientos y sus medios para la apropiacion de recursos
naturales (Toledo, 2010). Por ejemplo, en Napizaro, perteneciente al municipio de
Erongaricuaro, Michoacan, dos de los sistemas de manejo agricola que los productores
utilizan son el monocultivo (MC) y la milpa o policultivo (PC), compuesta de maiz, frijol
(Phaseolus vulgaris L.) y calabaza (Cucurbita maxima L.) (Del Val et al., 2013). El sistema
de MC se caracteriza por la aplicacion de fertilizantes e insecticidas sintéticos y la
minimizacion de la diversidad de especies vegetales (Nicholls y Altieri, 2006). Esto trae
como consecuencia la simplificacion del sistema y la disminucion de la diversidad de
organismos benéficos (Andow, 1991).

Se ha documentado que dadas las caracteristicas mencionadas, en el MC se favorece

la proliferacion de herbivoros (Nicholls, 2008) que aumentan su densidad hasta causar dafios
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econdmicos en los cultivos, por lo que se considera una plaga. Dicha proliferacion es mayor
a medida que se incrementa la superficie cultivada con MC (Brechelt, 2004; Altieri y
Nicholls, 2005). En contraste, existen estudios que muestran cémo las especies plaga,
particularmente los insectos, tienen menor impacto en la produccion agricola cuando se
emplean sistemas de PC en comparacion con los de MC (Altieri y Nicholls, 2013). Las
principales razones de esta diferencia son la heterogeneidad del habitat, que repercute en una
menor colonizacion de herbivoros; una menor tasa de reproduccidon a consecuencia de
sustancias quimicas producidas por las diferentes plantas que conforman el sistema;
camuflaje; inhibicién de alimentacion por parte de plantas no-hospederas y por una mayor
diversidad de especies que actlan como enemigos naturales de los herbivoros (Andow,
1991).

No obstante esto no siempre se cumple. Altieri (1995) consider6 que el efecto
resultante de las estrategias de manejo agricola depende en gran medida de la biologia de la
especie plaga, de la abundancia de sus enemigos naturales, de la duracion del cultivo en el
agroecosistema y de la vegetacion alrededor del cultivo. Los hongos entomopatdgenos (HEP)
son enemigos naturales de la mayoria de insectos considerados plagas de importancia
econdmica (Dent 1999; Cafiedo y Ames, 2004). Son escasos los estudios que han evaluado
la distribucién de insectos plaga y de sus HEP asociados en los cultivos. Es imprescindible
el estudio de los componentes que involucran los tres niveles troficos (planta, herbivoro y
HEP), ya que estos componentes tienen implicaciones para el disefio de estrategias de manejo
integrado de plagas (Altieri, 1995). Ademas los HEP se pueden utilizar como agentes de
control biolégico como parte del manejo integrado de plagas.

Los representantes de la superfamilia Acridoidea MaclLeay (Orthoptera), conocidos
comunmente como saltamontes o chapulines, son un grupo importante entre los insectos que
afectan a los cultivos de México, debido a que mas de 12 especies presentan brotes
poblacionales ocasionales, que provocan dafios severos (Kevan, 1977; Barrientos-Lozano,
2001). Los HEP, como Beauveria bassiana. (Bals.-Criv.) Vuill, Metarhizium anisopliae
(Metchn.) Sorokin y Entomophaga grylli (Fresen.), son enemigos naturales de los

saltamontes y en algunos casos pueden regular sus poblaciones (Uribe-Gonzalez y Santiago-

25



Basilio, 2012) cuando se usan como agentes de control bioldgico en agroecosistemas (Diaz
et al., 2006).

El Estado de Michoacan se considera uno de los mas afectados por plagas de
saltamontes en México (Fontana et al., 2008). Sus brotes se presentan de forma ciclica en la
temporada de lluvias, causando dafios importantes en los cultivos, lo que demanda la
implementacidn de campafias fitosanitarias, en las que la principal estrategia de control es la
aplicacion masiva de insecticidas sintéticos (Bahena-Juarez y Velazquez-Garcia, 2012), a
pesar de las consecuencias negativas que esto conlleva para la sostenibilidad de los
agroecosistemas y el riesgo para la salud de los productores (Barrientos-Lozano y Almeguer-
Sierra, 2009). A fin de desarrollar estrategias de manejo integrado para el control de estos
insectos, es necesario conocer la respuesta de la plaga a la variacién en las practicas de cultivo
de la region, por lo que este trabajo tuvo como objetivos evaluar el efecto del sistema de
manejo agricola (MC o PC) y la vegetacion de los margenes de los cultivos (VMM y VMP)
sobre la riqueza y abundancia de saltamontes (CS) y sus HEP asociados en el municipio de

Erongaricuaro, Michoacan.

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio y disefio de muestreo: El estudio se llevo a cabo en el municipio de
Erongaricuaro, el cual forma parte de la Cuenca del Lago de Patzcuaro en el estado de
Michoacan. La regidn tiene un clima templado subhimedo con lluvias en verano (Cw). El
rango de temperaturas oscila entre 5 y 26 °C con una precipitacion pluvial promedio anual
de 1 040.8 mm (INEGI, 2009). Cuenta con un tipo de vegetacion de bosque de pino y encino
(Diaz-Barriga et al., 1988).

Se seleccionaron tres sitios con parcelas para produccion de maiz. El primer sitio se
encuentra en la localidad de la Ex Hacienda Charahuén (19°31'23"-19°31'13" N vy
101°42'32"-101°42'19" W), en tanto que los dos restantes estan en la localidad de Napizaro
(19°35'94"-19°35'64" N y 101°41'85"-101°41'51" Wy 19°36'10"-19°36'00" N y 101°41'93"-

101°41'56" W). En los tres sitios se verificd la presencia de saltamontes en el periodo de
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barbecho (mayo del 2015), cuando la mayoria de sus especies estan en fase de huevo. Las
observaciones se confirmaron mediante entrevistas con los productores.

En cada sitio se seleccionaron arbitrariamente dos parcelas con una superficie de 9 x
200 m, una con el manejo agricola de MC de maiz y su vegetacion al margen del monocultivo
(VMM) y otra de PC compuesto de maiz, frijol, calabaza y su vegetacion al margen del
policultivo (VMP). Se realizaron tres réplicas de cada tipo de manejo agricola, con su
respetiva vegetacion al margen, dando un total de seis parcelas, a ninguna se les aplicd
insecticida.

En cada parcela se realizaron colectas de saltamontes una vez por mes durante la
temporada de cultivo (julio a diciembre del 2015). Las colectas se realizaron en transectos
cubriendo longitudinalmente la parcela, una para el interior del MC (MC-1), otro para el PC
(PC-1) y otra para la vegetacion marginal de cada una (VMM y VMP). Las colectas se
realizaron la tercera semana de cada mes, con una red de golpeo de 33 cm de diametro, entre
las 10 y las 13 h, mediante 200 golpes de red por transecto hasta una altura de 1.50 m. Los
saltamontes colectados se introdujeron vivos en recipientes de plastico de un litro y se
trasladaron al laboratorio. Un ejemplar de cada morfoespecie fue fijado en alcohol al 70% e
identificado a nivel de especie tomando como base los criterios de Marifio et al., (2011).
Algunos ejemplares se identificaron hasta nivel de subfamilia, debido a la ausencia de
especimenes machos en fase adulta. Las determinaciones fueron corroboradas por la

Coleccion Nacional de Insectos del Instituto de Biologia de la UNAM.

Aislamiento e identificacion de HEP: Los saltamontes colectados en campo fueron
confinados en recipientes de un litro a una densidad de diez ejemplares por recipiente a
temperatura ambiente. Se les alimentd con hojuelas de avena comercial y lechuga
desinfectada mediante inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio al 5% durante 20
min y posteriormente enjuagada con agua destilada. Este procedimiento se realizo durante
dos semanas. Los individuos muertos fueron colocados en camaras himedas individuales,
consistentes en un recipiente de plastico de 3.5 x 4.5 cm con tapa y un papel filtro en el
fondo, humedecido cada 2 d con 100 pL de agua destilada durante 10 d, con el fin de inducir
la esporulacion de HEP. El aislamiento de HEP se realizé en una campana de flujo laminar
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y consistié en el raspado de conidios presentes sobre el cadaver y su siembra en medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA) en cajas Petri, las cuales fueron incubadas a 27 °C durante
cuatro a seis dias. En este periodo se observo el crecimiento del micelio cada 48 h. Los
cultivos puros se obtuvieron realizando reaislamientos del hongo a partir del cultivo original
(Monzon, 2001). Los aislados obtenidos seran integrados a la coleccion de HEP del Centro
Nacional de Referencia de Control Biologico (CNRCB). La identificacion de HEP de
saltamontes se realizé mediante la observacion macro y microscépica de la morfologia del
crecimiento y estructuras del hongo (micelio, conidios y conidioforos). Se utilizaron claves
dicotémicas (Samson et al., 1988) para identificar los géneros de HEP. Se registré la riqueza
de HEP y el nimero de saltamontes infectados.

Se realiz6 una matriz de Bray-Curtis con medidas de similitud de datos de la
abundancia acumulada de los seis muestreos de cada especie utilizando el paquete
Biodiversity Pro version 2 (McAleece, 1997), con el fin de obtener las distancias ecoldgicas
que expresan las diferencias en la estructura y composicion de la comunidad de saltamontes
entre parcelas (Bray y Curtis, 1957), asi como una matriz de distancias geograficas entre las
parcelas transformadas con log+1 para homogeneizar las distancias extremas (Su et al., 2004;
Manly, 2006). Con estas dos matrices se aplicé la prueba de Mantel (1967) con 10 000
permutaciones, mediante el software estadistico XLSTAT (Addinsoft, 2009) para Excel, para
explorar la independencia espacial de las muestras y usarlas como réplicas en los analisis
estadisticos.

Para probar el efecto de los tratamientos sobre la riqueza de especies de saltamontes y
sobre la abundancia de la especie dominante, se emple6 un modelo lineal mixto usando el
software estadistico R version 3.2.3. (Pinheiro y Bates, 2000). EI modelo se ajusté empleando
la funcion “Ime” de la biblioteca “nlme” para R (Pinheiro et al., 2007). Como predictores se
incluyeron el tipo de manejo agricola, el tiempo, tanto en término lineal (T) como cuadréatico
(T?) y su interaccion. La riqueza observada de especies y la abundancia de la especie
dominante en la vegetacién marginal fueron incluidas como covariables (S) en los modelos
de riqueza y abundancia, respectivamente. El sitio y la parcela fueron incluidos como factores

aleatorios, con el fin de modelar la asociacion espacial de los tratamientos y de las diferentes
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colectas en el tiempo, respectivamente. Las ecuaciones del modelo para riqueza y abundancia
fueron:

(1) log(riqueza+1) = tratamiento + S + T + T2+ tratamiento*T + tratamiento *T? +

1|sitio/parcela

(2) log(abundancia+1) ~ tratamiento + S + T + (T2) + tratamiento *T + tratamiento*(T?)
Donde:
S = Covariables: Riqueza de especies de saltamontes y abundancia de la especie dominante
en la vegetacion marginal del monocultivo y policultivo.
T =Tiempo
En ambos casos la variable de respuesta se transformd con log (respuesta+1) con el fin de
cumplir los supuestos de homogeneidad de varianza y de normalidad de los residuos.
Finalmente, se explord la asociacion de la frecuencia de infeccion por HEP aislados en
saltamontes con los tratamientos en los que fueron colectados, empleando una prueba de Chi

cuadrada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion de la CS: Se recolectaron 2 920 saltamontes pertenecientes a dos familias,
cuatro subfamilias, diez géneros y 17 especies. EI 97.8 % del total de individuos recolectados
pertenecieron a una sola especie, Sphenarium purpurascens purpurascens Charpentier
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies de saltamontes y su abundancia en dos tipos de manejo agricola y de la
vegetacion de los margenes de las parcelas en Erongaricuaro, Michoacan. Tratamientos: MC-
I: interior del monocultivo, PC-I: interior del policultivo. Covariables: VMM: Vegetacién
marginal del monocultivo y VMP: vegetacion marginal del policultivo. Datos acumulados
de muestreos con redes de golpeo realizados entre julio y diciembre de 2015.
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Taxa Tratamientos Covariables
MC-l PC-l VMM VMP Total

Acrididae 10 5 32 17 64
Gomphocerinae
Boopedum diabolicum Bruner 2 1 10 2 15
Dichromorpha sp. 4 4
Sp. 1 3 2 5
Sp. 2 1 1
Sp. 3 1 1 2
Melanoplinae
Melanoplus differentialis differentiali Thomas 6 10 5 21
Melanoplus regalis Dodge 1 1
Melanoplus sanguinipes sanguinipes Fabricius 2 2
Philocleon sp. 1 1 2
Sp.1 1 5 6 12
Sp. 2 1 1
Oedipodinae
Arphia conspersa Scudder 1 1
Encoptolophus otomitus Saussure 1 1
Spharagemon sp. 1 1
Sp. 1 4 2 6
Sp. 2 1 1

Pyrgomorphidae
Pyrgomorphinae
Sphenarium purpurascens purpurascens Charpentier. 373 508 791 1184 2856

Riqueza 6 5 14 10
Abundancia 393 519 864 1220 2920
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La evidente dominancia de S. purpurascens purpurascens en los sitios de estudio implica
que ésta es la especie econdmicamente mas importante para los productores de maiz en la
region. La prueba de Mantel mostro que la estructura y composicion de la CS en las parcelas
no se correlacionaron con las distancias geogréaficas entre ellas (R = -0.178, P = 0.348) por
lo que se consideraron muestras independientes para el analisis comparativo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Matriz de similitud de distancia ecoldgica entre parcelas de Erongaricuaro,
Michoacén. PC: policultivo, MC: monocultivo.
MC1 MC2 MC3
PC1 80.84 7321 7261
PC2 90.57 9851  66.24
PC3 86.26 7859 4958

Evaluacion del sistema de manejo sobre la riqueza de especies de saltamontes: La
riqueza de especies cambid significativamente en el T, siendo el término cuadrético el que
mejor describid dicho cambio (P < 0.05). El tipo de manejo agricola no tuvo un efecto
significativo sobre la riqueza de especies en general (P > 0.05), ni modificé la tendencia
temporal de la riqueza (P > 0.05). La riqueza de especies en la vegetacion marginal tampoco
explico la riqueza de especies en las parcelas (P > 0.05, Cuadro 3). La variacion explicada
por los efectos fijos del modelo fue del 29%. Los efectos aleatorios (sitio/parcela) no tuvieron

una capacidad explicativa adicional.
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Cuadro 3. Analisis de la riqueza de saltamontes mediante un modelo lineal mixto. En dos
tipos de manejo agricola y las condiciones particulares de la vegetacion de los margenes de
las parcelas de Erongaricuaro, Michoacan. Tratamientos: MC-I: interior del monocultivo,
PC-I: interior del policultivo. S: Covariables (vegetacion marginal del monocultivo y
vegetacion marginal del policultivo). T: tiempo. T2: tiempo cuadratico. g.l: grados de libertad,
F: de distribucion F de Fisher.

g.l. del g.l. del
Efecto ) F P
numerador denominador

Tratamiento

(MC-ly 1 2 0.511 0.659
PC-1)
S 1 25 1.050 0.303
Tiempo 1 25 2.315 0.029*
T2 1 25 3.343 0.002**
Tratamiento
1 25 0.522 0.606
xT
Tratamiento
1 25 0.3 0.766

x T2

*P <0.05. **P < 0.01.

Abundancia de S. purpurascens purpurascens: La abundancia de S. purpurascens
purpurascens cambi6 significativamente en el T. El termino cuadratico fue el que mejor
describid este cambio (P < 0.05). El tipo de manejo agricola no tuvo un efecto significativo
sobre la abundancia de S. purpurascens purpurascens, ni modifico la tendencia temporal de
la abundancia (P > 0.05, Cuadro 4). La abundancia de esta especie en la VMM y la VMP en
los sitios determindé la abundancia en el MC-1y del PC-1 (P < 0.05, Fig. 1 y Cuadro 4). La
variacion explicada por los efectos fijos del modelo fue del 57%. Los efectos aleatorios no

tuvieron una capacidad explicativa adicional.
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Figura 1. Abundancia promedio mensual de un muestreo con redes de golpeo realizado entre
julio y diciembre de 2015. Sphenarium purpurascens purpurascens en dos tipos de manejo
agricola y la vegetacion de los margenes de las parcelas de Erongaricuaro, Michoacéan. 2015.
N = 72. Tratamiento: MC-I: interior del monocultivo, PC-I: interior del policultivo.
Covariables: VMM: vegetacion marginal del monocultivo y VMP: vegetacion marginal del

policultivo.

El PC-I no dificulté el ataque de S. purpurascens purpurascens, por lo que no se registraron
abundancias bajas. De hecho en septiembre se registr6 mayor abundancia en este tipo de
manejo agricola que en el MC-I. Este insecto es considerado polifago (Cano-Santana y
Oyama, 1994; Tamayo-Mejia, 2009), y de acuerdo con los resultados de este estudio la
diversidad vegetal increment6 su abundancia, ya que VMM y la VMP presentaron mayores
valores que los registrados en MC-1 y PC-I. La abundancia de S. purpurascens purpuascens
en la vegetacion de los margenes influyo sobre la abundancia encontrada en el MC-1'y PC-I
(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Comparaciéon de la abundancia de Sphenarium pupurascens purpurascens en dos
tipos de manejo agricola y la vegetacion de los margenes de las parcelas de Erongaricuaro,
Michoacan. Tratamientos: MC-I: interior del monocultivo, PC-I: interior del policultivo S:
Covariables la vegetacién marginal del monocultivo y vegetacion marginal del policultivo.

T: tiempo, T2: tiempo cuadratico. g.I: grados de libertad, F: de distribucion F de Fisher.

g.l. del g.l. del
Efecto . F P
numerador denominador

Manejo agricola (MC-1y PC-I) 1 2 0.510  0.549
S 1 25 16.314 0.004**

T 1 25 6.193 0.019*
T2 1 25 24.05 0.001**

Tratamiento x T 1 25 0.737 0.398

Tratamiento x T2 1 25 0.09 0.766

*P <0.05. **P < 0.01.

Cerritos y Cano-Santana (2008) registraron que la densidad de huevos de S. purpurascens
fue 14.9 veces mayor en los bordes de las parcelas de alfalfa que dentro de las parcelas. Esto
contrasta con lo que plantea Andow (1991) acerca de que una determinada plaga encontrara
menos posibles hospederos en un habitat mas diverso y, por tanto los insectos plaga son
menos dafiinos en los policultivos en comparacion a los monocultivos. Sin embargo, insectos
con un amplio espectro de hospederos usualmente no reducen su poblacion por la diversidad
en los cultivos (Andow, 1991). Por lo tanto, se deben utilizar otras estrategias para su control.

La abundancia maxima de S. purpurascens purpurascens del PC-1 la VMM vy la
VMP se presentd en agosto, con excepcion del MC-I que aumento en septiembre y

posteriormente disminuy0. Cano-Santana (1994) reporto que las densidades maximas de S.

34



purpurascens se presentaron a principios de julio en sitios abruptos y planos de la Reserva
del Pedregal de San Angel en la Ciudad de México en 1990 y 1991. En 1991 se observé que
después de alcanzar la densidad maxima, la poblacion descendié drasticamente en los meses
posteriores. La alta humedad combinada con temperaturas bajas pudo haber causado una alta
mortalidad de los primeros estadios ninfales de S. purpurascens. Tamayo-Mejia (2009)
reporté que los estadios ninfa 1 y ninfa 2 de saltamontes de Melanoplus differentialis
(Thomas) y S. purpurascens presentaron una mortalidad en campo del 50%, causada por
factores bioticos y abidticos. En base a los resultados de este estudio y de los citados
anteriormente se infiere que la dindmica de poblaciones de S. purpurascens purpurascens es
afectada por las condiciones ambientales y de la vegetacion herbacea de los sitios de estudio
(Cano-Santana, 1994; Cerritos y Cano-Santana, 2008; Tamayo-Mejia, 2009).

Es necesario el estudio puntual de la interaccidn entre S. purpurascens purpurascens
y las arvenses que se encuentran en los margenes de las parcelas, ya que puede ser Gtil para
la manipulacion de la composicidn de especies de arvenses en los bordes de los cultivos para
que funcionen como vegetacion trampa. Es importante realizar evaluaciones de plantas que
han demostrado propiedades repelentes y manipular su presencia dentro de los cultivos, con
el fin de alejar a S. purpurascens purpurascens del cultivo principal. Entre las especies que
se pueden evaluar se encuentran la higuerilla (Ricinus comunis L.) el ajo (Allium sativum L.)
y el cempasuchil (Tagetes erecta L.) (Grainge y Ahmed, 1988; Rodriguez y Nieto, 1997,
Vidal et al., 2008). Lo anterior permitiria tener areas que concentren mayor diversidad de
plantas con un propésito especifico dentro del agroecosistema, con el fin de minimizar el
dafo que el saltamontes ocasiona al cultivo principal.

En el presente estudio la abundancia de S. purpurascens purpurascens en la VMM y
la VMP determind la abundancia de esta especie en el interior de las parcelas
independientemente del tipo de manejo agricola utilizado (MC-I o0 PC-I). Ademas del manejo
integrado de plagas, existe otra alternativa para regular las poblaciones de S. purpurascens,
gue consiste en su recoleccion para aprovecharlo como recurso alimenticio. En la actualidad
este insecto se vende en mercados del Estado de México y de los Valles Centrales de Oaxaca,

donde forma parte de la gastronomia regional (Marcos et al., 2015).
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Cerritos y Cano-Santana, (2008) compararon el impacto de la aplicacion del
insecticida malation con la captura de S. purpurascens para el consumo humano sobre la
densidad de ootecas/m? en el interior del cultivo de alfalfa y de sus bordes en dos afios. La
densidad de ootecas fue menor en parcelas donde se aplico malatién con respecto a las de
control mecénico mediante recoleccién. Sin embargo, la densidad de ootecas del control
mecanico fue menor en contraste con el control. La densidad de huevos en los bordes de las
parcelas fue 14.9 veces mayor que los encontrados en el interior de las parcelas. Las areas de
ovoposicién de las hembras de S. purpurascens purpurascens se encontraron con mayor
frecuencia en los bordes de las parcelas, ya que en estas areas el suelo es menos compacto
(Cerritos y Cano-Santana, 2008). EI método de control mecanico es una alternativa viable
para regular las poblaciones de S. purpurascens purpurascens, ademas de que es un producto

rentable para las regiones antes mencionadas (Cerritos y Cano-Santana, 2008).

HEP aislados en S. purpurascens purpurascens. De 2 920 individuos colectados, se
encontraron 12 ejemplares de S. purpurascens purpurascens infectados por algun HEP, lo
que corresponde al 0.41% del total (Cuadro 5). Todos los HEP fueron aislados de individuos
adultos, excepto dos ninfas en el sitio de la VMM infectadas con Metarhizium sp. Sorokin.
El 75% del total de saltamontes infectados tuvieron Metarhizium sp. y el 25% restante se
encontraron infectados por Beauveria sp.Vuill. El 16.7% de los saltamontes infectados por
HEP fueron colectados en el MC-I, el 41.7% en el PC-1, el 16.6% en la VMM Yy finalmente
25% en la VMP. De manera general, el hongo con mayor frecuencia de infeccion en los
saltamontes de la region fue Metarhizium sp., encontrandose una asociacion entre la
proporcion de saltamontes infectados con este HEP en el PC-I, respecto a los que se
encontraron infectados en la VMP (x? = 3.84, P = 0.04). Para el caso de los demas sitios no

se encontrd asociacion significativa (P > 0.05) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Sphenarium purpurascens purpurascens infectados con hongos entomopatdgenos
en agroecosistemas de maiz de la region de la Cuenca del Lago de Patzcuaro. MC-I: interior
del monocultivo, PC-I: interior del policultivo, VMM: la vegetacion de los margenes del

monocultivo, VMP: vegetacion de los margenes del policultivo

Hongos Entomopatdgenos Sitios de colecta
MC-I PC-I VMM VMP Total
NUmero de saltamontes revisados 373 508 791 1184 2856
Beauveria sp. 1 1 0 1 3
Metarhizium sp. 1 4 2 2 9

Los HEP que se encontraron infectando a S. purpurascens purpurascens, tuvieron minima
presencia en los agroecosistemas de maiz. Es conocido que Metarhizium y Beauveria
presentan niveles bajos de infeccion natural en las CS en comparacién a E. grylli, la cual es
una especie que se esperaba encontrar en este estudio, ya que se ha documentado infectando
distintas poblaciones de saltamontes tanto en México como en otros paises del continente
americano (Sanchez et al., 2011; Uribe-Gonzéalez y Santiago-Basilio, 2012). No obstante, en
este trabajo se presentd una asociacion entre Metarhizium y el PC-I, comparado con a la
VMP, por lo que la infeccion de Metarhizium parece verse favorecida por la diversidad
vegetal también, ya que en estos sistemas, el microclima cambia incrementandose

principalmente la humedad relativa, favoreciendo la presencia de HEP (Van Huis, 1997).

CONCLUSIONES

Se encontraron 17 especies, de las cuales la mas abundante fue S. purpurascens
purpurascens. La abundancia de esta especie en la vegetacion de los margenes de los cultivos
influyo sobre la abundancia del interior de los cultivos. La frecuencia de infeccion por HEP
fue baja. Metarhizium sp. tuvo una mayor frecuencia de infeccion en el PC-1 en comparacion
de la VMP. De los aislamientos de HEP tres correspondieron a Beauveria sp. y nueve a

Metarhizium sp.
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Los resultados del presente estudio muestran un efecto positivo de la diversidad
vegetal sobre la comunidad de saltamontes y en particular sobre S. purpurascens
purpurascens, una especie econémicamente importante por el dafio que ocasiona al maiz en
la region. Estos hallazgos muestran la necesidad de profundizar en la manipulacion
experimental de la composicion de plantas dentro de estos agroecosistemas para minimizar
el dafio de este saltamonte, potenciar la presencia y accion de enemigos naturales tales como
los HEP. De esta forma mejorar la sustentabilidad de estos sistemas de produccion a través

del manejo agroecoldgico de los recursos.
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Capitulo 4

Susceptibility of Sphenarium purpurascens purpurascens instars to a commercial

strain of Metarhizium acridum in Michoacan, Mexico

Abstract

The objective of this study was to evaluate the performance of a commercial strain of the
entomopathogenic fungi Metarhizium acridum (Driver and Milner) J.F. Bisch., Rehner and
Humber, on the different instars of the grasshopper pest Sphenarium purpurascens
purpurascens Charpentier (Orthoptera: Pyrgomorphidae), as well as its sporulation via
bioassays under laboratory conditions. The most susceptible instars were nymphs one, two
and four, with an average survival time less than 6.91 days. The least susceptible was the
adult, with a survival time of 8.36 days. The instars with the highest post mortem sporulation
were nymphs one, two and three. A moderate negative association was registered between
the instars of S. purpurascens purpurascens and the sporulation of M. acridum, in advanced
instars (nymph 4 and adult). Sporulation was lower compared to early instars. All instars
showed survival rates below 5%, hence M. acridum is considered a viable option to control

this pest.

Keywords: Sphenarium purpurascens purpurascens; Orthoptera; Metarhizium acridum;

instars; sporulation rates

Introduction

The grasshopper Sphenarium purpurascens purpurascens Charpentier is the most abundant
orthoptera in Mexico. It is widely distributed across much of the center and south of the
country (Castellanos-Vargas and Cano-Santana 2009). This species feeds on and harms a

great variety of crops like maize (Zea mays L.) (Tamayo-Mejia 2009), beans (Phaseolus
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vulgaris L.), squash (Cucurbita L.), oats (Avena sativa L.), barley (Hordeum vulgare L.),
wheat (Triticum sp. L.), alfalfa (Medicago sativa L.), clover (Trifolium repens L.), peas
(Cicer arietinum L.), and various grasses (SENASICA 2012), hence being recognized as an
economically important species (Anaya et al. 2000). To control this and other grasshoppers,
insecticides like cypermethrin, malathion, methyl parathion, chlorpyrifos, diazinon,
dimethylphosphate, deltamethrin, lambda cyhalothrin and fipronil are commonly used
(Forestales and Ebano 2005), having high economic and environmental costs (Neme et al.
2010). The sale and distribution of many of these products are forbidden in other countries
because of their potential harm to the environment (Bejarano 2001).

There are alternative methods for grasshopper control, such as biocontrol through
entomopathogenic fungi (EPF), which are microorganisms infecting a great variety of
arthropod groups and are found in many land environments (Dent 1999). The use of EPF
represents minimal risk to humans, domestic animals and the environment (Goettel and
Johnson 1991), which is why their management as bioinsecticides to control grasshoppers
and locusts is sanitary and environmentally viable (Lomer et al. 2001). Most commonly used
EPF in a commercial scale include Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill, Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin, and Metarhizium acridum (Driver and Milner) J.F. Bisch.,
Rehner and Humber (Rodriguez and Lecuona 2002; Pariona et al. 2007).

A relevant example of the use of EPF in Mexico is the CHE-CNRB 213 strain of M.
acridum, isolated by the National Reference Center for Biological Control and used in the
biocontrol program of the locust Schistocerca piceifrons piceifrons (Walker) in Socorro
Island, Revillagigedo (Hernandez-Velazquez and Berlanga-Padilla 1997). Commercial
formulations based on this strain are currently available for the biocontrol of grasshoppers
and locusts. Nevertheless, its pathogenicity and virulence for the control of species of
orthoptera other than the one from which it was isolated must be evaluated. For example,
most strains of B. bassiana tend to show high virulence over its original host, or on closely
related species, but there are exceptions (Feng et al. 1994).

In order for EPF to perform efficiently as bioinsecticides, it is recommended to evaluate
the susceptibility of local insect populations at different development stages, so they can be
used efficiently at the most critical stages on the field (Espinel and Torres 2009). In this
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context, there are few studies evaluating the susceptibility of development stages of
orthoptera towards pathogen agents and the subsequent sporulation in dead individuals, as
well as taking into account the biology, ecology and population dynamics of the pest insect
(Barrientos-Lozano and Almeguer-Sierra 2009).

The S. purpurascens insect has an average life cycle of 252.4 days (Serrano-Limén and
Ramos-Elorduy 1989). It presents four stages of postembryonic development before reaching
adulthood (Cheairez-Hernandez and Gurrola-Reyes 2009). Two hatching periods for
oothecae have been observed in Central Mexico: early nymphs at the end of May and late
ones in the second half of July (Camacho-Castillo 1999). Adults appear gradually from
August and they all die between December and January, leaving the ootheques buried in the
ground (Marguez-Mayaudon 1968; Cano-Santana and Oyama 1992).

The occurrence of this grasshopper in the north of Michoacan during 2014 registered an
average of 65 individuals per m?> (CESAVEMICH 2014), generating important damage to
the crops of the region, particularly maize.

In the context of the need for integrated management of these grasshoppers, and with the
goal of generating strategies and recommendations for local farmers, the objective of this
study was to evaluate the performance of a commercial formulation of M. acridum on

different stages of S. purpurascens purpurascens through bioessays in the laboratory.

Materials and methods

Viability of the commercial product

The commercial strain was formulated on diatomaceous earth. The viability of the product
was determined by the Vélez et al. method (1997), which considers conidia density, their

viability at 16 hours and purity.

Collection and maintenance of biological material

The grasshoppers used were collected with an entomological sweep net in Erongaricuaro,

Michoacan (19°31'23" - 19°31'13" N and 101°42'32" - 101°42'19" W). They were confined
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in one liter plastic containers with modified lids that had a circular cutout. A one mm diameter
mesh was placed in the cutout to allow for gaseous exchange, in order to transport them alive

to the laboratory.

The grasshoppers were kept in quarantine in the containers during eight days at a density of
ten individuals. They were fed lettuce disinfected with sodium hypochlorite at 5% for 20
minutes and rinsed with distilled water, as well as oat flakes. Excretes were removed every

other day.

All nymphal stages of S. purpurascens purpurascens were taken into account: nymph one
(N1), two (N2), three (N3), four (N4) and adult. These were identified through measurements
of the length of the individuals; N1 with a length of 0.5 - 0.7 cm, N2 of 0.5 — 1.1 cm, N3 of
0.88 —1.12 cm, N4 of 1.4 — 1.8 cm, and the adult with a length of 1.88 — 2.12 cm (Serrano-
Limo6n and Ramos-Elorduy 1989; CESAVEG 2003).

Bioessays

The design of bioessays was done in the following way: each stage of S. purpurascens
purpurascens was exposed through a ten second long immersion (Cafiedo and Ames 2004)
in a solution with 2.5x10° conidio/mL of the commercial strain (dosage recommended by the
manufacturer) in distilled water with 0.01% of Tween 80® dispersant. The density was
adjusted according to the previously obtained percentage of viability. A control for each of
the stages was carried out, which consisted of sterile distilled water with 0.01% Tween 80®.
Each treatment was repeated five times and each replicate included ten grasshoppers, totaling
500 experimental units. Subsequently the insects were placed in individual plastic containers,
with a modified lid so as to allow air flow. The grasshoppers were fed with the
aforementioned diet, every other day post-application. Survival was registered daily until day
14,

Each dead grasshopper was placed in an individual humid chamber, which consisted of a 3.5
x 4.5 cm plastic container with a lid and filter paper in the bottom, dampened every other day

with 200 pl of distilled water. The humid chambers were incubated at 27°C in order to induce
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the sporulation of EPF on the insect. The chambers were checked daily for ten days to register

sporulation.
Statistical analyses

To evaluate the effect of the commercial strain of M. acridum over the stages of S.
purpurascens purpurascens, a comparison was made between the total accumulated survival
rates of the stages exposed to M. acridum vs. the control subjects. To complement this, the
survival rates of each stage exposed to M. acridum were compared to the control subjects.
To determine the most and least susceptible stages to the commercial product, there was a
comparison between survival rates between the different treated stages, and the survival rates
of the different control subjects were compared separately. The comparison of survival rates
was done using the Kaplan-Meier method with a logarithmic adjustment (Fernandez 1995).
The averages of grasshoppers with or without sporulation between the different stages were
compared by a Bonferroni test (Westfall and Young 1989). To find out the association
between the stages of S. purpurascens purpurascens and sporulation, a Spearman correlation
coefficient was used (Martinez Ortega et al. 2009). All statistical procedures were carried out
using the SPSS® software version 22 (SPSS 2013).

Results

The commercial strain of M. acridum presented a density of 2 x 107 conidios/mL, similar to
that reported by the manufacturer, a viability of 56.34%, which is considered well below
quality standards, and a purity of 96.68%, acceptable under such standards (Vélez et al.
1997).

Regarding the susceptibility of the stages of S. purpurascens purpurascens, the rates of
survival time between the commercial strain and the control subject presented significant
differences globally (X? =398.49, d.f. = 1, P < 0.001), as well as when comparing the effect
of the strain on each stage with its respective control subject (X? =395.52, d.f. = 1, P < 0.001).

N1, N2 and N4 were the most susceptible stages, showing significant differences with N3
and the adult (Fig. 1 and Table 1). The survival time of the N3 individuals was greater in
comparison to N1 and N2, being statistically different (Fig. 1 and Table 1). The differences
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in survival time of all nymphal stages in relation to the adults were significant. It was
observed that survival of grasshoppers in nymphal instars decreased more than 50% between
days 6 and 8 post-treatment. The maximum survival time in adults was 14 days, with a
survival rate of 5%, in comparison with the survival time of nymphs, which was less than 11
days and with a survival rate less than or equal to 2.32%. The survival time of grasshoppers
in the control treatments of the different stages did not differ statistically between each other
(Fig. 1 and Table 1).
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Fig. 1 Accumulated survival percentage of Sphenarium purpurascens purpurascens instars
inoculated with a comercial strain of M. acridum. +: Inoculated. -: Control. N1- nymph one;

N2 — nymph two; N3 - nymph three; N4 — nymph four. DAI — Days after inoculation

Table 1 Pairwise comparison (Kaplan-Meier) of survival curves of different stages of
Sphenarium purpurascens purpurascens individuals inoculated with a commercial strain of
Metarhizium acridum. Different letters show statistical differences (P < 0.05). N1- nymph

one; N2 — nymph two; N3 - nymph three; N4 — nymph four

Survival time Standard Pairwise
Treatment Instar .
(days) error comparison
M. acridum N1 6.42 0.18 A
N2 6.91 0.25 A
N3 7.46 0.25 B
N4 6.00 0.32 A
Adult 8.36 0.49 C
Control N1 10.40 0.30 A
N2 10.70 0.17 A
N3 11.68 0.42 A
N4 9.86 0.15 A
Adult 12.78 0.45 A

The highest sporulation rate was obtained in N2 and N3, both with 80.43% and N1 with
75.5% of individuals, being statistically different from N4 and adults. These two stages were
the ones with lowest sporulation rates in comparison with N1, N2 and N3 (Fig. 2 and Table
2). The association level between stages and sporulation rates was moderate (r =-0.47, P =
.018). It was observed that in N4 and the adult sporulation of M. acridum was low (50%)
(Fig. 2). The grasshoppers from control groups did not present sporulation.
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Fig. 2 Accumulated post mortem sporulation percentage of Metarhizium acridum on
Sphenarium purpurascens purpurascens. N1- nymph one; N2 — nymph two; N3 - nymph
three; N4 — nymph four. DAD - Days after death

Table 2 Pairwise comparison (Bonferroni test) of Sphenarium purpurascens purpurascens
specimens sporulated by Metarhizium acridum. Different letters show statistical differences

(P < 0.05). N1- nymph one; N2 — nymph two; N3 - nymph three; N4 — nymph four

Sporulated Pairwise
Instar Standard error
Individuals Comparison
N1 0.76 0.06 A
N2 0.79 0.06 A
N3 0.86 0.05 A
N4 0.49 0.07 B
Adult 0.49 0.06 B
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Discussion

The most susceptible stages of S. purpurascens purpurascens to M. acridum were N1, N2
and N4, as they presented the lowest survival times. The adults were the least susceptible
stage. The differences in survival times between stages can be attributed to physical
differences such as changes in the constitution of the proteins forming the cuticle, which are
essential for the germination of conidia (Hegedus and Khachatourians 1995), as well as the
different enzymes secreted by the immune system of the insect (Khachatourians 1996). N1,
N2, and N3 were the stages with the highest accumulated sporulation percentage. All stages
treated with M. acridum presented a very low survival rate, less than 4%. Nevertheless, it
was observed that sporulation was lower in more advanced stages of S. purpurascens
purpurascens.

There is few information available on the susceptibility of the five stages of S. purpurascens
to EPF. Nonetheless, there are studies about the susceptibility of some stages. In the study
by Vazquez et al. (2016), there was an evaluation of the susceptibility of N2 and N4 of S.
purpurascens under laboratory conditions to four densities of B. bassiana. It was determined
that N4 was the most susceptible stage, presenting a survival rate of 0% at the sixth day post-
application, in comparison to N2, which reached this rate on the seventh day. These results
coincide with the findings of this study, although the differences were not statistically
significant.

A field study reported that adults of S. purpurascens were less susceptible to Metarhizium
anisopliae (Metchnikoff) Sorokin in comparison to N2 and N3. Nymphs had a survival rate
of 15 days post-application, compared to the adults with 35 days (Tamayo-Mejia 2009).

As well as knowing the most susceptible stage of the pest insect, it is necessary to
understand its population dynamics and its ecological interactions with biotic and abiotic
factors, as they regulate population growth (Barrientos-Lozano and Almeguer-Sierra 2009)
In S. purpurascens and Melanoplus differenttialis, 50% of grasshoppers in N1 and N2 died
due to biotic and abiotic factors in the field (Tamayo-Mejia 2009). From N3 to adults,
population densities remained constant. Another characteristic of S. purpurascens that

determines the dynamics of populations is that, as was previously mentioned, it has two
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ootheca hatching periods in the field; early and late nymphs (Camacho-Castillo 1999). Thus,
it is important that the application of bioinsecticides is carried out when the totality of the
oothecae have hatched and the definite population is present.

Regarding sporulation of M. acridum over S. purpurascens purpurascens, N1, N2 and N3
were the stages with the highest rates. Upon performing a correlation between the different
stages and the sporulation of M. acridum, a negative association was found. It was observed
that in the most advanced stages of S. purpurascens purpurascens, N4 and adult, sporulation
was low. One of the possible explanations is the reduction of essential nutrients for conidia
growth (Gottwald and Tedders, 1984). This would imply the need for annual field
applications of bioinsecticide, given the observed limited ability of M. acridum to reproduce
itself.

Conclusions and recommendations

This study determined that the inoculation of the commercial strain CHE-CNRCB 213 of M.
acridum resulted in very low survival rates of S. purpurascens purpurascens under controlled
conditions, therefore being a viable option to regulate its populations. The most susceptible
stages of S. purpurascens purpurascens to M. acridum were N1, N2 and N4, the least
susceptible one being the adult. The stages with the highest sporulation rates were N1, N2
and N3. Although the survival time in N4 was lower, the sporulation capacity of M. acridum
was higher in the early stages of the grasshopper.

Field experiments are required to confirm the results of the present study. It is recommended
to start the application of M. acridum on the field when S. purpurascens purpurascens is at
N3, thus preventing an accumulated population, as well as having a higher probability of
sporulation in dead individuals. In this way, it would be possible to avoid wasting product on
individuals in N1 and N2, as it has been reported that half of them die because of biotic and
abiotic factors. Furthermore, in these development phases grasshoppers are found in the
borders of maize crops. It is equally recommended to perform a second application on N4,
as it is one of the most susceptible stages. With these two applications, the definite population

of S. purpurascens purpurascens would be treated.
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Articulo en preparacion para BioControl.

Capitulo 5

Evaluacion de dos cepas nativas de Metarhizium anisopliae y una cepa comercial de
Metarhizium acridum (Sordariomycetes: Hypocreales) para el control biolégico de

Sphenarium purpurascens purpurascens en Erongaricuaro, Michoacan

Resumen

En México una de los principales plagas de los pastizales y cultivos de granos basicos son
los saltamontes, una de las especies que ocasionan mas dafios al alimentarse de los cultivos
de maiz es Sphenarium purpurascens. Los hongos entomopatégenos son enemigos naturales
de los saltamontes y poseen potencial para ser empleados como agentes de control bioldgico.
Este estudio tuvo como objetivo evaluar a dos cepas nativas de Metarhizium anisopliae, sobre
Sphenarium purpurascens purpurascens. Se calcularon sus concentraciones letales 50 y 90
(CL50 y CL90) mediante bioensayos en el laboratorio. Se evalu6 la virulencia de la cepa
nativa con mayor patogenicidad sobre S. purpurascens purpurascens junto con una cepa
comercial de Metarhizium acridum, en condiciones de campo en Erongaricuaro, Michoacén,
mediante andlisis de supervivencia acumulada de saltamontes. También se evalud la
esporulacién de los hongos entomopatégenos sobre los saltamontes muertos. La CL50 y
CL90 de la cepa 6MaEM fue de 1.7x10° y de 1.0x108 conidios/mL, de la cepa 9MaEM fue
de 1.7x10°%y 7.1x10° conidios/mL. Al evaluar la cepa 6MaEM y la cepa comercial, se registro
una supervivencia acumulada de saltamontes tratados con la cepa nativa del 53.99% y de la
cepa comercial 2.06% en un periodo de 28 dias después de la aplicacion en el campo. La
esporulacion de la cepa nativa fue de 8.3% y de la cepa comercial del 27.63%. La cepa
comercial de M. acridum es una opcion viable para el control biolégico de S. purpurascens

purpurascens en condiciones de campo de Erongaricuaro, Michoacan.
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Introduccion

Los saltamontes pertenecen al orden Orthoptera, son artropodos de importancia econémica
para la agricultura en México ya que 12 especies son consideradas plagas de los cultivos
basicos y pastizales ganaderos (Barrientos-Lozano y Almeguer-Sierra, 2009). En particular,
el saltamonte Sphenarium purpurascens Charpentier, conocido coloquialmente como
chapulin de la milpa (por ser abundante en agroecosistemas donde se cultiva maiz), causa
pérdidas econdmicas importantes en una gran variedad de cultivos como: calabaza, cebada,
frijol, maiz y sorgo (Tamayo-Mejia, 2009; Fontana et al., 2008). Debido a los brotes
poblacionales de esta especie se han establecido campafias para su control en varias zonas
agricolas (algunos ejemplos se pueden consular en el estudio de Anaya et al., 2000).

En el Municipio de Erongaricuaro, Michoacén el cultivo de maiz es el mas importante por
superficie, de un total de 3,628 ha de superficie sembrada, 2,505 son de cultivos de maiz, con
un rendimiento aproximado de 2.45 ton/ha (SIAP, 2016). Una de las plagas mas importantes
en esta region es el saltamonte (Serrano-Limo6n y Ramos-Elorduy, 1989; CESAVEG, 2003).
En Michoacan la ocurrencia durante el afio 2014 fue en promedio de 65 saltamontes por m?
en 24 municipios del norte del estado (CESAVEMICH, 2014), generando dafios importantes
a los cultivos de la region, al sobrepasar el umbral economico de 15 saltamontes/m?,
particularmente en los cultivos de maiz (Fontana et al., 2008; SENASICA, 2015).

En Erongaricuaro, Michoacén, existe un complejo de 17 especies de saltamontes asociados
al cultivo de maiz, de las cuales Sphenarium purpurascens purpurascens Charpentier es la
especie dominante, constituyendo el 98% de la abundancia total (Quesada-Béjar et al., 2017,
en prensa). El control mas comun para dicha especie de saltamontes es mediante insecticidas
sintéticos (Forestales y Ebano, 2005), los cuales, como se ha documentado extensivamente,
tienen una serie de efectos indeseables tanto en las personas que los manejan, el ambiente
(Kaczwer, 2009; Soderlund et al., 2002), e incluso en la propia plaga que controlan, por
efecto de la seleccion de poblaciones resistentes a su efecto letal. (Hemingway y Ranson,
2000). Se ha registrado un incremento del numero de huevos contenidos en las ootecas de S.
purpurascens desde 1962, con 15-20 huevos/ooteca (Marquez, 1962). En 1990 se reportaron
20 huevos/ooteca (Ramos-Elorduy, 1990). Alfaro (1995) reportd 35 huevos/ooteca. En el
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2001 y 2002 se encontraron 39.8 y 36.6 huevos por ooteca, respectivamente (Cerritos y Cano-
Santana, 2008). La hipotesis generada por estos Gltimos autores es que el aumento de la
densidad de huevos es por la seleccion que ejerce el uso de los insecticidas (Cerritos y Cano-
Santana, 2008). En este contexto, se han generado estrategias de control y manejo de
alternativas a los insecticidas sintéticos, entre las que se encuentra el control bioldgico, a
través de la busqueda de enemigos naturales nativos para que con el manejo apropiado e
incremento del tamario de sus poblaciones, se regulen las poblaciones de insectos plaga (De
Bach, 1968; Delbene, 2003).

Los hongos entomopatégenos (HEP) como Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin y Metarhizium acridum (Driver y Milner) J.F.
Bisch., Rehner y Humber son enemigos naturales de saltamontes y langostas (Uribe-
Gonzélez y Santiago-Basilio, 2012; Gandarilla et al., 2013). Estos HEP se pueden utilizar
para producir bioinsecticidas (Gandarilla et al., 2013). Actualmente, algunas formulaciones
se pueden encontrar en los mercados locales (Garcia et al., 2015).

En 2015 se realiz6 una busqueda de HEP asociados a S. purpurascens purpurascens en el
municipio de Erongaricuaro, Michoacén, obteniéndose nueve aislados de Metarhizium sp. y
tres de Beauveria sp. (Quesada-Béjar et al., en prensa). Este estudio tuvo como objetivo
seleccionar dos de estos, identificarlos genéticamente y evaluar su patogenicidad sobre S.
purpurascens purpurascens en el laboratorio. Posteriormente, se evalud la virulencia de la
cepa nativa con mayor patogenicidad junto con una cepa comercial (CHE-CNRCB 213) de
M. acridum sobre S. purpurascens purpurascens en condiciones de campo de Erongaricuaro,

Michoacan.

Materiales y métodos

Cultivos de HEP

Los HEP de Metarhizium, con claves 6MaEM y 9MaEM fueron obtenidos de dos saltamontes
de la subespecie S. purpurascens purpurascens, recolectados en la localidad de Napizaro,
municipio de Erongaricuaro, Michoacan. El saltamonte con el HEP 6MaEM fue recolectado
en 19°35'94"-19°35'54" N y 101°41'85"-101°41'51" W y el 9MaEM en 19°36'10"-19°36'00"
Ny 101°41'93"-101°41'56" W. Los aislados de HEP se realizaron en una campana de flujo
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laminar y consistié en el raspado de conidios del HEP a partir del saltamonte, el cual se
sembré en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) en cajas Petri y fueron incubadas a 27
°C durante cuatro a seis dias. En este periodo se observo el crecimiento del micelio cada 48
horas. Los cultivos puros se obtuvieron realizando reaislamientos del hongo a partir del
cultivo original (Monzon, 2001).

Asignacion genética de HEP nativos. La extraccion de ADN se realizé a partir de 2 ml de
conidios de las cajas Petri de los HEP 6MaEM y 9MaEM. Se transfirieron 500 ml de la
suspension de conidios a un microtubulo de 2 ml. Para el aislamiento de ADN de las conidios
se utilizo la técnica de buffer con la metodologia de Wu et al., (2002). Para la amplificacion
de genes se utilizaron los primers NS1 y NS8 de ADN ribosomal, que han funcionado
adecuadamente (White et al., 1990). Para las reacciones de PCR se utilizé una mezcla de 275
ul de agua destilada, 100 pl de buffer, 10 pl de solucion Stock DnTP, 10 pL de la mezcla de
primers y 5 pl de Taq polimerasa. Se afiadio 50 pl de esta mezcla en cada tubo con 1 pL de
ADN, se diluyeron con dos gostas de aceite mineral y se microcentrifugd 1 min. Las
condiciones del termociclador consistieron en 25 ciclos, cada uno de 2a3 mina 95 °C, 30 s
de50°a60°C,1mina72°C,30sa95°Cy10mina71°C (White etal., 1990). Se centrifugo
brevemente y se tom6 una muestra de 5 pl para analizarla mediante electroforesis de gel de
agarosa al 1%. Las secuencias fueron enviadas a Macrogen en Corea para su secuenciacion.
Una vez obtenidas las secuecias, se realiz6 un analisis de alineamiento de tipo local (BLAST)
de las secuencias en el sitio del NCBI para compararlas con las secuencias disponibles en la
base de datos GenBank y buscar la identidad de las mismas.

Colecta y mantenimiento de material biolégico para el experimento de laboratorio. En
la localidad de la Ex Hacienda Charahuén (19°31'23"-19°31'13" N y 101°42'32"-101°42'19"
W) se recolectaron 720 saltamontes de S. purpurascens purpurascens en ninfa 1, con una
longitud de 0.6 + 0.1 cm (Serrano-Limén y Ramos-Elorduy, 1989), para los bioensayos de
patogenicidad de las dos cepas nativas sobre S. purpurascens purpurascens en el laboratorio.
Se confinaron en recipientes de plastico de un litro de capacidad con tapas modificadas con

un corte circular en la que se coloco una malla fina de 1 mm de didmetro para permitir el
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intercambio gaseoso y fueron trasladados vivos al laboratorio. Los saltamontes se
mantuvieron en un periodo cuarentenario de ocho dias en los recipientes a una densidad de
diez individuos. Se alimentaron con lechuga desinfectada con hipoclorito de sodio al 5%
durante 20 minutos y enjuagada con agua destilada, ademéas de hojuelas de avena. Sus
excretas se retiraron cada segundo dia. Posteriormente se seleccionaron saltamontes en ninfa

2; con una longitud de 0.8 +0.3 cm (Serrano-Limo6n y Ramos-Elorduy, 1989).

Preparacion de los indculos. Se adicion6 agua destilada estéril de cada uno de los cultivos
y se realizd un raspado suave con un asa esteril. En un vaso de precipitado de 250 ml se
vertieron 50 ml de agua destilada con Tween 80® al 0.01%, y se le adicionaron los conidios.
A partir de la solucién madre se prepararon las concentraciones de 1x10°, 1x10°, 1x10” y
1x108 conidios/mL de cada cepa. Los conteos de los conidios se realizaron con una camara
de Neubauer.

Evaluacion de la patogenicidad de dos cepas nativas sobre S. purpurascens purpurascens
en el laboratorio. Para los bioensayos en laboratorio se realizaron cuatro repeticiones por
concentracion, cada repeticion con diez individuos en ninfa 2, para un total de 360 unidades
experimentales, en un disefio completamente al azar. Los saltamontes fueron inoculados
mediante inmersion de diez segundos en la solucién (Cafiedo y Ames, 2004). Posteriormente
los individuos fueron colocados en recipientes individuales de plastico de un litro de
capacidad y se alimentaron cada segundo dia durante ocho dias, de igual forma que en el
periodo cuarentenario. Se registrd la supervivencia diaria durante ocho dias. Los individuos
muertos se colocaron en una camara humeda individual, la cual const6 de un recipiente de
plastico de 3.5x4.5 cm con tapa y un papel filtro en el fondo del recipiente, el cual fue
humedecido con 200 ul de agua destilada cada segundo dia y se incubaron a 27 °C para

inducir la esporulacion del HEP. Se registré la esporulacion durante diez dias.

Preparacion de la cepa nativa en sustrato para el experimento en campo. La cepa nativa
6MaEM, que presenté mayor patogenicidad en el bioensayo anterior se reprodujo en arroz
con el siguiente procedimiento: de las cajas Petri de la cepa, se adicionaron 60 mL de agua
destilada estéril y se rasparon suavemente las conidios con una asa, hasta formar una

suspension de conidios homogénea a una densidad aproximada de 1x108 conidios/mL
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(Monzon, 2001). Se colocaron 300 gramos de arroz en cada bolsa de 25x35 cm y se
esterilizaron en autoclave a 16 libras de presion y 120 °C por 15 min. Posteriormente, cuando
el arroz tuvo una temperatura entre 28 y 30 °C las bolsas se inocularon con 10 mL de la
suspension de la cepa nativa obtenida a partir de los conidios cosechados de las cajas Petri.
Las bolsas se incubaron a una temperatura de 27°C y 88% de humedad por un periodo de 16
dias (N4ajera-Rincon y Lépez-Mora, 2007).

Calidad de las cepas. La cepa comercial de M. acridum estd formulada en tierra de
diatomeas. La calidad de las cepas se determind con la metodologia de Vélez et al., (1997)
la cual considera la evaluacion de la densidad de conidios, la viabilidad de estas a las 16 horas
y la pureza.

Colecta y mantenimiento del material biologico del experimento de campo. Para evaluar
lavirulencia de la cepa nativa y la cepa comercial en campo se recolectaron 1,200 saltamontes
de la subespecie S. purpurascens purpurascens en la Ex Hacienda Charahuén (19°31'23"-
19°31'13" N y 101°42'32"-101°42'19" W) con una longitud de 0.8 +/-0.3 cm (Serrano-Limon
y Ramos-Elorduy 1989, CESAVEG, 2003) correspondiente a ninfa 2. Los saltamontes fueron
trasladados al laboratorio y sometidos a un periodo cuarentenario de igual forma que en el
bioensayo del laboratorio. Transcurrido este periodo se seleccionaron los saltamontes en
ninfa 3 con una longitud de 1.0+/- 1.2 cm (Serrano-Lim6n Ramos-Elorduy, 1989,
CESAVEG, 2003).

Virulencia de la cepa nativa y la cepa comercial sobre S. purpurascens purpurascens en
campo. El experimento de campo se llevé a cabo en el mismo sitio donde se colectd el
material bioldgico, el cual se caracteriza por presentar un clima templado subhimedo con
lluvias en verano (Cw). Las temperaturas oscilan entre 5°C y 26°C con una precipitacion
pluvial promedio anual de 1 040.8 milimetros (INEGI, 2009). Para evaluar la virulencia de
la cepa nativa vs. la cepa comercial, se utiliz6 un disefio de bloques al azar con los siguientes
tratamientos: cepa nativa, cepa comercial y control. De cada tratamiento se realizaron cuatro
repeticiones, cada repeticion con 50 saltamontes en ninfa tres. Los saltamontes se colocaron
en jaulas de 1x1x0.50 m con una densidad de 50 individuos por jaula, dando un total de 12
jaulas, las cuales se colocaron sobre bases de plastico de 0.30x0.30x0.47 m con una

separacion de 25 m entre jaulas dentro de un monocultivo de maiz. Los saltamontes fueron
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alimentados cada segundo dia con lechuga desinfectada y hojuelas de avena. La aplicacion
de los tratamientos se realiz6 asperjando un volumen de 120 mL con una bomba mecanica
desde el exterior de la jaula. De la cepa comercial se aplicd una solucién con una
concentracion de 2.5x10° conidios/mL (dosis recomendada por el fabricante) con Tween 80
al 0.01%, mientras que de la cepa nativa se aplicé la dosis para la CLgo de 1x108 conidios/mL,
con Tween 80® al 0.01% obtenida en el bioensayo en el laboratorio. Estas concentraciones
fueron ajustadas tomando en cuenta el porcentaje de viabilidad obtenido. Al control se le
aplicd una solucion acuosa estéril y Tween 80® al 0.01%. Para la aspersion de cada
tratamiento se utilizaron bombas diferentes. Se registrd la supervivencia acumulada cada 48
horas durante 28 dias. Los individuos muertos fueron colocados en cdmaras himedas de igual
manera gue el bioensayo en el laboratorio y se registré la esporulacion de los HEP sobre los
individuos diariamente, durante diez dias.

Anélisis estadistico. Para evaluar el efecto de las dos cepas nativas sobre S. purpurascens
purpurascens, se compararon las curvas de supervivencia acumulada total de los saltamontes
expuestos a las diferentes concentraciones de la cepa 6MaEM vs. el control y de forma
separada el 9MaEM vs. el control. Para determinar la cepa nativa més patégena se
compararon las curvas de supervivencia de la cepa 6MaEM vs. 9MaEM de cada una de las
concentraciones con el método de Kaplan-Meier con ajuste logaritmico (Fernandez, 1995).
Posteriormente con el numero de individuos muertos y expuestos se calcularon las
concentraciones letales 50 y 90 (CL50 y CL90) de cada uno de las cepas, mediante un analisis
Probit, con el programa Statgraphics Centurion XV (Stat, point, inc., 2006). El promedio de
saltamontes con esporulacion de los HEP se comparé entre las dos cepas nativas con una
prueba de Bonferroni en cada una de las concentraciones. Para evaluar el efecto de los
tratamientos de la cepa nativa y la cepa comercial sobre S. purpurascens purpurascens, se
compararon las curvas de supervivencia acumulada de los saltamontes expuestos a la cepa
nativa vs. el control, de forma separada se compararon las curvas de supervivencia de la cepa
comercial vs. el control. Posteriormente, se compararon las curvas de supervivencia de los
saltamontes tratados con la cepa nativa vs. la cepa comercial y se calcul6 el tiempo letal 50
(TL50) de la cepa nativa y la comercial en campo. La evaluacion de las curvas de
supervivencia fue realizada con el método de Kaplan-Meier y la prueba log rango con el

64



programa SPSS® version 22 (Ferndndez, 1995). El TL50 fue calculado con Statgraphics
Centurion XV version 15.2.06. Para evaluar la esporulacion de la cepa nativa vs. la cepa
comercial sobre S. purpurascens purpurascens se compararon las medidas de individuos con

esporulacion utilizando una prueba de Bonferroni con el programa SPSS® version 22.

Resultados

Asignacion genética de HEP nativos. El analisis BLAST de la secuencia obtenida para el
gen 18S de acido ribonuicleico ribosomal determind que los dos HEP correspondian a la
especie M. anisopliae. EI HEP 6MaEM tuvo una maxima identidad del 98% con un valor
esperado (valor E) de 0.0. EL 9MaEM presentd una identidad del 96% con un valor E de 0.0.
Patogenicidad de dos cepas nativas en laboratorio. Las curvas de supervivencia de los
saltamontes expuestos a las cepas 6MaEM y 9MaEM fueron diferentes al control, con una
mayor supervivencia de este Ultimo (X>=48.78,g.1.=1, P <0.001 y X?=27.95,9.1.=1,P
< 0.001 respectivamente). Se observaron diferencias entre las cepas en el tiempo de
supervivencia de los saltamontes inoculados con la cepa 6MaEM en las concentraciones
1x10° y 1x10% conidios/mL, el cual fue menor en comparacion a la cepa 9MaEM;
mostrandose también que a mayor dosis del HEP menor supervivencia de S. purpurascens

purpurascens (Fig. 1 y Cuadro 1).
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Fig. 1. Porcentaje de supervivencia acumulada de saltamontes infectados con dos cepas
nativas de Metarhizium anisopliae a diferentes concentraciones. Dias después de la infeccion
(DDI).

Cuadro 1. Comparacion por parejas de las curvas de supervivencia diaria de individuos de
Sphenarium purpurascens purpurascens inoculados con diferentes concentraciones de dos

cepas nativas de Metarhizium anisopliae, con el método de Kaplan-Meier.
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6MaEM 9MaEM

Concentracion Tiempo medio  Tiempo medio P
Conidios/mL (dias) (dias)
1x10° 7.25+/- 0.22 7.94+/- 0.04 0.001**
1x106 6.42+/- 0.22 6.97+/- 0.27 0.006**
1x107 5.89+/- 0.21 5.35+/- 0..24 0.160
1x108 5.27+/- 0.21 5.40+/- 0.11 0.669

** indica diferencias significativas (P < 0.01). * indica diferencias significativas (P < 0.05).
Error estandar (E. E.).

CL50 y CL90 de las cepas nativas. Con respecto a las concentraciones letales, la cepa
6MaEM requirié una menor concentracion del indculo para matar al 50 y 90% de la poblacion
tratada, en comparacién con la cepa 9MaEM. La ecuacién de la recta de 6MaEM fue Y = -
0.242431 + 0.0000014112*dosis. Utilizando esta ecuacion, se obtuvo una CL50 de 1.7x10°
y una CL90 de 1.0x10° conidios/mL (X?=86.69, g.1.=1, P < 0.001). La ecuacion de la recta
de lacepa 9MaEM fue Y = -0.423049 + 2.37336E-7*dosis, la CLso fue de 1.7x108y la CLgo
de 7.1x10% (X2=100.65, P < 0.001).

Esporulacién de las cepas nativas. La cepa 6MaEM presentd mayor esporulacion que la
cepa 9MaEM en las concentraciones 1x10° y 1x10° conidios/mL. Sin embargo la cepa
9MaEM tuvo mayor esporulacion en la concentracion de 1x108 conidios/mL, presentando
diferencias significativas. Los HEP dejaron de esporular sobre los saltamontes a partir del
dia cinco después de la muerte de los individuos. El grupo control no presenté esporulacion
(Fig. 2 y Cuadro 2).
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Fig. 2. Porcentaje acumulado de individuos de Sphenarium purpurascens purpurascens que

presentaron esporulacion post mortem de dos cepas nativas de Metarhizium anisopliae

cuantificados en dias después de la muerte del individuo (DDM).

Cuadro 2. Comparacién mediante la prueba de Bonferroni, del promedio de saltamontes

Sphenarium purpurascens purpurascens esporulados post mortem a la infeccion por dos

cepas nativas por parejas de Metarhizium anisopliae a diferentes concentraciones de

conidios.
6MaEM 9MaEM
Concentracion Medias Medias P
1x10° 0.30 +/-0.08  0.07 +/-0.09  0.01*
1x 108 0.51+/-0.10 0.17+/-0.10 0.01*
1x 10’ 0.71+/-0.10 0.65+/-0.10 0.1
1x 108 0.62 +/-0.09 0.82+/-0.09  0.04*

*Indica diferencias significativas (P < 0.05).

Viabilidad de la cepa nativa y la cepa comercial. Se selecciond la cepa nativa 6MaEM por

presentar mayor patogenicidad sobre S. purpurascens purpurascens. Al evaluar la viabilidad
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de la cepa nativa este presenté una densidad de 8.7x10° conidios/mL, viabilidad del 85% y
una pureza de 98.68%. La cepa comercial present6 una densidad de 1.92x107 conidios/mL,
una viabilidad del 65.67%, la cual no es aceptable de acuerdo a las normas de Vélez et al.
(1997) y una pureza de 96.68%.

Virulencia de la cepa nativa y la cepa comercial sobre S. purpurascens purpurascens en
campo. Al comparar las curvas de supervivencia de S. purpurascens purpurascens, la del
grupo control fue mayor que la cepa nativa, con diferencias significativas (X?=4.77, g. |. =
1, P <0.029), asi como al comparar el efecto de la cepa comercial vs. el control (X?=333.94,
g. l. =1, P <0.001) (Fig. 3). Al comparar las curvas de supervivencia de los saltamontes
tratados con la cepa nativa vs. la cepa comercial se observo que los individuos de la cepa
comercial presentaron un tiempo de supervivencia menor en comparacion a los individuos
de la cepa nativa, estas diferencias fueron estadisticamente significativas (X?=4.77,g. 1. = 1,
P < 0.029). La supervivencia de los individuos del tratamiento de la cepa comercial fue de
2.06%, el mayor nimero de decesos se presento entre los dias 8 y 15, el TL50 fue de 10 dias
y 6 horas. La cepa nativa presentd una supervivencia de 53.99%, a los 28 dias post
tratamiento, el TL50 fue de 7 dias con 18 horas (Fig. 3).

—4—(6MaEM --@--CC —k—Control

100 -
90 4
80 1
70 1
60 -
50 4

Supervivencia acumulada (%)

10 1 ‘e,
30 -
20 A "
10 A ¢ o.go.
0 ‘ ‘ . . ‘ . ‘ ‘ ‘ . . "-‘ ..... ®
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
DDI

Fig. 3. Porcentaje de supervivencia acumulada de saltamontes infectados con una cepa nativa
de Metarhizium anisopliae, una cepa comercial de Metarhizium acridum y el control.

6MaEM: cepa nativa; CC: cepa comercial; DDI: dias después de la infeccion.
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La esporulacién de los HEP sobre los saltamontes mostrd que la cepa nativa tuvo 8.3% de
esporulacién acumulada y la cepa comercial el 27.63%, diferencias estadisticamente
significativas (X?=16.53, g.1.=1, P <0.001). Se observé que a partir del sexto dia post mortem
los HEP no esporularon. Los individuos del grupo control no presentaron esporulacion de
HEP.

Discusion

Las dos cepas nativas evaluados en laboratorio presentaron una patogenicidad alta en
concentraciones de 1x10® conidios/mL, al sexto dia de la aplicacién ninguno de los
saltamontes tratados sobrevivid. Se observo que la cepa 6MaEM tuvo mayor patogenicidad

sobre el S. purpurascens purpurascens en comparacion a la cepa 9MaEM.

Estos resultados coinciden con el estudio de Jorge et al. (2016) en el que reportan una
sobrevivencia de 0% de S. purpurascens en ninfa 4 a los 6 dias de la inoculaciéon con B.
bassiana a concentraciones de 1x107, 1x10® y 1x10° conidios/mL en laboratorio, este

patdgeno fue aislado de especimenes de esta misma especie.

Con respecto a la esporulacion de HEP los saltamontes inoculados con concentraciones
1x10%y 1x108 conidios/mL, la cepa 6MaEM presentd mayor esporulacion en comparacion a
9MaEM. Sin embargo en la concentracion 1x108 conidios/mL la esporulacion de la cepa
9MaEM fue mayor.

En el experimento de campo se observo que los saltamontes tratados con la cepa comercial
de M. acridum a una concentracion de 2.5x10® conidios/mL presentaron una menor
supervivencia (2.05%), en comparacion a la cepa nativa 6MaEM a una concentraciéon de
1.0x10° conidios/mL, y una supervivencia de 58.95% a los 28 dias de la aplicacion. La cepa
comercial tuvo mayor esporulacion sobre S. purpurascens purpurascens en comparacion a
la cepa nativa. En otro estudio se aplicd M. acridum a concentraciones de 2.5x10*
conidios/insecto para el control bioldgico de la langosta Calliptamus italicus L. (Orthoptera:
Acrididae) en condiciones de semicampo. Las langostas después de haber sido infectadas se
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colocaron en jaulas de incubacién a 19-29 °C. El 0% de la supervivencia de langostas se
presento a los 9 dias después de su aplicacion (Collar et al., 2002). En nuestro estudio la cepa
comercial M. acridum en campo provocé la muerte de los saltamontes a los 28 dias con una
supervivencia del 2.06%. La muerte de los saltamontes fue lenta en comparacion al estudio
citado, posiblemente a causa de que las condiciones climéaticas de Erongaricuaro no fueron
las ideales. Sin embargo encontramos viable el uso de esta cepa comercial para el control de
S. purpurascens purpurascens en este sitio, ya que los saltamontes tuvieron una
supervivencia de solo el 2.06%. Para el caso de la cepa nativa este problema también se
presentd. Sin embargo este patégeno mostré una virulencia menor en comparacion a la cepa

comercial.

Una alternativa para acelerar la mortalidad de los saltamontes es la aplicacion de mayores
concentraciones del hongo entompatégeno, se ha documentado que el TL50 disminuye
cuando se aplican concentraciones mas altas de los patdgenos. Un ejemplo de esto es un
estudio donde se aplicé una concentracion de 1x107 conidios/mL de M. anisopliae y se
observé un TL50 de cinco dias en termitas Microcerotermes sp. (Silvestri). A una
concentracion de 9.64x10° conidios/mL, el TL50 fue de seis dias. Con la concentracion de
1x102 conidios/mL de ocho dias y con la concentracion mas baja de 1x10* conidios/mL el
TL50 se prolongd hasta los 14 dias (Sterling et al., 2011).

La cepa comercial de M. acridum es especifica de saltamontes, las cepas nativas de M.
anisopliae no lo son (Gao et al., 2011). Aunque el origen de estas cepas fue S. purpurascens
purpurascens y son susceptibles a estos, la virulencia de M. acridum fue mayor. Por lo tanto,
esto explica que en el estudio previo (en prensa) la prevalencia de infeccion fue baja. En el
estudio de Collar et al., (2002) se evalué un aislado de M. acridum sobre Dociostaurus
maroccanus (Thunberg) y Calliptamus italicus L. (Orthoptera: Acrididae). La mortalidad del
100% se tuvo a los 22 dias postratamiento, los dias mas pronunciados fueron del 8 al 15. Este
estudio es similar a esta investigacion en donde los efectos de M. acridum se observaron a

mayor nimero de dias de la aplicacion del bioinsecticida.
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Conclusiones

Los dos HEP de M. anisopliae nativos, aislados de S. purpurascens pupurascens en
concentraciones de 1x108 conidios/mL, presentaron una patogenicidad alta en el laboratorio,
con una supervivencia del 0% de los saltamontes a los seis dias de la inoculacidn. Las cepas
nativas con concentraciones de 1x10° 1x10” y 1x10® conidios/mL, presentaron una
esporulacion mayor al 50%. A 1x10° conidios/mL la esporulacion sobre S. purpurascens

purpurascens fue menor a 30%.

Los saltamontes tratados con la cepa comercial de M. acridum presentaron una menor
supervivencia (2.06%), a comparacion de la cepa nativa seleccionada 6MaEM de M.
anisopliae, con una supervivencia de 58.95% a los 28 dias postramiento en campo. La cepa
comercial de M. acridum es una opcion viable para el control biol6gico de S. purpurascens

purpurascens, en Erongaricuaro, Michoacan.
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Discusion general

Al evaluar el efecto del manejo agricola policultivo, monocultivo y la vegetacion de los
margenes de los cultivos sobre la comunidad de saltamontes y sus hongos entomopatégenos
asociados, se obtuvo que la comunidad de saltamontes estuvo conformada por 17 especies,
en donde Sphenarium purpurascens purpurascens fue la especie dominante. Este estudio
realizd la primera contribucion de la riqueza de especies de saltamontes y de hongos
entomopatogenos en Erongaricuaro, Michoacan, asi como la base de la evaluacion de la
riqueza y abundancia de saltamontes plaga y de sus hongos entomopatdgenos, en cultivos
con diferentes tipos de manejo y en la vegetacion de los margenes de los cultivos.

El saltamonte Sphenarium pupurascens es uno de los ortopteros mas abundantes de México,
considerandose una plaga, que se alimenta de cultivos de granos basicos y de pastizales, por
lo que se han establecido camparfias para su control poblacional en cuatro entidades del pais
(Anaya-Rosales et al., 2000). El policultivo conformado por frijol, calabaza y maiz no
disminuyd la abundancia de S. purpurascens pupurascens en comparaciéon al monocultivo.
Sphenarirum purpurascens purpurascens, por ser un insecto polifago dificulté la
disminucion de la abundancia, ya que se ha registrado que los insectos plaga con habitos
polifagos no siempre tienen menor abundancia en el policultivo al compararlos con el
monocultivo (Bastos et al., 2003). Este efecto es consistente con insectos especialistas,
debido a que no encuentran un habitat continuo para su desarrollo (Sloderbeck y Edwards,
1979, Helenius, 1991, Altieri y Nicholls, 2004). Por ejemplo, los insectos polifagos como el
Thrips tabaci Lindeman y Pseudoplusia includens (Walker) se han registrado con una mayor
densidad en policultivos de maiz intercalado con frijol (Bastos et al., 2003). Para el caso de
las plagas especialistas Dalbulus maidis DeLong y Diabrotica speciosa Germar hubo una
mayor densidad de D. maidis en el monocultivo de maiz y de Diabrotica speciosa en el de
frijol (Bastos et al., 2003).

Esta investigacion evalué dos sistemas de manejo agricola que se utilizan en Erongaricuaro,

no se seleccionaron cultivos especificos para la reduccion de S. purpurascens purpurascens.
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Estudios mencionan que la reduccion de insectos plaga es resultado de mezclas de cultivos
especificos (Root, 1973; Bach, 1980; Rich, 1981). Se observé que la combinacion de maiz,
calabaza y frijol en el policultivo no fue adecuada para la regulacion del S. purpurascens
purpurascens, ya que esta especie presenta preferencia en alimentarse de cultivos de hoja
ancha como el frijol y la calabaza (Tamayo-Mejia, 2009). Es necesario explorar las
preferencias de plantas hospederas de S. purpurascens purpurascens, las cuales se podran
colocar en los margenes de los cultivos como plantas trampa, asi como de plantas repelentes
dentro del culivo con el objeto de disefiar agroecosistemas enfocados al manejo integrado de
este insecto. Esto permitiria tener &reas que concentren mayor diversidad de plantas con un
propdsito especifico dentro de los agroecosistemas, con el fin de minimizar el dafio que este
saltamontes ocasiona al cultivo principal. En estudios posteriores se recomienda tomar en
cuenta otros factores como: la reduccion de la concentracién del recurso, cultivos trampa,
abundancia de siembra y la accion de enemigos naturales para disefiar agroecosistemas

enfocados al manejo integrado de este insecto (Altieri y Nicholls, 2013).

Se registro que la abundancia de S. purpurascens purpurascens en la vegetacion marginal de
de los dos sistemas de manejo explicd la abundancia de S. purpurascens purpurascens
encontrada dentro del monocultivo y del policultivo. Hay insectos plaga polifagos que
ademas de alimentarse del cultivo de maiz se alimentan de arvenses que se encuentran en los
margenes de los cultivos relacionadas botanicamente (Van Emden, 1965). Otros insectos
polifagos se alimentan de plantas de los margenes no relacionadas bot&nicamente con el
cultivo y del cultivo (Altieri y Nicholls, 2013). Es claro en este estudio que S. purpurascens
purpurascens prefirié areas con arvenses. Ademas, en el estudio de Cerritos y Cano-Santana
(2008) esta documentado que los margenes de las parcelas soportan una alta densidad de
ootecas de S. purpurascens a comparacién del interior de las parcelas. Al parecer los sitios
de ovoposicion se encuentran en estas areas ya que el suelo es menos compacto en
comparacion con el del interior de las parcelas, por lo que la oclosion de los saltamontes es
donde se encuentra la vegetacion de los margenes de las parcelas y que posteriormente sirven

de alimeno. Al igual que este insecto, se ha documentado en otros trabajos que las plantas
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silvestres son importantes reservorios de pulgones plaga y de otros &fidos (Bertolaccini et al.,
2004; Zumoffen et al., 2015).

Sphenarium purpurascens, por ser un insecto polifago dificulta el control de sus poblaciones
con el disefio agroecoldgico, se deben de implementar junto a el disefio agroecolégico, otras
estrategias como es el control por recoleccion, ya que es un producto rentable que se vende
en mercados del Estado de México y de Oaxaca, donde forma parte de la comida regional
(Marcos et al., 2015). Cerritos y Cano-Santana (2008) compararon el impacto sobre la
densidad de ootecas/m? de S. pupurascens por la aplicacion de malation y por la recoleccion
de este saltamonte para el consumo humano, durante dos afios consecutivos en parcelas de
alfalfa. Registraron que el tratamiento con mayor impacto fue la aplicacion de malation,

seguido por el control por recoleccién del saltamontes y finalmente el grupo control.

Con respecto a los hongos entomopatdgenos asociados a los saltamontes, se registré una
infeccion de solo 0.41% en los saltamontes recolectados. La baja frecuencia de infeccion por
hongos entomopatdgenos se ha registrado en otros estudios (Rodriguez y Leucuona, 2002),
ya que requieren humedad alta para poder infectar a los huéspedes y por lo tanto para generar
epizootias naturales (Ortiz-Catdn et al., 2011). Se aislaron nueve hongos entomopatégenos
de Metarhzium sp. y tres de Beauveria sp., los cuales son candidatos para usarse como
agentes de control biologico de S. purpurascens purpurascens y los cuales formaran parte de
la coleccion de hongos entomopatdgenos del Centro Nacional de Referencia de Control
Bioldgico. Se presentd un mayor porcentaje de hongos entomopatdgenos en el policultivo,
comparado con el monocultivo, la vegetacion de los margenes del monocultivo y la
vegetacion de los margenes del policultivo. Se encontré una asociacion entre la proporcion
de saltamontes infectados con Metarhizium, en el sitio del policultivo, respecto a los que se
encontraron infectados en la vegetacion marginal del policultivo. La infeccion de
Metarhizium parece verse favorecida por tipo de manejo de policultivo, ya que en estos
sistemas, el microclima cambia incrementandose principalmente la humedad relativa,
favoreciendo la presencia de HEP (Van Huis, 1997). No existen estudios de presencia de

hongos entomopatdgenos en sistemas con diferentes tipos de manejo agricola, por lo que no

79



se puede hacer una comparacion con otras investigaciones. Los hongos entomopatdgenos
aislados en esta investigacion son candidatos para ser utilizados como agentes de control

bioldgico de S. purpurascens purpurascens.

Al evaluar la susceptibilidad de S. purpurascens purpurascens a una cepa comercial de
Metarhizium acridum (CHE-CNRCB 213) tomando en cuenta los diferentes estadios de
desarrollo postembrionario de este insecto (Barrientos-Lozano y Almaguer-Sierra, 2009), los
estadios mas susceptibles de S. purpurascens purpurascens fueron la ninfas 1, 2 y 4, con un
tiempo de supervivencia medio de 6.42, 6.91 y 6 dias postratamiento, respectivamente, y una

supervivencia menor al 5%.

La edad de los insectos es considerada uno de los factores que determinan la mortalidad
(Boucias y Pendland, 1984). Los primeros estadios de desarrollo son mayormente afectados
por la infeccion de los hongos entomopatdgenos, ya que la capacidad de encapsular cuerpos
extrafios en estadios tempranos es baja (Sagarra et al., 2000). Esto pudiera deberse a que la
capacidad del hongo para infectar al insecto puede estar influenciada por el estado fisioldgico
del hospedero, infectando un estadio en particular (Boucias y Pendaland, 1984), como la
ninfa 4, el cual fue uno de los estadios mas susceptibles. El estadio mas resistente fue el
adulto con un tiempo medio de supervivencia de 8.36 dias postratamiento y una
supervivencia del 5%. Los estadios maduros pueden eliminar patdgenos invasores ya que su

sistema inmunolodgico es mas eficaz (Mohan et al., 1999).

En la investigacion de Véazquez et al. (2016), al evaluar la susceptibilidad de S.
purpurasences de los estadios de ninfa 2 y ninfa 4 con concentraciones de conidios de B.
bassiana en el laboratorio, se registro a la ninfa 4 como el estadio mas susceptible con una
supervivencia del 0% al sexto dia postaplicacion, en comparacion con la ninfa dos que fue al
séptimo dia. Estos resultados confirman que la ninfa 4 es el estadio que presenta un menor
tiempo de supervivencia. Tamayo-Mejia (2009) registrd que la ninfa 2 y la ninfa 3 de S.
pupurascens son mas susceptibles a Metarhizium anisopliae en comparacion de los adultos

al presentar un tiempo de supervivencia de 15 dias postaplicacion y los adultos de 35 dias.
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De acuerdo a los estudios anteriormente citados, estos concuerdan en que la ninfa 2 y la 4
son los estadios mas susceptibles y que el adulto es el menos susceptible, ya que los estadios
tempranos de los insectos presentan un menor nimero de hemocitos, tal es el caso del
segundo estadio larva de Euxoa Hubner que tiene 4 000 hemocitos y 240 000 en el sexto
estadio (Chapman, 1998). Con respecto a la esporulaciéon de M. acridum sobre S.
purpurascens purpurascens se observé que hay mayor esporulacion en las ninfas 1, 2 y 3 en
comparacion a los estadios de ninfa 4 y adulto. Este pardmetro no habia sido evaluado en

otros estudios.

Para el control biolégico de una plaga se recomienda utilizar hongos entomopatégenos
nativos que presenten una alta patogenicidad y virulencia sobre la especies de insecto plaga
en cuestion (Meyling y Eilenberg, 2007), adaptados a temperaturas y condiciones de campo
(Berlenga-Padilla y Hernandez-Velazquez, 2002). Se seleccionaron dos cepas nativas de
Erongaricuaro: 6MaEM y 9MaEM de Metarhizium anisopliae y se comparé su patogenicidad
sobre S. purpurascens purpurascens en laboratorio. La cepa 6MaEM presenté mayor
patogenicidad en comparacion con 9MaEM, ya que necesitd una concentracion menor para
ocasionar la mortalidad del 50 y 90% de la poblacion de S. purpurascens purpurascens.
Ademas, se observd que los saltamontes infectados con la cepa 6MaEM presentaron un
tiempo medio de supervivencia diaria menor en comparacion con la cepa nativa 9MaEM.
Rosa et al. (2002) mencionan que la agresividad de una cepa esta determinada en base al
tiempo letal medio, considerandose una cepa con mayor agresividad y aquella que ocasiona

la mortalidad a su hospedero en menor tiempo (Maniania y Ondulaja, 1998).

Posteriormente se compard la virulencia de la cepa nativa 6MaEM de M. anosopliae y una
cepa comercial de M. acridum en condiciones de campo de Erongaricuaro, Michoacén. La
virulencia de la cepa nativa de M. anisopliae fue baja sobre S. purpurascens purpurascens
en comparacion a la cepa comercial de M. acridum, al igual que la esporulacion. Se registro
una supervivencia acumulada de saltamontes tratados con la cepa nativa del 53.99% vy de la
cepa comercial 2.06% en un periodo de 28 dias después de la aplicacion en el campo. Esto

se atribuye a que la cepa comercial de M. acridum es especifica de saltamontes, mientras que
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los aislados nativos de M. anisopliae no lo son (Gao et al., 2011). Aunque el origen de estos
aislados fue S. purpurascens purpurascens y son susceptibles a estos, no fue mejor su
desempefio frente la virulencia de M. acridum, por lo tanto, eso explica porque en el estudio

previo (Quesada, et al., en prensa) la prevalencia de infeccion fue baja.

En el estudio de Barrientos-Lozano et al. (2002), esta misma cepa de M. acridum (50 g de
conidios formuladas en aceite mineral fueron aplicadas en una hectarea), mostré ser muy
eficiente para el control bioldgico de Shistocerca piceifrons piceifrons (Walker) en campo.
Las bandas de langosta tratadas se redujeron un 90% a los 10 dias después del tratamiento.
En el estudio de Peng et al. (2008), durante el 2002-2006 se realizo la aplicacion de 5x10*
conidios/ha de M. acridum sobre Locusta migratoria manuensis (Meyen) en jaulas, las cuales
se encontraban dentro de parcelas. Se estimd una mortalidad causada por M. acridum de 90%
entre los 9-13 dias después del tratamiento. Es evidente en la literatura que para el control
bioldgico de saltamontes y langostas se aplica en la mayoria de los estudios aislados de M.
acridum en comparacion con M. anisopliae ya que la patogenicidad y virulencia es mayor
(Milner y Priori, 1994). Tal es el caso de la cepa comercial de M. acridum evaluada en esta
investigacion, la cual es considerada una de las mas virulenta de la coleccion de hongos
entomopatogenos del Centro Nacional de Referencia y Control Bioldgico para el control de

saltamontes y langostas en México (Barrientos-Lozano et al., 2002).

Con respecto a la reducida esporulacion de los hongos entomopatégenos sobre los
saltamontes muertos en campo una de las probables causas fue la baja temperatura y humedad
relativa en el ambiente (Gottwald y Tedders, 1984; Rodriguez et al., 2006). La Cuenca de
Lago de Patzcuaro se caracteriza por tener un clima templado (INEGI, 2009). De acuerdo
Roberts, (1970) los requerimientos de temperatura de Metarhizium para la esporulacién son
de 15 °C a 35 °C. Berlenga-Padilla y Hernandez-Velazquez (2002), mencionan que M
acridum se desarrolla mejor en temperaturas altas de areas tropicales y subtropicales. Una de
las probables soluciones para disminuir la supervivencia de los saltamontes tratados con M.
acridum en un periodo de tiempo mas corto en el campo es la formulacién de M acridum en

aceites como la citrolina, para evitar que se deshidrate la conidia (Milner, 2000; Hernandez,
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2003), asi como aplicar concentraciones mas altas de hongos entomopatdgenos y asi reducir

el dafio a los cultivos (Tamayo-Mejia et al., 2016).

Debido a que se registro una supervivencia de los saltamontes tratados con la cepa comercial
de M. acridum de 2.06% en un periodo de 28 dias después de su aplicacion en el campo se
considera que es una opcidn viable para el control biologico de S. purpurascens purpurascens

en Erongaricuaro, Michoacan.
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Conclusiones generales

En los agroecosistemas de maiz se encontré una comunidad de 17 especies de saltamontes,
de las cuales la mas abundante fue Sphenarium purpurascens purpurascens en
Erongaricuaro, Michoacén. La abundancia de esta especie fue igual en el policultivo en

comparacion con el monocultivo.

La abundancia de S. purpurascens purpurascens en la vegetacion de los margenes del
monocultivo y la vegetacion de los margenes del policultivo explico la abundancia de S.

purpurascens purpurascens encontrada en el monocultivo y el policultivo.

Los hongos entomopatégenos presentaron un porcentaje minimo (0.41%) de infeccion de
manera natural en las poblaciones de S. purpurascens purpurascens. Se encontré una mayor
proporcion de individuos infectados de Metarhzium sp. en las condiciones del policultivo en

comparacion de la vegetacion marginal del policultivo.

Los estadios méas susceptibles de S. purpurascens purpurascens a una cepa comercial de
Metarhizium acridum fueron las ninfas 1, 2 y 4. El estadio menos susceptible fue el adulto.
La esporulacion de M. acridum fue mayor en estadios tempranos, ninfa 1, 2 y 3 de S.
purpurascens purpurascens y disminuyo en estadios tardios ninfa 4 y adulto. De las dos cepas
nativas de Metarhizium anisopliae evaluados sobre S. purpurascens purpurascens, la
6MaEM, presentd mayor patogenicidad en comparacién con la 9MaEM, bajo condiciones

del laboratorio.

La cepa comercial de M. acridum tuvo mayor virulencia sobre S. purpurascens purpurascens
en comparacion a la cepa nativa de M. anisopliae en condiciones de campo de Erongaricuaro,
Michoacén, siendo una alternativa viable para el control de S. purpurascens purpurascens en

Erongaricuaro Michoacan.
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Para disminuir la abundancia de S. purpurascens purpurascens en los agroecosistemas de
maiz de Erongaricuaro, se deben de incluir especies vegetales repelentes a este insecto plaga,
junto a esta estrategia realizar aplicaciones de bionsecticidas en las ninfas 1, 2 y 4 de S.
purpurascens purpurascens, y recolectar este insecto para el consumo humano. Una
alternativa viable para ser usada como bioinsecticida sobre S. purpurascens purpurascens en
condiciones de campo de Erongaricuaro, Michoacan es la cepa comercial de Metarhizium

acridum.

En estudios posteriores se recomienda aislar hongos entomopatdgenos de M. acridum de las
poblaciones de S. purpurascens que se encuentran en México y evaluarlos junto a la cepa
comercial de M. acridum. Asi como tambien probar estos hongos entomopatdgenos

formulados en aceite citrolina en condiciones de campo.
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