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Resumen

El chapulin frijolero (Brachystola magna Girard), es un problema
en la zona temporalera del estado de Chihuahua, ya que afecta
mas del 60 % de la superficie sembrada anualmente. Para su
control se emplean insecticidas organofosforados y cebos
envenenados (CESAVECH, 2001); sin embargo, su uso excesivo
ha provocado resistencia de la plaga, acumulacién de residuos
en el medio ambiente y dafios a la flora y fauna silvestre benéfica.
Como una alternativa de control biol6gico se considera el uso de
organismos benéficos, que pueden ser incorporados al manejo
integrado de plagas, sin efectos nocivos para el medio ambiente
y la salud del hombre y los animales (Jiménez 1998). En este
trabajo se estudiaron las condiciones 6ptimas (medio de cultivo,
luz y temperatura) para el desarrollo de los aislamientos nativos
de hongos entomopatégenos Beauveria bassiana (Bb001) y
Metarhizium anisopliae (Ma002), con el fin de utilizarlas en la
regulacion de la poblacion del chapulin frijolero. Los aislamientos
se evaluaron en siete medios de cultivo y siete temperaturas. La
mayor esporulacion se observé en el medio SDAY. El aislamiento
Bb001 mostrd el mayor crecimiento en AHM. El crecimiento y
esporulacion fueron mayores bajo oscuridad continua y a una
temperatura de 25 °C. Por otro lado, Ma002 mostré6 mayor
crecimiento en SDA, mayor crecimiento en oscuridad continua,
mayor esporulacion con luz continua y la temperatura 6ptima
fue de 30 °C. Los resultados mostraron que pueden controlarse
adecuadamente las variables ambientales en el laoboratorio,
para la reproduccion de los hongos B. bassiana (Bb001) y M.
anisopliae (Ma002), aislamientos prometedores como una
alternativa de control bioldgico.
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organismos benéficos, medios de cultivo, Brachystola magna,
bioinsecticidas.
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Abstract

The bean grasshopper (Brachystola magna Girard) is a problem
in the temporal zone of Chihuahua, because affects above 60
% of the annually sown surface. Organophosphate insecticides
and poisoned baits are used to control this insect (CESAVECH,
2001); however, their excessive use has led to pesticide
resistance, residues accumulation in the environment affecting
beneficial wild flora and fauna. The use of benefical organisms
is an alternative of biological control to be incorporated in any
integrated pest management. It does not have effects to the
environment, nor produce damage on health of men and animals
(Jiménez, 1998). In this research, the environmental conditions
were studied (culture medium, light and temperature effect),
which are suitable for the development of native isolates of
entomopathogenic fungus Bauveria bassiana (Bb001) y
Metarhizium anisopliae (Ma002). The environmental control is
important to regulate growth of bean grasshopper population in
temporal region of Chihuahua state. The isolates were evaluated
in seven culture mediums and seven temperatures. The greatest
isolates sporulation was observed in SDAY. The isolate Bb001
had the best growth in AHM. Isolates growth and sporulation
were better under continuos darkness and at 25 °C temperature.
On the other hand, Ma002 showed the best growth in SDA, and
under continuos darkness; however, the highest sporulation
was observed under continuos light and at 30 °C temperature.
The results demostrated that lab environmental variables can
be controled for growth and development of entomopathogenic
fungus B. bassiana and M. anisopliae, which are promising
isolates as an alternative of biological control.

Keywords: Entomopathogenic fungus, biological control,
beneficial organisms, culture mediums, Brachystola magna, bio
insecticides.
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Introduccidn

| frijol, Phaseolus vulgaris, es la principal fuente de proteina vegetal para el sector rural

de bajos ingresos en México. Este cultivo es dafiado por diversas plagas, entre las que

destaca el chapulin frijolero, insecto controlado generalmente con agroquimicos.
Poca informacién disponible se conoce sobre la utilizacién del control bioldgico, y acerca de la
eficacia de agentes nativos y las condiciones ambientales apropiadas para su desarrollo.

El frijol es el segundo cultivo en
importancia, después del maiz, por la
superficie sembrada. En el estado de
Chihuahua se cultivan 120 mil hectareas en
condiciones de temporal; con un rendimiento
entre 433 y 367 kg/ha (SARH, 1990; Garcia,
1992; SIAP-SAGARPA, 2003).

El cultivo del frijol es afectado por plagas
gue pueden causar dafio en todos los estados
de desarrollo, sobresaliendo el chapulin
frijolero, Brachystola magna Girard; por otro
lado, periodos de clima célido y seco son
condiciones que originan brotes graves de
chapulines (Davison y Lyon, 1986); cuando el
ambiente es favorable, las bandas o0 mangas
de langostas, pueden contener un minimo de
6 000 a 10 000 individuos, (Kone, 1998), 0 mas
de 300 000 cada una, (Hunter et al., 2001); sin
embargo, la poblacién disminuye cuando se
prolongan los periodos de sequia (Darby,
2001). Normalmente las mangas avanzan 0.2
al.3 km por dia (Kone, 1998), aunque el viento
puede arrastrarlos hasta 500 km en un dia
(Darby, 2001).

Se le considera una plaga a nivel mundial
(USDA 2001, Salas et al., 2003). En el estado
de Chihuahua, afecta 60-80 % de la superficie
sembrada anualmente. Como una forma de
control se emplean insecticidas
organofosforados y cebos envenenados
(CESAVECH, 2001); sin embargo, su uso
excesivo ha provocado resistencia de la plaga,
ademas de que su acumulacion en el medio
ambiente afecta la flora y fauna silvestre
benéfica; en el hombre ha causado
intoxicaciones y enfermedades (Jiménez,
1998). En los ultimos afios el empleo de

sustancias toxicas en México se ha
multiplicado, y el empleo de plaguicidas se
incrementa anualmente en un 10%, por lo que
es necesario modificar las practicas agricolas
para reducir el riesgo para la salud de los
productores y consumidores (Avila, 2004).

El uso de organismos benéficos como una
alternativa sostenible de control de insectos,
es recomendable dentro de un programa de
manejo integrado de plagas, ya que no tiene
efectos nocivos para el medio ambiente, la
salud del hombre y los animales (Jiménez,
1998). Las enfermedades causadas por
hongos en los insectos comunmente reducen
significativamente las poblaciones (Alatorre,
2000), demostrando asi, que los bioinsecticidas
pueden ser una alternativa viable para resolver
los problemas de plagas en la agricultura.
Investigaciones en este campo se estan
llevando a cabo en muchos paises, y México
no es la excepcion.

Este trabajo se realizé para estudiar las
condiciones ambientales éptimas (medio de
cultivo, luz y temperatura) para el desarrollo
de las cepas nativas de hongos
entomopatdégenos Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae. El objetivo principal del
estudio fue simular las condiciones naturales
para reproducir los aislamientos artificialmente
y utilizarlos en la regulacién de la poblacion del
chapulin frijolero.

Materiales y Métodos

El trabajo se llevo a cabo en el Centro de
Investigacion, Conservacion y Reproduccién
de Organismos Benéficos de la Facultad de
Ciencias Agricolas y Forestales de la
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Universidad Autébnoma de Chihuahua, en el
periodo de febrero a noviembre del 2004. Los
materiales utilizados fueron las aislamientos
nativos Bb001 (Beauveria bassiana) y Ma002
(Metarhizium anisopliae), que fueron aisladas
de Brachystola magna en la region de Delicias
y la zona temporalera del estado de
Chihuahua.

Se compararon diversos medios de
cultivos: Papa Dextrosa Agar (PDA), Agar
Harina de Maiz (AHM), Saboraud Dextrosa Agar
(SDA), Saboraud Dextrosa Agar con Levadura
(SDAY), Extracto de Chapulin Agarizado (ACH),
Czapek Dex Agar (Cz) y Agar Extracto de Malta
(AEM). Para la inoculacion se utilizaron discos
de 5 mm de didmetro de cultivos puros de
Bb001 y Ma002, procedentes de un aislamiento
de seis dias de crecimiento en PDA, los cuales
se colocaron al centro de las cajas de petri que
contenian 25 ml de los respectivos medios.
Posteriormente, las cajas de petri se incubaron
a una temperatura de 25 °C y bajo oscuridad
continua.

Las evaluaciones del crecimiento micelial
se realizaron a los tres, cinco, diez y quince
dias, midiéndose el diametro de las colonias.
Las lecturas de la esporulacién se realizaron
a los quince dias de incubacion, se vertieron
10 ml de agua sobre el disco de 1.7 cm de
didmetro y se barrié suavemente con la ayuda
de una aguja de diseccién. La concentracion
de conidias en suspensién obtenida se
determin6 mediante la camara de Newbauer y
se calculd el numero de conidias/ml El efecto
de la luz en el crecimiento micelial y
esporulacién fueron evaluados bajo tres
regimenes de luz: luz continua (LC), oscuridad
continua (OC) y luz alterna (LA) con
fotoperiodos de 12:12. Como fuentes de luz
se utilizaron lamparas de luz blanca,
ubicandose a 30 cm de altura de los medios
de cultivo. La oscuridad se manejé envolviendo
las cajas de Petri con papel aluminio.

El procedimiento para siembra y conteo
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de esporas fue como se refirié anteriormente;
por otro lado, las temperaturas estudiadas para
evaluar el crecimiento micelial, esporulacion
y germinacion de las esporas, fueron: 5, 10,
15, 20, 25, 30y 35 °C, utilizando SDAY como
sustrato (siete tratamientos con cinco
repeticiones cada uno). Se sembraron: Bb001
de un aislamiento de 11 dias y Ma002 de un
aislamiento de seis dias de crecimiento. Para
ambos tratamientos se hicieron mediciones a
los 5y 10 dias de incubacion y la evaluacion
para el conteo fue como se refirio
anteriormente.

Para evaluar la viabilidad de las esporas,
se vaci6é un mililitro de dilucién de esporas en
cajas petri conteniendo, como medio de
cultivo, agar PDA en una pelicula delgada; se
marco el espacio mojado por la dilucion y se
colocaron a diferentes temperaturas: 5, 10, 15,
20, 25, 30 y 35 °C durante 24 horas; se
observaron al microscopio y se tomé el criterio
para espora germinada toda aquella que
mostrara de manera visible el tubo germinativo.

Para el analisis estadistico se utilizé un
Diseiio Completamente al Azar y las pruebas
de Tukey para la separacion de medias. Los
datos se analizaron con el paquete estadistico
SAS.

Resultados y Discusion

En los siete medios estudiados,
Beauveria bassiana mostré crecimiento de
colonias circulares en forma de micelio blanco
algodonoso y un ligero halo cristalino en las
zonas de crecimiento. En AHM, las colonias
mostraron un crecimiento plano; mientras que
en los demas medios de cultivo presentaron
elevaciones marcadas. En el cuadro 1 se
muestra el crecimiento micelial. El Bb001
mostré crecimiento en todos los medios
evaluados; sin embargo, en el quinto, décimo
y quinceavo dia existieron diferencias
significativas.
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Cuadro 1. Diametro de colonias (mm) y conidios/
ml (x 107) de Bb001, en diversos medios de cultivo

Cuadro 2. Didmetro de colonias (mm) y conidios/ml
(x 107) de Ma002, en diversos medios de cultivo

Medios de Muestreos (dds) Conidios Medios de Muestreos (dds) Conidios
cultivos 3 5 10 5 (15 dds) cultivos 3 5 10 15 (15 dds)
AHM 9.25ab 16.75b 43.50a 75.00a 0.750b AHM 14.25ab 22.75d 47.50d 63.25e 1.375d

Cz 10.25ab 17.00b 40.00ab | 60.50bc 14.250b Cz 13.50b 25.50c 50.50cd 70.00c 30.00ab
AEM 13.00a 21.00a 44.25a 63.50c 15.125b AEM 16.25ab | 27.75bc 52.25¢ 72.75bc 13.438bcd
SDA 11.50ab | 19.25ab 37.25b 53.50c 47.3132 SDA 16.75ab 30.75a 59.50a 76.752 44.750a
SDAY 12.25ab | 20.50ab | 39.75ab | 58.00bc 58.250? SDAY 15.75ab | 28.50ab | 57.25ab | 75.00ab 46.250a
ACH 7.75b 12.00c 28.50c 43.50d 8.750b ACH 15.50ab | 27.25bc 53.00c 66.50d 21.750bc
PDA 11.25ab 21.00a 40.25ab | 60.00bc 8.313b PDA 15.00ab | 27.50bc 53.75bc 73.25b 7.625cd
Pr>f .0296 .0001 .0001 .0001 .0001 Pr>f 0.0319 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Medias con la misma letra son iguales al 0.05 % (Tukey)
dds= Numero de dias después de siembra

El menor crecimiento se reportd en el ACH,
el cual puede ser aprovechado para la
conservacion de la cepa Bb001, dado que es
un medio natural de bajo costo. Por otro lado,
el mayor crecimiento y esporulacion se dio en
los medios de cultivos agarizados (SDAY y
SDA).

Metarhizium anisopliae presento al inicio del
crecimiento, en todos los tratamientos en 24
horas, un micelio blanco de apariencia
granulosa, congruente con (Lazzarini 2006), y
con el tiempo aparecieron discos concéntricos
delimitado las zonas de esporulacion, las
cuales mostraron una coloracion verde olivo
caracteristica. En el cuadro 2 se presenta el
crecimiento micelial de Ma002. En él se puede
observar que, al igual que Beauveria, también
mostré crecimiento en todos los medios
probados, revelando diferencias significativas
en el quinto, décimo y quinceavo dia para todos
los medios. Ademas, igual que en Beauveria,
el Metarhizium mostr6 mayor produccién de
conidios en los medios SDAy SDAY.

Medias con la misma letra son iguales al 0.05 % (Tukey)
dds= Numero de dias después de la siembra

El efecto de la luz, en el crecimiento y
esporulacion de Bb001 y Ma002 se aprecia en
el Cuadro 3. Para Bb001 existen diferencias
significativas en los diferentes regimenes de luz,
y concuerda con (Rosas, 1995; Salas et al.,
2006; Fernandez et al., 2008 ) al registrarse
mayor crecimiento bajo oscuridad continua; en
el caso de Ma002, no hay diferencias
significativas (P>0.05) en el crecimiento por
efecto de la luz; lo que concuerda con lo
mencionado por (Taborsky, 1992; Roberts,
1989). Conrelacion a la produccion de conidios,
no se encontraron diferencias significativas en
ambos casos.

Cuadro 3. Didmetro de colonias (mm) y conidios/ml
(x 107) con diferentes regimenes de luz

Crecimiento Conidios ml*

Régimen de  alos 10 dds (mm) a los 10 dds
tuz BbOOL  Ma002 BbOOL  Ma002
Luz alterna 40.00° 53.25 33.50 8.188
Oscuridad 50.50*  55.75 68.63  5.938
Luz continua 49.502 51.50 25.13 8.938
Pr>f .0003 0.930 0.1543 0.5999

Medias con la misma letra son iguales al 0.05 % (Tukey)
dds=Numero de dias después de siembra
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Los aislamientos Bb001 y Ma002,
cultivindose en SDAY, fueron sometidos a un
rango de temperatura para evaluar su efecto
sobre el crecimiento micelial, esporulacion,
germinacion conidial y viabilidad de las esporas
(Cuadro 4). Ambos aislamientos mostraron su
mayor crecimiento en el rango de temperaturas
de 20-30 °C sobresaliendo Ma002 con un
diametro promedio de 53.2 mm a la temperatura
de 30 °C.

Cuadro 4. Diametro de la colonia (mm) y nimero de
conidios/ml (x 107) de las cepas Bb001 y Ma002
cultivadas en SDAY a diferentes temperaturas

Temperatura BbO0L Ma002

(°0) Didmetro (mm)| Conidios | Didmetro (mm)|  Conidios
5 50d 0.0d 50c 0.0d
10 50d 0.0d 50c 0.0d
15 8.0d 0.0d 50c 0.0d
20 332b 25.1 be 30.0b 0.6 b
25 485a 29.8 b 335.2b 76b
30 44.0 a 54.8 a 532a 29.2a
35 16.0 ¢ 13.0 cd 10.2 b 05b

Pr>f 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

La esporulacion, expresada por el nimero
de conidios/ml (x 107) diez dias después de
sembrar el inéculo, fue mayor en los dos
aislamientos cuando se expusieron a una
temperatura de 30 °C; sin embargo, Bb001 con
una media de 54.8 fue cerca de dos veces
superior a Ma002 (29.2). Estos resultados estan
de acuerdo a los reportados por Rosas (1995).
Aunque no se presentan datos en este articulo,
la viabilidad de las esporas observada en ambos
aislamientos, fue de 100% a temperaturas de
20-35 °C; mientras que el tubo polinico mostro
su mayor desarrollo con temperaturas de 25-30
°C, resultados que difieren de aquellos
reportados por Iskandarov (2006).

Conclusiones

Los medios de cultivo ACY, asi como SDAY
son recomendables para la conservacion y
desarrollo adecuado de las cepas Bb001 y
Ma002, por producirse la mayor cantidad de
esporas.
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El crecimiento, esporulacién y germinacion
de conidios es 6ptimo a temperaturas de 25-
30 °C y su costo es el mas bajo.

Es posible reproducir artificialmente los
hongos fitopatdégenos, para usarse como
agente de control biolégico en lugar de aplicar
pesticidas.
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