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Resumen

En la Agricultura los microorganismos benéficos son una herramienta amigable en diferentes cultivos
agricolas y principalmente para remediar la aplicaciéon de productos quimicos que mucho mal le hace al
ambiente, al animal y al ser humano, estos mismos son reportados de gran utilidad y seguridad alimentaria.
Entre los principales hongos benéficos mas utilizados en la agricultura se encuentran el género Trichoderma,
Beauveria y Matarhizium. Estos agentes biolégicos han probado su eficiencia en el control de plagas
agricolas. En el presente estudio se realizd una colecta de 10 muestras de suelos agricolas de diferentes
municipios (Irapuato, Salamanca, Valle de Santiago y Leon), y se logro aislar y evaluar 2 cepas de hongos
entomopatdgenos de los géneros de Beauveria bassiana y Matarhizium anisopliae, las cuales fueron aisladas
de suelos agricolas, nativas del estado de Guanajuato. Se realizaron Bioensayos burdos en una
concentracion de 1x102 conidios/ml, la cepa de M. anisopliae (Ma22) y B. bassiana (Bb4), fueron patdgenas
causando mortalidades del 96% y 99% respectivamente en el insecto plaga Tribolium confusum a nivel de
laboratorio.
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Introduccion

En los agroecosistemas la productividad depende mayormente de la actividad de diversos microorganismos
que establecen relaciones benéficas con las plantas. El efecto benéfico de la interaccion planta y
microorganismo puede ser resultado de la capacidad de los microorganismos para fijar nitrégeno, solubilizar
fésforo, producir sideréforos y fitohormonas, mejorar la absorciéon de nutrientes, promover el crecimiento de
brotes y raices, mejorar de la estructura del suelo o actuar como agentes de biocontrol o supresion de
organismos patégenos (Rodriguez-Millan et al., 2013). Cuando las condiciones del suelo son éptimas para
que los diferentes microorganismos benéficos puedan adecuarse a sustratos, agua disponible, oxigeno, pH
y temperatura del medio ambiente estos suelen ser mas efectivos. Los microorganismos son usados en la
eliminacion de problemas asociados con el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas, y estan siendo aplicados
ampliamente en la produccién natural y agricultura organica (Tanya-Morocho & Leiva-Mora, 2019).

Dentro de los microorganismos benéficos en el suelo se encuentran los microorganismos enddfitos; estos
son las bacterias y hongos que colonizan los tejidos internos de las plantas sin causarles enfermedades
aparentes, ademas de beneficiarlas al reforzar su tolerancia a condiciones adversas para su desarrollo. Viven
durante todo el ciclo de la planta en su interior, en las raices o en el tejido aéreo, intercambiando nutrientes
(Vera-Loor et al., 2018). Los microorganismos endofiticos estan implicados en la proteccion natural de la
planta contra enfermedades bacterianas, fungicas y virales y pueden representar una fuente importante de
agentes de control bioldgico. Estudios recientes han demostrado que Metarhizium anisoliae y Beauveria
bassiana son organismos capaces de mejorar la estructura del suelo por lo que se les considera
microorganismos benéficos. Crean una resistencia sistémica inducida en la planta hospedadora.

Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana son los hongos mas estudiados y utilizados puesto que su
eficiencia y la facilidad para multiplicarse en laboratorio, los considera uno de los principales grupos de
entomopatégenos usados en el control microbiano (Ibarra et al., 2006).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad patogénica de los hongos entomopatdgenos
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana obtenidos de suelos agricolas del estado de Guanajuato,
evaluados en el insecto Tribolium confusum.
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Materiales y Métodos

Sitio experimental

El experimento se llevo a cabo en un laboratorio dentro de las instalaciones de la Universidad de Guanajuato
Campus Irapuato-Salamanca, Division Ciencias de la Vida, Ex Hacienda “El Copal” km9; carretera Irapuato-
Silao; A. P. 311; C. P. 36500; Irapuato, Guanajuato.

Toma de muestras

Se realizaron muestreos de suelos agricolas de la zona Bajio Guanajuato; se colecté una muestra de los
primeros 15cm de suelo (aproximadamente 1kg) la cual se transporto al laboratorio de DICIVA en bolsas de
plastico de 2kg de capacidad, debidamente etiquetadas, dentro de hieleras con la finalidad de evitar
temperaturas altas y conservadas en condiciones favorables dentro del laboratorio en DICIVA.

Obtencion de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana

De una muestra de suelo se colocaron 300 gramos en un recipiente plastico y se le agregd agua a capacidad
de campo. Se utilizd la técnica del insecto trampa con larvas del “gusano de la cera” Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) (Zimmermman, 1986) reproducidas en laboratorio, agregando 7 larvas que fueron
colocadas en la muestra de suelo y previamente humedecido, posteriormente el recipiente fue invertido con
la finalidad de que las larvas avanzaran a la superficie y se deja por siete dias.

Manejo de larvas infectadas

Pasado el tiempo de los 7 dias, las larvas de Galleria mellonella se lavaron y desinfectaron con hipoclorito de
sodio, posterior a ello, fueron colocadas en una caja Petri con papel filtro humedecido con agua destilada, la
caja fue cerrada, sellada y colocada a temperatura ambiente bajo las condiciones éptimas al hongo.

Aislamiento y purificacién de hongos entomopatégenos de suelos agricolas

Cuando se detecto el desarrollo de hongo entomopatdgenos (esporas del hongo en el insecto) en la superficie
de las larvas de G. mellonella que fueron puestas en 300 g de suelos durante siete dias, se procedié a tomar
(esporas) una pequefa parte de este y se sembrd en cajas de Petri con medio de cultivo Dextrosa Agar
Saboraud (BB Bioxon) incubando a 25°C (Hatting et al., 1999). Lo anterior se repitid hasta que se logré un
cultivo puro (limpio) de cada uno de los hongos.

Reproduccion del insecto prueba Tribolium confusum para bioensayos

El insecto utilizado para la investigacion (Bioensayos) fue Tribolium confusum (Coledptera: tenebrionidae).
Se establecio en frascos transparentes con un orificio central en las tapaderas y cubiertos con una malla para
que puedan mantenerse dentro del frasco con las condiciones favorables para cumplir su ciclo biolégico. Los
insectos se mantuvieron bajo condiciones estériles dentro del laboratorio. La dieta fue harina “Maseca”
esterilizada por autoclave durante 20 minutos y granos de maiz.

Patogenicidad de hongos entomopatogenos en Tribolium confusum

Las cepas de los hongos aislados (Bb4 yMa22) se evaluaron a la concentracion 1 x 108 conidios/ml sobre el
estado adulto del insecto plaga Tribolium confusum, esto de acuerdo con lo reportado por Maniania y Fargues
(1985). Se formaron grupos de insectos de 10 unidades, que se colocaron dentro de cajas de Petri de 9.0 cm
de diametro y 1 cm de alto, sobre un circulo de papel filtro hiumedo con agua destilada estéril. La inoculacion
se llevo a cabo mediante la técnica de inmersion de la suspension de conidios, sobre cada grupo de insecto.

pag 2



pe VOLUMEN 16

. XXVII Verano De la Ciencia
de . ISSN 2395-9797
WWwWWw. jovenesenlaciencia.ugto.mx

Para cada cepa de hongo se utilizaron cinco repeticiones, cada una formada por un grupo de 10 adultos de
insectos plagas; para el testigo se utiliz6 agua destilada estéril con Tween 80 sobre cada uno de los cinco
grupos de 10 insectos. Finalmente se cubrieron e incubaron y cada 24 horas se registrd el porcentaje de
insectos que presentaron infeccion por micosis y el tiempo de infeccion (Samuels et al., 1989). El experimento
se desarrollé bajo condiciones de laboratorio, a 25 + 1 °C de temperatura y se registr6 la muerte cada dos
dias, a partir de las 48 horas en un microscopico estereoscopico.

Tratamientos

Para el tratamiento 1 se utilizé el hongo Metarhizium anisopliae; y 50 adultos de la cria. Posteriormente fueron
colocados en contacto directo con una suspensién de esporas del aislamiento del hongo en una
concentracion de 1x108 conidios/ml, durante 10 segundos, se elimind el exceso de humedad depositandolos
sobre papel estéril y se transfirieron en grupos de 10 insectos a cinco cajas Petri (cajas con un gramo de
harina “Maseca”. En el fondo de cada caja se colocd un circulo de papel estéril humedecido con agua
destilada.

El tratamiento 2 consistié en 50 adultos tratados en contacto directo con una suspension de esporas del
aislamiento de Beauveria bassiana.

El tratamiento testigo consistié en 50 adultos tratados con agua destilada estéril.

Se realizaron 4 bioensayos por cada hongo utilizado, cada tratamiento constd de cinco repeticiones y cada
48 horas se realizaba el registro de los diferentes tratamientos.

Resultados y Discusion

Se colectaron 10 muestras de suelos de cultivos agricolas con el fin de aislar cepas nativas de hongos
entomopatdgenos. Del total de muestras mencionadas se aislaron en total 2 cepas (positivas) (poblacion de
células de una sola especie descendientes de una Unica célula) distintas, 1 fue del género B. bassianay 1 de
M. anisopliae (Tabla 1). Los dos aislamientos se identificaron a nivel morfolégico y se purificaron mediante
replicas sucesivas en medio de cultivo Dextrosa Agar Saboraud (BD Bioxon), hasta obtener aislamientos
puros, caracteristicos del género M. anisopliae y B. bassiana respectivamente (Fig. 1a y b), y Galleria
mellonella (Fig.1c)

Tabla 1. Géneros de hongos entomopatogenos aislados de suelos agricolas en cultivo de diferentes municipios del
estado de Guanajuato.

Muestra Clave del Huésped/Habitat Especie Ano
aislado
2 - Suelo agricola, Valle de Santiago - 2023
4 Bb4 Suelo agricola, Irapuato Beauveria bassiana 2023
6 - Suelo agricola, Salamanca - 2023
8 - Suelo agricola, Irapuato - 2023
10 - Suelo agricola, Irapuato - 2023
12 - Suelo agricola, Valle de Santiago - 2023
13 - Suelo agricola, Irapuato - 2023
14 - Suelo agricola, Irapuato - 2023
16 - Suelo agricola, Irapuato - 2023
22 Ma22 Suelo agricola, Le6n Metarhizium anisopliae 2023
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Figura 1. a y b) hongo purificado de M. anisopliae y B. bassiana, c) Larva de G. mellonella micosadas con el hongo M. anisopliae.
Patogenicidad de hongos entomopatogenos en Tribolium confusum

El aislamiento de M. anisopliae (Ma22) y B. bassiana (Bb4), fueron patdégenos en el insecto adulto de
Tribolium confusum (Figura 6) a la concentracién de 1x108 conidios/mL.

El andlisis estadistico ANOVA da como resultado una media de infeccion de 99% y 96% para Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae respectivamente; por lo tanto, ambos microorganismos son efectivos en
el insecto plaga en su estado adulto. Tanto el tratamiento 2 como el tratamiento 1 demostraron infectar de
manera significativa a los adultos de T. confusum en comparacion con el tratamiento testigo.

Cruz-Avalos et al., (2019) reportaron la actividad insecticida de M. anisopliae y B. bassiana contra larvas
neonatas de Spodoptera frugiperda con porcentajes de mortalidad del 100% a la concentracién de 1x108
conidios/ml, bajo condiciones de laboratorio. Los resultados de Bustillo (2011) demostraron que la cepa
MaF 1309 de M. anisopliae es eficaz para el control de Rhipicephalus microplus en condiciones in vitro, siendo
la concentracion de 1x108 conidios/ml la que presentd mejores resultados, con una eficacia del 90%.

En las tablas 2, 3, 4 y 5, se muestran los resultados de esta investigacion en el cual se presentan las
diferencias estadisticas entre tratamiento, asi como la media de cada uno y el nimero de repeticiones por
tratamiento. En el bioensayo realizado el dia 27 de junio es el Unico donde se presentan diferencias
significativas entre tratamientos, perteneciendo cada uno a un grupo estadistico diferente; siendo la cepa B.
bassiana mas efectiva al aplicarse en el insecto plaga a la misma concentracion (1x108 conidios/ml). En las
tablas 3, 4, 5 y 6, no se presentaron diferencias significativas entre tratamientos aplicados, considerando a
los dos igual de efectivos al aplicarse en el estado adulto de T. confusum, asi mismo, las figuras 2,3,4 y 5
muestran los porcentajes de infeccion de cada bioensayo a las 48, 96 y 144 horas.

Tabla 2. Medias por tratamiento del bioensayo realizado el 27 de junio

Tratamiento Medias N Grupo estadistico
B. bassiana 10 5 a
M. anisppliae 9.4 5 b
Testigo 0 5 c
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INFECCION INSECTOS BIOENSAYO 1

48 9% 144 HORAS

Figura 2. Porcentaje de infeccion del bioensayo 1 a las 48, 96y 144 horas.

Tabla 3. Medias por tratamiento del bioensayo realizado el 29 de junio

Tratamiento Medias N Grupo estadistico
M. anisopliae 10 5 a
B. bassiana 10 5 a
Testigo 0 5 b
INFECCION INSECTOS BIOENSAYO 2
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Testigo 48 96 144 HORAS

Figura 3. Porcentaje de infeccion del bioensayo 2 a las 48, 96y 144 horas.

Tabla 4. Medias por tratamiento del bioensayo realizado el 3 de julio

Tratamiento Medias n Grupo estadistico
M. anisopliae 9.8 5 a
B. bassiana 9.4 5 a
Testigo 0 5 b
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Figura 4. Porcentaje de infeccion del bioensayo 3 a las 48, 96y 144 horas.

Tabla 5. Medias por tratamiento del bioensayo realizado el 5 de julio

Tratamiento Medias n Grupo estadistico
M. anisopliae 9.6 5 a
B. bassiana 9.9 5 a
Testigo 0 5 b
INFECCION INSECTOS BIOENSAYO 4
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Figura 5. Porcentaje de infeccion del bioensayo 4 a las 48, 96 'y 144 horas.
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Tabla 6. Medias por tratamiento obtenidas del resultado de los cuatro bioensayos

Tratamiento Medias n Grupo estadistico
M. anisopliae 9.6 4 a
B. bassiana 9.9 4 a
Testigo 0 4 b

En la tabla seis se indican las medias obtenidas de los registros de los cuatro bioensayos realizados, los
tratamientos aplicados, las repeticiones y el grupo estadistico al que pertenecen; tanto Beauveria bassiana
como Metarhizium anisopliae pertenecen al mismo grupo.

Figura 6. a) Insectos T. confusum infectados por M. anisopliae b) Insectos infectados por Beauveria bassiana.

Conclusion

La cepa de Metarhizium anisopliae Ma22 y |la cepa de Beauveria bassiana Bb4 pueden ser consideradas
como control biolégico en el insecto plaga Tribolium confusum causando una mortalidad del 96% y 99%
respectivamente, en una concentracion de 1x102 conidios/ml.
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