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Resumen

Los hongos entomopatogenos son un amplio grupo de microorganismos que proveen multiples servi-
cios a los sistemas agroecolégicos y, presentan algunas ventajas sobre los insecticidas quimicos, ya que
producen tasas de mortalidad de un modo natural y tienen menor impacto ambiental que éstos. La pro-
duccién de agentes de biocontrol como Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae) encuentra mul-
tiples limitaciones, como el ajuste de la concentracion 6ptima de conidios y velocidad especifica de
muerte, entre otras; ademas, se desconoce el potencial que pueden tener las cepas nativas mexicanas
para su uso en el control del chapulin, Sphenarium purpurascens (un ortéptero comestible pero que se
comporta como plaga en muchos cultivos).

En la presente investigacion, se evalué la mortalidad de dos instares (o estadios) de S. purpurascens in
vitro mas la fase adulta, mediante la aplicacién de bio-preparados de la cepa MA-Bb1 en materiales po-
rosos como soporte. La mayor mortalidad corregida %MCy la mayor velocidad especifica de muerte K
(d-") del ortéptero para los diferentes instares, asi como para el adulto de S. purpurascens, se presento
en el bio-preparado (Zeolita+Diatomita+B. bassiana) a una concentracion de 1 x 108 conidios mL™", pre-
sentando una viabilidad del 89,1 %. Estos resultados muestran la posibilidad para el biocontrol con el
uso de la cepa nativa mexicana MA-Bb1 de B. bassiana en combinacién con materiales porosos de dia-
tomita y zeolita, en condiciones de laboratorio.
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Porous materials as viability support of Beauveria bassiana for the biocontrol of Sphenarium purpu-
rascens in vitro

Abstract

Entomopathogenic fungi are a large group of micro-organisms that provide multiple services to agro-
ecological systems and have some advantages over chemical insecticides, since they produce mortality
rates naturally and have less environmental impact. The production of biocontrol agents such as Be-
auveria bassiana finds multiple limitations, such as the adjustment of the optimum concentration of
conidia and specific speed of death, among others. In addition, the potential that Mexican native strains
can have for their use in the control of the grasshopper Sphenarium purpurascens (an edible insect but
that behaves as a pest in several crops). In the present investigation, the mortality of two instars (or
stages) of S. purpurascens in vitro plus the adult phase, was evaluated by applying bio-preparations of
the MA-Bb1 strain in porous materials as support. The highest corrected mortality CM% and the hig-
hest specific speed of death K(d™") of the orthopter for the different instants, as well as for the adult
of S. purpurascens was presented in the bio-preparation (Zeolite + Diatomite + B. bassiana) at a con-
centration of 1 x 108 conidia mL™", presenting a viability of 89,1%. These results show the possibility
for biocontrol with the use of the native Mexican strain MA-Bb1 of B. bassiana in combination with po-

rous materials of diatomite and zeolite, in laboratory conditions.

Keywords: Conidia, native strain, grasshopper, mortality, monomineralic.

Introduccion

Sphenarium purpurascens (Orthoptera: Acri-
didae; Romaleidae) es una especie cosmo-
polita, distribuida en zonas tropicales, des-
érticas y con mayor frecuencia en praderas,
donde alcanza altas poblaciones (Bustillos-
Rodriguez et al., 2015). Cueva del Castillo et
al. (1999) mencionan que en México se dis-
tribuyen ampliamente en la zona centro y sur
del pais abarcando los estados de Veracruz,
Guerrero, Oaxaca y Chiapas, para la zona sur
y los estados de Hidalgo, Michoacan, Queré-
taro, México y Puebla para el centro del pais,
afectando diversos cultivos agricolas como
frijol, alfalfa, calabazay maiz, (Morales-Mar-
tinez et al., 2013). El valle de Puebla-Tlaxcala,
estados pertenecientes al centro de México,
presentan cultivos predominantes como el
maiz, el frijol y la alfalfa, que son continua-
mente afectados por S. purpurascens; ali-
mentandose del follaje y causando pérdidas
econdmicas al productor (Cerritos y Cano-
Santana, 2007). Esta especie abarca hasta
Guatemalay algunas islas del Caribe (Kevan,

1977), sin embargo, hay que considerar que
hay mas de 350 especies de saltamontes y
langostas que invaden periodicamente los
agrosistemas de todo el mundo, donde las
poblaciones locales pueden aumentar signi-
ficativamente y considerarse “plagas nativas”,
ademas, las especies de plagas no nativas
pueden migrar al area y, en algunos casos,
cambiar las interacciones entre especies na-
tivas (Speight et al., 1999).

En todo el mundo se utilizan los pesticidas qui-
micos en entornos agricolas, es una practica
comun para el control de plagas; sin embargo,
la aplicaciéon de estos productos, involucra
una gran variedad de fuentes de exposicion,
incluyendo residuos en alimentos, suelo y
agua, encontrando efectos negativos como
la muerte de organismos no objetivo, proble-
mas de salud humana, contaminacion am-
biental e interferencia con las funciones del
ecosistema (Sanborn et al., 2007), generando
perdida en la biodiversidad, concretamente,
los insectos polinizadores son muy susceptibles
a la accion de ciertos compuestos quimicos.
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Ademas, muchos insectos desarrollan rapida-
mente resistencia genética a los pesticidas
(Georghiou y Mellon, 1983), agudizando mas
los problemas antes mencionados.

Estos métodos han obligado a buscar alter-
nativas a los insecticidas sintéticos y el bio-
control representa una posibilidad para el
control de S. purpurascens (Vazquez-Jorge et
al., 2016). El uso de hongos entomopatége-
nos para el biocontrol de insectos en diversos
cultivos, ha sido una de las mejores propues-
tas para combatir diferentes plagas, ya que
presentan un amplio espectro de huéspedes
(De Faria y Wraight, 2007). Entre los hongos
mas utilizados como insecticidas bioldgicos,
se incluye a Beauveria bassiana y Metarhi-
zium anisopliae; B. bassiana infecta mas de
200 especies de insectos y acaros de diversos
géneros, en los érdenes Orthoptera, Hemip-
tera, Lepidoptera, Dermaptera, Hymenop-
tera, Coleoptera, entre otros, ademas se cree
que B. bassiana puede ser efectivo para el
biocontrol de S. purpurascens en el valle de
Puebla-Tlaxcala, ya que se ha observado tie-
ne la capacidad de penetrar la cuticula del in-
secto (Huerta et al., 2014).

Para la utilizacion de B. bassiana, como agen-
te de biocontrol, es necesario desarrollar sis-
temas de produccién y formulacion masiva
que permitan mayor eficacia que los produc-
tos quimicos, siendo uno de los requisitos
para la aceptacion y comercializaciéon de un
preparado bioldgico, ademéas se deben des-
arrollar formulaciones que garanticen su via-
bilidad, capacidad de desarrollo y almacena-
miento (Cruz et al., 2006).

Una posibilidad seria el uso de determinados
materiales porosos como portadores de estos
hongos. Algunos de ellos presentan una com-
posicion mayoritaria de un solo mineral, de
los cuales destacan el yeso, la sal comun, la
anhidrita, la calcita y algunas zeolitas; tam-
bién se incluyen las diatomitas, las radiolari-
tas y calizas fusulinicas, que se componen de
esqueletos siliceos de diatomeas (algas unice-

lulares) y de radiolarios (protozoos micros-
copicos). El uso de polvos inertes, presentan
una alternativa para el control de insectos,
pero que son relativamente inofensivos para
los humanos y los vertebrados superiores, ade-
mas de tener un impacto limitado en el am-
biente (Rouhani et al., 2012).

La preparacion de materiales mesoporosos a
partir de monominerales presentan excelen-
tes propiedades de adsorcién de moléculas
organicas de diferente naturaleza, intercam-
biadores idnicos, catalizadores y tamices mo-
leculares, caracteristicas que los hacen muy
atractivos, tanto a nivel de laboratorio como
industrial, adsorbentes con estas propieda-
des selectivas incluyen carbones activados, si-
lice microporosa y zeolitas (Bhattacharyya et
al., 2010). Estos desarrollos provocaron un
renovado interés en el uso de polvos dese-
cantes para el control de plagas de insectos,
ya que las nanoparticulas (Rouhani et al.,
2012) y las zeolitas son ejemplos de clases de
materiales cuyo potencial para el manejo de
plagas agricolas se ha evaluado recientemente.
Pero también los “insecticidas naturales” es-
tablecidos como las tierras de diatomeas estan
siendo revisados por los investigadores (De
Smedt et al., 2015).

Las zeolitas, en cambio, son materiales mi-
croporosos [diametro de poro (w), w <2 nm
(De Smedt et al., 2015), constituidos princi-
palmente de atomos de Si y Al (Ilamados
atomos T), cada uno de los cuales esta unido
de forma tetraédrica a los atomos de OZ2.
Considerando este aspecto, las zeolitas pre-
sentan muchas aplicaciones, el tamafo y la
selectividad de formas, intervienen en proce-
sos de catalisis, intercambio i6nico y adsorciéon
(Curtis y Deem, 2003).

Los datos sobre la efectividad de las zeolitas
contra las plagas de insectos son escasos, sin
embargo, Haryadi et al. (1994) han demos-
trado que la zeolita natural puede ser efec-
tiva para controlar el gorgojo del maiz Sito-
philus zeamais (Motsch), ademas Kljaji¢ et
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al. (2011) también han encontrado una alta
efectividad de la zeolita natural originaria de
Serbia, contra tres plagas de escarabajos en
trigo almacenado.

Por otro lado, la diatomita esta constituida
por didxido de silicio proveniente de restos
fosilizados de algas diatomeas de agua dulce
y salada (Cook y Armitage, 2000). El silicio
constituye entre el 70 % y 90 % del total de
los compuestos presentes en la diatomea,
siendo el resto cantidades pequeinas de mi-
nerales como calcio, fésforo, azufre, niquel,
zin¢, manganeso, aluminio, hierro, magnesio
y sodio (Korunic, 1998) compuestos importan-
tes para el desarrollo de microorganismos.
Ademas, las diatomeas son insecticidas na-
turales; utilizados en el control integrado de
plagas en diversos cultivos agricolas (Korunic,
1997; Arthur, 2004). Athanassiou y Korunic
(2007), manifestaron que la susceptibilidad
de los insectos a la diatomita es variable, de-
pendiendo de la especie y estadio de desa-
rrollo, sin embargo, las tendencias actuales
en el manejo integrado de plagas (MIP), se
orientan hacia la preservacién del ambiente
junto al uso de métodos de bajo impacto y
pesticidas naturales de escasa toxicidad, en-
tre los que se encuentran, las tierras de dia-
tomeas (Dal Bello et al., 2006).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la mortalidad de S. purpurascens mediante la
combinaciéon de 2 materiales mesoporosos
(zeolita y diatomita) y conidios de B. bassia-
na in vitro, asi como viabilidad de conidios en
los materiales porosos.

Material y métodos

Material biolégico

Se utilizé la cepa MA-Bb1 de B. bassiana, pro-
veniente del Municipio de Tetela de Ocampo,
Puebla, México; dicha cepa fue depositada 'y
mantenida en medio de cultivo agar papa

dextrosa (PDA) en el Centro de Recursos Ge-
néticos del Centro de Agroecologia del Insti-
tuto de Ciencias de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP), cuya identidad
se confirmé mediante la amplificaciéon de la
region ITS1 e ITS4 (White et al., 1990).

La secuencia obtenida para cada region ge-
noémica de la cepa MA-Bb1 se comparo in si-
lico con 9 accesiones homologas mediante la
herramienta BLAST, presente en el sitio Web
del Centro Nacional de Informaciéon Biotec-
nolégica (NCBI, 2020) de los Estados Unidos.

Elaboracion de bio-preparados y viabilidad
de la cepa MA-Bb1

Las preparaciones se hicieron a partir de colo-
nias frescas de B. bassiana en medio de cultivo
PDA de 10 dias, sometidas a un fotoperiodo de
12:12 horas luz:oscuridad, reproduciéndola
masivamente en 500 g de arroz esterilizado
en 10 cajas Petri con 5 mL de agua estéril,
inoculadas con un disco de 0,5 mm de la cepa
MA-Bb1, e incubadas durante 20 dias a
28 + 1 °Cy 60 % de humedad. Para la ob-
tencion de conidios, se froté suavemente el
arroz colonizado en un tamiz ENDECOTTS®
hasta la obtencién de un polvo fino median-
te operacion manual; tras esto, cada muestra
se tamizé mediante una rejilla metdlica n.° 60
con malla de apertura de 250 um; se molie-
ron hasta obtener un tamano de particula de
0,2 mm (AOAC, 2006). Se determiné la con-
centracion de conidios en una proporcion de
1/10 mediante el conteo en una camara Neu-
bauer, ajustando la suspensién inicial con
1 x 108 con mL™". Se prepararon 4 bio-prepa-
rados con la cepa MA-Bb1 a base de zeolita
y diatomita, asi como un grupo testigo, que
consistié de agua destilada estéril.

La viabilidad de conidios se calculé haciendo
una relacién entre el porcentaje de germi-
nacion y el numero de conidios iniciales de
cada bio-preparado, el cual se consideré co-
mo el 100 % de viabilidad (Tabla 1). Se ob-
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servaron 100 conidios y se registré el nUmero
de conidios germinados de los cinco puntos
de la placa de Petri; se consideraron germi-
nados aquellos conidios cuyo tubo germina-
tivo mostrase la mitad del diametro del co-

nidio; esta cuenta se hizo por triplicado para
cada bio-preparado a base de B. bassiana
(Dal Bello et al., 2006). Los datos se sometie-
ron a un analisis de varianzay a la prueba de
grupos homogéneos (P < 0,05).

Tabla 1. Formulacién y viabilidad de bio-preparados a base de conidios de Beauveria bassiana (Bb1).
Table 1. Formulation and viability of bio-preparations based on conidia of Beauveria bassiana (Bb1).

Conidios % %
Clave Zeolita Diatomita Agua mL-’ Viabilidad Viabilidad EEM
(9) (9) (mL) B. bassiana inicial final

Z+D+Bb1 25 25 250 1x 108 100 89,112 1,2741
Z+Bb1 50 - 250 1x 108 100 83,882 0,9043
D+Bb1 - 50 250 1x 108 100 56,33b 3,2956
Bb1 - - 250 1x 108 100 49,11b 3,8530
Z+D 30 30 250 - - - -
Testigo - - 250 - - - -

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de Tukey (P < 0,05).
EEM = error estandar de la media. F_,, = F calculada (55,9260) y P, = valor de P (Probabilidad < 0,001);

Z = zeolita, D = tierra de diatomitas.

Inoculacion de B. bassiana en tres instares
de S. purpurascens in vitro

Para efectuar los 4 bioensayos se utilizaron
en total 2.160 individuos de S. purpurascens
colectados en parcelas de maiz del municipio
de Amozoc de Mota, Puebla-México. En cada
bioensayo se evalué la eficacia de los mismos
bio-preparados sobre los instares segundo,
cuarto y sobre adultos recolectados en el pe-
riodo de julio de 2017 a agosto de 2018,
como se muestra en la Tabla 2.

Se utilizé una caja de plastico por instar, tra-
tamiento y ensayo de 102 L de capacidad,
largo de 34,41 cm, ancho de 78 cm y altura
38 cm, modelo BO102GAL cubierta con ma-
lla mosquitera n.° 2 (Douglas et al., 1997). En
cada una de las cajas, se agregaron 250 mL
de cada bio-preparado, con la ayuda de una

Aspersora de Compresion Swissmex 1,5 L mo-
delo: 310.055 observandose cada 24 h du-
rante 15 dias; es decir, que al final del experi-
mento se utilizaron 1.620 individuos de los
tres instares para el afio 2017 y 540 para el
afno 2018. A todos los tratamientos se les adi-
cion6 3,7 kg de alfalfa (Medicago sativa L.)
fresca como dieta de los chapulines por unidad
experimental en los 2 aflos del experimento, la
temperatura se mantuvo a 26 + 1 °Cy la hu-
medad relativa a 84 + 2 %.

Analisis de datos

La mortalidad se corrigié mediante la formu-
la de Abbott (1925) y se expresé en porcen-
taje, donde se transformé con arcocoseno
angular. Los datos se analizaron mediante un
ANOVA utilizando el modelo cuadratico de
superficie de respuesta para la mortalidad
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Tabla 2. Fecha de colecta y evaluacién de los bioensayos en los diferentes estadios de S. purpurascens
recolectados en el periodo de julio de 2017 a agosto de 2018.
Table 2. Evaluation of bioassays in the different stages of S. purpurascens collected in the period from

July 2017 to August 2018.
Bioensayo/Estadio Instar 2 Instar 4 Adulto
Bioensayo 1
Colecta 07/07/2017 28/07/2017 03/09/2017
Evaluaciéon 08 de julio al 18 de septiembre de 2017
Bioensayo 2
Colecta 14/07/2017 04/08/2017 10/09/2017
Evaluacién 15 de julio al 25 de septiembre de 2017
Bioensayo 3
Colecta 21/07/2017 11/08/2017 17/09/2017
Evaluacion 22 de julio al 02 de octubre de 2017
Bioensayo 4
Colecta 14/07/2018 04/08/2018 10/09/2018
Evaluacion 15 de julio al 25 de septiembre de 2018

Se colectaron 180 individuos en cada bioensayo y estadio analizado.

corregida de S. purpurascens y la prueba de
grupos homogéneos a un nivel de signifi-
cancia de P < 0,05. Los tiempos letales medio
y alto (TLg, y TLg,) se obtuvieron con el ana-
lisis Probit (Finney, 1972) y posteriormente se
determind la velocidad especifica de muerte
K (d™"); que representa el menor tiempo de
afectacién del 50 % de la poblacién bajo es-
tudio, donde nuevamente se les realizé un
ANOVA mediante el modelo cuadratico de
superficie de respuesta a (P < 0,05). Todos los
calculos y pruebas estadisticas se realizaron
utilizando el software estadistico SPSS version
17 (Statistical Package for Social Sciences).

Resultados y discusion

Identificacion

La identificacion morfoldgica de la cepa MA-
Bb1 se realiz6 con el propésito de corroborar
la clasificacion taxonémica del género Beau-

veria. La cepa MA-Bb1 se caracterizé por pre-
sentar un crecimiento lento de forma radial,
llegando alcanzar 23 mm de diametro en
10 dias, lo que coincide con lo establecido por
Domsch et al. (1993) para B. bassiana, que pre-
senta un rango de 6 a 23 mm de diametro.

El aspecto de la colonia de B. bassiana fue la-
noso, mostrando micelio aéreo abundante,
presentando un color blanco al principio de
su desarrollo, tornandose amarillento a los
10 dias en el medio PDA. La cepa MA-Bb1
presentaron hifas lisas y cenociticas, con cé-
lulas conidiogenas formando densos racimos
irregularmente agrupados; las fialides pre-
sentaban una morfologia de lageniformes a
estrechamente lageniformes. El tamafio de
las células conidiogenas fue de 3,6 x 1,5 um,
el raquis de 2,2 x 1 um. Los conidios fueron
hialinos de forma globosa con un tamario de
2,3 um de diametro; estos resultados coinci-
dieron con la descripcion de Domsch et al.
(1993) para la especie B. bassiana.
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Con la amplificacién de la regién ITS riboso-
mal se obtuvo un producto de 610 pb de la
cepa MA-Bb1, el que presentd 100 % de iden-
tidad con B. bassiana (Muro et al., 2005; Cruz
etal., 2006) en los datos del GenBank, esta se-
cuencia se incluyé en la base de datos del
National Center for Biological Information
(NCBI) con el nimero de acceso MN209825,1.
El arbol filogenético (Figura 1) se construyo
con 9 accesos disponibles en la base de datos
del (NCBI) de la region 5,8S ribosomal de B.
bassiana (Tabla 3).

Evaluacion de los bioensayos de mortalidad
de tres instares de S. purpurascens in vitro

El mayor numero de conidios viables se ob-
tuvo en el bio-preparado (Z+D+Bb1) con
89,1 %, las menores viabilidades de conidios
se obtuvieron en los bio-preparados (D+Bb1)
con 56,3 % y (Bb1) con 49,1 % (Tabla 1). Al
respecto Shah et al. (2005) mencionan que al
seleccionar preparados con una alta viabili-
dad de conidios aumenta la probabilidad de
éxito en el campo, donde su viabilidad, re-

B. bassiana gi (CAY334540.1)

B. bassiana gi (AY334535.1)

B. bassiana gi (ATKU729042.1)

B. bassiana gi (MH922797.1

B. bassiana gi (MG712624.1)

B. bassiana gi (MH754663.1)
0.0000 | MA-Bb1 gi (MN209825.1)

0000 | B. bassiana gi (KY471652.1)

0.0006
0.0006
0.0005
100%
0.0002 0.0005
0.0006
0.0006
0.
100%
0.0006
0.00010

00000 | B. bassiana gi (CAY334536.1)

0.0000 ' B. bassiana gi (SMG763749.1)

Figura 1. Arbol filogenético que incluyé la cepa MA-Bb1 (MN209825.1) generado por el método méaxima

verosimilitud (Kumar et al., 2016).

Figure 1. Phylogenetic tree including the MA-Bb1 (MN209825.1) strain generated by the maximum li-

kelihood method (Kumar et al., 2016).
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Tabla 3. Grado de identidad del producto de PCR de la cepa MA-Bb1 presente del GenBank (MN209825.1)

comparado con 9 accesos de la base publica.

Table 3. Degree of identity of the PCR product of the MA-Bb1 strain present in GenBank (MN209825.1)

compared to 9 accesses of the public base.

Producto de PCR Identidad(%) Especie Cod. Gen bank
610 pb 100,00 B. bassiana (MA-Bb1) MN209825.1
562 pb 100,00 Beauveria bassiana KY471652.1
569 pb 100,00 B. bassiana AY334536.1
570 pb 100,00 B. bassiana MG763749.1
573 pb 99,80 B. bassiana MH754663.1
575 pb 99,60 B. bassiana KU729042.1
537 pb 99,60 B. bassiana MH922797.1
566 pb 99,21 B. bassiana MG712624.1
569 pb 98,19 B. bassiana AY334540.1
569 pb 98,19 B. bassiana AY334535.1

sistencia a factores ambientales o la presen-
cia de otros microorganismos competidores
esta directamente relacionado con la capaci-
dad de permanencia y virulencia de estos or-
ganismos, caracteristicas determinantes para
la seleccion de cepas para el biocontrol.

En la Tabla 4 se muestra el resumen del ANO-
VA para el modelo cuadratico de superficie de
respuesta, a los cuatro dias después de trata-
miento. El valor del Modelo para F = 5099,263
y su correspondiente valor que implica un
modelo altamente significativo.

No hubo diferencias significativas entre en-
sayo; esto nos indica que los resultados fue-
ron constantes a lo largo del tiempo y que el
momento de realizacién de los ensayos no
afecto a los bio-preparados ni influyé en los
diferentes instares de S. purpurascens en con-
diciones in vitro. No obstante, la interaccion
entre los bio-preparados e instares fue signi-
ficativa. Por lo tanto, los tratamientos no tu-
vieron el mismo efecto sobre los diferentes
estadios de los insectos. Asi mismo, los dife-

rentes bio-preparados e instares de S. purpu-
rascens tuvieron un efecto significativo sobre la
mortalidad corregida (%) de S. purpurascens
in vitro (Figura 2 A-D). La interaccién entre los
bio-preparados e instares fueron significativos
(P<0,014). Dos de los tratamientos fueron los
mas eficaces (Figura 2 A-C) sobre los instares 2,
4 y adultos de S. purpurascens: Z+D+Bb1 y
D+Bb1; en los instares 4 se afadié Z+Bb1y
para los adultos también Z+D, presentando
todos estos casos una mortalidad mayor al
70 %. Por lo contrario, los preparados Z+D,
Bb1y Z+Bb1 alcanzaron eficacias inferiores al
70 % en los instares 2; para los instares 4 lo
fueron los preparados Z+D y Bb1 y para los
adultos, el preparado Bb1 fue el que mostré
la menor eficacia (Figura 2 Q).

Cabe recalcar que estos resultados se refieren
a los 4 dias después de la aplicacion de los
tratamientos y que todos los bio-preparados
consiguieron un 100 % de mortalidad en los
insectos a los 15 dias a excepcién de Z+D con
los adultos (Figuras 2 A-D).
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Tabla 4. ANOVA del modelo cuadratico de superficie de respuesta para la mortalidad corregida de S.

purpurascens.

Table 4. ANOVA of the quadratic response surface model for corrected mortality of S. purpurascens.

Variable dependiente: mortalidad corregida (%)

Tipo 1l de suma Cuadratico
Origen de cuadrados al promedio F Sig.
Modelo 86185,451 71 1213,880 5099,263 <0,011
Intercepto 268527,122 1 268527,122 1128028,239 <0,001
Ensayos (1, 2,3y 4) 21,403 3 7,134 29,970 0,133
Tratamientos (control, Bb1, Z+D,
Z+Bb1, D+Bb1y Z+D+Bb1) 77750,983 5 15550,197 65323,237 <0,003
Instares (2°, 4° y adulto) 380,924 2 190,462 800,092 <0,025
Ensayos x Tratamientos 42,890 15 2,859 12,011 0,223
Ensayos x Instares 45,421 6 7,570 31,801 0,135
Tratamientos x Instares 7060,603 10 706,060 2966,017 <0,014
Ensayos x Tratamientos x Instares 174,632 30 5,821 24,453 0,159
Error 0,238 1 0,238
Total 361117,765 73
Total corregido 86185,689 72

R2 0,911
Cuadrado R? 0,823

Cuadrado ajustado R? 0,830

El porcentaje de mortalidad se baso en los re-
sultados de los cuatro ensayos evaluados el
dia 4 del segundo instar (Figura 2A), debido
a que fue el primer dia donde se alcanzo el
72 % de mortalidad con el tratamiento
(Z+D+Bb1). A los seis dias después de la ino-
culacion, las ninfas del segundo instar exhi-
bieron 100 % de mortalidad en todos los
tratamientos con B. bassiana (Figura 2A). Es-
tos resultados son similares a los reportados
por Johnson y Goettel (1993), quienes obtu-
vieron un 70 % de mortalidad en otra espe-
cie de ortoptero Melanoplus bivittatu (Or-
thoptera: Acrididae; Romaleidae), con una

concentraciéon de 2 x 10" con g~'. La menor
mortalidad se obtuvo con el tratamiento (Z+D)
con 17,5% a los cuatro dias, alcanzando el
100% de mortalidad a los 15 dias.

De manera consistente, el porcentaje de mor-
talidad en el cuarto instar presento diferen-
cias entre los bio-preparados evaluados (Fi-
gura 2D). Garcia y Gonzalez (2009) citan que
B. bassiana con dosis de 1,2 x 10° blastospo-
ras mL~" causaron una mortalidad del 100 %
de las ninfas del cuarto instar de S. purpuras-
cens a los 6 dias, cabe resaltar que estos
autores no utilizaron como soporte nano ma-



Antonio Rivera-Tapia et al. ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 117(2): 90-107 99

00 B . s Al A
. ~
90 I4 S P
F P, .- - > Ty
_ 80 77 3 ® g ®F /
g fr/ / £ A
R ; / - % 70 L g
éﬂ Fa . s g 74
V 5
g o 8 @ o
E L - Tso £ T
2 50 ’!'Y _— £ 50 . >
] 4 [}
H :f',} 7 @ Z+D+Bb 2 <@ Z4D+Bb
- 7 7 Sy 40 [ ]
4 - / -~ - D+Bb
30 ) o --X-Z+Bb 30 / --%-- Z+Bb
Al » —+-Bb ] n
20 ; - o 20 X —+-Bb
—m—2z+
A —m—Z+D
10 £ —&— (Control) 10 F IA
‘ i —&— (Control)
9 = 0 —j/—H—l-—f—n—m—‘—n—n—a—‘—‘—‘—a—
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 0 T 2 3 4 8 6 7 8 9 10 1l 12 15 14 1
Dias despues de la inoculacion Dias despues de la inoculacion
100 c /'_,»—. (,g;;lfi—%—lfl—i 100 e i
90 R 1 D
il et S R 90 |
= o
80 e ” a
g ’f n & % Segundo Instar
§m y T
B | é‘ ® Cuarto Instar
: Y x’, g
3 50 - To 1 ® Adulto
3 [ s 50
= / =
g w ~@-—Z+D+Bb g o
s " Db s
30 / 7
7 =X~ Z+Bb 30
20 e ‘/‘ —+-B 2 |
/. - —m—Z+D
-
10 /i P —a— (Control) 10
5 R
0 —-h"’—l—n—-—l;n—-—n—-—-—-—-—-—-—
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 o
Dias d @i Iacié Control Z+D Bbl Z+Bbl D+Bbl Z+D+Bbl
1as despucs de la inoculacion
Bio-preparados

Figura 2. Mortalidad corregida (%) de los diferentes estadios de S. purpurascens: A) Segundo instar, B) Cuarto
instar y C) Adulto, en diferentes bio-preparados a base de B. bassiana (Bb1), diatomita y zeolita. Z = zeolita,
D =tierra de diatomitas. D) Promedio de mortalidad corregida (%). Medias con letras diferentes indican di-
ferencias significativas con la prueba de Tukey (P < 0,05), a-d = segundo instar; e-h = cuarto instar; i-l = adulto.
Figure 2. Corrected mortality (%) of the different stages of S. purpurascens: A) Second instar, B) Fourth
instar and C) Adult in different bio-preparations, based on B. bassiana (Bb1), diatomite and zeolite. Z = ze-
olite, D = diatomaceous earth. D) Corrected mortality average (%). Means with different letters indicate
significant differences with the Tukey test (P < 0.05), a-d = second instar; e-h = fourth instar; i-l = adult.

teriales, sin embargo, es muy similar la con-  los 7 dias después de la inoculacion (Figura
centracion de conidios utilizados en la pre-  2Q); asi mismo, el menor promedio de mor-
sente investigacion. talidad se obtuvo en el bio-preparado (Z+D)

Los bio-preparados a base de zeolita (z) y dia-  €©N 74 % a los 15 dias después de la inocu-
tomita (D) con una concentracion de 1 x 108 lacion (Figura 2C). Estos resultados son simi-
con mL™", ocasionaron mortalidad en los cua-  lares a los reportados por Adatia et al. (2010)
tro ensayos evaluados, donde se alcanzé el  quienes obtuvieron un 50 % de mortalidad
del 97,9 % en adultos de S. purpurascens a  en chapulines al dia 5y 90 % mortalidad al
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séptimo dia, utilizando Unicamente tierra de
diatomita. Es conocido que el uso de zeolitas
y diatomitas polvos presenta mortalidad en
insectos, como lo mencionan Andri¢ et al.
(2012) donde investigaron el potencial insec-
ticida de dos zeolitas naturales contra adultos
del gorgojo del arroz, Sitophilus oryzae (L.)
(Coleoptera: Curculionidae) y el escarabajo
rojo Tribolium castaneum (Herbst) (Coleop-
tera: Tenebrionidae), reportando el 96 % y el
100 % de mortalidad después de 21 dias de
exposicion al trigo tratado con 1,000 ppm. En
los presentes ensayos, el testigo no presentd
mortalidad al utilizar la formula de Abbott.
Cabe resaltar que en general, haciendo la
media de todos los tratamientos, la mortali-
dad a los 4 dias después de tratamiento sobre
los adultos de S. purpurascens fue significati-
vamente superior a la registrada sobre el se-
gundo y cuarto instar (Figura 3A), sin embar-
go el segundo y cuarto instar entre ellos no
fueron significativos.

La diatomita presenté una accion insecticida
en los bioensayos de mortalidad del presente
trabajo, ya que posiblemente mejoré la ab-
sorcion de sustancias quimicas durante la pe-
netraciéon de microorganismos al exoesque-
leto del insecto, como lo mencionan Choe et
al. (2012) que la diatomita participa en la di-
solucion de lipidos cuticulares que facilitan la
penetracion de microorganismos a través del
exoesqueleto, ademas de que participa en
procesos de comunicacion quimica por con-
tacto (Pedrini et al., 2007). Ho et al. (2019)
presentaron que la combinacién de surfactan-
tes como zeolita, perlita y vermiculita junto
con conidias fungicas de Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae mostraron alta vi-
rulencia contra Riptortus pedestris in vitro.

Evaluacion de los bioensayos de la velocidad
especifica de muerte de tres instares de
S. purpurascens in vitro

Utilizando los modelos de regresién, se ob-
tuvo como resultado el promedio para la ve-

locidad especifica de muerte K (d-') entre
89,1 % y 49,1 % de viabilidad de conidios pa-
ra los diferentes instares de S. purpurascens.
En la Tabla 5 se muestra un resumen del
ANOVA para el modelo cuadratico de super-
ficie de respuesta, se encontré un modelo pa-
ra F = 17244,203 y su correspondiente valor
bajo “Prob > F” (P < 0,006).

Asi mismo los diferentes bio-preparados
(P < 0,02) e instares de S. purpurascens
(P < 0,005) tuvieron un efecto significativo
para la velocidad especifica de muerte K (d-")
in vitro (Tabla 5). Pero de nuevo la interac-
cion entre los tratamientos e instares fue
también significativa (P < 0,008) lo que indica
que el modelo se ajusta a los datos experi-
mentales y es altamente significativo. La va-
riable nimero de ensayo no presento6 dife-
rencias significativas para este parametro, lo
cual indica, que la velocidad especifica de
muerte K (d-') es afectada por los bio-pre-
parados en los diferentes instares larvarios en
condiciones in vitro.

El bio-preparado (Z+D+Bb1) presento la ma-
yor velocidad especifica de mortalidad K (d"),
para las ninfas del 4° instar y adultos en los
cuatro ensayos evaluados. Sin embargo, para
el segundo instar el bio-preparado (Z+Bb1)
present6é la mayor velocidad especifica de
mortalidad K (d™"), ver figura 4. Kljaji¢ et al.
(2011) mencionan que la tierra de diatomitas
con estructura de silice amorfa, mostré un
alto potencial insecticida y fue mas efectiva
que los polvos de zeolita natural, como los
aluminosilicatos hidratados cristalinos; ade-
mas las zeolitas tienen desventajas especificas
debido a la presencia de mas ingredientes
cristalinos o particulas mas pequefas contra
Sitophilus oryzae (L.) y Tribolium castaneum
(Herbst). Cabe resaltar que, en general, que
los adultos de S. purpurascens presentaron di-
ferencias significativas de velocidad de muer-
te en la mayoria de tratamientos con el se-
gundo y cuarto instar, sin embargo, entre el
segundo y cuarto instar no se encontraron di-
ferencias significativas (Figura 3B).
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Figura 3. A) Porcentaje de mortalidad y B) velocidad especifica de muerte K (d-") de los diferentes esta-
dios de S. purpurascens de acuerdo al modelo cuadratico de superficie de respuesta altamente signifi-
cativo. Medias con letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de Tukey (P < 0,05).
Figure 3. A) Percentage of mortality and B) specific speed of death K (d-') of the different stages of S.
purpurascens according to the quadratic model of highly significant response surface. Averages with
different letters indicate significant differences with the Tukey test (P < 0.05).

La sinergia entre tierra de diatomitas y otros
insecticidas naturales, con diferentes modos
de accion, mejora en gran medida la efecti-
vidad de su mezcla, causando mayor deseca-
cion por otras sustancias y, reduciendo los
tiempos o las aplicaciones requeridas (Almasi
etal., 2013).

Para englobar y analizar todas las variables
utilizadas, se realizdé un analisis de correla-
cion con el método de componentes princi-
pales (ACP). El método de componentes prin-
cipales tiene por objeto transformar un
conjunto de variables, a las que se denomina
originales, en un nuevo conjunto de variables
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Tabla 5. ANOVA del modelo cuadratico de superficie de respuesta la velocidad especifica de muerte K (d)

de S. purpurascens.

Table 5. ANOVA of the quadratic response surface model the specific speed of death K (d-') of S. pur-

purascens.
Variable dependiente: velocidad especifica de muerte K (d™")

Tipo 1l de suma Cuadrético

Origen de cuadrados al promedio F Sig.

Modelo 8815,237 71 124,158 17244,203 <0,006

Intercepto 3704,688 1 3704,688 514540,033 <0,001

Bioensayos (1, 2, 3y 4) 0,359 3 0,120 16,630 0,178

Tratamientos (control, Bb1, Z+D,

Z+Bb1, D+Bb1y Z+D+Bb1) 7858,059 5 1571,612 218279,406  <0,002

Instares (2°, 4° y adulto) 264,387 2 132,194 18360,219 <0,005

Ensayos x Tratamientos 0,810 15 0,054 7,500 0,280

Ensayos x Instares 1,223 6 0,204 28,299 0,143

Tratamientos x Instares 673,844 10 67,384 9358,951 <0,008

Ensayos x Tratamientos x Instares 1,633 30 0,054 7,559 0,281

Error 0,007 1 0,007

Total 12449,310 73

Total corregido 8815,244 72

R2 0,721
Cuadrado R? 0,449

Cuadrado ajustado R2 0,520

denominadas componentes principales. Estas
Gltimas se caracterizan por estar correlacio-
nadas entre si. Es decir, este método es utili-
zado para reducir la dimensionalidad de un
conjunto de datos hallando las causas de va-
riabilidad del conjunto y ordenandolos por
importancia, de acuerdo a la varianza.

El andlisis indico que el 95,8 % de la variabi-
lidad (Tabla 6) se puede atribuir a dos com-
ponentes: CP1 (69,1 %) y CP2 (26,8 %), donde
se muestra a los grupos de variables que de-
notan alta correlacién positiva entre ellas,

como son: porcentaje de viabilidad de coni-
dios, combinacion de los bio-preparadosy la
cepa nativa de B. bassiana entre el K (d™") y
el %MC de los diferentes estadios de S. pur-
purascens (2° y 4° instar, adulto), ademas,
CP1 se correlacion6 negativamente con la
Tso Y Tgo POT los bio-preparados con una via-
bilidad de conidios baja y media, que va
desde 53,3 % a 49,1 % que se presentaron en
los bio-preparados, D+Bb1y Bb1, respectiva-
mente, asi como el bio-preparado Z+D,
donde la combinacién del bio-preparado
Z+D+Bb1 presenté la mayor mortalidad. El
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Figura 4. Promedio de velocidad especifica de muerte K(d') de los diferentes estadios de S. purpuras-
cens tras la exposicion a diferentes bio-preparados a base de B. bassiana (Bb1), diatomita y zeolita. Z =
zeolita, D = tierra de diatomitas. *Medias con letras diferentes indican diferencias significativas con la
prueba de Tukey (P <0,05), a-d = segundo instar; e-g = cuarto instar; h-I = adulto.

Figure 4. Average specific speed of death K(d') of the different stages of S. purpurascens after expo-
sure to different bio-preparations based on B. bassiana (Bb1), diatomite and zeolite. Z = zeolite, D =
diatomaceous earth. * Averages with different letters indicate significant differences with the Tukey
test (P <0.05), a-d = second instar; e-g = fourth instar; h-I = adult.

PC2 se correlacion6é negativamente con el
porcentaje de viabilidad de conidios en el
%MC en los diferentes bio-preparados a una
concentracion de 1 x 108 con mL™".

Se presentd una fuerte correlaciéon positiva
con las variables TLy, y TLg, evaluadas y la
combinacién de los bio-preparados Z+D+Bb1
y D+Bb1, alcanzando el TL;, a los tres dias
después de la inoculacion, afectando al se-
gundo y cuarto instar (Figura 2A-B), en el
caso de los adultos de S. purpurascens fueron
afectados hasta el quinto dia después de la
inoculacién in vitro (Figura 2C); el menor
TL,se presento en el tratamiento Z+D con 9

y 10 dias, alcanzando el 100 % de mortalidad
a los 15 dias después de la inoculacion para
el segundo y cuarto instar respectivamente.
Los aislamientos de hongos entomopatége-
nos con TL., mayores de 14 dias se conside-
ran no patogénicos (Samuels et al., 1989)
por tal razén, en este estudio, los TLgyy Tlg,
obtenidas en los bio-preparados Z+D+Bb1y
D+Bb1, evaluados sobre los diferentes insta-
res del chapulin, deben ser consideradas fa-
vorables para el control de este insecto.

Las evaluaciones en laboratorio son impor-
tantes, aunque no siempre reflejan los nive-
les de infeccién que ocurren en condiciones
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Tabla 6. Anélisis de componentes principales de la variable mortalidad corregida (%), correlacionadas
con S. purpurascens bajo diferentes bio-preparados.
Table 6. Principal component analysis of the corrected mortality variable (%), correlated with S. pur-

purascens under different bio-preparations.

Componente

Caracteristicas oc 5

% Viabilidad 0,295 -0,136
Teo -0,170 0,435
Teo -0,041 0,361
K (d") 0,020 0,302
%MC 0,243 -0,006
Bio-preparados 0,263 -0,063
Valores propios 4,830 1,878
% Varianza extraida 69,005 26,826

Ts, = Mortalidad del 50% + 1; Ty, = mortalidad del 80% + 1; K (d-") = tiempo de afectacion del 50% de
la poblacién bajo estudio; %MC = mortalidad corregida.

naturales (Fuentes-Contreras et al., 1998) y es
necesario comprobar los resultados obteni-
dos en condiciones de campo. Sin embargo
los resultados son prometedores, ya que va-
rios ensayos de campo han evaluado la efi-
cacia de B. bassiana contra saltamontes en
Africay América del Norte, donde aplicaron
diferentes formulaciones como soporte a di-
ferentes concentraciones de conidios de B.
bassiana, dando como resultado la disminu-
cién de poblaciones entre 8 a 14 dias, con al-
tos porcentajes de mortalidad del insecto
(Douglas et al., 1997).

Conclusiones

Se obtuvo un producto de ampliacion por
PCR de 610 pares de bases de la region ITS ri-
bosomal de la cepa MA-Bb1, cuya secuencia
permitié ser identificada como B. bassiana
con una homologia del 100 % con respecto

a secuencias similares depositadas en base de
datos publicas.

Los diferentes bio-preparados mostraron una
tendencia lineal respecto a la mortalidad del
2°, 4° instar, asi como a los adultos de S. pur-
purascens in vitro, donde el mayor porcentaje
de mortalidad fue el bio-preprado Z+D+Bb1
a una concentracion de 1 x 108 con mL™" con
una viabilidad del 89,1 %. La mayor velocidad
especifica de muerte del ortéptero S. purpu-
rascens K (d-') fue de 0,7 y la present6 de
nuevo el bio-preparado (Z+D+Bb1) a las
72 horas post-infecciéon, en comparacién al
preparado (Z+D), que fue el resultado mas
bajo en la velocidad especifica de muerte
obtenido en la presente investigacién. No
obstante, tras 15 dias, todos los bio-prepara-
dos empleados llevaron a una mortalidad
del 100 % excluyendo Z+D en adultos que
fue cercano al 80 %.

Estos resultados demuestran la factibilidad
del uso de la cepa nativa MA-Bb1 de B. bas-
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siana en condiciones de laboratorio con alta
viabilidad de conidios en combinacién con ma-
teriales porosos, como la diatomita (D) y zeo-
lita (Z2) para el biocontrol de S. purpurascens.

Para futuros usos en campo sera necesario rea-
lizar mas ensayos con el fin de observar el
comportamiento de B. bassiana en condicio-
nes naturales no controladas.
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