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RESUMEN

Con la finalidad de identificar y seleccionar aislamientos nativos de
Metarhizium sp para el control de la chinche negra del cacao (Antiteuchus tripterus)
en Tabasco, México;gse aislaron cinco cepas fungicas las cuales se caracterizaron
conforme a variables _morfoldgicas, moleculares fisiologicas y patogénicas. El
crecimiento micelial, la*germinacion y la produccién de conidios en medio SDA se
evaluaron a 25, 30 y 35. Ademas, se evaluo la produccion de conidios en arroz a 25
°C. Los aislamientos se edificaron como M. brunneum, Todos los aislamientos de
M. Brunneum mostraron variabilidad intraespecifica en cuanto a desarrollo micelial,
velocidad de germinacion, produc€ion conidial y patogenicidad. Hubo diferencias en
(P < 0.0085) en el crecimiento micelial @25°C. No hubo crecimiento micelial a 35°C.
El rango de temperatura favorable parages aislamientos nativos de M. brunneum
fue de 25-30°C. Por otro lado, hubo diferengias significativas en la produccion de
conidios en arroz (P < 0.0004). El tiempo requerido para la germinacion del 50% de
conidios (TGso) vario de 7.8 a 21.9 ‘hy.el TGgovario de 9.5 a 27.7 h. los cinco
aislamientos fungicos evaluados mostraron-efectividad patogénica sobre A. tripterus
la cual oscilo entre 72 a 96%. Con base” a las caracteristicas evaluadas, los
aislamientos mas promisorios como agentes de controlede A. tripterus fueron
TCCH5 y TCCH9. Este trabajo reporta a M. brunneum €¢omo el causante de la
muscardina verde de A. tripterus en Tabasco, México. La variabilidad intraespecifica
en las caracteristicas evaluadas muestra la importancia de la caraeterizaciéon de
aislamientos nativos; ademas, revela el potencial de M. brunneum para el desarrollo

de bioinsecticidas contra A. tripterus.
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INTRODUCCION

La eSpecie Theobroma cacao L. (1753) fue registrada por primera vez en la
Amazonia y se(ha cultivado por mas de 5,000 afios en varias regiones del mundo
(Jara 2022). Esta’especie pertenece a la familia Malvaceae y el género Theobroma
posee 22 especies descritas, ubicadas principalmente en Sudamérica y partes de
Centroamérica (CAARF .2021). Las Uunicas especies que se distribuyen
naturalmente hasta Méxicorson T. cacao L y T. bicolor Humb. & Bonpl (CAAFF
2021). En este pais, T. cacao se cultiva en los estados de Oaxaca, Chiapas,
Guerrero, Veracruz y Tabasco, siendo esta ultima entidad la que mayor participacion
tiene en la produccion (Niembro et'al. 2010). De acuerdo con Avendarfio (2021) el
estado de Tabasco cuenta con una_superficie cultivada de 40,913.26 ha, que
representan el 68.59%, con una produccion de 18,297.53 por afio, posicionando a
esta entidad federativa en primeriugar en produccion. De acuerdo con SAGARPA
(2017) se pronostica el aumento enfla-demanda.en los proximos afios; no obstante,
las limitaciones ocasionadas por las_enfermedades y plagas hacia este cultivo

ponen en riesgo la produccion.

En México, diversas especies de insectos se han‘reportado atacando a T.
cacao, reduciendo la calidad y rendimiento de la produceion. Entre los insectos
reportados se encuentran: la cochinilla rosada del hibisco (Macenellicoccus hirsutus
Green, 1908) (Hemiptera: Pseudococcidae) (Torres de la Cruz™et al. 2019), el
salivazo (Clastoptera laenata Fowler 1898) (Hemiptera: Cercopidae) (Geronimo-
Lopez et al. 2013), la mosca blanca (Lecanoideus floccissimus Martin 1997)
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Cortez-Madrigal et al. 2008), el gusane’lagarta
(Hemeroblema mexicana Guenée, 1852) (Lepiddptera: Noctuidae), el trips de banda
roja (Selenothrips rubrocinctus Giard 1901) (Thysanoptera: Thripidae), el pulgén
negro (Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe 1841) (Hemiptera: Aphididae) y-el
barrenador (Xyleborus vulvulus Fabricius 1775) (Coledptera: Curculionidae)
(Sanchez-Soto y Cortez-Madrigal 2000).



Recientemente, en plantaciones de cacao de Tabasco, México, se ha
reportade” a)la chinche negra del cacao (Antiteuchus tripterus Fabricius 1787)
(Hemipteras” Pentatomidae) y con ello se dio la oportunidad para estudiar la
fluctuacién poblacional en una plantacion de cacao del municipio de Teapa (datos
no publicados). Estaespecie ha sido sefialada como una plaga importante del cacao
en paises del Caribe ysde América del Sur (p. ej. Peru, Ecuador, Colombia) (Reyes
y Capriles 2000). El insecto A. tripterus ataca los pedunculos y la base de los frutos
donde succiona savia e inyecta toxinas, ocasionando la marchitez y muerte de los
chilillos. En frutos desarrollados, la chinche ocasiona lesiones poco profundas que
pueden extenderse desde el pedlinculo hacia el apice del fruto; donde las lesiones
pueden ser sitio de entrada de hengos patdogenos. Ademas, se ha reportado que
esta especie actia como vector mécanico de la moniliasis del cacao (Gomez y
Ramos 2005).

A pesar de la importancia~de_A. tripterus como plaga de T. cacao, la
informacion sobre esta especie es escasa; sinsémbargo, esta especie representa
una amenaza para la produccién local..El contral quimico de A. tripterus puede
reducir significativamente las poblaciones de-este insecto; sin embargo, el uso de
insecticidas sintéticos puede ocasionar resistencia (Tamayo et al. 2008); ademas,
estos productos tienen efecto residual, no son selectivos”y, son toxicos para el
hombre y animales domésticos. En la busqueda de estrategias de control mas
amigables con el ambiente, el control bioldgico representa una alternativa viable. Al
respecto, Salas (1984) reportd que el parasitoide Phanuropsis ssemiflaviventris
(Hymenoptera: Scelonidae) mostré un efecto superior al 80% en el control de A.
tripterus en Venezuela. Por otro lado, Sanchez et al. (2008), reporto la efectividad
de los hongos entomopatdogenos Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y
Paecilomyces lilacinus, sobre A. tripterus en Colombia. A pesar de la presencCia'de
A. tripterus en plantaciones de cacao en México, no existe un estudio que permita
una alternativa de control con hongos entomopatdgenos nativos; por lo cual, en el
presente trabajo se realizarA la buUsqueda y caracterizacion de hongos

entomopatdgenos, para el control de A. tripterus en Tabasco, México.



.  ANTECEDENTES

2.1. Origen eimportancia de Theobroma cacao

La especie T. cacaoe es originaria de la cuenca del rio Amazonas, entre los
paises de: Ecuador, Pert,/Colombia y Brasil. Esta especie es la mas explotada
comercialmente en el génerosTheobroma (Portillo et al. 2006). El cultivo del cacao
es de relevante importancia soeioeconémica en Centro América, Sudamérica y el
Caribe, debido a la importancia dé su-materia prima en la exportacion (Sanchez et
al. 2019). Se han desarrollado numerosas empresas exitosas basadas en los
subproductos obtenidos a partir de las'semillas, siendo el chocolate el producto mas

conocido (Iman 2019).

2.2. Taxonomia de Theobroma cacao

El nombre cientifico T. cacao fue acufiado en X758 por el botanico sueco
Carlos Linneo. en griego, el nombre Theobroma se traduce)como “alimento de los
dioses” (Iman 2019). Debido a sus caracteristicas morfolégicas, y anatdmicas, tres
variedades genéticas se han delimitado: T. cacao subsp. Criello, T. cacao subsp.
Sphaerocarpum y la variedad de cacao trinitario (Ricafio 2018)..RPor otro lado, de

acuerdo con Mendoza-Lopez et al. (2018) el T. cacao se clasifica como sigue:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Malvales



Familia: Malvaceae
Subfamilia: Byttnerioideae
Género: Theobroma

Especie: T. cacao L

2.3. Morfologia de‘Theobroma cacao

T. cacao es un arbol semicaducifolio de corteza oscura con ramas color cafe,
(Armijos 2020) (Figura 1). La base\del tronco es recta y se puede desarrollar en
formas muy variadas (Palomeque 2022). Presenta hojas coriaceas simples, 7—
10(—14) cm de ancho y 17—48(—60) cm_ de largo, enteras, angostamente ovadas,

Alternas y glabras, ligeramente asimétricas (Dostert et al. 2012).
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Figura 1. Afbol-de Theobroma cacao.

El cacao es caulifero, con flores/quescrecen.en el tronco principal y ramas.
Cada cojin floral contiene flores en distintas fases deldesarrollo (Nienemak 2009).
Las Flores son pediceladas, hermafroditas con cinco‘sépalos, cinco pétalos, cinco
estambres, cinco estaminoides y un ovario penta carpelar’stpero. Estas flores son
hermafroditas, actinomorfas, pentameras de (5—)10— 20“mm de diametro; el
peddnculo floral es de 1—3 cm de largo (Quintos, 2019; Dostert et al. 2012). La
floracion del cacao suele ser abundante, con hasta 120.000 flores por arbol cada
afio (Nienemak 2009). También presenta sépalos blancos, rosas claros o.verdosos,
con medidas de 5—8 mm de largo y 1.5—2 mm de ancho (Dostert et .al. 2012). El
fruto (Figura 2) es una baya de 10 a 32 cm, liso, a veces corrugado. La forma de los
frutos puede ser amelonada y hasta fusiforme (Quintos 2019). Las semillas -son
café-rojizas, ovadas, ligeramente comprimidas, con medidas de 20, 30 y hasta 50

mm de largo, de 12 a 16 mm de ancho y 7 a 12 mm de grosor (Armijos 2020). Las



semillas sexdisponen en cinco filas en el fruto, el nUmero de semillas en el fruto suele
oscilar entre 20 y 50 (Nienemak 2009). El sistema radical se forma de una raiz
principal que/en circunstancias logran penetrar hasta 1 m de profundidad,
favoreciendo lastoma de los nutrientes y un gran alcance del sistema superficial de
las raices que sesencuentran a unos 15 cm. de profundidad (Mejia et. al. 2017).

Figura 2. Frutos de~Theobroma cacao en diferentes fases de desarrollo.

2.4. Produccion de cacao en México

El cultivo del cacao se origind en México y actualmente presenta una gran
importancia cultural y econémica (SAGARPA 2017). De acuerdo con CEDRSSA
(2020), México ocupa el decimotercer lugar en produccion a nivel mundial,.en este
pais, se cultivan 52,499 ha, en beneficio de 41,000 familias, y los estades de
Chiapas y Tabasco concentran la mayor produccién nacional (SIAP 2022)s~Este
producto tiene un consumo per capita de 0.5 kg en México, (SAGARPA 2017){En
el Estado de Tabasco, Los municipios que se dedican al cultivo de cacao son:
Cunduacéan, Huimanguillo, Comalcalco y Cardenas, (CEDRSSA 2020).



2.5. Plagas insectiles del cacao en México

2.5.1. Broca (Xuleborus spp.). En estado adulto, la broca es de color café a
rojo pardo, de 2 a 8, mm de largo (Mosquera, 2020). El dafio se atribuye a las
hembras quienes barrenan el cuello de los arboles de cacao y las ramas haciendo
tuneles ramificados, donde.cultivan hongos que le sirven de alimento (Chicas et al.
2019).

2.5.2. Cochinillarosada (Maconellicoccus hirsutus). La cochinilla rosada del
hibisco (CRH) es una plaga polifaga de importancia econdémica responsable de
causar dafos en hojas, flores, frutos'y brotes de T. cacao (Torres de la Cruz et al.
2020; Cermeli et al., 2002).

2.5.3. Mosca blanca (Lecanoideus:floccissimus). La mosca blanca adulta
posee una coloracion amarillo“péalido, con-una apariencia blanca debido a la
secrecion de un polvo seroso (Caro-Lopez 2017). Esta especie puede causar dafios
directos e indirectos. Esta especie puede.causar dafios directos al succionar la savia
de la planta; sin embargo, puede causar‘dafios indirectos debido a las excreciones
de mielecillas que provocan el crecimientd de hongos del género capnodium,
causando “Fumagina. Esta puede causar+caida prematura de hojas, y en
infestaciones fuertes, matar la planta (Cortez et al. 2008).

2.5.4. Hormiga arriera (Atta spp.). La hormiga arriera es de cabeza y
mandibula grande, de color pardo-rojizo. Son insectos cortadorfes.muy activos y
pueden defoliar de forma severa a las plantas atacadas (Fernando 2022). Los
primeros instares larvales solo esqueletizan las hojas; sin embargo, aspartir del
cuarto instar las larvas son defoleadoras un aspecto de criba o cedazo, peroja partir
del cuarto hasta el séptimo instar se convierte en un voraz defoliador, dejando a la
hoja s6lo en nervaduras (Mosquera 2020). Cuando el ataque es severo, las*hojas
se desprenden (Mosquera 2020).

2.5.5. Salivazo (Clastoptera laenata). Este insecto es una especie polifaga
y una de las plagas importantes del cultivo de cacao (Giménez de la cruz y Sanchez

2018). Los adultos, llegan a medir entre 2-3 mm, son de color marrén y de aspecto



globoso ossemigloboso (Martinez et al. 2012) Las ninfas viven dentro de una
espuma <en el pedicelo de flores y frutos tiernos. Estos insectos se alimentan
succionando savia, e introduciendo saliva toxica que provoca marchitez del fruto
(Jiménez de la Cruz y Sdnchez 2018).

2.5.6. Pulgon.negro (Toxoptera aurantii). Son insectos de color gris oscuro
y de forma globosa; de 1,0 a 2,0 mm de longitud, (Valarezo 2012). Esta especie
succiona savia en las‘hojas y ramitas tiernas, ocasionando el “enchinamiento” de
las hojas, siendo este caracteristico (Ruiz y Coronado 1999). Cuando la infestacién
es severa, el crecimiento del arhol se ve afectado porque los brotes reducen su
efectividad fotosintética (Ruiz”y Coronado 1999). Provoca enfermedades
ocasionadas por el agente vectorwy; por ende, la reduccion del rendimiento del
cultivo (INIAP 2019).

2.5.7. Trips de banda roja (Selenothrips rubrocinctus). En su estado adulto,
esta especie es de color negro,.de 1 a 1,5 mm de largo (Valarezo 2012). Afecta
principalmente a las hojas jovenes.y brotes tiernos (Urtecho 2023). Al alimentarse
perfora las células de tejido superficial y absorbeisu contenido. La zona dafada
presenta un aspecto tostado o carbonizade'y puede causar deformacion y marchitez
de las hojas (Urtecho 2023).

2.6. Antiteuchus tripterus, importancia

La chinche A. tripterus es un insecto de la familia pentatomidae. El género
Antiteuchus comprende 43 especies conocidas en todo el mundo (Fernandes y
Grazia 2006). Tanto las ninfas como los adultos ocasionan lesiones en el fruto y en
las ramas (Gutiérrez y Trochez 1977). Al alimentarse, las chinches ocasionan
lesiones a frutos y pedunculos expresadas como manchas negras y pustulas (Yepes
2019). Si la ocurrencia de la plaga es temprana, los frutos detienen su desarrallo,
se pasman, se secany caen (Gutiérrez y Trochez 1977). Estas lesiones detienen el

crecimiento de los frutos jovenes, los cuales se momifican. Los frutos que logran un



desarrollo.avanzado no parecen afectarse por los dafios de A. tripterus (Echeverriy
Ledn 2021).

2.7. Taxonemia de la chinche Antiteuchus tripterus

La chinche A.‘tripterus es clasificada por Gaibor (2016) de la siguiente

manera:
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Hemiptera
Suborden: Hetergptera
Familia: Pentatomidae
Geénero:Antiteuchus

Especie: Antiteuchus tripterus

2.8. Morfologia de Antiteuchus tripterus

La chinche A. tripterus (Figura 3) es de aspecto compacto y de.coelor gris
oscuro, su cabeza es pequefa y triangular. Esta especie mide en promedio 6 mm
de ancho y10 mm de largo. Las colonias se agrupan en el pedicelo de flores yfrutos
(Mejia et al. 2017). Estas chinches son conocidas como chinches hediondas porgue

producen un olor desagradable por medio de glandulas odoriferas (Dellape 2021).



73
Figura 3. Colonia de Antiteuchus.tripterus en Theobroma cacao, Tabasco, México.

2.9. Ciclo de vida de Antiteuchustripterus

La hembra oviposita, en#“masas que/contienen 28 huevos, aunque en
ocasiones se presenta con 24, 26 y. 27, y en‘algunas ocasiones 14 huevos. Esta
deposita sus huevos cada 60 a 70 seg realizande mevimientos laterales y frontales
por cada huevo ovipositado (Umaria y Carballo 1994)tos huevos presentan forma
cilindrica y coloracion blanca. Las ninfas emergen entre {058y 9 d y el primer estado
ninfal presenta una dura de 7 a 8 dias (Umafia y Carballo ¥994). En total, A. tripterus
presenta cinco estadios ninfales con una duracion de 100 d (€astillo et al. 2020).
Las hembras muestran el cuidado maternal tanto de huevos como de ninfas en
primeros estadios (Castillo et al. 2020). Una vez completado el ultimo.estado ninfal,
emerge el adulto, el cual en el macho presenta una coloracién negra mientras que
la hembra presenta coloracion negra con puntuaciones cremosas” (Umafia y
Carballo 1994).

2.10. Hospederos de Antiteuchus tripterus

Entre las especies vegetales hospedantes de A. tripterus estan la anona

(Annona reticulata L.), la chirimoya (A. cherimolla Mill), el aguacate (Persea
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americana.Mill), el &rbol de pan (Colocacia antiquorum Schott), Citrus spp., el cacao
(Theobroma) cacao), la guayaba (Psidium guajavalL.), el mango (Mangifera
indica L.), el'algodon (Gossypium hirsutim L.) y la badea (Passiflora quadrangularis)
(Salas 1984; Yepes 2019).

2.11. Métodos de control de Antiteuchus tripterus

2.11.1. Control=Cultural. A. tripterus es un insecto que prefiere zonas
frescas sombreadas. Cultivos~como el cacao, en su mayoria desarrollados bajo
sombra y alta humedad relativa puede contribuir en la propagacion del insecto. La
poda y el control de sombra reduce {a proliferacion del insecto (Mora 2013).

2.11.2. Control quimico.“Para reducir las poblaciones de A. tripterus
se ha utilizado el Malathion y el Earbanyl; el Malathion en dosis de 2 a 4 cc/l y el
Carbaryl en dosis de 3 a 4 g/l (Tamayo et al. 2008).

2.11.3. Control bioldgico} Varies” estados de desarrollo de A.
tripterus son afectados por enemigos _paturalesy” destacandose los insectos y
entomopatdgenos (Yepes 2019). Para el'easo de los huevos, Umafa y Carballo
(1994) reportan a los parasitoides Trissolocus radix y Telenomus sp. como agentes
de control muy importantes que tienden a disminuir el nivel poblacional de A.
tripterus. Asi también Eberhard (1974) sefala a las especies @déjavispa Trissolocus
bodkini y Phanuropsis semiflaviventris como parasitoides de A. tripterus en fase de
ninfal y adulto. Por otro lado, Veen (1968) reportd al hongo Metarhizium anisoplae

como patogeno de insectos de la familia Pentatomidae.
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2.12. El género Metarhizium, importanciay distribucion

Los hongos entomopatdgenos constituyen un grupo con mas de 750
especies y tienen potencial como agentes de biocontrol. Cuando sus esporas se
dispersan en el ambiente pueden provocan infecciones flungicas (muscardias) y
reducir significa mentelaspoblaciones de insectos (Pucheta et al. 2006). Dentro de
estos, el género Metarhiziumeomprende una diversidad de especies caracterizados
por producir conidios verdes que cubren el cadaver del hospedero (Nishi y Sato
2018). Los hongos del género{ Metarhizium son ubicuos y la distribucion de las
especies puede atribuirse diversos factores tales como las condiciones climaticas,
el tipo de habitat y asociaciones espeeificas con plantas e insectos huéspedes
(Brunner-Mendoza et al. 2019).

La especie M. anisopliae es uno de losfagentes bioldgicos mas importantes
y estudiados para el control de varias plagas delartrépodos (Da Silva 2010). Este
hongo tiene una distribucion mundial desde el artico hasta los trépicos, en insectos
y en el suelo (Zimmermann 2007). Entre las/principales, ventajas del uso de M.
anisoplae en el control biolégico de plagas de insectos”destaca la facilidad de
aplicacién en condiciones de campo, el bajo costo derivado de su uso y, sobre todo,
el reducido impacto ambiental (Orlandelli 2011). M. anisopliae se ha registrado
atacando una amplia diversidad de insectos considerados plagas‘de importancia
comercial (Bernal, et al. 1994). En la tabla 1 se muestran las familias-que afecta este

hongo en los multiples ordenes insectiles.

12


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/arthropod-pests

Tabla 1. Ordenes y familias hospedantes de Metarhizium anisoplae (Veen 1968)

Orden Familia No. Especies
Ortépteras Acrididae, Griollotalpidae 11
Dermaptera Forficulidae 1
Hemipteros Cercopidae, Cicididae, Coccidae, 21

Delphacidae, Flatidae, Miridae,
Pentatomidae
Dipteros Asilidae, Chironomidae, Tipulidae, 4
Trypetidae
Himendpteros Ichneumonidae, Pamphiliidae Scoliidae, 6
Tiphiidae
Lepidopteros Aegeriidae, Agrotidae, Artiidae, 27
Bombycidae Brassélidos, Crambidae,
Eusomidae, galleridae, Hepialidae,
Notodontidae, Phygitidae, Pyraustidae,
Saturniidae, Thaumetopoeidae
Coledpteros Byturidae, Carabidae; Cerambicidae, 134

Chrysomelidae, Coccinellidag,

Curculionidae, Elateridae sJLampyridae,

Scarabaeidae, Scolytidae, Tenebrionida€e

2.13. Taxonomia del género Metarhizium

El género Metarhizium fue descrito por Sorokin en

1883. De acuerdo ‘eon

Mongkolsamrit et al. (2020), este género comprende 51 especies. Kirk (2022)

clasifico este género de la siguiente manera:

13



Reinoépgi
Q}e: Ascomycota

L@ Orden: Sordariomycete

3

O, Género: Metarhizium

2.14. Morfologia de Me@hizium spp.

G\ Familia: Hypocreales
7,

-
Los hongos del género V\@lizium presentan colonias con crecimiento
circular, con superficie de aspecto@ano de textura variable. Las colonias

inicialmente muestran una coloracién m}ca que posteriormente pasa por tonos
amarillos, verde oliva hasta ver uro 0 a la maduracién de los conidios

(Valle-Ramirez et al. 2022). De acu@ib co nett y Hunter (1998), presentan
conidioforos hialinos y ramificados. P?ntan ides solitarias, en pares o0 en
verticilos. Lo conidios son producidos (Euden

columnas. Los conidios presentan forma (@ie a

sipétalas, compactadas en
ica, de una sola célula,

hialinos o ligeramente pigmentados, los cuales muestra lor verde olivo cuando
estan en masas (Figura 4).

Figura 4. Estructuras de Metarhizium sp. A) Fidlide, B) Conidi6éforo, C) conidios.



2.15. Modo de accion de Metarhizium spp.

Las especies de Metarhizium tienen la capacidad de penetrar directamente
la cuticula del insecto hospedero mediante la combinacion de presion mecénica y
enzimas que degradanla.cuticula. Al adherirse al cuerpo de su hospedero, los
conidios producen un ¢ubo germinativo que, a través de la extension y el
crecimiento, dan lugar a hifas que penetran y crecen dentro del insecto,
posteriormente se da la reproduccion del hongo y la dispersion lo que finalmente
conduce a la muerte (Perinotto et-al, 2014; Garcia et al. 2008).

La infeccion se inicia cong el depdsito de conidios en la cuticula del
hospedador, seguido de la adhesion y\la germinacion de las esporas (Schrank y
Vainstein 2010). Las zonas de adhesion'son las regiones Inter segmentales o zonas
blandas (Ramirez 2014). Luego se-produce tntubo germinativo y un apresorio, que
permite al hongo la fijacion sobre la\cuticula’y la penetracion del exoesqueleto.
(Monzdén 2002). Mecanismos fisicos y guimicos¢estan involucrados en el proceso
de la penetracion. En el mecanismo fisiColel apréserio ejerce presiéon sobre el
exoesqueleto y rompe las areas esclerosadassy membranosas de la cuticula En el
mecanismo quimico, la accién enzimatica degrada la cuticula, y en este proceso
participan enzimas como lipasas, quitinasas y proteasas, as cuales facilitan la
penetracion fisica. (Da silva et al. 2014). Ademas de los mecanismos fisicos y
guimicos, estos hongos pueden penetrar el hemocele través de aperturas naturales
como espiraculos, cavidad bucal y otras aberturas externas (Téllez'et'al. 2009).

Cuando el hongo a ingresado al hemocele, el insecto puede* activar
mecanismos de defensa; dando lugar a la encapsulacion celular, fagecitosis,
melanizacién y produccion de compuestos antimicrobianos (Ames 2004)« Esta
activacion de mecanismos de defensa obliga al hongo a vencer el sistema
inmunoldgico del insecto. (Ames 2004). Debido a estas estrategias, el insecto muere
y el hongo termina de colonizarlo. Finalmente, bajo condiciones de temperatura y
humedad optima las hifas del hongo emergen a la superficie del cadaver donde lleva

a cabo el proceso de esporulacién (Téllez et al. 2009).
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2.16. Factores que afectan alos hongos entomopatégenos

La temperatura, la humedad relativa y la radiacion uv son los factores que
tienen mas influencia’ sobre el crecimiento y patogenicidad de los hongos. Estos
factores también influyen. en el desarrollo de epizootias (Correal 2018). La
temperatura éptima paracel crecimiento de la mayoria de estos hongos se encuentra
entre 20 y 25 °C con infecCionés y patogénesis que ocurren a temperaturas entre
15y 30 °C (Rodriguez 2009). Asf, la temperatura es relevante ya que determina la
eficacia de estos hongos al incidir en su crecimiento fungico y persistencia bajo
condiciones de campo (Carrillo y Blaneo 2009). Por otro lado, la humedad relativa
optima para la germinacion de la conidios es de 90%-100%; aunque algunas
infecciones se llevan a cabo en otros niveles de humedad (Carrillo y Blanco 2009).

2.17. Importancia de la caracterizacion de’hongos entomopatdégenos

Para el desarrollo de agentes de _control{ biolégicos basados en hongos
entomopatégenos es necesario seleccionarfas cepas que demuestren mejores
atributos como reguladores de plagas (Valle-Ramirez et.al. 2022). En la seleccion
de hongos entomopatdgenos, la caracterizacion morfolégica y caracterizacion
molecular constituyen herramientas Gtiles (Estrada-Martinez,\2019). Ademas, la
caracterizacion molecular de los hongos, mediante el andlisis del”ADN o del RNA
permite conocer su variabilidad genética (Estrada-Martinez 2019). Parotro lado, los
hongos entomopatdégenos pueden presentar variabilidad intraespecifica_en cuanto
a especificidad, temperatura optima, velocidad de crecimiento y capacidad de
produccién de conidio lo cual hace necesario su caracterizacion fisiolégica y

patogénica. (Ames 2004).
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2.18. Estudios de caracterizacion de hongos entomopatégenos

En lainvestigacion por Gato et al. (2016) caracterizaron aislados cubanos de
Metarhizium spp.)para combatir al escarabajo Cylas formicarius. Estos autores
calcularon la tasade crecimiento y el nivel de esporulacion, a diferentes
temperaturas. Los aiSlamientos LBM-5 y LBM-10 mostraron mayor tasa de
crecimiento a 20 y 30°€«

Valle et al. (2021) evaluaren 20 aislamientos de Metarhizium spp. obtenidos
de insectos micosados y del suel0) para el control del salivazo. El aislamiento

DAS5401 mostré mayor tasa de creeimiento.

Obando et al. (2013) evaluaron cepas‘nativas de M. anisopliae en relacion a
sus caracteristicas macroscopicas, ‘fisiologicas y patogénicas contra Aeneolamia
varia. Estos autores reportaron a los aiSlamientes- CCMal008, CCMal005 y
CCMa0906 con mortalidades de entre 76.0% y 90:7% sobre el estado adulto y
75.7% en la cepa CCMal1001 en condiciones‘de laboratorio, asperjando 15 ml de

una suspension de conidios en concentracion de 1 x 107 €onidias/ml.

Manriquez et al. (2006) evaluaron la patogenicidad de siete.aislamientos de
M. anisopliae sobre la gallina ciega, gusano alambre y chinche hedionda a una dosis
de 2x10%3. Las cepas CG 93-3y CG 472 fueron los dos tratamientos con-€fectividad

mayor al 70%
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Cogley.et al. (2020) identificaron tres aislamientos nativos de M. anisopliae,
con base en sus caracteristicas morfolégicas; ademas, evaluaron la patogenicidad
de estos aislamientos sobre larvas de Rhipicephalus microplus. El aislamiento Mt5

mostré mayor efectividad bioldgica.

En el estudio realizado por Villamizar et al. (2021) se caracterizaron un
aislamiento de Metarhiziumpovozealandicum. Que fue reportado como nueva sepa.
Este estudio incluy6 la confirmacién morfolégica y molecular de la especie flngica,
la produccion de esporas y la patogenicidad sobre Wiseana copularis, Costelytra
giveni y Plutella xylostella. Estos autores seleccionaron al aislamiento AgR-F177

como promisorio para el desarrollo de'un hiopesticida.
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3.1.

.  OBJETIVOS

Objetivo general:

- Caracterizar y seleccionar aislamientos nativos de Metarhizium sp.

para el control biol6gico de la chinche negra (Antiteuchus tripterus) del cacao, en

Tabasco, México.

3.2.

Objetivos particulares:

e Identificar morfologica ycmolecularmente aislamientos nativos de
Metarhizium sp.

e Caracterizar fisiol6gicamente.aistamientos nativos de Metarhizium sp.

e Evaluar la produccion de conidios“de aislamientos de Metarhizium sp.
en arroz

e Caracterizacion la patogenicidad de aislamientos de Metarhizium sp.

sobre (A. tripterus)
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IV. JUSTIFICACION

El cacao€s mundialmente reconocido por su aportacion de ingredientes en
la industria alimenticia. Su importancia se extiende a areas como la cosmética,
provee divisas y empleos, y es el ingreso para los productores de cacao en el
sureste. En México, Tabasco es el estado con mayor producciéon de cacao; sin
embargo, la sustentabilidad de este cultivo se ve reducido por problemas
fitosanitarios derivados de bacterias, hongos e insectos, como es el caso de la
chinche A. tripterus. El habito alimenticio de esta chinche amenaza la produccion
puesto que ataca los pedunculos y+la base de los frutos del cacao, succiona savia
e inyecta toxinas, resultando en el marchitamiento y caida de los chilillos. Por otra
parte, la escasa informacion sobre “A. tripterus ocasiona el uso de métodos
convencionales como es el casa.del control quimico, por lo que hace necesario la
implementacion de formas de control_mas amigables con el ambiente. Existen
meétodos que cumplen con este esquema; tal“es: el caso del control biologico.
Investigaciones realizadas en otros paiSes han” demostrado la efectividad de
agentes de control, como el parasitoide~P. semiflaviventris y los hongos
entomopatégenos M. anisoplae y B. baussiana. A pesar de la presencia de A.
tripterus, en plantaciones de cacao en Tabasco, no se_han realizado estudios
especificos de hongos entomopatégenos, que permita su us@e0mo una alternativa
de control. Por lo anterior, en el presente trabajo se caracterizarony seleccionaron
aislamientos nativos de M. anisopliae con potencial de control sialégico de la
chinche negra (A. tripterus) en Tabasco, México. Los resultados yde esta
investigacion serviran como alternativa de control A. tripterus en el cultivo.de cacao

en Tabasco.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitio'de muestreo

Adultos micosados de la chinche A. tripterus se obtuvieron, mediante un
muestreo dirigido (Figura.5), en una plantacién de cacao ubicada en la rancheria
José Maria Morelos y Pavén (lsas Delicias), Teapa, Tabasco. El sitio de muestreo
se localiza en las siguientes coordenadas: 17°38'5.1"N 92°55'48.2"W y a 10 msnm.
El clima en esta zona es calido.humedo con una temperatura de 25 °C, humedad
de 84.85 y precipitacion de 3900 mm (INEGI 2000). Los cadaveres micosados que
se obtuvieron fueron transferidos a viales estériles y se colocaron en neveras para
su transportacion al Laboratorio de Entomopatdgenos, en la Division Académica de

Ciencias Biologicas, de la Universidad Juarez’Autbnoma de Tabasco.

5.2. Obtencion de aislamientos

Los cadaveres se desinfestaron superficialmente en una solucion de
hipoclorito de sodio al 0.5% durante 5 min, de acuerdo con~Gerénimo-Torres et al.
(2016). Posteriormente se enjuagaron con agua destilada’ estéril (ADE) y se
colocaron individualmente en camara humeda y a 25°C durantg’8 dias para permitir
la esporulacion sobre los cadaveres. Los aislamientos se multiplicareh en medio de
cultivo Agar-Dextrosa Sabouraud + 0.1 de extracto de levadura (ADS + EL) y se
conservaron en refrigeracibn hasta su uso en las diferentes pruebas de

caracterizacion.
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la rancheria José Maria Morelos y Pavon'(Las delicias), Teapa, Tabasco, México. B) Adulto

de Antiteuchus tripterus micosado por Metarhizium sp.

5.3. Caracterizacion morfologica

Los hongos que se desarrollaren-sobrée los cadaveres de A. tripterus, se
aislaron y se identificaron a nivel deespecie..Con base a las estructuras
reproductivas, de acuerdo con Barnett y Hunter (1998)+y Bischoff et al. (2009). Para
la caracterizacion, los aislamientos crecieron en cajas de“Petri con medio de cultivo
Agar-Dextrosa Saboraud + 0.1% de extracto de levadura (ADS+EL), durante 14
dias, para determinar las caracteristicas de la colonia: tamafio, morfologia y
conidiacion. Ademas, una suspension de esporas se inocul6 sobreldiscos de ADS
de 0.5 cm de diametro, bajo un cubreobjeto, para obtener estructuras microscopicas
de cada aislamiento. Los discos inoculados se incubaron a 25 °C en uma,camara
hameda durante 3-5 dias. Las caracteristicas microscopicas de conidioforos y
conidios, se observaron bajo el microscopio de campo claro y se foto documentaron
mediante digitalizacion de imagenes. La morfometria se realizo con el software
Image Tool® 3.00. Los aislamientos se depositaron en la coleccion de hongos
entomopatdgenos del Laboratorio de Entomopatégenos de la Divisibn Académica
de Ciencias Bioldgicas, Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Villahermosa,
Tabasco, México.

22



5.4. “ldentificacién molecular

A partir de'cultivos puros de 7 dias, se realizé la extraccion de ADN por el
método del CTAB"(Doyle y Doyle, 1990) y su concentracion fue estimada utilizando
un espectrofotdémetros (NanoDrop 2000, Thermo Scientific®). Para el andlisis
filogenético, secuenciassparciales de genes fueron obtenidas de dos regiones y
amplificadas por PCR; laregion ITS1-5.8S-1TS2 del DNAr nuclear y R-tubulina. La
region ITS fue amplificada wtilizando los primers ITS5 (5'-gca agt aaa agt cgt aac
aag g-3’) e ITS4 (5'-tcc tce get tat'tga tat gc-3’) (White et al. 1990). La amplificacion
parcial del gen B-tubulina se llevéra cabo usando los primers Bt2a (5 -ggt aac caa
atc ggt gct gcet ttc-3’) y Bt2b (5’-acc ct€ agt gta gtg acc ctt ggc-3’) (Glass y Donaldson
1995). Ambos genes se amplificaron bajo las siguientes condiciones de PCR: 94°C
2 min, 94-55-72 durante 307-45”-90” 40 ciclos y una extension final de 72°C 4’. Las
reacciones de amplificacion fueron_llevadas a cabo en volimenes de 25 pL
conteniendo amortiguador a 1X, MgCl> 1.5 mMydNTP 0.2 mM, primers 0.4 uM de
cada uno (IDT), enzima Tag DNA polimerasa 1 unidad (Promega) y 20 ng de
ADN. La cuantificacion del ADN se realizé, con“un) NanoDrop 2000, Thermo
Scientific®. Los amplicones se enviaron para su secuenciacion a la compafiia
Psomagen (EUA). Las secuencias obtenidas se compararon con secuencias de
diferentes especies de Metarhizium del banco de genes dehNational Center for

Biotechnology Information (NCBI).

5.5. Caracterizacion fisioldgica

5.5.1. Crecimiento micelial. Cultivos de cada aislamiento, de 5 dias./de
crecimiento, se utilizaron para transferir una fraccion de 5 x 5 mm del extremo de-la
colonia, a una caja Petri (90 mm) con medio SDA + E.L. Las cajas con el inoculo s€
incubaron a 25, 30, 35 + 1 °C. Cinco repeticiones por aislamiento y temperatura se

establecieron, donde el registro micelial se realiz6 cada 2 dias hasta que un
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aislamiento cubri6 todo el medio. La media del crecimiento radial (CR) del dltimo dia
se utilizépara el andlisis estadistico. El efecto de la temperatura se evalué midiendo
el porcentaje /de incremento (INC) o inhibicion (INH) del crecimiento radial; el
porcentaje de INH o INC se obtuvo con la formula: % INH/INC = (CR a 30 °C x
100/CR a 25 °C)100, y % INH/INC = (CR a 35 °C x 100/CR a 30 °C)-100, de
acuerdo con Torres=de’la Cruz et al. (2013).

5.5.2. Produccion deconidios en medio ADS

De cada aislamiento fangico, secciones de 5 x 5 mm, del borde de colonias
de 8 dias de edad, se transfirieroma) cajas de Petri con ADS + E.L., las cuales se
incubaron a 25, 30 y 35 °C = 1 °C durante 16 dias en oscuridad. Los conidios se
cosecharon inundando el cultivo con ADE\+ tween 80 y raspando las esporas con
espatula de acero inoxidable. La-suspension de conidios se homogenizé durante 1
min con un agitador magnético. Para separar las.esporas del micelio, la suspension
se filtr6 con gasa clinica estéril. La produccion de cenidios (PdC) por aislamiento se
estimo utilizando una camara de Neubater. Cin¢o repeticiones por aislamientos
seran establecidas. La estimacién del nimero,de conidios ml? se realizé a través

de la formula propuesta por Lipa y Slizynski (1973):

C = (Cc) (4 x 106) (Fd/80)

donde:
C = namero de conidios,
Cc = namero promedio de conidios contados en la cAmara de Neubauder

Fd = factor de diluciéon
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El efecto de la temperatura sobre la PdC en medio de cultivo ADS fue evaluado a
través del parcentaje de inhibicion e incremento de la PdC al pasar de 25a 30 °Cy
de 25 a 35 °C/los cuales se obtuvieron con la férmula: % INH/INC = (PdC a 30 °C
x 100/ PdC a 25%C)-100, y % INH/INC = (PdC a 35 °C x 100/ PdC. a 25 °C)-100
(Torres-de la Cruz et.al. 2013).

5.5.3 Velocidad de germinacion

Cultivos de cada aislamiento, de 18 dias de crecimiento, se utilizaron para
obtener una suspension de 5 x 10°eonidios ml. De esta suspension se depositaron
30 pl en medio SDA + E.L. Se estableCieron cuatro repeticiones. Las cajas con las
alicuotas de conidios se incubaron.a tres temperaturas: 25, 30y 35 °C + 1 °C. Se
registré la germinacion de conidies{(GDC)"a partir de la sexta hora. El registro de
germinacion consistié en lecturas (de 100 c¢onidios, hasta la hora en que un
aislamiento alcanzo el 90% de germinacion: Se determind que los conidios habian
germinado una vez que el tubo germinative alcanzotla mitad de la longitud del
conidio. (Jackson et al. 1985).

5.6. Caracterizacion patogénica

Adultos de A. tripterus se capturaron de la misma plantacién'de cacao donde
se obtuvieron las chinches micosadas, descrita anteriormente. Los~€jemplares
capturados se colocaron en envases de plastico con un fruto juvenil (chilillos) eomo
alimento y fueron transportados al Laboratorio de Entomopatogenos, en la Bivision
Académica de Ciencias Bioldgicas, de la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco,

En el laboratorio, los insectos fueron inmersos en una suspension de 1 x1Q’
conidios ml* + tween 80 por 1 min. Cinco aislamientos de Metarhizium mas un
tratamiento testigo fueron evaluados. Las chinches del tratamiento testigo se

sumergieron en ADE + tween 80 (0.1%). Los adultos se depositaron en envases de
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plastico. Diez adultos de A. tripterus conformaron una unidad experimental. Cinco
repeticiones)por cepa se establecieron. Los adultos tratados se mantuvieron a 25 +
1°C. La humedad se mantuvo con ADE en una torunda de algodoén. Diariamente se
registro la mortalidad y los insectos muertos se colocaron en una camara hiumeda
para obtener esporulacion., La efectividad de cada aislamiento se obtuvo con los
datos de mortalidad“mediante la férmula de Abbott (1925) citada anteriormente. La

mortalidad en el testigo_formé parte de la férmula de Abbott.

5.7. Caracterizacion cultural

5.7.1 Produccion de conidios en‘.arroz. Para evaluar la capacidad de los
aislamientos se produjeron cenidios en arroz. Se utilizaron 30 g de arroz
contenidos en bolsa de poli papelEl arroz. e humedecio con 7 ml ADE de agua
destilada y las bolsas con el arroz fueron.esterilizas a 121°C durante 20 min
(Porras y Lecuona 2008). Se prepard.ina suspension de conidios de 1 x 107
conidios mlt. Las bolsas con arroz _fueron inoculadas con 5 ml de esta
suspension y fueron incubadas 16 d a 25+ 1 °C, con fotoperiodo 12:12. Cinco
repeticiones por aislamiento fueron establecidas. Cumplido el tiempo, los 30 g
de arroz se transfirieron a 150 ml de ADE + tween 80. Seragitd la suspension
durante 10 min y se filtré con gasa clinica estéril. El total_de conidios por
aislamiento se estimé con una camara de Neubauer. Se estimo.la PdC g* a

través de la formula de Lipa y Slizynki (1973) descrita anteriormente.
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5.8 Anélisis estadistico

Para el andlisis filogenético, las secuencias de ADN se alinearon con
MUSCLE (Edgargs2004) implementado en MEGA-X (Kumar et al., 2018), y se
concatenaron con SeaView 4.7 (Gouy et al., 2010). Se utiliz6 jModelTest v2 (Darriba
et al., 2012) para identificar el modelo de evolucién de nucleétidos mas apropiado
segun el criterio de informacion de Akaike. El andlisis filogenético se realiz6 con 1Q-
TREE v2 (Minh et al., 2020).que implementa el algoritmo de Maxima Verosimilitud
en el portal CIPRES Science”Gateway v3.3. (Miller et al., 2011) Los &rboles
filogenéticos fueron visualizados#_editados con Itol (Letunic et al. 2021).

Los datos obtenidos del CM, PdC en medio SDA, PdC en arroz y de la mortalidad,
se analizaron bajo un disefio completamente al azar, con cinco tratamientos
(aislamientos). Antes del analisis, los\datos de mortalidad fueron transformados al
arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion. Los.datos del crecimiento micelial,
produccion de conidios en medio SDA y PdC en arroz.se transformaron a log (x +
1). Posteriormente se realiz6 la comparacion de tratamientos mediante analisis de
varianza (P < 0.05) y una prueba Post-hoc con la técnica dé Tukey mediante SAS®
(1998). El tiempo en que ocurrio el 50 y el 90% de la GDC (FGso Yy TGoo) se estimd

mediante regresion logistica y el paquete estadistico SAS® (1998).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion morfoldgica

Un total de (Cinco aislamientos fangicos se obtuvo a partir de adultos
micozados de A. tripterus, en condiciones de campo. Todos los aislamientos
presentaron colonias cop.crecimiento circular, con superficie de aspecto plano de
textura variable. Colonias €on«una coloracion blanca que se torn6 de verde oliva
hasta verde oscuro debido a la maduracién de los conidios (Figura 6). Conidioforos
hialinos y ramificados. Fialides .solitarias, en pares o en verticilos. Conidios
producidos en cadenas basipétalas,cilindricos, hialinos o ligeramente pigmentados,
color verde olivo en masas (Figura 4): ko anterior coincidié con Barnett y Hunter
(1998) para el género Metarhizium. Los conidios midieron 5-8.15 x 2-3.08 um (Tabla
2). De acuerdo con Bischoff et al/ (2009),<les conidios son el rasgo que de forma
confiable permite distinguir entre especies de" Metarhizium. Sin embargo, Bischoff y
colaboradores (2019) encontraron “que cinco” especies de Metarhizium se
superponen en tamafo y forma: M. anisopliae, M« brunneum, M. lepidiotae, M.
pingshaense y M. robertsii. Por lo tanto, nofue posible distinguir el taxa especifico

basado en la morfologia de los conidios.

10pm 10pm /) 10pm

Figura 6. Morfologia de Metarhizium sp. A) Colonia en medio PDA de 7 dias de edad, B)
Reverso, C y D) Conidi6foros, F y G) Conidios.
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Tabla 2. Mediciones de conidios de aislamientos de Metarhizium sp. obtenidos de adultos de
Antiteuchus tripterus micosados, en Theobroma cacao, Tabasco, México

Taxon Conidio (um) Descripcion colonia Referencia
Metarhizium sp. (TCCH2) 5.2-8.1x2.0-2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor
Metarhizium sp. (TCCH5) 5.0-8.0x 2.0-2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor
Metarhizium sp. (TCCH7) 5.0-7.8x2.0-3.0 Blanco-amarillo-verdoso Autor
Metarhizium sp. (TCCHS) 510-8:1 x 2.0-2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor
Metarhizium sp. (TCCH9) 5.0-8.1x2.0-2.9 Blanco-amarillo-verdoso Autor
Metarhizium anisopliae 5.0-7.0x 20— 3.5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009)
M. lepidiotae 5.0-7.0x 2.0=3'5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009)
M. pingshaense 4.5-5.0 x 2.0-3:5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009)
M. robertsii 5.0-7.532.0-3.5 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009)
M. brunneum 4.5-8.0 x 2.0=3.0 Blanco-amarillo-verdoso Bischoff et al. (2009)
M. brunneum 5.5-8.0 x 2.0=3:0 Olivaceo Mongkolsamrit et al. (2020)

6.2. Identificacion molecular

Los aislamientos TCCH5, TCCH7 y TCCHS8 fueron ‘identificados mediante
secuenciacion de ITS y B-tubulina. El arbol filogenético obtenido con las secuencias
de los tres aislamientos de Metarhizium y otras secuencias*de-especies de
Metarhizium obtenidas del GeneBank, se muestran en la figura 5. El andlisis
bootstrap mostr6 ramas principales que separaron significativamente las
secuencias de las diferentes especies utilizadas. Con base en los” valores
significativos de bootstrap, las secuencias de tres aislamientos nativos \de
Metarhizium, del presente estudio, correspondieron a la especie M. brunneum, con
un soporte del 88% (Figura 7). La especie M. brunneum ha sido reportada en
diferentes paises, de diferentes continentes, incluyendo México. Asi también ha sido

reportada en diferentes insectos hospederos, de diferentes 6rdenes: Coledptera,

29



Diptera, Iséptera, Himendptera, Lepiddptera, Orthéthera 'y Hemiptera (Bischoff et al.
2009). En el orden Hemiptera, M. brunneum ha sido reportado sobre la chinche
Euschistus *hetos (Pentatomidae) (Resquin-Romero et al. 2020). M. brunneum
también ha sidofeportado sobre Bactrocera oleae (Diptera: Tephritidae) (Yousef et
al. 2013) y Agriotes spp. (Razinger et al. 2018). A nuestro conocimiento, este es el

primer reporte de M< brunneum sobre A. tripterus (Pentatomidae).

—

Tree scale: 0.04 . .
Metarhizium frigidum ARSEF 4124

*Metarhizium acridum ARSEF 7486
— g0 Metarhizium acridum ARSEF 324
l_— *Metarhizium lepidiofae ARSEF 7488
! Metarhizium lepidiotas ARSEF 7412
I_lMerarhizr'um indigoticum TNS-F 18553
Metarhizium indigoficum NBRC 100684
Metarhizium majus ARSEF 1946
*Metarhizium majus ARSEF 1914
*Metarhizium guizhouense CBS 258.90
Metarhizium guizhouense ARSEF 6238
. ‘Metarhizium pingshaense CBS 257.90
Metarhizium pingshaense ARSEF 4342
Metarhizium robertsii ARSEF 7501
"% Metarhizium robertsii ARSEF 727
"50‘[ *Metarhizium anisopliae ARSEF 7487
%1 Metarhizium anisopliae ARSEF 7450
Metarhizium humberi IP 16
8 | Metarhizium humberi IP 1
zzl— *Metarhiziun? brunneurn ARSEF 2107
7 _ngetarhizfum sp: TCCHS

ol

‘57{ Metarhizium brunneum ARSEF 4179
J:'I'Ferarhfzfum sp. TCCHY
Metarhizium sp. TCCHS

Figura 7. Analisis filogenético de maxima verosimilitud de secuencias concatenadas
(ITS y TUB) de especies de Metarhizium spp., basado en el modelo (TIM2+ G:
Transition model and unequal base freq + Discrete gamma model), especimenes
tipo marcados con asterisco. Los aislados TCCH5, TCCH7 y TCCHS8 se agrupan

con especies de M. brunneum con un alto porcentaje de soporte de 88 %.
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6.3. _Caracterizacion fisioldgica

6.3.1. Efecto de la temperatura en el crecimiento micelial. Se registraron
diferencias significativas en el CM de los aislamientos cuando se sometieron a 25
°C (F=4,60 P < 0,0085) (Tabla 3). Los aislamientos con mayor crecimiento micelial
fueron TCCH8 (17,27)y. TCCH9 (17.21), sin diferencias significativas con las cepas
CH7 y TCCH2. El aislamiento con menor crecimiento micelial fue TCCHS5 con 16,32
mm. A 30 °C no se encontraron diferencias significativas (F=221 P <0,1044) en el
crecimiento micelial (Tabla 3). El;rango de crecimiento fue de 5.17 — 5.81 mm. A
esta temperatura el crecimientogno mostré variacion significativa entre aislamientos;
sin embargo, todas las cepas mostraron disminucion del crecimiento micelial, la cual
fluctué de 64.7% hasta 69.1 %, al pasar de 25 a 30 °C. Estos resultados, que
reportamos en este trabajo difieren con.los hallazgos de Torres-de la Cruz, et al.
(2013) quienes reportaron inhibiciéon de 0 al.27 % en aislamientos nativos de M.

anisopliae.

Cuando los aislamientos se incubaron¢a.35 °C, el CM de todos los
aislamientos se inhibié al 100%, por lo qué 35 °C resultd limitante del CM. Cuando
Torres- de la Cruz, et al. (2013) evaluaron delerecimiento,micelial de M. anisopliae
a 35°, la inhibicion del crecimiento fue en el rango de 74¢1% hasta 86,3%. Asi, el
rango de temperatura para el crecimiento de las cepas nativas de M. brunneum fue
de 25 a 30 °C, en concordancia con lo reportado para M. anisopliae por Torres- de
la Cruz, et al. (2013) y Toriello et al. (2008). Al respecto, Ortiz-Catén et al. (2011)
mencionan que el mejor desarrollo de los hongos entomopatdgenos Se abtiene de
20 a 28°C; por lo cual, el desarrollo obtenido por M. brunneum en este ‘estudio,
puede ser explicado por el origen tropical de estas cepas. Por ‘etro_dado,
Gebremariam et al. (2021) resaltan la importancia del crecimiento micelial como una
variable que permite seleccionar aislamientos promisorios como agentes, de

biocontrol.
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Tabla 3. Desarrollo micelialie*inhibicién o incremento de cepas nativas de Metarhizium sp.,
obtenidos de adultos de‘Antiteuchus tripterus, en el agroecosistema de cacao, Tabasco,

México.
Desarrollo micelial Inhibicién (-) 0
Cepas 25 30 35 Incremento (+)
(%)
Media  Dst Medias” Dst Media Dst 25- 25-

30°C  35°C

TCCH2 1646 0.24 AB 581, 0%/ A 0 0 -64,70 -100
TCCH5 1632 030 B 5.42-70.44 A 0 0 -66,79  -100
TCCH7 1675 0.49 AB 517 1 _0.19 A 0 0 -69,13 -100
TCCH8 17.27 069 A 533 0/17»"A 0 0 -69,14  -100
TCCH9 1721 035 A 580 0.34_ A 0 0 -66,30  -100

6.3.2. Velocidad de germinacion. Con base en ¢el)TGso se observd
variabilidad en la velocidad de germinacion de los aislamientes, nativos de M.
brunneum, tanto entre aislamientos, como entre temperaturas«CA 25 °C, el
aislamiento con el mayor TGso fue TCCH2, con un tiempo promedio dey8,8 h. El
aislamiento con el menor TGso fue TCCH9 con 7.8 h (Tabla 4). Estos resultados son
similares a los reportados por Torres-de la Cruz et al. (2013), quienes reportaron
TGso de 7.4 a 8.2 h para aislamientos nativos de M. anisoplae, incubados a252C.
Sin embargo, el TGso reportado para M. brunneum en el presente estudio es menor
al reportado para aislamientos nativos de Beauveria bassiana por Geronimo-Torres
et al. (2016) quienes reportaron TGso de 12.6 a 15.9 h. A 30 °C, el TGso no se

modificd de forma relevante, donde la mayor TGso fue obtenida por la cepa TCCH5,
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con 9,5. Asesta temperatura, la cepa con el menor TGso fue TCCH2 con 7.8 h, la
cual mejorod su tiempo de germinacion, respecto al TGso obtenido a 25 °C (Tabla 4).
Cuando el TGgo se evalu6 a 35 °C, todas las cepas incrementaron su tiempo de
germinacion, similar a lo reportado por Torres-de la Cruz et al. (2013) para M.
anisopliae. La cepa con el mayor TGso fue TCCH2 con 21.9 h y la cepa con menor
TGso fue TCCHS con 22. 7 h. (Tabla 4).

En relacién al TGge,"a 25 °C la cepa con el mayor TGg fue TCCH8 con 10.9
h. La cepa con menor TGogfue-TCCH9 con 9.6 h. (Tabla 4). A 30 °C, las cepas con
mayor y menor TGgo fueron, TECCH5 y TCCH2 con tiempos de 12.3 y 9.5 h,
respectivamente. Asi también, a 35°, estas dos cepas mantuvieron los mayores y
menores TGoo, cOn 27.7 y 14.6 h,-respectivamente. A esta temperatura, todos los
aislamientos incrementaron su tiemposde germinacion, respecto al TGgo obtenido a
30 °C. Aunque todos los aislamientes='de M. brunneum germinaron en las
temperaturas 25 y 35°C, el range de temperatura 6ptimo para la GDC de estas
cepas es de 25 a 30 °C (Tabla 4 y Tabla 5). De acuerdo con Faria et al. (2015), la
velocidad de germinacion también es-un factorsrelevante para seleccionar unas

cepas eficientes como agentes de contrdl biologico.

Tabla 4. Tiempo de germinaciéon del 50% de los conidios (TGsg) de Metarhizium
brunneum evaluados a 25, 30 y 35°C.

TGso (h)
Cepas 25 30 35
Media RV Media RV Media RV

TCCH2 8,8 8.6-9.1 7,8 7.8-8.0 219 18.6-38'5
TCCHS5 8,3 8.1-8.6 9,5 9.3-9.7 12,7 12.7-12.9
TCCH7 8,2 8.1-8.3 8,6 8.5-8.9 13,8 13.7-13.9
TCCH8 8,5 8.2-8.8 8,5 8.3-8.7 14,1 13.9-14.4
TCCH9 7,8 7.5-8.1 8,0 7.9-8.1 15,0 14.8-15.3
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Tabla5. Tiempo de germinacion del 90% de los conidios (TGgo) de Metarhizium brunneum,
evaluados®@a, 25, 30 y 35°C.

TGoo (h)
Cepas 25 30 35
Media RV Media RV Media RV

TCCH2 10,7 10:34-11.41 9,5 9.38-9.78 27,7 21.68-64.62
TCCH5 10,5 10:03<11.29 12,3 11.87-12.94 14,6 14.47-14.88
TCCH7 9,7 9.59-9.96 10,9 10.53-11.62 15,6 15.46-15.97
TCCH8 10,9 10.30-12711 10,9 10.44-11.57 16,1 15.76-16.77
TCCH9 9,6 9.12-10.38 10,0 9.85-10.34 17,4 16.99-18.07

6.3.2. Produccion de conidios\en medio ADS + E.L. A 25 °C no hubo
diferencias significativas (F =1,25 P.< 0,3340) en la produccion de conidios en medio
SDA + E.L. (Tabla 6). Sin embarge;-jos aislamientos con mayor produccion fueron
TCCH2 y TCCHS con 9.7x10"y 9.0x10/ conidi@s, respectivamente. Esta produccion
de conidios es similar a la reportada por Valle-Ramirez (2022) para aislamientos de
Metarhizium spp. A 30 °C, hubo diferenc¢ias significativas entre aislamientos (F=
7.40 P > 0.0008) (Tabla 6). Las cepas con.mayor praduccion de conidios fueron
TCCH8 y TCCH9 con 1.5x107y 7.5x10° conidios, respe€tivamente. La cepa con
menor produccion de conidios fue TCCH7 con 3.7x108 conidies.-A esta temperatura,
la produccion de conidios en medio SDA + E.L. disminuyé con relacion a la
produccion obtenida a 25°C. Esta disminucion estuvo en el rango-de /6.2 al 94.7%,
donde la cepa menos afectada por la temperatura fue TCCH8. Reduccion en la
produccion de conidios, al pasar de 25 a 30 °C, también fue reportada por
Geronimo- Torres et al. (2016) para aislamientos nativos de B. bassianas'En’esta
investigacion, los aislamientos que se sometieron a 35 °C, no presentaron“CM ni
PdC, lo cual concuerda también con Gerénimo- Torres et al. (2016) quienes
reportaron la inhibicién del crecimiento y produccion de conidios de aislamientos de
B. bassiana a 35°C. Por lo anterior el rango de temperatura para esporulacion de
cepas nativas de M. brunneum fue de 25 a 30 °C; sin embargo, la temperatura

Optima fue 25 °C.
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6.4. Caracterizacion cultural

Produccion de conidios en arroz. Hubo diferencias significativas (F = 8.42
P > 0.0004) en la produccion de conidios en arroz (Tabla 6). Las cepas que
mostraron mayor’producciéon de conidios fueron TCCH5, TCCH7 y TCCH8 con
2.03x108, 2.04x10%y 2:01x108 esporas/g de arroz, respectivamente. El aislamiento
con menor produccion.de’conidios en arroz fue TCCH9. De acuerdo con Garcia et
al. (2015), la PdC es ungfactor relevante para el éxito del control biolégico con
hongos entomopatégenos. Por otro lado, las cepas que presentaron mayor PdC en
arroz no fueron los que mostraren mayor PdC en medio ADS + EL. De acuerdo con
Cova et al. (2009), el arroz es ehsustrato mas empleado para la reproduccion

hongos entomopatogenos a nivel comercial.

6.5. Caracterizacion patogénica

Diferencias significativas (F'\=/5.72 RP_> 0.0053) se encontraron en la
efectividad de los aislamientos de M. brunneum~sobre A. tripterus. Todos los
aislamientos mostraron patogenicidad sobre A. tripterus. Los aislamientos que
ocasionaron el mayor porcentaje de mortalidad fuerondfTCCH5, TCCH7 y TCCHS,
sin diferencias significativas entre ellos (figura 8) sin embargo, los valores mas altos
de mortalidad se obtuvieron con los aislamientos TCCH5 y TCEHS8, con valores de
96.4 y 89.7 %, a los 8 d después de la inoculacion. El aislamiento que causé la
menor mortalidad fue TCCH2 con el 72.2%. Estos resultados#Concuerdan con
Resquin-Romero et al. (2020), quienes evaluaron aislamientos de M. hrunneum
sobre la chinche Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae); estos_autores
reportaron mortalidad del 83.3 al 100% sobre ninfas y adultos, a los 8 d después de
la inoculacion. Aislamientos de M. brunneum también han causado mortalidad sobre
otras especies de insectos, tales como Bactrocera oleae (Diptera: Tephritidae)((60
% de mortalidad a los 8.8 d) y Agriotes spp. (44.2 % de mortalidad a los 44.6 d)
(Yousef et al. 2013; Razinger et al. 2018). Por otro lado, aislamientos de M.

anisopliae también han mostrado efectividad sobre las chinches Nezara viridula y
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Dichelops_melacanthus (Hemiptera: Pentatomidae) (100% de efectividad 8 a 10
dias) (Abdel:Raheem et al. 2011; Groth et al. 2017).
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Figura 8. Efectividad porcentual de los aiSlamientos.nativos de M. brunneum sobre
adultos A. tripterus.

De acuerdo con Barrios et al. (2016), para la .ebtencion de hongos
entomopatdgenos Utiles como bioplagicidas es necesario seleccionar las cepas mas
promisorias, que puedan ejercer una regulacion importante de la_plaga de interés.
Para ello, diversos atributos de los aislamientos han sido utilizados; tales como la
virulencia, la produccién de indculo, el crecimiento, la esporulacién y la;t0lerancia a
condiciones ambientales adversas (Garcia et al. 2015). Con base en lo anterior, en
esta investigacion, los aislamientos mas promisorios fueron TCCH5 y T€CH9.
Diferentes estudios han demostrado la eficiencia de aislados nativos de hongos
entomopatdégenos sobre plagas en condiciones locales (Hernandez-Trejo et al.
2019; Clifton et al. 2019).
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VIl. CONCLUSIONES

En el presente estudio se confirmé a la especie M. brunneum como agente
causal de la muscardina verde sobre A. tripterus en plantaciones de cacao de
Tabasco, México. Las cinco fungicos evaluados mostraron patogenicidad sobre A.
tripterus. Todos los “aistamientos de M. brunneum presentaron variabilidad en el
desarrollo micelial, VG#~PdC y patogenicidad. Los aislamientos nativos de M
brunneum presentaron un fango de temperatura favorable de 25-30 °C. Con base a
las caracteristicas evaluadas, los aislamientos mas promisorios como agentes de
control de A. tripterus fueron TCCHS y TCCH9.
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Resumen de la Tesis:

Con la finalidad de identificar y seleccionar aislamientos nativos de
Metarhizium sp para el contro de la chinche negra del cacao
(Antiteuchus tripterus) en Tabasco, Mexico, se aislaron cinco cepas
fungicas de las cuales se caracterizaron conforme a variables
morfolégicas, moleculares, fisiolégicas y patogénicas. El
crecimignto micelial, la germinacién y la produccion de conidios en
medio SDAsse evaluaron a 25, 30 y 35. Ademas se evalio 14
produccion .de" conidios en arroz a 25°C. Los aislamientos se
edificaron como) M. brunneum. Todos los aislamientos de M.
brunneum mostraron variabilidad intraespecifica en cuanto 4
desarrollo, micelial wvelocidad de germinacion, produccién conidial
y patogenicidad. Hubo)diferencias (P < 0.0085) en el crecimiento
micelial @ 25°C. No hube.crecimiento micelial a 35°C. El rango de
temperatura favorable paratos aislamientos nativos de M. brunneum
fue de 25-30°C. por otro Jado hubo diferencias significativas en 13
produccién de conidios en‘arroz (P < 0.0004.) EI tiempo requerido,
para la germinacion del 50% de conidios (TG50 varié de 7.8 a 21.9
h, el TG90 vario de 9.5 a 27.7 h./l0s cinco aislamientos flngicos
evaluados mostraron efectividadspatogénica sobre A. tripterus
fueron TCCH5 y TCCHO. Este trabajo reporta a M. brunneum como
el causante muscardina verde de A. tripterus en Tabasco, México.
La variabilidad intraespecifica en las caracteristicas evaluadag
muestra la importancia de la caracterizacion de aislamientos
nativos, ademas revela el potencial de'«M.)brunneum para el
desarrollo de bionsecticidas contra A. tripterus
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