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RESUMEN

En el presente capitulo se hace una revision
del uso potencial de nemdtodos, bacterias y hon-
gos entomopatdgenos de larvas rizéfagas de esca-
rabajos. Para cada uno de estos grupos de
entomopatégenos se describen los ciclos de vida,
modo de accién, rango de huéspedes, resultados
de ensayos de laboratorio y campo, asi como de
la produccién comercial, formulacién y perspec-
tivas de uso de cepas encontradas en México. Los
estudios realizados sobre entomopatdgenos en
Meéxico se encuentran en un estado de desarrollo
incipiente. Sin embargo, los hallazgos obtenidos
en otros paises sobre estas lineas de investigacién,
sugieren que estos organismos pueden tener
potencial para el control biolégico de insectos
rizéfagos en la agricultura mexicana de bajos
insumos.
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ABSTRACT

This chapter reviews the potential use of entomopatho-
genic nematodes, bacteria and fungi attacking root-
feeding larvae of soil-dwelling scarab beetles. For each
of these groups of entomopathogens, life cycle, mode of
action, host range, laboratory bioassays, field trials, com-
mercial production, formulation, and perspectives for
their usage in Mexico is described. The study of entomo-
pathogens of soil insects in Mexico is still in the basic
stage. However, findings in other countries on this area
of research suggest that these organisms may have a
potential for the biological control of these insects in
low-input Mexican agricultural systems.
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INTRODUCCION

En Meéxico las plagas de suelo, principalmente
las “gallinas ciegas” de los géneros Phyllophaga y
Paranomala (Coleoptera: Melolonthidae), repre-
sentan un serio problema en varias regiones, ya
que atacan diversos cultivos, principalmente maiz
(Rios y Romero 1982, Rodriguez-del-Bosque
1988). Una estrategia ecolégicamente segura en el
combate de plagas de suelo es el control bioldgico,
mediante la identificacién de enemigos naturales
nativos para posteriormente seleccionar los que
presenten mayor potencial de acuerdo a criterios
como especificidad, movilidad, virulencia (en el
caso de patégenos), persistencia, factibilidad y cos-
tos de produccién.

El control biolégico es un proceso complejo,
que implica conocer todos los aspectos biolégicos
de la plaga y sus enemigos naturales (parasitoides,
depredadores y patégenos), entre ellos la identifi-
cacién especifica, ciclo biolégico, comporta-
miento e interacciones bidticas y abidticas.
Asimismo, es fundamental conocer y predecir el
impacto de estos agentes sobre la poblacién de la
especie objetivo en campo, con el propésito de
seleccionar la especie o especies mds adecuadas
para obtener un control eficiente. Lo anterior se
complica por las diferencias entre biotipos (para-
sitoides y depredadores) y cepas (patdgenos).

Debido al hdbitat subterrdneo de las “gallinas
ciegas” (GC), éstas son comunmente infectadas
por microorganismos y por tal razén son los
agentes con mayor potencial de uso dentro del
control microbiano de plagas (Villani e al.
1992). Algunos de estos agentes, como la bacte-
ria Serratia entomophila Grimont, Jackson, Aege-
ron & Noonan en Nueva Zelanda (Jackson et al.
1992), el hongo Beauveria brogniartii en Suiza
(Keller 1992) y el nemdtodo Steinernema carpo-
capse en E.U.A. (Klein 1990) ya han sido utiliza-
dos para el control de GC. En México se han
llevado a cabo investigaciones sobre la presencia y
abundancia de patégenos de GC en suelos agri-
colas. Sin embargo, no se cuenta con una revi-
sion que acopie y compare los resultados
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obtenidos. En el presente capitulo se analiza y
discute la informacién publicada sobre patégenos
de larvas y adultos de especies de Paranomala y
Phyllophaga en México y se compara con datos
generados en otros paises.

NEMATODOS

Desde 1930 se ha investigado la posibilidad
de controlar plagas del suelo con nemdtodos
entomopatdgenos (NEP). Glaser (1932) y Glaser
y Farell (1935) fueron los primeros en probar
Steinernema glaseri contra larvas del escarabajo
japonés Popillia japonica. Kaya (1985) evalué S.
carpocapsae en ensayos de campo y laboratorio,
donde demostré la efectividad contra varias espe-
cies de “gallinas ciegas”. Kard ez al. (1988) repor-
taron que los nemdtodos Heterorhabditis spp.
controlaron mds del 60% de un complejo de lar-
vas de las especies Phyllophaga anxia LeConte, P.
fusca Frolich y Polyphylla comes Casey.

Los NEP han mostrado su capacidad para el
control de plagas en ambientes cripticos y
himedos, tales como el suelo y dentro de teji-
dos vegetales (Kaya y Gaulger 1993, Georgis y
Manweiler 1994). Las familias Heterorhabditi-
dae y Seinernematidae incluyen a la mayoria de
los NEP utilizados actualmente. Las dos fami-
lias tienen bacterias especificas, Photorhabdus
luminiscens para los Heterorhabditidos y Xenor-
habdus para los Steinernematidos. Estas bacte-
rias son necesarias para la digestion de los
tejidos del huésped, de esta manera los nemdto-
dos tienen un medio con suficientes nutrientes
para su desarrollo.

Algunas de las limitaciones para la utiliza-
cién de los nemdtodos a una mayor escala, son
la falta de consistencia de control en el campo
(Alatorre-Rosas 1999), baja tolerancia a tempe-
raturas >30 °C (Grewal ez 2. 1994), a conteni-
dos de humedad «,, <0.86 (Strauch ez 2l 2004)
y falta de mérodos adecuados para la produc-
cién masiva y formulacién (Burges 1998, Fri-
dlender 2000).



Ciclo de Vida

Los NEP pasan por tres etapas principales de
desarrollo: huevo, etapas juveniles y adultos. Las
etapas juveniles son cuatro. La primera muda
ocurre dentro del huevo, al emerger los nemdto-
dos como juveniles de segundo estadio. El cardc-
ter mds distintivo de los NEP es la presencia de
un estadio infectivo de vida libre, denominado
Infectivo Juvenil (JI). El JI es el tercer estadio
juvenil, el cual estd todavia rodeado por la cuti-
cula del estadio anterior. Este es un estadio con
cierta tolerancia temperaturas extremas y baja
humedad en el suelo. Antes de alcanzar el estadio
adulto, los NEP mudan su cuticula hasta cuatro
veces. Estas mudas pueden ocurrir tanto en el
medio ambiente como dentro del insecto hués-
ped.

El ciclo de vida de las especies de Heterorhab-
ditidae y Seinernematidae inicia con la penetra-
cién de los infectivos juveniles (JI's) al insecto
huésped, generalmente en estadio larvario. De
acuerdo a la familia a la que pertenecen, los NEP
tienen dos ciclos distintivos de reproduccién. En
la familia Heterorhabditidae, los JI’s maduran y
dan lugar a individuos hermafroditas, los cuales
posteriormente dan paso a una o varias genera-
ciones amfimiticas (compuestas por hembras y
machos). En cambio, en la familia Steinernema-
tidae, los JI's se transforman en hembras o
machos, por lo cual todas las generaciones son
amfimiticas. Al cabo de 2-3 generaciones, los
nemdtodos emergen del caddver del huésped
como JI’s (Fig. 1A), sobre todo si el huésped es
pequefio y existen condiciones de humedad ade-
cuadas.

La transmision de la bacteria simbidtica por
el JI es esencial para que el nemdtodo parasite y
mate exitosamente al insecto, asi como para su
reproduccién (Han y Ehlers 2000). El JI regur-
gita la bacteria, por lo que podria decirse que los
NEP son bacteriéfagos (Ciche y Ensign 2003).
Sin embargo, clasificarlos como bacteriéfagos
ignorarfa otras adaptaciones, entre ellas la sim-
biosis nemdtodo-bacteria (Ciche 2007).
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Figura 1. “Gallinas ciegas” infectadas por diversos ento-
mopatdgenos. (A) Larva de Phyllophaga sp. parasitada por
Steinernema glaseri (foto cortesia de Julian Hernandez). (B)
Larva de Phyllophaga blanchardi infectada con la bacteria S.
entomophila (cepa Mor4.1); la larva muestra inhibicion en la
alimentacién y el desarrollo de una coloracién oscura (foto
cortesia de Zitlhally Rodriguez). (C) Larva rosada, coloracion
tipica de infeccion por Beauveria bassiana; (D) Esporulacion
de B. bassiana sobre el cadaver de una larva.

Modo de Accién

Una vez que la bacteria simbiética es liberada
en el hemocele del insecto, ocurre una reproduc-
cién acelerada de la bacteria, que ocasiona la
muerte del huésped por septicemia en menos de
48 horas. La toxicidad de la bacteria es alta
(DLsg <10 bacterias/larva) cuando se inyecta en
el hemocele del insecto (Milstead 1979). Los JTs
producidos sin la bacteria no causan mortalidad a
los insectos (Han y Ehlers 2000).

Rango de Huéspedes y Uso

Los NEP infectan distintas especies plaga
dentro de los érdenes Coleoptera, Diptera, Lepi-
doptera, Orthoptera, Blattodea y Siphonaptera,
la mayor parte en su estadio larvario (Koppenho-
fer 2000). En el Cuadro 1 se presentan las plagas
susceptibles de controlar con distintos NEP.

Cepas Mexicanas
Los nemdtodos entomopatdgenos con mayor
potencial para el control de insectos plaga edafi-
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Cuadro 1. Cultivos donde se han utilizado nematodos entomopatégenos para el control de plagas. Fuente: Koppenhofer
2000.
Cultivos Nombre comiin Familia Nematodos utilizados*
Pastos Picudo Curculionidae S. carpocapsae, H. bacteriophora

Banano, remolacha, citricos,
ornamentales, camote.

Picudo de la raiz

Curculionidae

S. carpocapsae, H. bacteriophora

Papa, camote, remolacha,
hortalizas

Pulga saltona

Chrysomelidae

S. carpocapsae

Maiz, cacahuate, hortalizas

Gusano raicero

Chrysomelidae

S. carpocapsae, S. riobravis

Maiz, papa, pastos, ornamentales,

S.carpocapsae, H. bacteriophora,

Gallina ciega Scarabaeidae o g
fresas 9 Heterorhabditis megidis
Champindn, ornamentales, Mosca del . :

P - Sciaridae S. feltiae
hortalizas champinén
Maiz, algodén, cacahuate, pastos, Gusano soldado y ;

) Noctuidae S. carpocapsae
hortalizas trozador
Arandano, ornamentales, pastos Gusano telaranero Pyralidae S. carpocapsae
Calabaza, ornamentales, frutales -

. Barrenador del tallo Sesiidae S. carpocapsae
arbustivos
Manzana, pera Polilla leopardo Cossidae S. carpocapsae

Pastos, hortalizas Grillotopo

Gryllotalpidae

Steinernema scapterisci

colas pertenecen a las familias Steinernematidae y
Heterorhabditidae. En una colecta realizada en
ocho regiones de Oaxaca durante 1998 y 1999,
se tomaron 446 muestras de suelo. El mayor por-
centaje de muestras positivas se obtuvo en suelos
de textura media con humedad suficiente para
mantener vegetacién durante la mayor parte del
afo. Se identificaron las especies Steinernema fel-
tiae Filepjev, Steinernema sp., y Heterorhabditis
sp. (Ruiz ez al. 2003a). Se concluyd que era nece-
sario llevar a cabo colectas mds extensivas en el
futuro, especialmente en zonas templadas y aque-
llas con irrigacién.

La Universidad de Colima, cuenta con un
cepario de Steinernema spp. y Heterorbabditis
spp. aisladas en los estados de Colima, Jalisco y
Michoacin (Lezama-Gutiérrez ez al. 2001), pero
las especies no han sido identificadas. En el
noreste de Tamaulipas y sur de Chihuahua, se
han registrado Steinernema sp y S. carpocapsae
mexica (Raulston er a/. 1992, Poinar 1990). Es
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probable que una especie desconocida de Steiner-
nema fuera S. riobravis, la cual fue aislada por
Cabanillas y Raulston (1994) en el sur de Texas,
cerca de la frontera con México. El Colegio de
Posgraduados, en Montecillo, Mex., tiene una
coleccién de NEP introducidos; ademds, esta ins-
titucién conduce actualmente un proyecto nacio-
nal para localizar NEP nativos para controlar
insectos riz6fagos.

Evaluaciones en Laboratorio y Campo
Experimentos de laboratorio. En Oaxaca se
evaluaron aislados locales de NEP, ademds de
nemadtodos procedentes de E.U.A., para determi-
nar dosis y tiempos letales para el control de
gallinas ciegas del género Phyllophaga Harris en
240y 3¢ esadio. Las dosis letales medias variaron
desde 87 a 105 nemdtodos/larva para Steiner-
nema carpocapsae Weiser y S. glaseri Steiner, hasta
146-263 nemdtodos/larva para los cepas locales



S. feltiae, Steinernema sp., y Heterorhabditis sp.
(Ruiz et al. 2003a).

También en Oaxaca, se realizaron experimen-
tos de laboratorio durante 1999.a fin de evaluar
el grado de control de gallinas ciegas al combinar
nemdtodos y hongos entomopatdgenos Los
nemdtodos mds efectivos fueron Heterorbabditis
sp. cepa Oax y Heterorhabditis bacteriophora cepa
NC, con un 75 % de control. La combinacién de
cualquiera de los hongos, Beauveria bassiana o
Metarhyzium anisopliae, con Heterorhabditis sp.
aceler6 la mortalidad (TLs() en dos dias (Ruiz ez
al. 2000).

Experimentos de campo. Bajo condiciones
semi-controladas (con bolsas pldsticas de 10 L
con suelo), con el hongo M. anisopliae se produjo
el mayor desarrollo vegetativo en plantas de
maiz; sin embargo, el porcentaje de control se
increment6 cuando Heterorhabditis sp. cepa Oax
fue usado con B. bassiana o M. anisopliae. Se
concluyé que la combinacién de hongos y nema-
todos, incrementd la eficiencia en el control de
las gallinas ciegas (Ruiz ez /. 2000). Bajo condi-
ciones de campo en Oaxaca, los rendimientos de
maiz se incrementaron en un 17% con relacién
al testigo cuando S. carpocapsae y M. anisopliae
fueron aplicados juntos, aunque con el insecti-
cida Diazinon el incremento del rendimiento de
grano fue 25% mayor que el testigo.

De acuerdo a Federici (2000), se requiere de
experiencia especial y desarrollo de métodos
especificos para evaluar el desempefio y eficacia
de los agentes entomopatdgenos en el laborato-
rio, pero lo mismo se requiere en las evaluacio-
nes de campo, donde no se practica una
“metodologia estdndar”. Por otro lado, todavia
no se cuenta con muchos estudios de campo
para la evaluacién de la efectividad del los NEP
en Latinoamérica.

Produccion Comercial y Formulacion

La produccién masiva de NEP in vivo es
comdn en México. Asi, tanto en el CIIDIR-
OAXACA, como en CIICA (Centro Internacio-
nal de Investigacién y Capacitaciéon Agropecua-
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ria) en Tapachula, Chis., se producen especies
como S. feltiae y Heterorhabditis. sp., en larvas de
Galleria mellonella. En el CINVESTAV-Zaca-
tenco se ha evaluado la fermentacién liquida para
la produccién de S. feltiae. Se han determinado
los requerimientos de oxigeno (Sudrez 2002), asi
como los efectos de las condiciones hidrodindmi-
cas (Chavarria 2001).

Dada la baja demanda por este tipo de bioin-
secticidas, todavia se pueden comercializar en
esponja de poliuretano, lo cual requiere refrigera-
cién. En el CIIDIR-OAXACA se han realizado
trabajos para la formulacién de los NEP en pasti-
llas de arcilla (Ruiz et a/. 2006).

Perspectivas de Uso en México

Dada la alta biodiversidad de México, parti-
cularmente en los Estados del sur, es recomenda-
ble la realizacién de muestreos extensivos e
intensivos de suelos para el aislamiento de cepas
locales de NEP identificadas. Sin embargo, se
deben aplicar bioensayos estandarizados y realizar
estudios sistemdticos para incrementar el enten-
dimiento de la ecologfa de los NEP, en especial
los factores que condicionan la relacién con sus
huéspedes (Ruiz er al 2002). También se
requiere un mayor conocimiento de la taxono-
mia, biologia y comportamiento de los neméto-
dos, asi como las condiciones ambientales
dptimas para fomentar su presencia y persistencia
(Alatorre Rosas 1999).

La falta de métodos adecuados para la pro-
duccién masiva y formulacién, asi como resulta-
dos  erréticos, todavia las limitantes
principales para el uso extensivo de los NEP. Por
consiguiente, se requiere de esfuerzos para adap-
tar a nivel local métodos de produccién de bajo
costo, asi como formulaciones efectivas para con-
servar e incrementar su virulencia.

son

BACTERIAS

El problema para el control de plagas subte-
rrdneas, como es el caso de las larvas de algunos
Scarabaeidae, es mayor en relacién a las plagas de
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las partes externas de la planta. El problema se
debe al dificil acceso a los insectos en el medio
eddfico, en donde existen muchas interacciones y
se tienen que utilizar grandes cantidades del pro-
ducto para lograr el efecto deseado. Para el con-
trol de insectos pertenecientes orden
Coleoptera se han identificado tres genes de la
familia de proteinas Cry de Bacillus thuringiensis
(Bo), cry8a, cry8b y cry8c, cuyos productos son
téxicos contra estos insectos (Bravo et al 1998).
Para el control de larvas de escarabajos subterrd-

al

neos, existe una cepa japonesa reportada de Bt
conocida como “Buibui” que contiene genes del
tipo ¢ry8c con actividad insecticida especifica
para esos insectos (Hori ez al. 1994). Reciente-
mente se reporté el aislamiento en China de otra
cepa de B. thuringiensis (Bt185) con un nuevo
gene ¢ry8 que es activa contra la “GC asidtica”
Holotrichia parallela (Yu et al. 2006).

Se han reportado otras especies de bacterias
con actividad insecticida de importancia para
plagas subterrdneas y se agrupan segtin sus carac-
teristicas en dos tipos: las formadoras de esporas
y las no formadoras de esporas. Ademads de B, las
mds importantes del primer grupo son: (a) Paeni-
bacillus popilliae, anteriormente conocida como
Bacillus popilliae, causante de la enfermedad
“lechosa” en larvas del escarabajo japonés Popillia
japonica Newman (Coleoptera: Scarabacidae)
(Klein 1988); (b) cepas del género Serratia como
Serratia marcescens 'y Serratia entomophila (Ente-
robacteriaceae), esta ultima causante de la enfer-
medad dmbar en larvas del escarabajo Costelytra
zealandica (Coleoptera: Scarabacidae) (Jackson ez
al. 1993); (c) cepas simbiontes de nemdtodos
como Photorhabdus luminiscens y Xenorhabdus
spp- que producen infeccién y muerte en larvas
susceptibles a nemdtodos entomoéfagos de las
géneros Heterorhabditis y Steinernema respectiva-
mente; y (d) cepas de Bacillus sphaericus que son
activas principalmente contra diferentes especies
de mosquitos de los géneros Culex y Anopheles
(Porter ez al. 1993). Con respecto a las plagas
subterrdneas, recientemente se ha reportado la
existencia de cepas de B. sphaericus en Turquia
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con actividad insecticida contra larvas del escara-
bajo Agelastica alni L., (Coleoptera: Chrysomeli-
dae) (Sezen y Demirbag 2006) y Amphimallon
solstitiale L. (Coleoptera: Scarabaeidae) (Sezen ez
al. 2005).

Modo de Accién

El comin denominador de las bacterias ento-
mopatdgenas en su proceso infeccioso, una vez
que son ingeridas por la larva del insecto, es la
colonizacién del intestino como un primer
evento, para seguir con la invasién del hemocele
como un segundo evento. La bacteria puede
replicarse en regiones determinadas del intestino,
generalmente en el intestino medio, y producir
toxinas y otros factores de virulencia, como enzi-
mas hidroliticas, que le permiten degradar la
membrana peritrofica y ganar acceso al hemocele
de la larva. Cuando la bacteria alcanza el hemo-
cele, encuentra un medio rico en nutrientes que
dispara nuevamente su replicacién y la produc-
cién de factores de virulencia que le permiten
sobrevivir enfrentando la respuesta inmune del
insecto. La replicacién alcanza tales niveles que la
larva muere por septicemia.

La principal actividad insecticida de Bt se
encuentra en los cristales, mismos que estdn con-
formados por proteinas tdxicas conocidas como
Cry o d-endotoxinas que constituyen una familia
de proteinas insecticidas. Algunas cepas de Bt
también sintetizan las toxinas conocidas como
Cyt (Guerchicoff er al. 2001) y otras toxinas
conocidas como Vip (Estruch et al. 1996).

Las toxinas Cry son ingeridas por las larvas y
solubilizadas en el intestino de los insectos sus-
ceptibles. La solubilizacién depende del pH del
intestino medio del insecto que puede ser alta-
mente alcalino, como ocurre en los lepidépteros
y neutro a ligeramente dcido en algunos coledp-
teros (Dow 1986). En larvas de Scarabaeidae se
reporta un pH alcalino en el intestino medio de
larvas que se alimentan de humus (Lemke ez al.
2003). Sin embargo el pH podria ser diferente en
larvas que se alimentan de raices por lo que la
susceptibilidad a diferentes toxinas Cry podria



variar en funcién del grado de solubilizacién de
las mismas en relacién con el pH.

Una vez que las toxinas han sido solubiliza-
das, son procesadas proteoliticamente por las
enzimas digestivas, lo cual conduce a su activa-
cién. Este procesamiento es critico, tanto para la
activacién de la toxina como para definir la espe-
cificidad de la misma hacia los diferentes insectos
(Haider y Ellar 1989). La especificad de las toxi-
nas Cry hacia los diferentes insectos esta determi-
nada por la unién de las toxinas a receptores
especificos localizados en las membranas del
intestino de la larva y la exposicién de diferentes
regiones de las proteinas Cry a los diferentes
receptores. El procesamiento también es impor-
tante como factor determinante de resistencia en
los insectos (Oppert et al. 1997). Después del
procesamiento, las toxinas se insertan en la mem-
brana de las células del intestino para formar
poros liticos. Esto causa un desbalance osmético,
lisis celular y muerte del insecto (Knowles 1994).

La bacteria Paenibacillus popillia es conocida
como un patégeno obligado debido a que no
esporula eficientemente in vizro. El nombre de la
enfermedad proviene de la apariencia lechosa del
hemocele de la larva enferma que es claro en lar-
vas sanas. La apariencia lechosa viene del alto
numero de esporas generadas en la hemolinfa
(alrededor de 10” esporas/larva) durante la infec-
cién (Zhang er al. 1997). Durante la esporula-
cién, P. popilliae produce cristales proteicos
paraesporales, cuyos genes codificantes han sido
clonados y secuenciados. Dichos cristales no cau-
san mortalidad en las larvas cuando son ingeri-
dos. El modo de accién para la infeccién de 2.
popillia propone que la bacteria germina en el
intestino de la larva, donde los cristales son libe-
rados y activados. Las proteinas activas dafan la
pared intestinal lo que permite a las células vege-
tativas invadir el hemocele del insecto, donde la
bacteria se replica, esporula y produce la muerte
del insecto.

El modo de accién de las bacterias del género
Serratia se ha estudiado particularmente en .
entomaphila (cepa AIMO2) en larvas de Costely-
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tra zealandica. La bacteria coloniza el intestino
larval después de ser ingerida del suelo por el
insecto (Wilson ez. al. 1992). La infeccién causa
inhibicién en la alimentacién (AFE) y desarrollo
de una coloracién dmbar (Jackson er al. 1993),
asi como una marcada disminucién en los niveles
de las principales enzimas digestivas de la larva
(Jackson 1995). Los sintomas de la enfermedad
son evidentes antes de la invasién de la bacteria al
hemocele de la larva (Jackson ez. 4l 1993), lo
cual ocurre en etapas tardfas de la enfermedad y
posterior a la colonizacién del intestino larval. El
hemocele del insecto constituye un medio rico en
nutrientes, donde la bacteria es capaz de reprodu-
cirse y provocar la muerte de la larva por septice-
mia después de varias semanas desde el inicio de
la infeccién.

La naturaleza de los determinantes patogéni-
cos de S. entomophila no se ha clarificado com-
pletamente, sin embargo se ha mostrado que
estdn codificados en un pldsmido de 155 kb
(Hurst y Glare 2002) y se ha sugerido que ciertas
toxinas extracelulares estdn involucradas en la
enfermedad. Se han identificado las proteinas
denominadas AnfA y Anf B (Nufiez-Valdez y
Mahanty 1996) asi como los productos de los
genes sepA, sepBy sepC (Hurst er al. 2000) como
factores de virulencia causantes de AFE. El modo
de accién a nivel molecular no estd claro, sin
embargo, hay evidencia genética que muestra que
los factores responsables de AFE son parte de un
grupo genético de gran tamano que conforma un
fago defectuoso (Hurst er al. 2004). Se piensa
que el profago defectuoso podria formar una
estructura tipo virus capaz de producir AFE y
mortalidad a C. zealandica (Hurst et al. 2007).
La bacteria muestra altos niveles de patogenici-
dad en ensayos de campo resultando en una
reduccién de la poblacién de C. zealandica de
mds del 60% (Jackson ez al. 1996).

El modo de accién de S. marcescens no se ha
caracterizado con profundidad. La bacteria es
conocida como un microorganismo facultativo,
invasivo y oportunista por lo que aparentemente
podria infectar solo a los individuos inmunolégi-
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camente mds débiles dentro de una poblacién de
insectos. Aun cuando las infecciones producidas
por la bacteria se han registrado continuamente
en insectos (Grimont ez 2/ 1979), incluidas lar-
vas de Scarabaeidae (Poprawski y Yule 1990), el
hecho de que la especie bacteriana también es
capaz de producir infecciones en humanos, ha
eliminado el interés de utilizarla como agente de
control biolégico. Sin embargo, actualmente ha
resurgido el interés en el estudio de esta bacteria
debido a su potencial como fuente de genes de
proteinas con actividad téxica o insecticida.
Recientemente se identificd, clond y expresé a
partir de una cepa de S. marcescens una proteasa
con actividad insecticida hacia langostas (Tao ez
al. 2007). De manera similar otros genes codifi-
cantes de toxinas proteicas tienen el potencial de
ser clonados y expresados en otros microorganis-
mos que sean inocuos para los seres humanos y
que si pudieran utilizarse en un futuro como
agentes de control biolégico. El potencial de
estos genes en el desarrollo de plantas transgéni-
cas resistentes al ataque de plagas subterrdneas
capaces de expresar las toxinas Gnicamente en la
raiz es prometedor.

Sintomatologia

De manera general, los sintomas evidentes de
una larva infectada por bacterias entomopatédge-
nas son: (a) la inhibicién en la alimentacién que
ocurre como un primer evento; (b) cambios en la
coloracién y la turgencia de la larva; () cambios
en las evacuaciones intestinales; y (d) aletarga-
miento y finalmente la muerte de la larva (Fig.
1B). Estos sintomas pueden ir acompanados de
una pérdida paulatina de peso, que varia segtin la
especie bacteriana causante de la infeccion.

Se ha observado en bioensayos con larvas de
Phyllophaga spp. que la inhibicién en la alimenta-
cién puede ser reversible o irreversible (Nufiez
Valdez et al. 2003), lo que significa que en el pri-
mer caso, la larva deja de comer, o disminuye su
alimentacién por un periodo relativamente corto
después de haber ingerido la bacteria patdgena.
Después de este periodo, la alimentacién normal
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puede restablecerse si la bacteria patdgena se
retira del alimento. En el segundo caso, la larva
detiene o disminuye su alimentacién gradual-
mente y la alimentacién normal no se restablece,
lo cual implica la participacién de una toxina. El
cambio de color y turgencia ocurre paulatina-
mente y, en algunos casos, puede ir asociado con
la invasién de la bacteria al hemocele de la larva.
Los cambios en color pueden variar y van de
blanquecino a pardo y negro. También pueden
adquirir una coloracién gris claro o bien desarro-
llar un color dmbar. Cuando la bacteria produce
pigmentos, como es el caso de S. marcescens, la
larva puede adquirir una coloracién roja. Los
cambios en la turgencia van asociados con la des-
truccién paulatina de los tejidos internos de la
larva y generalmente anteceden a la muerte.

Los cambios en las evacuaciones intestinales
pueden indicar cierta pardlisis del intestino por lo
que no hay excretas ni regurgitacién, o bien
puede presentarse una excesiva perdida de liqui-
do por lo que la larva puede sufrir deshidrata-
cion.

Distribucion y Especificidad

Tres productos comerciales para el control de
larvas de Scarabacidae a base de bacterias ento-
mopatdgenas estdn disponibles a nivel comercial.
Uno de ellos conocido como Doom” tiene como
ingrediente activo la bacteria P. popilliae. Esta
bacteria se ha utilizado para intentar suprimir el
escarabajo japonés Popillia japonica en E.U.A.
(Klein 1988). Sin embargo, su produccién es
limitada debido a que es un patégeno obligado.
Existen dificultades para obtener esporulacién in
vitro por lo que su produccién se obtiene
mediante la esporulacién iz vivo con larvas del
escarabajo (Klein 1981). El segundo producto
conocido recibe el nombre de Buihunter®, el cual
se produce a partir de la cepa de Bt Buibui y esta
disponible a pequena escala en Japén. Esta cepa
es activa contra Paranomala donovani Stephens,
Popillia japonica (Suzuki et al. 1992, Hori et al.
1994) y Exomala orientalis Waterhouse (Alm et
al. 1997). Sin embargo larvas de Cyclocephala



hirta LeConte y Cyclocephala pasadenae Casey no
son completamente susceptibles a la cepa Buibui.
El tercer producto se ha desarrollado como un
producto comercial en Nueva Zelanda y se pro-
duce a partir de la bacteria Serratia entomophila
(Enterobacteriaceae) (Grimont et 2/ 1988).

La actividad de estos productos no ha sido
reportada en larvas de especies mexicanas; sin
embargo se conoce que la enfermedad causada
por S. entomophila (AIMO2) es altamente
especifica hacia larvas de C. zealandica. Es de
gran importancia el aislamiento y la caracteri-
zacioén de cepas bacterianas nativas con activi-
dad téxica hacia larvas de Scarabacidae de
especies mexicanas.

Cepas Mexicanas

Se ha reportado la bisqueda y aislamiento de
cepas bacterianas patdgenas hacia diversas espe-
cies mexicanas de Phyllophaga spp. y Paranomala
spp. (Nunez-Valdez er 2/ 1999, 2003, 2007,
2008; Rodriguez-Segura ez al. 2005). Se han ais-
lado e identificado un total de 22 cepas, 11 de
ellas del grupo de las formadoras de espora, Bty
B. sphaericus y 13 cepas del grupo de las no for-
madoras de espora. Estas tltimas han sido identi-
ficadas con base en la secuencia del RNAr 16S
como S. marcescens, S. entomophila, Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae, Acinetobacter
calcoaceticus, 'y Pseudomonas flourescens. Siete
cepas de Bt podrian ser portadoras de genes nue-
vos parecidos al tipo ¢7y8 y una de ellas es porta-
dora especificamente del gene ¢cry8C (Nufiez-
Valdez et al. 2003). Dos de las cepas de Bt y
todas las no formadoras de espora, fueron aisla-
das a partir de larvas muertas con evidencias pre-
vias de enfermedad.

Es de especial interés el aislamiento de una
cepa mexicana de la especie S. entomophila. A
diferencia de la cepa neozelandesa (S. entomo-
phila AIMO2) que es altamente especifica hacia
la especie C. zealandica, la cepa mexicana (S.
entomophila Mor4.1) ha mostrado patogenicidad
hacia varias especies de Phyllophaga (Nunez-Val-
dez et al. 2007a) por lo que su rango de accién
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podria ser amplio dentro del complejo “gallina
ciega” conformado de especies y géneros diferen-
tes. El potencial de esta cepa para ser usada para
disminuir el dafio causado por dicho complejo es
prometedor.

Se ha reportado el aislamiento de dos cepas
de P. popilliae a partiv de Phyllophaga crinita y
Paranomala  flavipencis colectadas en México
(Harrison ez al. 2000). Una de las cepas es resis-
tente y la otra sensible al antibiético vancomi-
cina, el cual es utilizado para el tratamiento de
patégenos humanos que son resistentes a otros
antibiéticos. Harrison ez a/. (2000) plantean que
Meéxico representa una zona de transicion para la
distribucién de los genes de resistencia al antibié-
tico entre los patdgenos de escarabajos. Este
aspecto es interesante ya que México se encuen-
tra localizado en una zona de transicién biogeo-
grafica, entre la regién Neartica y la regién
Neotropical por lo que su biodiversidad es tinica
y de gran riqueza (Halffter 1987). México posee
una gran riqueza de especies de escarabajos por lo
que se plantea que debe tener una gran riqueza
de bacterias patégenas asociadas a ellos y puede
representar una zona de distribucién y evolucién
de microorganismos y sus genes. Las diferentes
especies bacterianas mencionadas arriba son una
muestra de esta gran diversidad.

Evaluaciones en Laboratorio y Campo

Se han identificado y evaluado una gama de
cepas bacterianas de diferentes géneros con activi-
dad entomopatdgena a diferentes niveles. Las
cepas han sido evaluadas en bioensayos orales en
condiciones de laboratorio (Nufez-Valdez et al.
2007, 2008). Unas especies provocan AFE en lar-
vas de Phyllophaga spp y Paranomala spp. La inhi-
bicién va desde el 50% hasta el 90% bajo
condiciones de laboratorio. Una de las cepas pre-
senta un AFE reversible; es decir, inhibe la alimen-
tacion de la larva cuando la bacteria estd presente
en su alimento. Una vez que la misma se retira del
alimento, la larva continda con su alimentacién.
Algunas cepas que causan niveles altos de AFE
causan también alta mortalidad en las larvas,
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mientras que otras que causan un AFE relativa-
mente bajo, no causan mortalidad significativa.
Estas distintas caracteristicas de los efectos de las
cepas son importantes por su aplicacién potencial
dentro de la Agrobiotecnologia. Por ejemplo, las
bacterias pueden aplicarse con tres diferentes enfo-
ques (a) si se busca la muerte del insecto como
estrategia de control, se han identificado cepas que
producen AFE y posteriormente la muerte; (b) ya
que las larvas provocan el dano al alimentarse de
las raices y el efecto de algunas cepas inhibe tal
proceso sin provocar la muerte del insecto, la pro-
babilidad del desarrollo de resistencia a las toxinas
involucradas en la patogenicidad, es menor,
puesto que se disminuye la presién de seleccién
(Nufez-Valdez 1993); y (c) si lo que se pretende
es eliminar el dano del insecto y aprovechar la acti-
vidad benéfica del mismo en la fertilidad del suelo
reorientando la actividad alimenticia de la larva de
rizofdgia a saprofdgia, entonces se utilizarfan cepas
que inhiban la alimentacién de manera reversible,
como un sistema de control preventivo del dafo.
Este dltimo enfoque presenta ventajas adicionales,
como la mejora en la fertilidad de los suelos y un
mejor aprovechamiento y conservacion de los
recursos (Nunez-Valdez et a/ 2004). También
evita el surgimiento de plagas secundarias y podria
aprovechar ademds el potencial de las bacterias
entomopatégenas mencionadas arriba que perte-
necen a los géneros Serratia, Pseudomonas, Entero-
bacter 'y Acinetobacter, como promotoras de la
germinacién y el crecimiento vegetal. Resultados
recientes han mostrado que algunas de estas cepas
estimulan el proceso de germinacién y se ha repor-
tado que cepas de estos géneros presentan activi-
dad estimulante del crecimiento vegetal.

No se han realizado pruebas con las cepas
mencionadas para evaluar su potencial bajo con-
diciones de campo. Es de gran importancia ini-
ciar su caracterizacién en invernadero y campo y
seleccionar las que muestren mejores ventajas.

Perspectivas de Uso en México
En México, no estd disponible ningtin bioin-
secticida de origen bacteriano para el control de
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“gallina ciega”, por lo que es de gran relevancia la
caracterizacion y el desarrollo de cepas bacteria-
nas con potencial insecticida, asi como aquellas
capaces de producir inhibicién de la alimenta-
cién contra estas larvas. Ademds, el uso de estos
microorganismos como fuente de metabolitos
con actividad téxica, asi como el aislamiento, la
identificacién y clonacién de sus genes, es de
gran relevancia para el desarrollo futuro de siste-
mas biotecnoldgicos en el control de estos insec-
tos. Se han reportado 68 especies de “gallina
ciega” como plagas potenciales en México
(Mordn, 1994), entre ellas las especies del género
Phyllophaga como las mds abundantes y daninas.
El control del dafo causado por estos insectos
deberd basarse en el futuro en el uso de productos
amigables para el medio ambiente, como son las
bacterias entomopatégenas, dentro de un pro-
grama de Manejo Integrado el cual se incluya en
el marco de la agricultura sustentable (Villalobos
1992).

La busqueda e identificacién de cepas de B.
sphaericus con actividad insecticida contra plagas
subterrdneas en otras regiones del mundo seria de
gran utilidad, por el potencial de uso y las ventajas
que presentan de mayor persistencia en aguas con-
taminadas comparada con la persistencia de las
toxinas de B. thuringiensis en condiciones similares
(Davidson et al. 1984). Por este motivo se puede
esperar buen desempefio y persistencia de la bacte-
ria B. sphaericus o las toxinas asociadas en un
medio eddfico, donde las condiciones adversas
para los microorganismos se incrementan.

HONGOS

Las condiciones de humedad y temperatura
relativamente estables, asi como la proteccién del
suelo contra la luz ultravioleta, favorecen la infec-
cion de larvas de meloléntidos por hongos ento-
mopatédgenos (Villani ez al. 1992). Sin embargo,
los reportes tanto del patégeno como del hués-
ped son frecuentemente incompletos, ya que los
hongos son descritos solo de “Coleoptera” o
“escarabajo” (Glare 1992). En México, los hon-



gos patégenos de meloléntidos han sido poco
estudiados y solamente en algunos casos han sido
identificados tanto el huésped como el patégeno,
entre ellos Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin (Villalobos 1992 y Herndndez et al.
1996) y Cordyceps sp. (Villalobos 1992) como
patégenos de Phyllophaga sp. Actualmente en la
coleccién de hongos entomopatégenos del Cen-
tro Nacional de Referencia de Control Biol6gico
se conservan 60 aislamientos de M. anisopliae y
Beauveria bassiana purificados de larvas de melo-
l6ntidos.

Modo de Accién

Los hongos entomopatégenos usualmente
causan la muerte del huésped por deficiencia
nutricional, invasién o digestién de tejidos y libe-
racién de toxinas. La infeccién por Deuteromy-
cetes (Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces) es
iniciada por conidios. El desarrollo de la micosis
puede ser separado en tres fases: (1) adhesion y
germinacién del conidio sobre la cuticula del
insecto, (2) penetracién de la hifa en el hemocele
y (3) desarrollo del hongo, lo cual generalmente
resulta en la muerte del insecto (Ferron 1978,
Bidochka ez 2l 1997).

Un prerrequisito para que se inicie el proceso
de infeccién es la adhesién del conidio o de la
unidad infectiva a la cuticula del insecto, si falta
algiin factor para que se realice la adhesién, la
infeccién puede abortar (Hegedus y Khacha-
tourians 1995, Hajek y St. Leger 1994). Debido
a que el conidio y la cuticula del insecto son
hidrofébicos la primera interaccién es pasiva
(Charnley 1992, Bidochka ez 2£.1997).

La germinacién es un proceso mediante el
cual una espora emite uno o varios tubos germi-
nativos que en algunos casos forman estructuras
de adhesion llamadas apresorios, los cuales repre-
sentan una adaptaciéon para concentrar energia
fisica y enzimdtica sobre una pequefia superficie
del cuerpo del huésped, lo que hace mds eficiente
el proceso de penetracién (Hajek y St. Leger
1994). El comportamiento germinativo de los
conidios sobre la cuticula del huésped presenta
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diversos patrones, desde la emisién de un tubo
germinativo, el cual puede ser corto o largo y per-
forar o no el integumento, e inclusive no germi-
nar (Lecuona et a4/ 1996), hasta la formacién
bidireccional o multidireccional de tubos germi-
nativos, fenémeno que se ha asociado con la
virulencia de las cepas (Talaei-Hassanloui ez al.
2007).

Después de cruzar la barrera que representa el
integumento, el hongo se desarrolla en el hemo-
cele en presencia de reacciones defensivas celula-
res (Charnley 1992). Una vez en el hemocele, el
hongo prolifera y se dispersa por el sistema circu-
latorio del insecto; los cuerpos hifales llenan el
hemocele y el insecto muere con los tejidos inva-
didos y degradados; eventualmente la hifa
emerge del caddver produciendo conidios capa-
ces de iniciar el ciclo una vez mds. No obstante
que el modelo ha sido comprobado con diferen-
tes hongos y huéspedes, el mecanismo de inva-
sién y proliferacién dentro del insecto depende
de interacciones especificas entre el insecto y el
patégeno (Hegedus y Kachatourians 1995). La
colonizacién de los diferentes 6rganos se produce
en la siguiente secuencia: cuerpos grasos, sistema
digestivo, tubos de Malpighi, hipodermis, sis-
tema nervioso, musculos y traqueas. La muerte
del insecto ocurre debido a la produccién de
micotoxinas, cambios patolégicos en el hemo-
cele, accién histolitica y bloqueo mecénico del
aparato digestivo, secundario al crecimiento de
las hifas. Después de 48 a 60 horas de la muerte
del insecto, las hifas comienzan a emerger por los
espirdculos, ano, boca y a través de las regiones
intersegmentales. Después de la muerte del
insecto, el hongo crece dentro del caddver y
todos los tejidos internos son penetrados por
hifas filamentosas.

Sintomatologia

La apariencia general de un insecto infectado
por hongos entomopatdgenos estd asociada con
el proceso de desarrollo de la enfermedad.
Durante los estados iniciales de la infeccién, en
los estados inmaduros del insecto, es frecuente
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observar sobre la superficie del cuerpo diversas
manchas necréticas de color pardo oscuro o
negro, que se asocian a los sitios por donde ha
penetrado e invadido el hongo (Poinar y Thomas
1978, McCoy et al. 1988). Conforme la infec-
cién avanza, el insecto presenta diversas alteracio-
nes fisiolégicas como convulsiones, carencia de
coordinacién y comportamientos alterados, ya
que pierde actividad y reduce el apetito o deja de
comer; en éste estado es frecuente observar el
cambio de color en los estados inmaduros, con
tonalidades oscuras o rosadas, tal como ocurre en
infecciones por Beauveria, (Fig. 1C). En algunos
casos, se ha observado la tendencia a desplazarse
hacia la superficie del suelo. Finalmente, el
insecto entra en un estado letdrgico, se paraliza,
muere y son cubiertos por una capa de micelio
blanco si se trata de una infeccién provocada por
Beauveria o Verticillium (Fig. 1D); verde oliva o
ceniciento si la infeccién fue provocada por
Metarbizium; blanco amarillento, rosa o rojo si

corresponde a  Paecilomyces. Finalmente, el

insecto se momifica sin perder su forma y tama-
fio. Como se menciond anteriormente, los insec-
tos muertos por hongos entomopatégenos no se
descomponen y en consecuencia no despiden
mal olor.

Cepas Mexicanas
En el Cuadro 2 se presentan las cepas de hon-
. T o » - s
gos aislados de “gallinas ciegas” en México, asi
como las cepas que presentan mayor potencial de
control con base en su evaluacién en laboratorio.

Evaluaciones en Laboratorio y Campo

Los hongos entomopatégenos més estudiados
contra GC han sido B. bassiana y M. anisopliae.
Con base en la literatura disponible, los bioensa-
yos contra insectos del suelo en México se regis-
tran a partir de los tltimos 26 afos, sin embargo,
la mayor cantidad de trabajos de evaluacién se
han realizado en la dltima década (Zagal 1981,
Berlanga y Herndndez 1999, Ruiz-Vega er al.
2003, Ndjera-Rincén et al. 2005, Rodriguez-del-

Cuadro 2. Cepas de hongos entomopatégenos con uso potencial contra “gallinas ciegas” en México.
’ :::;e;; Género y especie ~: Hﬁésbed o substrato Estado : Cepa::ocr;:‘ ‘::"Cial Coleccién*
75 B. bassiana Phyllophaga spp. Michoacén 6 CNRCB
Jalisco
20 M. anisopliae Phyllophaga spp. Michoacan 4 CNRCB
Jalisco
9 B. bassiana Phyllophaga spp. Guanajuato 1 CINVESTAV
4 M. anisopliae Phyllophaga spp. Guanajuato 1 CINVESTAV
16 B. bassiana Phyllophaga spp. Chiapas - ECOSUR
45 B. bassiana Phyllophaga spp. Michoacan 4 INIFAP
3 M. anisopliae Phyllophaga spp. Michoacan 0 INIFAP
9 B. bassiana Paranomala sp. Morelos 1 UAEM
7 M. anisopliae Phyllophaga sp. Morelos 1 UAEM
2 M. anisopliae Paranomala sp. Morelos —_— UAEM

*CNRCB: Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico. Direccion General de Sanidad Vegetal. CINVESTAV: Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados, Unidad Irapuato. ECOSUR: El Colegio de la Frontera Sur, Unidad San Cristobal de Las Casas, Chiapas. INIFAP: Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Uruapan, Michoacéan. UAEM: Universidad Autéonoma del Estado

de Morelos, Centro de Investigacion en Biotecnologia.
** No reportado aun.
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Bosque ez al. 2005, Herndndez-Veldzquez 2006,
Veldsquez-Cruz ez al. 2006, Veldsquez-Lopez er
al. 2006, Ndjera-Rincén ez al. 2006, Ruiz-Vega
et al. 20006). Los bioensayos han sido tanto del
tipo “prueba maxima” (Milner 1992) asi como
mediante la aplicacién de concentraciones cono-
cidas, con resultados promisorios que en algunos
casos se encuentran a nivel de pruebas bajo con-
diciones de semi-campo o campo (Salazar ez al.
1999, Nijera-Rincén e al. 2006, Ruiz-Vega er
al. 2003, Ruiz-Vega et al. 2006).

Perspectivas de Uso en México

Existen diferencias contrastantes en los resul-
tados de investigacion, por lo que el principal
reto para el trabajo con hongos entomopatdge-
nos (HEP) deberd orientarse a normalizar y
estandarizar protocolos, tanto para la elaboracién
de medios de cultivo, como tecnologias de pro-
duccién y evaluacién en laboratorio y campo
(Laengle ez al. 2005). Lo anterior con el objeto
de integrar métodos y grupos de investigacién
capaces de generar resultados confiables, que
demuestren el potencial y las ventajas del control
microbiano con hongos entomopatégenos.

Serd fundamental continuar con la bisqueda
y seleccién de cepas altamente virulentas, asi
como iniciar investigaciones sobre su mejora-
miento genético. Al mismo tiempo, serd necesa-
rio incrementar la calidad en la produccién,
formulacién y métodos de aplicacién de los HEP
(Strasser 2004). La produccién y formulacién de
los HEP en forma comercial deberd regularse y
registrarse bajo normas que aseguren la calidad y
eficiencia de los productos, asi como la suficiente
asesorfa para su manejo, aplicacién y evaluacién
por parte de técnicos y productores. En la actua-
lidad, estos agentes de control biolégico se apli-
can sin un soporte cientifico, que asegure el éxito
de su supervivencia, establecimiento, infeccién y
permanencia en el ambiente.

Finalmente, es fundamental trabajar en la
educacién de técnicos y productores para que no
conciban los HEP como una simple sustitucién
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de insumos, al compararlos frecuentemente con
los insecticidas quimicos convencionales.
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