UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y
AGROPECUARIAS

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES

EFECTOS DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS EN LA
SOBREVIVENCIA DE LA CHICHARRITA DEL MAIZ Dalbulus
taidis (Homoptera:Cicadellidae), VECTOR DE Spiroplasma kunkelii.
TESIS PROFESIONAL
PARA OBTENER EL TITULO DE:
LICENCIADO EN BIOLOGIA
PRESENTA:
SOREL JIMENA HERNANDEZ JIMENEZ
LAS AGUIJAS, ZAPOPAN, JALISCO, JUNIO 2004



UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS

COORDINACION DE CARRERA DE LA LICENCIATURA EN BIOLOGIA

COMITE DE TITULACION

C. SOREL JIMENA HERNANDEZ JIMENEZ
PRESENTE.

Manifestamos a Usted que con esta fecha ha sido aprobado su tema de titulacion en
la modalidad de TESIS E INFORMES opcién Tesis con el titulo “Efectos de hongos
entomopatdgenos en la sobrevivencia de "la chicharrita del maiz Dalbulus maidis
(Homoptera: Cicadellidae), vector de Spiroplasma kunkelii*, para obtener ia Licenciatura en
Biologia.

Al mismo tiempo les informamos que ha sido aceptado/a como Dlrector de dicho
trabajo el/la DR. GUSTAVO MOYA RAYGOZA.

ATENTAMENTE
RABAJA"
Las Agujas, Zapo |Jal., 10 de abril del 2003

%ﬂ#ﬁd é/frnwn dha %fuf
M.C. LETICIA HERNANDEZ LOPEZ ]
SECRETARIO DEL COMITE DE TITULACION

¢.c.p. DR. GUSTAVO MOYA BAYGOZA.-Director del Trabajo
c.c.p. Expediente del alumno

MERL/LHL/mam

Km. 15.5 Carretera Guadalajara - Nogales
Predio “Las Agujas”, Nextipac, C.P. 45110 o AP 39-82



Forma C

PRESIDENTE DELCOMITE DE TITULACION

CARRERA DE LICENCIADO EN BIOLOGIA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS
PRESENTE.

Por medio de la presente nos permitimos informar a usted que habiendo revisado el trabajo de Titilacion,
modalidad: ~ TESIS E INFORMES
opcién: TESIS

con el titulo: Efectos de hongos entomopatdgenos en la sobrevivencia de la chicharrita del maiz
Dalbulus maidis (Homoptera: Cicadellidae), vector de Spiroplasma kunkelii )

que realizé el (la) pasante: Sorel Jimena Herndundez Jiménez con numero de
cédigo: 699000082 consideramos que ha quedado debidamente concluido, por lo que ponemos a
su consideracion ¢l escrito final para autorizacion de impresion.

Sin otro particular, agradecemos de antemano la atencidén que se sirva brindar a la
presente y aprovechamos la ocasion para enviarle un cordial saludo

ATENTAMENTE

-
GusMya Rayg;?(

EL DIRECTOR DEL TRABAJO

COORDAACION OE LA CARRERA DE
LICENCUADO BX BILOGIE

EXCLUSIVO COMITE DE TITILACION

SINODALES
F
1.- Dr. Gil Virgen Calleros / i /0%
2.- M.C. J. Jesits Ruiz Moreno _ ittt A, R =
3.- M.C. Luis Villasefior Ibarra?’ ) i
I ,,7“1

SUPL. M.C. Hilda Cuevas Contreras /’:'L




Un agradecimiento muy especial a CONACYT por apoyar el proyecto con clave 38689-B
titulado, “Interaccién entre insectos vectores de enfermedades a plantas, patdgenos y
enemigos naturales: un estudio pionero™ por otorgarme una beca para participar en este

proyecto.



AGRADECIMIENTOS

AGRADEZCO al Dr. Gustavo Moya por darme la oportunidad de demostrar que soy capaza de
llevar acabo una responsabilidad de este tipo como fue realizar mi tesis e ir en contra de su
naturaleza y confiar en mi.

A mis padres por todo, por la vida que me dieron, por el apoyo que tengo de ellos y por su carifio,
y sobre todo por que me han ensefiado, a enfrentar los momentos mas dificiles de mi vida y salir
adelante, muchas gracias papas.

A mis hermanos por que me alentaron a salir adelante y ser parte fundamental de mi vida.

A mi tio Jesis por que nunca me ha dejado sola y siempre esta conmigo.

A Armando por haber estado conmigo en esos instantes y apoyarme siempre, aun sin tener la
obligacion de hacerlo.

Y finalmente a todas las personas que me ayudaron para realizar este trabajo, como mis sinodales
y mi asesora en el Centro Nacional de Referencia de Control Biologico; Angélica Berlanga Padilla
que sin todos ellos no hubiera sido posible la elaboracion del mismo.



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mi padres, a mi director de tesis, a mis hermanos y a mis amigos.

Y a las personas que me ayudaron del Centro Nacional de Referencia Control Biologico.

ii



INDICE DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS.....ccitiiiuiiiiiuerniiiie ittt tsisiicnecresnsasaeseteiinmerisenrranen i
10 08 1) [OF-0 N0 ) 34 7. VPP RPN ii
INDICE DEL CONTENIDO...ccuitiiiiiiiiiniiiiinceitii et esennaa e il
RESUMEN. ..o iiiiiiitiittiiiirraersinssststssistssstesssssssatssaesssssssastesssesasassesssnsssmrmn iv
INTRODUCCION. ...c.uvimiiieieeesniiiictetet st es e ssas s st ese s sssssessos 1
(0033 ) 3 5 R 8 X T TP PPN 2
REVISION BIBLIOGRAFICA....cc.ceruiruiruenntictmirintieneesrieeiinsesneecseseesaesusennens 3
Chicharrita (Dalbulus Maidis)..........cccoevviniiiiiiiiiiiiiiiiiiieriraas e 3
Patogeno (Spiroplasma Kunkelii)........co.ouvvuviierniiinromiiiiiiiiiieiiininiiriiiiivicinsnenen, 4
Interaccion Patégeno — Vector.............. SR et e ereeeae e e et s b e e e ertesenene e 5

Hongo entomopatégeno (Metarhizium anisopliae)...............coooveveviienininiiinn i

Interaccién Hongo Entomopatogeno — VeCtor.....c.oeuuvvaiininininiiiiiiiiiiiiini i eeena 8
MATERIALES Y METODOS.....cuiiiiiiiiiiniiiniininit et iisna s e vt snaneenssssssssonnes 9
ANALISIS ESTADISTICO......couviiiiitiiiiiiininirenicnncccnite e sssssssssssseens 10
RESULTADOS. ...ttt it s saaes s e st sa s e sasansasnesas 13
Porcentaje de sobrevivencia de adultos de Dalbulus maidis 13
Porcentaje de sobrevivencia de ninfas de Dalbulus maidis................cccovveninininininnnn. 15
Porcentaje promedio de sobrevivencia de ninfas y adultos de Dalbulus maidis............. 17

Porcentaje de sobrevivencia de adultos de Dalbulus maidis a los 20 dias de aspersion....19
DISCUSION......ccoiirimiuniiiiniiietenntie st rtent et n et sa s et seaenes 21
CONCLUSIONES. ... ottt ettt s e et sree e s e s erasseaessaensins 23
LITERATURA CITADA........vvveoneeesoseessressssssseensssssssssensssessese s 24



v

RESUMEN

Se efectué un estudio bajo condiciones de laboratorio para determinar el efecto del hongo
entomopatdgeno Metarhizium anisopliae (aislamiento M366) en la sobrevivencia de adultos y
ninfas de la chicharrita del maiz Dalbulus maidis antes y después de adquirir la bacteria
Spiroplasma kunkelii que causa el achaparramiento del maiz. La sobrevivencia de las chicharritas
adultas y ninfas fue afectada negativamente cuando hospedan a S. kunkelii y M. anisopliae. Por
otro lado, M. anisopliae afecta por igual la sobrevevivencia de las chicharritas cuando estas tienen

poco tiempo (un dia) o mucho tiempo (20 dias) de haber adquirido a S. kunkelii.




1. INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos mas importantes para nuestro pais. Uno de los problemas
que se presentan en este cultivo es la presencia de plagas como es la chicharrita del maiz
Dalbulus maidis (Delong & Wolcott) (Homoptera: Cicadellidae). Este insecto es un
vector importante debido a que transmite la enfermedad conocida como el

“achaparramiento del maiz” (Barnes, 1954).

Ademas el maiz es el producto agricola de mayor importancia para los pueblos
Mesoamericanos, por ser su principal fuente alimenticia. La produccion de este cereal es
disminuida por las ninfas y adultos de D. maidis considerada la plaga mas importante del
maiz en América Latina, debido a que transmite eficientemente tres patdgenos; entre los
que se encuentra la bacteria Spiroplasma kunkelii (Whitcomb) que provoca la

enfermedad del “achaparramiento det maiz”.

Dalbulus maidis estd ampliamente distribuida, encontrandose desde el sur de los

Estados Unidos de América hasta Argentina (Nault y Bradfute,1979).

Uno de los recursos para controlar a . maidis es el uso de hongos entomopatdgenos,
como Metarhizium anisopliae (Mitch.) Sorokin, ya que se ha encontrado que este hongo
tiene una alta patogenicidad sobre ninfas y adultos de D. maidis cuando no son portadores

de la bacteria S. kunkelii (Ibarra, 2003).

Sin embargo no existen reportes sobre las interacciones hongo (M. anisoplics; -

patogeno (S. kunkelii) - vector (D. maidis). El conocimiento de esta interaccién permitira



establecer si el hongo afecta el desarrollo del patégeno dentro del vector. Esto establecera
resultados de estrategias de manejo para agricultores de maiz en México y América

Latina, ya que gran mimero de ellos se dedican a la produccién de maiz para subsistir.

El presente trabajo pretende mostrar como el hongo M. anisopliae interacciona con el
patégeno S. kunkelii dentro del vector D. maidis, y si es afectada la sobrevivencia de

adultos y ninfas de D. maidis.

2. OBJETIVOS

{.-Determinar la sobrevivencia de adultos y ninfas de D. maidis cuando primero
adquieren la bacteria S. kunkelii y luego son atacados por el hongo entomopatogeno M.
anisopliae 'y cuando primero son atacados por el hongo entomopatégeno y luego

adquieren la bacteria.

2.-Determinar la sobrevevivencia de adultos de D. maidis asperjados con M. anisopliae

auno y 20 dias después de adquirir la bacteria.




3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Chicharrita (Dalbulus maidis).

Dalbulus maidis se clasifica dentro de la clase Insecta, orden Homoptera y familia
Cicadellidae (Nault, 1990). La chicharrita de! maiz es un insecto pequefio de 3.0 a 4.4
mm de largo cuando estd en estado adulto. Su distribucion se da desde el sur de los
E.U.A. hasta Argentina, pasando por México, Centro América y las Islas del Caribe.
Dalbulus maidis se encuentra distribuida en todas las altitudes donde se cultiva maiz

(Nault, 1990), sin embargo predomina en altitudes menores a los 750m (Barnes, 1954).

Los individuos de D. maidis necesitan de 23 dias a 26° C y 50% de humedad relativa
para llegar a estado adulto desde la ovoposicion. Antes de llegar a ser adultos necesitan
pasar por cinco estadios ninfales. Tanto ninfas y adultos de esta especie son eficientes

transmisores de la bacteria, espiroplasma del maiz (S. kunkeliiy (Nault, 1990).

Se demostré que los adultos D. maidis viven de 26 a 51 dias a 21° C. También se
estudio el tiempo promedio de sobrevivencia para los estadios ninfales I~V que vario de
11.6 a 33.6 dias a 10° C para el estadio I, 6.3 — 13.3 dias a 15.6° C para el estadio 1, 2.5 ~
3.8 dias a 26.7° C para el estadio III, 2.4 — 4.4 dias a 32.2° C para el estadio IV, y por
altimo de 2.3 -4.8 dias a 32.2 °C para el estadio V. Las longevidades mayores para
adultos fueron a temperaturas de 15.6° C y las mas bajas a 32.2° C (Sharma er al., 2001).

Dalbulus maidis en condiciones favorables incluye tasas de desarrollo rapido durante los



estadios ninfales y la utilizacion que hacen los adultos de la primera generacion de la vena
media del maiz para poner sus huevesillos, es un requisito previo para el desarrollo de una
segunda generacién vigorosa. Puesto que el habitat del maiz es corto, las chicharritas se
especializan en el maiz pasando sus etapas de supervivencia del invierno como adultos
méviles (Madden et al., 1986). La adopcién del maiz como huésped, hecha por D. maidis,
se piensa que ocurrié cuando se domestico por primera vez el maiz a partir de sus

parientes teosintes (Nautt, 1990).

3.2 Patégeno (Spiroplasma kunkelii).

Se clasifica dentro de la clase Mollicutes y orden Mycoplasmatales, su morfologia es de
tipo filamentosa y helicoidal (Whitcomb, 1981), mide 0.2 —0.25 x 3 ~ 15 micras, tiene
movimientos contractiles, a menudo con cuerpos esféricos unidos, no pose pared celular y
es relativamente pequefio en comparacion con otras bacterias, s6lo contiene de 580 kb a

2,200 kb de secuencia geondmica (Purcell, 1982).

Spiroplasma kunkelii es muy frecuente en el floema del maiz; donde es  succionada
por D. maidis. Este vector tiene una asociacion de simbiosis con el patdgeno debido a que
es transportado de planta a planta por D. maidis, a cambio el espiroplasma le proporciona
al vector resistencia a bajas temperaturas y capacidad para sobrevivir durante el invierno

Mexicano (Nault, 1990).



La enfermedad que ocasiona S. kunkelii en el maiz es llamada “achaparramiento del
maiz,” que se caracteriza por formar areas cloroticas en la base de las hojas, para después
formar bandas amarillas a lo largo de las mismas, en este caso, también se acortan los
entrenudos, presentdndose enanismo y mazorcas estériles, asi como una ramificacion
excesiva en las raices; si la infeccion es tardia las mazorcas quedan con pocas semillas.
Entre méds temprana sea la infeccidon se presentardn los sintomas mdas severos. La
sintomatologia varia segiin las condiciones climaticas, el cultivar y la presencia conjunta

con otros patogenos (Purcell, 1982).

Spiraplasma  kunkelii pasa por las siguientes estructuras de D. maidis. Primero
atravesando el epitelio, sobreviviendo en la hemolinfa, después cruza las células
epiteliales llegando a las glandulas salivales y desde donde es inoculado en la planta

mientras la chicharrita succiona la savia (Ozbek et al., 2003).

3.3 Interaccion Patégeno — Vector.

Ebbert y Nault (1994) reportaron que la exposicion de tres poblaciones de D. maidis al
S, kunkelii, sobre la sobrevivencia de D. maidis de elevaciones bajas tienen mayor
porcentaje de sobrevivencia cuando se mantuvieron bajo tres regimenes alimenticios (sin
alimento, con avena, o con maiz) que simulan el comienzo de la estacion seca. El
espiroplasma recibe el beneficio de ser dispersado mas rapido y eficientemente por las
poblaciones de D. maidis de altitudes bajas, mientras que las poblaciones del insecto de

altitudes bajas son beneficiadas al incrementar su sobrevivencia, lo que posiblemente les



permite encontrar su planta hospedera primaria (maiz), que se cultiva con irrigacion

durante la estacion seca.

En un estudio reciente se encontré que los adultos de la especie D. maidis infectados
por S. kunkelii son significativamente mas tolerantes a temperaturas bajo cero que los
insectos no infectados. También se determind que era mas probable que las hembras de la
especie D. maidis infectadas por S. kunkelii respondieron al escape mas rapido, que las no

infectadas (Nault, 1990).

3.4 Hongo Entomopatogene (Merarhizium anisopliae).

Metarhizium anisopliae se clasifica en su fase sexual dentro de la clase Euascomycetes,
subclase Pyreromycetidae, orden clavicipitales y familia Clavicipitacea pero en su fase

asexual (anamorfa) se clasifica como un Deuteromicete (Herrera y Ulloa, 1998).

Las enfermedades fungosas de insectos son muy comunes, Yy en ocasiones lo
suficientemente severas como para causar epizootias que llegan a eliminar casi
completamente una poblacién de insectos (Herrera y Ulloa, 1998). La interaccion que
ocurre entre ¢l hongo y el insecto es extremadamente compleja y depende de

interacciones especificas entre el hospedero y el entomopatégeno (Hejek y Leger, 1994).

El primer intento de control microbiano con M. anisopliae fue realizado por
Metschnikoff en 1879 para control de larvas del curculiénido Cleonus punctventris Germ

en remolacha azucarera. En 1884 Krassilstschik, contimio con estos estudios obteniendo



un control de 50 a 80% del insecto después de 10 a 15 dias de aplicacion. Apartir de esa
época, con la diversidad de variedades y razas de M. anisopliae que se reportan, se han
realizado estudios sobre su efecto en diversas especies de insectos, ya que es reportado
como un patégeno natural de mas de 200 especies de insectos de diferentes ordenes,
incluyendo plagas de importancia econémica. Metarhizium anisopliae tiene un registro de
hospedantes de 26 géneros de insectos de los cuales 20 especies han sido identificadas

(McCoy et al., 1988).

El manejo de M. anisopliae se realiza mediante esporas en latencia, pasando a una
fase infectiva que inicia cuando las esporas se pegan a los insectos, germinando y
penetrando en la cuticula mediante la produccidon de enzimas. La reproduccion interna es
muy rapida y el hongo se establece en el hospedero donde hay invasion de tejidos y del
hemocele, produccion de toxinas y muerte. Después de la muerte del insecto (5 — 8 dias)
se inicia un proceso de micelacién'y esporulacion que depende de las condiciones
ambientales con una humedad relativa alta. La enfermedad causada por los
entomopatdgenos se desarrolla en corto tiempo y la plaga presenta sintomas de poca
movilidad, baja actividad alimentaria, parélisis desorientacidn, cambio de color y

finalmente la muerte (Orius, 2001).

Los adultos infectados por M. anmisopliae presentan movimientos lentos, no se
alimentan, reducen su radio de vuelo y las hembras, dejan de efectuar las oviposturas; las
ninfas infectadas disminuyen sus movimientos, mueren y se tornan momificadas. Tanto

adultos como ninfas presentan inicialmente un crecimiento micelial blanco sobre su



cuerpo que cuando esporula se torma verde, debido probablemente a que las condiciones

en que habitan son inadecuadas para el proceso de esporulacion del hongo (Alves, 1986).

3.5 Interaccion Hongo Entomopatogeno - Vector.

Ibarra, (2003) reporto que €l aislamiento M362 de M. anisopliae variedad acridium
produjo una mortalidad en 10.5 dias, matando significativamente mas rapido a los adultos
de D. maidis que otros aislamientos. En otros estudios se ha encontrado que esta especie
de hongo puede matar a otros homopteros en menos dias, debido a que los afidos son

muertos a los 7 dias después de la aspersion (Hall, 1980).

El tiempo promedio m}'nimo en matar de este aislamiento (M362) fue de 11.0 dias. Lo
anterior significa que este aislamiento podria matar al vector antes de que este transmita
al patogeno S. kunkelii, debido a que es necesario un periodo de latencia (tiempo que es
adquirido) de entre dos y tres seménas para que D. maidis transmita al patégeno (Ibarra,

2003).

Los resultados de la aplicacion M anisoplige en ninfas de la Mosca pinta
(Homoptera: Cercopidae) en pastizales para ganado en Guatemnala provoco un descenso
con un promedio al inicio de la prucba de 45.7% de ninfas por metro cuadrado en el area
tratada, donde la densidad del insecto fue disminuyendo semanalmente a 42.7%,
13.3%%.3.1% hasta 1.2% ninfas por metro cuadrado al final de la prueba, a las cinco

semanas de la primera aplicacion del hongo (Toriello et al ., 1999).



Aparentemente la fase del insecto mds sensible al ataque del hongo es el aduito,
debido a que se encuentran mds frecuentemente micomizados, sin embargo altos indices
poblacionales de insectos que mueren en esa fase fueron infectados en un estadio ninfal

(Alves, 1986).

Pero como se ha visto en otros experimentos por ejemplo en huevos y ninfas de
Aeneolamia varia (Fabricius) (Homoptera: Cercopidae) que fueron infectados con M
anisopliae bajo condiciones controladas. Se encontrd que no hubo efecto patogénico en
los huevos de 4. varia y sobre las ninfas causo una mortalidad promedio de 46.1% y en el
testigo fue 20.9%. La mortalidad en los huevos se presento cuando se rocié la cepa de M.
anisopliae ocho dias antes de su eclosidn, causando una mortalidad de 58.5%. Al
aplicarlo al momento de la eclosién, la mortalidad fue del 34.1%. La mortalidad promedio

en el testigo de esta prueba fue del 20.9% (Arango ef al.,, 1994).

4. MATERIALES Y METODOS

El aislamiento o biotipo utilizado para este experimento fue el M366 del hongo M
anisopliae, debido a que este aislamiento resulto tener buenos efectos contra adultos de
D. maidis que no poseian la bacteria S. kunkelii (Ibarra, 2003). La colonia de D. maidis
usada en los experimentos fue obtenida de un cultivo de maiz, localizado en Colima,

Colima. La variedad de maiz utilizada en los experimentos fue Tuxpeio.



La preparacién de la solucién con esporas del hongo se efectud de la siguiente manera.
Las esporas del aislamiento se diluyen en 500 ml. de agua estéril y se agregan 2 6 3 gotas
de Estravon 80, como dispersante. De la anterior solucion se colocd una gota en la camara
de Beuwer v se realizd el conteo de esporas en el microscopio. Se determino en el
microscopio el numero de esporas/ml. y se realizaron diluciones para llegar a una

concentracion de esporas a 1 X 107,

El experimento se realizo dentro de un cuarto de cria que estuvo acondicionado a 25°
C + 2, 50% de humedad relativa y un foto periodo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad.
Los experimentos se llevaron acabo en el Centro Nacional de Referencia de Control

Biolégico, en Tecoman, Colima.

Determinar la sobrevivencia de adultos de D. maidis cuando primero adquieren la
bacteria S. kunkelii y luego son atacados por ¢l hongo entomopatégeno M. anisopliae
biotipo M366 y cuando primero son atacados por el hongo entomopatégeno y luego

adquieren a la bacteria.

Un grupo de adultos de D. maidis de una semana de edad fueron puestos en un periodo
de adquisicion de 72 horas, en plantas de maiz con sintomas de S. kunkelii. Un segundo
grupo fue confinado a plantas de maiz sanas también por 72 horas. Después del anterior
periodo los adultos de ambos grupos se pasaron a plantas de maiz sanas. De estos dos
grupos se tuvieron cinco tratamientos; el primero, fue representado por adultos que
adquirieron S. kunkelii y luego se les aplico un hongo entomopatogeno, el segundo fueron

aduitos que se les aplico el hongo y luego adquirieron a S. kunkelii, el tercero fueron
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adultos que adquirieron S. kunkelii, pero no se les aplico el hongo, el cuarto fueron
adultos que no adquirieron S. kunkelii pero si se les aplico €l hongo y el quinto fueron

adultos que no adquirieron a S. kunkelii y no se les aplico el hongo (individuos sanos).

A los individuos bajo los cincos tratamientos se les determiné su sobrevivencia, cada
" 24 horas. En cada tratamiento se usaron 12 cajas tipo botella. Cada botella contenia una
plantula de maiz con cinco individuos de D. maidis. Por lo tanto se tuvieron 60

chicharritas por tratamiento.

Determinar la sobrevivencia de ninfas de D. maidis cuando primero adquieren la
bacteria S. kunkelii y luego son atacadas por el hongo entomopatégeno M. anisopline
biotipo M366 y cuando primero son atacadas por el hongo entomopatigeno y luego

adquieren a la bacteria.

Un grupo de ninfas de D. maidis de una semana de edad fueron puestas en un periodo
de adquisicién de 72 horas, en plantas-de maiz con sintomas de S. kunkelii. Un segundo
grupo fue confinado a plantas de maiz sanas también por 72 horas. Después del anterior
periodo las ninfas de ambos grupos se pasaron a plantas de maiz sanas. De estos dos
grupos se tuvieron cinco tratamientos; el primero, fue representado por ninfas que
adquirieron S. kunkelii y luego se les aplico un hongo entomopatégeno, el segundo fueron
ninfas que se les aplico el hongo y luego adquirieron a S. kunkelii, et tercero fueron
ninfas que adquirieron S. kunkelii, pero no se les aplico el hongo, el cuarto fueron ninfas
que no adquirieron S. kunkelii pero si se les aplico el hongo y el quinto fueron ninfas que

no adquirieron a S. kunkelii y no se les aplico el hongo (individuos sanos).
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A los individuos bajo los cincos tratamientos se les determind su sobrevivencia, cada
24 horas. En cada tratamiento se usaron 12 cajas tipo botella. Cada botella contenia una
plantula de maiz con cinco individuos de D. maidis. Por lo tanto se tuvieron 60

chicharritas por tratamiento.

Determinar la sobrevivencia de adultos de D. maidis asperjados con M. anisopliae

biotipo M366 a uno y veinte dias después de adquirir la bacteria.

Un grupo de adultos de D. maidis se pusieron en un tiempo de adquisicion por 72 horas
en plantas de maiz enfermas por S. kunkelii. Un segundo grupo fue confinado a plantas
de maiz sanas. Después ambos grupos fueron pasados a plantas de maiz sanas. De estos
dos‘ grupos se tuvieron dos tratamientos; el primero fue representado por adultos que
adquirieron S. kunkelii y luego se les aplico el hongo entomopatégeno a los 20 dias
después de la adquisicion y el segundo ﬁxeron adultos que no se les aplica el hongo

(individuos sanos).

Un tercer grupo de adultos de D. maidis se puso en un tiempo de adquisicién por 72
horas en plantas de maiz enfermas por S. kunkelii. Un cuarto grupo fue confinado a
plantas de maiz sanas. Después ambos grupos fueron pasados a plantas de maiz sanas. De
estos dos grupos se tuvieron dos tratamientos; el primero fue representado por adultos que
adquirieron S. kunkelii y luego se les aplico el hongo entomopatdgeno a un dia después de
la adquisicién y el segundo fueron adultos que no se les aplica el hongo (individuos

$anos).

A los individuos bajo los cuatro tratamientos se les determind su sobrevivencia, cada

24 horas. En cada tratamiento se usaron 12 cajas tipo botella. Cada botella contenia una



plantula de maiz con cinco individuos de D. maidis. Por lo tanto se tuvieron 60

chicharritas por tratamiento.

5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de varianza fue utilizado para hacer las comparaciones de los porcentajes de
sobrevivencia y promedio de dias en morir. Las diferencias entre las medias fueron
determinadas con la prueba Tukey a un nivel de P = 0.05. Ambas pruebas fueron

efectuadas con el programa Olivares 1994.

6. RESULTADOS

6.1 Porcentaje de sobrevivencia de los adultos de Dalbulus maidis durante los

primeros 25 dias después de ser asperjados con Metarhizium anisopliae.

El porcentaje de sobrevivencia de los adultos de D. maidis fue diferente entre los cinco
tratamientos (Figura 1), donde se observé que el porcentaje mas alto fue en el tratamiento
cinco, siendo el de los adultos sanos con un 100% de sobrevivencia hasta el dia seis
llegando al 80.4% en el dia 25. En el tratamiento tres, los adultos que sélo adquirieron la

bacteria S. kunkelii, mostraron un porcentaje de sobrevivencia de 100%,

13
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nada mas el primer dia y apartir del dia 12 hasta el dia 25 tuvieron un 48.3% de
sobrevivencia. En el tratamiento cuatro, los adultos que se les asperjo M. anisopliae sin
adquirir la bacteria S. kunkelii; presentaron un porcentaje de 100% los primeros cuatro
dias, llegando al 16.7% apartir del dia 22 hasta el dia 25. En el tratamiento dos donde los
adultos primero se les asperjo M. anisopliae y después adquirieron S, kunkelii
mostraron un porcentaje de sobrevivencia de 100% tnicamente el primer dia, llegando a
un 8.3% de sobrevivencia apartir del dia 22 hasta el dia 25 (Foto 1). Por ultimo, en el
tratamiento uno, los adultos que adquirieron S. kunkelii y después sen les asperjo M.
anisopliae tuvieroﬁ un porcentaje de sobrevivencia del 100% hasta el dia tres y un 0.0%

a partir del dia 15 hasta el dia 25.

Fig.1. Sobrevivencia de Dalbulus maidis adultos después de ser asperjados
con Metarhizium anisopliae .
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Foto. 1. Chicharrita adulta con micelio a los 25 dias de ser asperjada con M.

anisopliae (Tratamiento dos).

6.2 Porcentaje de sobrevivencia de las ninfas de Dalbulus maidis durante los

primeros 25 dias después de ser asperjados con Metarhizium anisopliae.

El porcentaje de sobrevivencia de ninfas de D. maidis fue diferente entre los cinco
tratamientos (Figura 2), donde se observé que el porcentaje mas alto fue >del tratamiento
cinco, siendo el de las ninfas sanas con un 100% de sobrevivencia hasta el dia seis
declinando a partir del dia siete con un 85% al dia 25. El tratamiento que le siguio, fue el

tres de las ninfas que s6lo adquirieron la bacteria S. kunkelii, teniendo un porcentaje de
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porcentajes de sobrevivencia de

sobrevivencia de 100%, nada mas el cuarto dia y apartir del dia 12 hasta el dia 25 tuvo un
66.6% de sobrevivencia. El siguiente tratamiento fue el cuatro, el de los adultos que se les
asperjo M. anisopliae sin adquirir la bacteria S. kunkelii; con un porcentaje de 100% los
cinco primeros dias, llegando al 5% apartir del dia 16 hasta el dia 25. El pentltimo
tratamiento fue el dos, donde las ninfas primero se les asperjo M. anisopliae 'y después
adquirieron S. kunkelii con un porcentaje de sobrevivencia de 100% los primeros dos
dias, llegando a un 3.3% de sobrevivencia apartir del dia 13 hasta el dia 25. Por ultimo
esta el tratamiento uno de los adultos que adquirieron S. kunkelii y después sen les asperjo
M. anisopliae con un i;orcentaje de sobrevivencia del 100% hasta el dia dos y conun 0%

a partir del dia 18 hasta el dia 25 (Foto 2).

Fig. 2. Sobrevivencia de Dalbulus maidis ninfas despues de ser
asperjadas con Metarhizium anisopliae .
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Foto. 2. Chicharrita ninfa con micelio a los 25 dias de ser asperjada con M.

anisopliae (Tratamiento uno).

6.3 Porcentaje promedio de sobrevivencia a los 25 dias de aspersién en ninfas y

adultos de D. maidis.

El promedio de sobrevivencia de las ninfas tuvo una significativa diferencia entre
tratamientos (Cuadro 1). El mas alto promedio fue del tratamiento tres y cinco con un
promedio de 69.6% y 85.0%, respectivamente. Mientras que los que presentaron menor

sobrevivencia fueron el tratamiento cuatro teniendo un promedio de 5.0%, el tratamiento




dos con un promedio de 3.3%, y el tratamiento uno con un promedio de 0.0% de

sobrevivencia.

El promedio de sobrevivencia de los adultos entre tratamientos fue significativamente
diferente (Cuadro 1). El més alto promedio fue para el tratamiento cinco con un 80.4%,
mientras que los que tuvieron menor promedio de sobrevivencia fueron el tratamiento
cuatro teniendo un promedio de 16.7%, el tratamiento dos con un promedio de 10.0% y el

tratamiento uno con un promedio de 0.0% de sobrevivencia.

Cuadro 1. Porcentaje promedio de sobrevevivencia en ninfas y adultos a los 25 dias
de aspersion de Metarhizium anisopliae.

Ninfas
Trata. 1 Trata.2 Trata. 3 Trata. 4 Trata. 5
S k+Ma Ma+ Sk Sk Ma D. maidis sanos
0.0(B) 3.3(B) 69.6 (A) 5.0 (B) 85.0 (A)
n=50 n=60 n=50 n=60 n=60
Adultos
Trata. 1 Trata.2 Trata. 3 Trata. 4 Trata. 5
Sk +Ma Ma+ Sk Sk Ma D. maidis sanos
0.0(B) 10.0 (B) 48.0 (AB) 16.6 (B) 80.4 (A)
n=50 n=60 n=50 =60 n=60

n= niimero de individuos probados.

Promedio con letras iguales son significativamente similares con la prueba Tukey a
un nivel de P =0.05.
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6.4 Porcentaje de sobrevivencia de adultos de D. maidis asperjades con M. anisopliae

a uno y 20 dias después de adquirir S. kunkelii.

No existi6 diferencia en los porcentajes de sobrevivencia entre adultos de 20 dias
(Figura 3) y un dia (Figura 4) después de adquirir S. kunkelii. En los adultos de 20 dias
después de adquirir S. kunkelii, y donde se asperjo el hongo M. anisopliae, el porcentaje
fue de 100% los primeros dos dias, descendiendo apartir del dia cinco. En cambio en el

testigo hubo una sobrevivencia del 100% hasta el dia 20.

En los adultos con un dia después de adquirir S. kunkelii. El testigo tuvo un porcentaje
de sobrevivencia de 100% hasta el dia cinco y descendiendo a 67.8% apartir del dia 15
hasta el dia 20, por lo contrario en los adultos donde se asperjo el hongo el porcentaje fue

de 100% hasta el dia tres y descendiendo apartir del dia cinco.
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Fig. 3. Sobrevivencia de Dalbulus maidis adultos asperjados con Metarhizium
anisopliae a los 20 dias después que los adultos adquirieron la bacteria.
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Fig. 4. Sobrevivencia de Dalbulus maidis adultos asperjados con Metarhizium
anisopliae a un dia después que los adultos adquirieron la bacteria.
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7. DISCUSION

La sobrevivencia de la chicharrita del maiz D. maidis es afectada negativamente cuando
hospeda a la bacteria S. kunkelii y al hongo entomopatdgeno M. anisopliae. Lo anterior
fue encontrado en este estudio cuando los adultos de la chicharrita primero adquirieron a
S. kunkelii y luego fueron asperjados con M. anisiopliae y cuando primero fueron
asperjados con M. anisopliae y luego adquirieron a S. kunkelii. El anterior patrén también
se encontré cuando ninfas de la chicharrita primero adquirieron a S kunkelii y luego
fueron asperjadas con M. anisoplige. Resultados similares han sido reportados en
insectos que son habitados por dos patogenos. Tal es el caso de las termitas Coptotermes
Jormosanus (Shiraki) (Isoptera: Rhinotermitidae), quienes tienen un relacién simbidtica
con una bacteria xiléfaga, que se encuentra en el intestino medio. Al aplicar el hongo M.
anisopliae sobre termitas con la bacteria, estas tuvieron entre un 98.6% y 100% de
mortalidad (Lecuona ef al., 1996). El mismo efecto negativo sobre un insecto huésped ha
sido reportado en los homépteros de las familias Aleyrodidae y Coccidae, los que son
portadores del virus de la tristeza de los citricos y son asperjados con el hongo

Aschersonia aleyrodis (Lecuona et al., 1996).

Los anteriores resultados son positivos para tratar de controlar las poblaciones de D.
maidis en cultivos de maiz, debido a que los individuos portadores de S. kunkelii
descrecen en sobrevivencia mas rapido que los individuos que no tienen la bacteria

cuando ambos son asperjados con M. anisopliae. Por lo tanto, la dispersién o propagacién
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de la bacteria en un cultivo de maiz podria ser disminuida debido a que el hongo mata

mas rapido a los individuos vectores.

Por otro lado, el hongo M anisopliae afecta por igual la sobrevivencia de la
chicharrita del maiz cuando esta tiene poco tiempo (un dia) o mucho tiempo (20 dias) de
haber adquirido la bacteria S. kunkelii. Es esperado que a mayor tiempo de haber
adquirido la bacteria exista mayor cantidad de esta dentro del vector (Nault, 1994) y
posiblemente mayor proteccién contra entomopatégenos como M. anisopliae.  Sin
embargo, los resultados de este estudio no sostienen esa hipétesis, debido a que ambos
grupos (un dia y 20 dias) mostraron una sobrevivencia similar al aplicarles M. anisopliae.
Es posible que la bacteria no tenga un efecto en el sistema inmunolégico del insecto, por
lo tanto la cantidad de bacteria no es un factor que impida la invasion del hongo dentro
del vector. Sobre ese respecto, en otro caso de estudio se reporto que laAinfecci()n del
huésped Drosophila por Spiroplasma no induce y no inhibe la respuesta inmune del

huésped (Hurst ef al., 2003).

Lo anterior es de gran utilidad en términos de control debido a que los individuos

patogénicos dentro de una poblacion podrian ser disminuidos mas rapidamente.
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8. CONCLUSIONES

1. El hongo entomopatégeno M. anisopliae afecté drdsticamente la sobrevivencia de la

chicharrita del maiz aun cuando esta lleva en su cuerpo a la bacteria S. kunkelii.

2. El hongo M. anisopliae afecta por igual la sobrevivencia de la chicharrita cuando esta
tiene un dia y 20 dia de haber adquirido la bacteria S. kunkelii. Por lo tanto una mayor
cantidad de bacteria (20 dias) no implica una mejor defensa contra organismos

patogénicos como M. anisopliae.




9, LITERATURA CITADA

Alves, S. B. 1986. Fungos Entomépatogenicos. Control Microbiano de Insectos.

Edt. Manole. Brasil. 417 pp.

Arango, G. L., C. Torres, ¥ S. L. Lapionte. 1994. Patogenicidad de tres cepas de
Metarhizium anisopliae sobre huevos y ninfas Aeneolamia varia (Fabricius)

(Homoptera: Cercopidae). Revista Colombiana de Entomologia 20: 43-46.

Barnes, D. 1954. Biologia, ecologia y distribucién de las chicharritas, Dalbulus
elimatus (Ball) y Dalbulus maidis (DeL. & W.) Folleto Técnico, Numero 11.
Secretaria de Agriculturay Ganaderia, Oficina de Estudios Especiales, México, D.

F. 112 pp.

Ebbert, M. A,y L. R. Nault. 1994. Improved overwintering ability in Dalbulus
maidis (Homoptera: Cicadellidae) vectors infected with Spiroplasma kunkefii

(Mycoplasmatales: Spiroplasmataceae). Environmental Entomology 23: 634- 644.

Hejek, A. E, y R. J. St Leger. 1994. Interaction between fungal pathogens and

insect hosts. Annu. Rev. Entomol. 39:293-322.

Hall, R. A. 1980. Comparison of laboratory infection of aphids by Metarhizium

anisopliae and Verticillium lecanii. Ann. Appl. Biol. 95: 159-162.

Herrera T., y M. Ullba. 1998. El reino de los hongos, Ed. Fondo de cultura

econémica, México. Pp. 392 - 393.

Hurst, G. D. D., Anbutsu, H. Kutsukake, y M. Fukatsu, T. 2003. Hidden from the

host: Spiroplasma bacteria infecting Drosophila do not cause an immune

24




response, but are suppressed by ectopic immune activation. Insect Molecular

Biology 12: 93-97.

Ibarra, A. G. 2003. Efecto de hongos entomopatogenos en la chicharrita del maiz

(Dalbulus maidis) (Homoptera: Cicadellidae). Universidad de Guadalajara. 28 pp.

Lecuona, R., E. Papierok B, y Riba G. 1996. Técnicas empleadas con hongos
entomopatogenos. 143-150 pp. In Microorganismos patogenos empleados en el

control microbial de insectos plaga. R. E Lecuona (ed.). Argentina. 338 pp.

Madden, L. V.,L. R. Nault, S. E. Heady, y W. E. Styer. 1986. Effect of
temperature on the population dynamics of three Dalbulus Leafhoppers species.

Ann. Appl. Biol. 108:475-751.

McCoy, C.W., RA., Samson, y D. G. Boucias. 1988. Entomogenous fungi. In
Ignoffo, C. M. (Ed.). Handbook of natural pesticides. Vol. 5. Microbial
insecticides. Part A. Entomogeﬂous, Protozoa and Fungi. Boca Raton, CRC Press

Inc. Florida 343 pp.

Nault, L. R,, y O. E. Bradfute. 1979. Corn stunt: Involvement of a complex of
Jeathopper — botne pathogens. In: Leathopper Vectors and Plant Disease Agents,
K. Maramorosch & K. F. Harris Eds. Academic Press, New York, USA. pp.561 ~

586.

Nault, L. R. 1990. Evolution of an insect pest: Maite and the corn leathopper, a

case study. Maydica 35: 165-175.

25




Nault L. R. 1994. Transmission biology, vector specificity and evolution of
planthopper transmitted plant viruses. In: Planthoppers their ecology and
management, R. F. Denno y T. I. Prefect Eds. Capman & Hall, New Yk,

USA.Pp. 429- 448.

Olivares, S.E.1994. Paquete de disefios experimentales FAUANL. Version 2.5,

Facultad de Agronomia, UANL, Nuevo Leon.

Orius, 2001. Revizada en Mayo del afio 2003.

[http://OriusBiOtecnologiaBienvenidos.htm 1.

Ozbek, E., S. A. Miller, T. Neulia, y S. A. Hogenhout. 2003. Infection and
replication sites of Spiroplasma  kunkelii (Class: Mollicutes) in midgut and
Malpighian tubules of the leathopper Dalbulus maidis. Journal of Invertebrate

Pathology 82: 107-175.

Purcell, A.H. 1982. Insect vector relationships with prokaryotic plant pathogens.

Ann. Rev. Phytopathology 20: 397- 417.

Sharma et al., 2001. Revizada en marzo del afio 2063.

[http://SharmaInsectospredatores.htm ]-

Toriello, C., H. Navarro — Barranco, M.L. Almengor, y T. Mier. 1999. Aplicacién
de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin como Bioinsecticida contra la
mosca pinta (Homoptera: Cercopidae) en pastizales para ganado en

Guatemala.1999. Revista Mexicana de Micologia 15: 119-121.

26




Whitcomb, R. F. 1981. The biology of Spiroplasma. Annu. Rev. Entomol. 26: 397

—427.

27




