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RESUMEN

Phyllophaga spp. es una de las plagas del suelo mas importantes del maiz. En los
ultimos afios se han empleado una gran variedad de agroquimicos para el control de esta
plaga, sin embargo, el uso de este tipo de compuestos ha desencadenado problemas de
contaminacion de suelo y efectos adversos en la salud. Por lo que una de las alternativas
de manejo es el control bioldgico.

El estudio sobre las interacciones de las plantas, sus plagas y microorganismos
benéficos de la rizosfera, contribuye al disefio y aplicacion de estrategias de control
biologico, sin embargo, atin son escasos los estudios con un enfoque multitrofico.

En el presente trabajo se estudiaron las interacciones entre el hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana y hongos micorrizicos arbusculares (Rhizophagus
irregularis o nativos) en presencia Phyllophaga vetula, una de las plagas mas
importantes del maiz a nivel de la raiz.

Se realizaron cinco experimentos con macetas en invernadero bajo un disefio
factorial al azar. Los tres primeros experimentos fueron exploratorios, en el cuarto y el
quinto experimento, se evaluaron las interacciones con hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) nativos o con R. irregularis, respectivamente. En forma general los
factores fueron: B. bassiana (sin y con), HMA (sin y con), P. vetula (sin y con) y las
variables de respuesta fueron: peso seco parte aérea, peso seco parte radical, porcentaje
de colonizacion de HMA, densidad en suelo de B. bassiana, mortalidad y biomasa de P.
vetula, concentracion de nitrogeno y fosforo en tejido vegetal de la parte aérea y radical.

Se realizé un anélisis de varianza de dos y tres vias con el programa estadistico
StatGraphics. Centurion XV.II. Las diferencias entre los tratamientos fueron analizados
por la prueba LSD de multiples rangos. La homogeneidad de varianza fue verificado
mediante la prueba de Bartlett. Los datos de colonizacion de HMA fueron
transformados a la funcion arcoseno. La correlacion entre el aumento de biomasa de la
larva y la colonizacion de HMA fue realizada con el programa estadistico Sigma Plot
11.0.

Los resultados mostraron: 1) La herbivoria de P. vetula redujo el crecimiento y
nutricion vegetal de plantas de maiz, ademas de disminuir la colonizacién de HMA; 2)
Los HMA nativos tuvieron un papel importante en el mejoramiento de la biomasa y
nutricion vegetal. A pesar de que la presencia de HMA, nativos e inoculado, estuvo
relacionada con la menor densidad de B. bassiana, juntos interaccionaron y
disminuyeron los efectos negativos de la herbivoria de las larvas sobre el desempefio del
maiz; 3) La presencia de B. bassiana se relaciond con una mayor biomasa de la larva y
provoco menos del 5 % de mortalidad. También se relacioné con un mayor porcentaje
de colonizacion de los HMA; 4) La interaccion entre los HMA y entomopatdgenos tuvo
una actividad amortiguadora contra la accion de herbivoria de P. vetula.

En conclusion, la combinacion de los hongos micorrizicos, nativos y el indculo,
y el entomopatdgeno B. bassiana interactuaron sinérgicamente para contrarrestar los
efectos de herbivoria de las raices en términos de biomasa y nutriciéon del maiz en
presencia de P. vetula.



ABSTRACT

Phyllophaga spp. is one of the most important maize soil pests. In recent years a variety
of chemicals have been employed to control Phyllophaga spp., however, the use of such
pesticides has caused soil pollution problems and adverse health effects. In this context,
biological control offers a more sustainable pest management measure.

Research on the interactions between plants, their pests and beneficial
microorganisms in the rhizosphere contributes to the design and implementation of
biological control strategies; however, few studies have employed a multi-trophic
approach.

In this work we studied the role of interactions between the entomopathogenic
fungus Beauveria bassiana and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) (Rhizophagus
irregularis and native communities) against Phyllophaga vetula, one of the most
important root pests of maize.

We conducted five greenhouse pot experiments with factorial randomized
design. The first three experiments were exploratory. In the main experiments, we
evaluated the interactions between P. vetula, B. bassiana and AMF (exp 4 with native
AMF and exp 5 with R. irregularis).

Main factors studied included: B. bassiana (with and without), AMF (with and
without), Phyllophaga vetula (with and without) and the response variables were shoot
and root dry weight, AMF colonization, population density of B. bassiana in soil,
mortality and weight of P. vetula and plant tissue nitrogen and phosphorus content in
shoot and root.

Analysis of variance of two and three ways was conducted with the statistics
software StatGraphics Centurion XV.II. Differences between treatments were analyzed
by LSD multiple range test. The homogeneity of variance was verified by Bartlett test.
The AMF colonization data were arcsin transformed. The correlation between biomass
increase of P. vetula larvae and colonization of AMF was performed with the statistical
software Sigma Plot 11.0.

The results showed that: 1) P. vetula herbivory reduced plant growth and
nutrition, in addition to reducing the colonization of AMF; 2) AMF had an important
role in improving plant performance and nutrition. Although the presence of AMF was
related to lower density of B. bassiana, together these fungi interacted and decreased the
negative effects of larval herbivory on the performance of maize; 3) B. bassiana
improved performance of larva and caused less than 5% mortality. It was also
associated with a higher percentage of AMF colonization; 4) the interaction between
AMF and entomopathogenic fungi had a regulatory activity on herbivory by P. vetula.

In conclusion, combination of AMF (native and R. irregularis) and the
entomopathogenic fungus B. bassiana synergistically counteracted the effects from root
herbivory in terms of plant biomass and nutrition by P. vetula in maize.



1. INTRODUCCION

El maiz es uno de los granos mas importantes para la alimentacion a nivel mundial
(FAOSTAT, 2009). En México, es el principal cultivo al que se dedica el 80 % de los
productores agricolas y al que se destina la mayor superficie sembrada (36 % del total
del area agricola; SIAP-SAGARPA, 2009). Esta graminea es de alto rendimiento, se usa
para la alimentacion humana y animal, asi como en la transformacion industrial y en la

elaboracion de productos medicinales y farmacéuticos (Paliwal et al., 2001).

Las causas que generan pérdidas en la productividad del maiz son diversas, y los
insectos fitofagos son considerados uno de los factores de estrés bidtico mas
importantes. Se ha estimado que el 42 % de pérdidas en la produccion de cultivos se

debe al dafio ocasionado por insectos plaga (Dehne y Oerke, 2004).

En las zonas tropicales y subtropicales, son de particular relevancia las especies
del género Phyllophaga (Coleoptera: Melolonthidae), una de las plagas mas importantes
del maiz a nivel de la raiz (Paliwal et al., 2001). Los dafios atribuibles a esta plaga en
los cultivos de maiz han oscilado entre 0.4 y 1.3 toneladas por ha al afio, lo cual

representa entre el 15 y 50 % de la produccion (Rodriguez-del Bosque, 1988).

La agricultura industrializada ha acudido al uso de agroquimicos para el manejo
de plagas, sin embargo, su uso ha desencadenado problemas de contaminacion de suelos
y efectos adversos en la salud humana (Keith, 2001; Gomez-Arroyo et al., 2011).
Ademas, ha influido en el desarrollo de poblaciones de insectos resistentes a los
plaguicidas (Oerke, 2006), lo que a su vez genera la reaparicion de plagas y el aumento

de las dosis utilizadas (Stoytcheva, 2011).

En este contexto, el control bioldgico representa una estrategia de manejo que
permite mitigar el uso de agroquimicos y mantener la abundancia poblacional de los
insectos por debajo de los niveles de dafio econdmico. El control biolégico emplea a los
enemigos naturales, también conocidos como agentes de control biologico
(depredadores, parasitos, parasitoides, patdgenos y competidores) para reducir el

impacto de los insectos fitofagos (Hajek, 2004).

En México, el manejo de gallina ciega y otros insectos del suelo, incluye

practicas culturales y fisicas como la rotacion y asociacion de cultivos, manejo de suelo,



efecto de la fecha de siembra, adicion de materia organica, restitucion de biodiversidad,
etc. En cuanto al control bioldgico, ain representa un reto la busqueda de enemigos
naturales capaces de multiplicarse y dispersarse para controlar las poblaciones de
gallina ciega y que logren establecerse como parte de los ambientes locales (Rodriguez-

del Bosque y Moron, 2010).

Aunque existen en el mercado productos hechos con agentes microbianos,
principalmente los hongos entomopatégenos Beauveria bassiana y Metarhizium
anisoplae (Torres et al., 2007), existe la necesidad de que la eficacia y confiabilidad de
estos productos se sustente en el profundo conocimiento de las interacciones entre la

planta, la plaga y el ambiente.

En este contexto, es importante que el control bioldgico adquiera un enfoque
ecoldgico y para ello es relevante el estudio de las interacciones de las plagas con sus
enemigos naturales y con otros organismos asociados, en que los organismos benéficos
se vean como parte de una comunidad (Vega y Kaya, 2012). Esto permite conocer el
impacto de la introduccion de los agentes de control bioldgico (Ownley, 2010), ademas
de aumentar la productividad y reducir los efectos no deseados sobre el ambiente

(Campos-Herrera et al., 2013).

Por ello, en el presente trabajo se evaluaron las interacciones entre el hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana, los hongos micorrizicos arbusculares (nativos y
R. irregularis) y su efecto sobre el crecimiento del maiz en presencia de Phyllophaga

vetula.

Los hongos entomopatogenos (HEP) han sido ampliamente utilizados como
agentes de control bioldgico, ya que causan epizootias en los insectos, son antagonistas
de fitopatogenos, inducen sistemas de defensa de las plantas y forman asociaciones
benéficas en la rizosfera (Zimmermann, 2007). Beauveria bassiana (Clavicipitaceae,
Hypocreales) es un HEP ampliamente usado en el desarrollo de bioinsecticidas contra
plagas de artropodos en ambientes agricolas (De Faria y Wright, 2007). Diversos
estudios han aislado cepas de B. bassiana a partir de larvas de Phyllophaga spp. y en
ensayos de laboratorio han encontrado que estos aislados son capaces de infectar larvas
sanas (Hernandez-Velazquez et al., 2011; Carrillo-Benitez et al., 2013; Guzman-Franco

etal., 2012).



Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son importantes en el
mantenimiento de la salud vegetal, dado que mejoran la transferencia de nutrientes del
suelo a la planta, incrementan la resistencia a enfermedades, la tolerancia a la sequia y
las defensas de la planta (Smith y Read, 2008). Sobre los herbivoros, los HMA tienen
un efecto indirecto, ya que al inducir cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos
en las plantas, modifican la calidad nutritiva de la planta y por tanto, el desempefio de
los herbivoros (Bennett et al., 2006; Vannette y Hunter, 2009; Currie et al., 2011), pero
la magnitud y direccion del efecto depende de la especie de HMA, asi como del modo y

tipo de alimentacion del herbivoro (Koricheva et al., 2009).

Entender los efectos de las interacciones entre estos microorganismos benéficos
y Phyllophaga sp. sobre el maiz contribuira al disefio y aplicacion de estrategias

integrales de control bioldgico.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios sobre interacciones

2.1.1 Herbivoria de las raices

A pesar de la importancia de las raices en el transporte de agua y nutrientes hacia la
planta (Robinson et al., 2003) y de la gran diversidad de organismos que se alimentan
total o parcialmente de las raices (Whittaker, 2003), la mayoria de investigaciones sobre
herbivoria se han enfocado al estudio de las interacciones de los herbivoros con la parte

aérea (Hunter, 2001; Blossey y Hunt-Joshi, 2003).

A niveles bajos o moderados, la herbivoria en las raices puede inducir la defensa vegetal
contra futuros ataques de herbivoros (Erb et al.,, 2009; Van Dam, 2009) o
microorganismos patogenos (Stout et al., 2006). En cambio, niveles altos de herbivoria
pueden ocasionar reduccion en los rendimientos, floracion, produccion de semillas y
biomasa vegetal y hasta ser mortales para las plantas (Blossey y Hunt-Joshi, 2003). En
el suelo, la herbivoria modifica la actividad de la biota edafica, procesos de
descomposicion y la produccion de exudados de las raices (Blossey y Hunt-Joshi,

2003).

Los herbivoros masticadores interrumpen las conexiones vasculares entre las
raices y la parte aérea de la planta, interrumpiendo el flujo de agua y nutrientes, lo que
ocasiona cambios fisiologicos que repercuten en la absorcion de nutrientes,
almacenamiento de carbohidratos, sintesis de hormonas (Blossey y Hunt-Joshi, 2003) y

produccion de metabolitos secundarios (Kaplan et al., 2008; Van Dam, 2009).

El nivel de dafio que ocasionan los herbivoros depende de sus interacciones con
factores bioticos y abioticos, asi como de caracteristicas propias de la planta, como son
los niveles de tolerancia y resistencia de los genotipos. Por ejemplo, el maiz puede
tolerar altos niveles de herbivoria cuando no hay condiciones de estrés hidrico o de
nutrientes en el suelo (Blossey y Hunt-Joshi, 2003). En el mismo sentido, Erb y Lu
(2013) proponen que bajo condiciones de estrés abiotico, el impacto negativo de la

herbivoria se incrementa.



2.1.2 Herbivoros radiculares e interacciones biéticas

Los herbivoros de las raices tienen una fuerte influencia en las poblaciones y
comunidades de plantas, microorganismos y otros herbivoros (Johnson y Rasmann,
2015). Los HMA pueden afectar de manera positiva (Curric et al. 2006, 2011;
Wamberg et al., 2003; Kula et al., 2005; Mueller et al., 2005) o negativamente (Gange,
2001; Gange et al., 2002; Wamberg et al., 2003) a los herbivoros de las raices, mientras
que los herbivoros de las raices pueden estimular (Currie et al., 2006; Currie et al.,
2011) o no tener efecto (Gange, 2001) en la colonizacion de HMA. Esta variacion
podria explicarse por la edad de la planta (Wamberg et al. 2003), el grado de
defoliacion (Gange et al., 2002), la especificidad del hongo (Barreto de Novais et al.,
2014) y el tiempo de la interaccion de los HMA con los herbivoros (Currie et al., 2006).

Un meta-analisis hecho por Koricheva et al. (2009) encontr6 que el grado y
direccion del efecto que tienen los HMA sobre los herbivoros depende del modo de
alimentacion del insecto, del grado de herbivoria y de la identidad del hongo. No
encontraron diferencias significativas en los efectos de las micorrizas sobre los
herbivoros de las raices y los de la parte foliar, lo que apoya la nocion de que el efecto
de las micorrizas es a nivel sistémico. También concluyen que para insectos
masticadores, los HMA tienen un efecto negativo sobre insectos generalistas, y un
efecto positivo sobre insectos especialistas. Los autores expresan que hacen falta
estudios para conocer los mecanismos mediante los cuales interactian los HMA vy los
insectos, pero que las defensas de las plantas inducidas por los HMA, podrian ser parte

de la respuesta.

En otro meta-andlisis mas reciente, Hoeksema y colaboradores (2010),
concluyeron que el efecto positivo de la inoculacion de HMA se da principalmente en
pastos C4, cuando la comunidad del suelo es compleja y cuando hay limitacion de
fosforo. Si la fertilizacion con nitrogeno y fosforo es suficiente, los beneficios de los
HMA seran menores, ya que la planta reducira la asignacion de carbono a raices y por

tanto hacia los HMA (Hoeksema et al., 2010).

Bennett et al. (2013) estudiaron las interacciones entre las larvas del gorgojo de
la vid (Otiorrhynchus sulcatus) y el HMA Glomus spp., en una hierba exotica Plantago

lanceolata. Encontraron que mientras los HMA no tuvieron efecto sobre la biomasa de



la planta, las larvas redujeron el peso de las raices en un 64 %. En tanto que la

herbivoria redujo el grado de colonizacion de Glomus en un 61 %.

Los estudios de las interacciones de los herbivoros con hongos entomopatdgenos
(HEP) se enfocan en encontrar cepas especificas (Hidalgo, 2001; Ocampo-Hernandez et
al., 2011; Guzman-Franco et al., 2012; Carrillo-Benitez et al., 2013) y de gran
virulencia (Ortiz-Urquiza, 2010; Wraight et al., 2010; Khan et al., 2012) para que estos
microorganismos puedan ser usados como agentes de control bioldgico. Los géneros de
mayor estudio son Beauveria y Metarhizium. En el trabajo de Carrillo-Benitez y
colaboradores (2013) obtuvieron 17 aislados de Beauveria spp. y dos de Metarhizium
spp. y todas fueron capaces de infectar larvas de Phyllophaga polyphylla, pero nunca

causaron mas del 50 % de mortalidad.

En otro trabajo de Guzman-Franco et al. (2012) encontraron que la susceptibilidad
de Phyllophaga polyphylla y Anomala cincta depende de la especificidad del aislado de
B. basssiana y M. anisopliae, asi como de las caracteristicas del suelo, como es su
composicion organica. Suponen que P. polyphylla desarrolld un tipo de inmunidad

hacia los HEP y sugieren que este mecanismo debe ser estudiado.

2.1.3 Interaccién planta-microorganismos

Las interacciones entre los microorganismos del suelo y las raices de las plantas
satisfacen requerimientos nutritivos bdsicos para la planta y para las comunidades
microbianas asociadas a ellas. Estas interacciones influyen en procesos como la sintesis
de compuestos organicos y de factores de crecimiento vegetales, captura de minerales y

solubilizacion de nutrientes (Ronald, 2002).

Las interacciones entre los HMA y las plantas han sido ampliamente
documentadas (Smith y Read, 2008). Establecen el intercambio activo de nutrientes
(carbono-fésforo principalmente) y se favorecen aquellas relaciones donde la obtencion
de fosforo sea mayor con la menor inversion de carbono (Kiers et al., 2011). Los efectos
no siempre son positivos para la planta, puesto que influyen las interacciones con otros
microrganismos del suelo (Gehring y Bennett, 2009; Singh et al., 2014). Aunque en

algunos trabajos se ha sefialado que los HMA pueden llegar a ser parésitos de las



plantas, Smith y Smith (2011) sefialan que el dafio en las plantas ante la presencia de
HMA depende del genotipo de la planta, condiciones ambientales e interacciones en sus
comunidades, ya que el intercambio P-C entre el hongo y la planta es un proceso

constante.

No esta claro si existen relaciones mutualistas entre HEP y las plantas, sin
embargo, se supone que debe existir algin tipo de interaccion, ya que se ha encontrado
que una gran diversidad de organismos saprobios usan los exudados de las plantas y es
posible que los HEP en su fase saprofita utilicen el carbono disponible en el suelo en
ausencia del hospedero (Jonhson y Rasmann, 2015). Vega (2009) senala que los HEP
forman asociaciones benéficas en la rizésfera y como endodfitos contribuyen a la
proteccion de la planta contra plagas y enfermedades (Ownley et al., 2008; Vega, 2008).
Por su parte, las plantas pueden influir en la persistencia e infectividad de los HEP

(Zimmermann, 2007).

2.1.4 Interacciones multitréficas

Diversos autores sefialan la importancia de estudiar las interacciones en la complejidad
de sus comunidades y redes de interacciones (Gange, 2007; Gehring y Bennett, 2009).
Sin embargo, este tipo de estudios ain es escaso, en particular considerando las
interacciones por debajo de la superficie del suelo. Por ejemplo, Bennett et al. (2006)
realizaron una revision de las interacciones entre HMA, plantas y maleza. Encontraron
que los efectos de los hongos micorrizicos pueden beneficiar tanto a las plantas como a
las malezas, pero el efecto positivo o negativo depende de las interacciones

multitroficas.

Otros acercamientos al este enfoque multitréfico incluyen el trabajo de Krauss et
al. (2004) en el que concluyeron que los HEP (Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae y Paecilomyces fumosoroseus) y los micoparasitos (Clonostachys spp.,
Trichoderma harzianum y Lecanicillium lecanii) son compatibles como medida de
control bioldgico para el picudo del platano (Cosmopolites sordidus), para el barrenador
de la cafia de azucar (Diatraea saccharalis) y para el gorgojo del arroz (Sitophilus

oryzae), siempre y cuando se tenga en cuenta las concentraciones de los inoculos.



Senthilraja et al. (2010) realizaron un estudio bajo condiciones de invernadero y de
campo, en donde inocularon 20 aislados de B. bassiana y dos cepas de Pseudomonas
fluorescens. Individualmente y en combinacion para suprimir el efecto del minador de
hojas Aproaerema modicella. Encontraron que juntos disminuyen el efecto negativo de
la larva, ademas, obtuvieron mayor geminacion y produccion de las plantas Arachis

hypogaea (cacahuate) en comparacion con los tratamientos con pesticidas quimicos.

Mantzoukas y colaboradores (2013) estudiaron las interacciones entre hongos
entomopatogenos (Beauveria bassiana y Metarhizium robertsii) y la bacteria Bacillus
thuringiensis y sus efectos sobre la mortalidad de las larvas de Sesamia nonagriodes.
Después de 16 dias del experimento, observaron que el efecto de ambos grupos de

hongos fue sinérgico.

Igualmente, Shrivastava et al. (2015) trabajaron con plantas de tomate
inoculadas con el HMA Rhizophagus intrarradices y el entomopatégeno Beauveria
bassiana y encontraron que individualmente o en combinacion mejoraron los niveles de

compuestos asociados a la defensa vegetal contra el herbivoro foliar Spodoptera exigua.
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3. HIPOTESIS

La interaccion entre el hongo entomopatogeno Beauveria bassiana y hongos
micorrizicos arbusculares potenciard el control biologico del insecto fitéfago

Phyllophaga vetula y mejorara la salud vegetal del maiz.

4, OBJETIVOS
General

Determinar el papel que tiene la interaccion entre Beauveria bassiana y HMA
(Rhizophagus irregularis y nativos) en el control bioldgico de larvas del tercer estadio

de Phyllophaga vetula en maiz bajo condiciones de invernadero.
Particulares

1. Determinar el efecto de la herbivoria de P. vetula sobre el crecimiento de plantas
de maiz en presencia y ausencia de los microorganismos rizosféricos nativos, asi
como evaluar el desarrollo en biomasa de P. vetula bajo estas condiciones.

2. Evaluar el efecto rizofago de P.vetula sobre el crecimiento y desarrollo del maiz,
en presencia y ausencia de B. bassiana.

3. Determinar la influencia sobre la salud y desarrollo del maiz que ejercen los
HMA en presencia y ausencia de P. vetula.

4. Evaluar si existen interacciones entre B. bassiana y microorganismos
rizosféricos en plantulas de maiz bajo condiciones de invernadero.

5. Evaluar si existe interaccion entre HMA (nativos e inoculados) y B. bassiana y

sus efectos sobre la planta.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Especies de estudio

5.1.1 Maiz y Phyllophaga spp.

El maiz, Zea mays L., pertenece a la familia Poaceae (gramineas). Es una planta
monoica, anual, con metabolismo C4 y alta tasa fotosintética. Esta planta se origind y
evoluciondé en la zona neotropical, aunque actualmente es cultivada en distintos

ambientes a nivel global (Paliwal et al., 2001).

Por su importancia econdmica, entre las plagas subterraneas y del sistema
radicular destacan los gusanos de alambre (Melanotus spp., Agriotes spp., Dalopius
spp., Eleodes spp.), gusanos cortadores (Agrotis spp., Peridroma saucia, Chorizagrotis
auxiliaris, Feltia subgothica), gusanos de las raices (Diabrotica spp.) y los gusanos

blancos (Phyllophaga spp. y Cyclocephala spp.; Paliwal et al. 2001).

El género Phyllophaga (Coleoptera: Melolonthidae) presenta una amplia
abundancia, diversidad, y distribucion (Rodriguez del Bosque y Moron, 2010). La
estructura y composicion de sus comunidades cambian en funciéon de la localidad

debido a las caracteristicas edéficas, climaticas y de manejo del sitio (Moroén, 2010).

Las larvas de este género tienen habitos subterraneos y se alimentan de las
raices, pueden consumir de 45 a 80 veces su peso en raices o en materia organica para
completar su desarrollo (Mordn, 2001). Su actividad provoca marchitamiento, clorosis y
hasta la muerte de las plantas (Hidalgo, 2001). Su manejo presenta dificultades, ya que
al ser de habitos edaficos no se pueden observar facilmente hasta que ya es evidente el

dafio (Rodriguez del Bosque y Mor6n, 2010).

La mayor parte de las especies de Phyllophaga de importancia agricola en
Meéxico tienen un ciclo de vida anual. Los adultos emergen entre mayo y junio, al inicio
de la temporada de lluvias; el apareamiento y depdsito de los huevos sucede a inicios de
verano y después de 2-4 semanas eclosionan. Durante un periodo de 30 y 40 dias las
larvas estan en el primer y segundo estadio, respectivamente. El tercer estadio, durante
el cual las larvas son mas voraces, con una duracion entre 104 a 142 dias, abarca desde

mediados de verano hasta mediados de la primavera siguiente. Finalmente, el estado de
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pupa tiene una duracién de 15-30 dias. Los imagos permanecen en su celda pupal hasta
que existen las condiciones adecuadas de humedad del suelo para emerger (Mordn,

1986).

Los adultos de Phyllophaga son depredados por mamiferos, aves, reptiles y
anfibios. En su estado larvario pueden ser parasitados por himenopteros, o infectados

por nematodos, protozoarios y hongos entomopatogenos (Najera-Rincon, 2005).

Algunos dias

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Huevo —

1" estadio [ |

29 estadio [ ]

3" estadio [N [ ]
Pupa [

Adulto [ ]

Figura 1. Ciclo de vida de Phyllophaga vetula, la duracion de cada estadio y la temporada

correspondiente a cada uno (Aragoén et al., 2005).

5.1.2 Hongos entomopatogenos: Beauveria bassiana

Los hongos entomopatdgenos (HEP) son un grupo compuesto por mas de 700 especies,
la mayoria pertenecen a las divisiones Ascomycota y Zygomycota (Khachatourians y
Sohail, 2008), algunos presentan un alto grado de especializacion en el parasitismo y
otros son facultativos (Herrera y Ullua, 2004). Causan epizootias en los insectos
principalmente en estados inmaduros (ninfa o larva). También son saprofitos, su

crecimiento requiere de compuestos organicos que absorben desde los sustratos sobre

13



los cuales viven. Pueden ser especificos o tener una amplia gama de hospederos (De

Faria y Wraight, 2007).

Adicionalmente, los HEP pueden tener varios tipos de interacciones indirectas
con las plantas, con resultados benéficos para estas. En particular, las HEP pueden ser
antagonistas de fitopatdgenos, formar asociaciones benéficas en la rizosfera, inducir el
sistema de defensas y promover el crecimiento de las plantas hospederas (Brimner y
Boland, 2003; Owley, 2008; Vega et al., 2009) y pueden asociarse como endofitos
(Vega et al., 2009).

Su ciclo de vida inicia cuando una espora se adhiere a la cuticula del insecto;
bajo condiciones Optimas de temperatura y humedad la espora germina y produce un
tubo germinativo que penetra hasta el hemocele, en la hemolinfa el hongo comienza la
colonizacion. Durante este periodo, el insecto pierde motilidad y apetito debido a la
produccion de sustancias toxicas y a la afectacion mecénica de sus tejidos mediante el
crecimiento de las hifas (Tefera y Pringle, 2003); tras siete a diez dias el insecto muere
y comienza la fase saprofita. Cuando hay condiciones de alta humedad y temperaturas
adecuadas, aun en ausencia del insecto, el micelio puede germinar y formar conidios, lo

que le permite su propagacion (Zimmermann, 2007).

Figura 2. Proceso de infeccion de los hongos entomopatégenos sobre el insecto. 1) Adhesion del conidio
sobre la cuticula del insecto, 2) Germinacion, 3) Formacion del apresorio, 4) Penetracion de la hifa, 5)
Invasion de la epidermis, 6) Proliferacion de blastosporas dentro de la hemolinfa e invasion de las hifas

en los tejidos del insecto, con la consecuente muerte del insecto. Tomado de Vega y Kaya (2012).
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La persistencia de las esporas dentro del suelo depende de su viabilidad y de las
interacciones con microorganismos del suelo. Su movilidad dentro del suelo se debe
principalmente a los flujos del agua y artropodos, pero también a las propiedades del

suelo como la porosidad (Zimmermann, 2007).

Como agentes de control bioldgico los HEP deben ser especificos y ser capaces
de reproducirse de forma continua. Sin embargo, su aplicacion presenta algunas
limitaciones, ya que son sensibles a las variaciones de las condiciones climaticas
(Kessler et al., 2003) y requieren condiciones de almacenamiento estrictas para que no
pierdan patogenicidad (Nicholls, 2008). Actualmente hay un amplio mercado de
micoinsecticidas hechos con HEP (De Faria y Wraight, 2007).

Los géneros mas estudiados son Beauveria y Metarhizium. Beauveria puede ser
parésito de alrededor de 707 especies de insectos y es seguro como agente de control
biologico (Zimmermann, 2007). Especificamente, Beauveria bassiana (Clavicipitaceae,
Hypocreales) es ampliamente usado debido a que infecta a una gran cantidad de
especies del complejo gallina ciega (Hernandez-Velazquez et al., 2011). Debido a su
amplia gama de hospederos, es importante la seleccion de aislados y consideracion de
factores espacio-temporales para reducir el riesgo de infeccion de otros organismos

(Vestergaard et al., 2003).

Figura 3. El hongo entomopatégeno Beauveria bassiana (A) sobre una larva infectada, (B) creciendo en

medio de cultivo s6lido PDA y (C y D) células conididgenas.
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5.1.3 Hongos micorrizicos arbusculares

Las asociaciones micorrizicas han existido desde hace al menos 460 millones de afios,
cuando surgio la flora terrestre (Redecker et al., 2000) y estan asociadas a alrededor del
90 % de las plantas vasculares (Smith y Read, 2008). Basado en la estructura y funcion,
existen cuatro tipos principales de micorrizas: arbusculares, ectomicorrizas, orquidoides
y ericoides. Las mas comunes, por el nimero de especies que colonizan son las
arbusculares, con alrededor de 200 especies (colonizan el 74 % de todas las plantas

como hierbas, pastos, arboles y hepaticas) (van der Heijden et al., 2015).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) pertenecen a la division
Glomeromycota y son endomicorrizas biotréficos que se caracterizan por la presencia
de dos estructuras: vesiculas y arbusculos. Las vesiculas son expansiones de las hifas
que crecen entre las células vegetales y son estructuras de almacenamiento de lipidos.
Los arbusculos, son hifas finas ramificadas que rodean a la membrana celular y
funcionan como sitio de intercambio metabodlico entre la planta y la micorriza (Smith y

Read, 2008).

Figura 4. Estructuras de hongos micorrizicos arbusculares en raices de maiz (A) Hifas (Aumento 200x)
(B) Vesiculas (Aumento 2000x), (C) Arbusculos dentro de las células corticales (Aumento 2000x) y (D)
Espora asexual multinucleada (Escala de la linea 10 pm). Tomado de Lopez-Carmona (2013) y Tisserant

etal. (2013).

Los HMA son importantes en procesos ecologicos y agricolas, como en el ciclo
de nutrientes, el rendimiento de cultivos, la formacion de agregados en el suelo y la
estructura de comunidad de las plantas (Smith y Read, 2008). En el desarrollo de las
plantas, sus funciones incluyen la transferencia de nutrientes del suelo, principalmente
fosforo (Smith y Read 2008), el incremento de resistencia a enfermedades (Whipps,

2004, Pozo et al., 2002) y plagas (Guerrieri et al., 2004), la tolerancia a la sequia (Ruiz-
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Lozano et al., 1995) y el aumento de la defensa vegetal mediante la induccion en la
produccion de metabolitos (Bennett et al., 2006; Bennett et al., 2009), ademas de
mejorar la adecuacién de las plantas debido a que les confieren proteccion contra

antagonistas (Vannette et al., 2012).

Los HMA son biodtrofos obligados, su ciclo de vida incluye dos fases: pre-
simbiotica y simbidtica. A partir de propagulos presentes en el suelo, esporas sexuales o
raices micorrizadas, crecen hifas que se unen a las raices mediante apresorios y que
penetran el cortex. Posteriormente, en la fase simbidtica, estructuras especializadas
(hifas intra e intercelualres, arblisculos y vesiculas) establecen el intercambio activo de
nutrientes. Después de la colonizacion, el micelio del hongo se expande fuera de las
raices en busqueda de nutrientes o para colonizar otras raices y finalmente formar
clamidosporas asexuales en el micelio externo, que germinan cuando existen

condiciones adecuadas de humedad y temperatura (Requena et al., 2007).

Figura 5. Ciclo de vida de hongos micorrizicos arbusculares. 1) Germinacion de la espora (fase
asimbiotica), 2) Reconocimiento del hospedero (fase pre-simbiotica), 3) Formacion del apresorio en la
epidermis de la raiz, 4) Arbusculos dentro de las células del cortex (fase simbidtica) y 5) Micelio

extrarradical y formacion de nuevas esporas. Tomado de Requena et al., 2007.
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5.2 Disefo experimental

Se realizaron cinco experimentos de tipo factorial, cuyos tratamientos estuvieron
distribuidos en un disefio experimental completamente al azar, en macetas con
capacidad de 1 L en un invernadero (cuadro 1). Los primeros tres experimentos fueron
exploratorios y en los experimentos 4 y 5 se analizaron todas las interacciones entre los
hongos (B. bassiana y HMA), P. vetula y maiz, con la particularidad de que en el cuarto

experimento se afiadieron HMA nativos y en el experimento 5 el indculo R. irregularis.

Cuadro 1. Disefio experimental

Experimento Factores: niveles Numero de Repeticiones Total de
tratamientos por Unidades
tratamiento  experimentales
1 P. vetula: sin y con; Suelo: estéril y 4 8 32
no estéril
2 P. vetula: sin y con; Inoculacion de 6 8 48
hongos: B. bassiana, R. irregularis y
ninguno.
3 Suelo: estéril y no estéril; B. bassiana: 8 4 96
sin y con; Rastrojo de maiz; sin y
con.
4 P. vetula: sin y con; HMA nativos: 8 5 40
sin y con; B. bassiana: sin y con
5 P. vetula: sin y con; R. irregularis: sin 8 8 64

y con; B. bassiana: sin y con

5.3 Colecta de Phyllophaga vetula

Durante la temporada de lluvias se colectaron larvas del tercer estadio de Phyllophaga
spp. en cultivos de maiz en el Ejido de Cantabria (Zacapu, Michoacdn). Las larvas
fueron almacenadas individualmente en contenedores con turba y alimentadas con
zanahoria durante 40 dias. Se seleccionaron aquellas larvas que no presentaban sintomas
de enfermedad y se identificaron con base en las claves dicotomicas de Richter (1966),
Morén (1983), Aragon y Moron (2004). Se eligié a los especimenes identificados como
P. vetula (Horn) dado que es la especie mas abundante y la plaga mas importante en la

Ciénega de Zacapu (Najera-Rincon et al., 2003).
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5.4 Inoculaciéon de microorganismos
La inoculacion de los microorganismos se llevd a cabo antes de la siembra, en suelo

esterilizado y seco, lo cual permitié mezclar homogéneamente los componentes.

B. bassiana se obtuvo a partir de un producto comercial (Bea-sin, Agrobionsa),
con una presentacion en polvo y se coloco en el sustrato con una concentracion inicial
de 1x107 esporas por gramo de suelo seco, cantidad que se ha demostrado ser efectiva
para infectar y matar insectos (Senthilraja et al., 2015). Previo a la inoculacion se

realizaron pruebas de viabilidad y germinacion, que resultaron ser mayores al 83 %.

La cepa BEGS87 de Rhizophagus irregularis, se inoculd al 10% del peso seco del
sustrato por maceta en los experimentos 2 y 5. Este inoculo fue proporcionado por el
Laboratorio de Agroecologia del Centro de Investigaciones en Ecosistemas-UNAM, el
cual se obtuvo a partir de macetas con maiz como planta trampa, inoculadas con raices
colonizadas por la cepa en condiciones de esterilidad en un invernadero. Las plantas de
maiz se dejaron crecer durante tres meses y posteriormente se cosecharon las raices y se

verifico el porcentaje de colonizacion con HMA.

En el caso de los HMA nativos, en los experimentos 1 y 3 no se esterilizo el
suelo, de tal manera que permanecieran los HMA nativos, asi como los
microorganismos del suelo. En el cuarto experimento, todas las macetas tenian 10 % del
sustrato con suelo no estéril, y s6lo en los tratamientos sin HMA, el sustrato se diluy6
en 200 mL de agua estéril y se filtr6 con una malla de 20 y 40 um de apertura de poro,
con lo que se permiti6 la filtracion de microrganismos nativos del suelo, pero se evito la

inoculacion de esporas de HMA.

5.5 Siembra'y fertilizacion

Se sembrd la variedad de maiz hibrido DK-2042 en macetas de 1 L. El sustrato
consistio en una mezcla de arena de rio y suelo arcilloso en proporcion 1:1. El suelo fue
extraido del campo de maiz del Centro Regional Universitario Centro Occidente

(CRUCO) de la Universidad Autonoma Chapingo (anexo 1).

Antes de la siembra se aplicaron los siguientes fertilizantes minerales al sustrato
de manera basica (con excepcion de fosforo para promover el crecimiento de los HMA):

sulfato de potasio (25 g/L), cloruro de calcio dihidratado (25 g/L), micronutrientes
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(sulfato de cobre, sulfato de zinc, sulfato de manganeso, sulfato de cobalto, sulfato de
magnesio, molibdato de sodio). Dos semanas después de la siembra se empezé la
aplicacion semanal de 30 mg de N como NH4NO; por maceta, con un total de 150 mg
de N. Las macetas se mantuvieron con un riego diario al 80% de capacidad de campo

dentro de un invernadero.

Soélo en el experimento 3 se adiciond rastrojo de maiz estéril al 0.05% de la masa del

sustrato.

5.6 Cosecha

Los experimentos 1 y 2 tuvieron una duracion de seis semanas y a la tercera semana se
colocaron una y dos larvas de P. vetula del tercer estadio por maceta, respectivamente.
El experimento 3 estuvo subdividido en tres grupos (cada uno con ocho tratamientos)
los cuales se cosecharon a la segunda, cuarta y octava semana. En el cuarto experimento
se colocaron 2 larvas a la tercera semana después de la siembra y se cosech6 en la
séptima semana. En el Gltimo experimento, se colocaron tres larvas por maceta, y a la

séptima semana se cosecho (anexo 2).

5.7 Determinacion de biomasa y mortalidad de P. vetula

Previamente a su colocacion en las macetas las larvas se pesaron las larvas con una
balanza analitica (Marca Ohalis, modelo Adventurer Pro AV213). Al final del
experimento, se determind la ganancia de biomasa por diferencia de pesos. Cuando se

aplicaron tres larvas por maceta, se promedio la biomasa de las larvas.

Una vez realizada la cosecha y pesadas las larvas, éstas se guardaron
nuevamente en contenedores y se observaron periodicamente para detectar algin
sintoma de infeccion por B. bassiana y calcular el porcentaje de mortalidad, la cual fue

expresada en términos de porcentaje.

5.8 Densidad de Beauveria bassiana en el suelo
Se pesaron 4 g de suelo y se diluyeron en 36 mL de agua estéril, la muestra se agit6 por

un lapso de 2 minutos y se tom6 una alicuota de 1 mL que fue transferida a otro tubo
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Falcon con capacidad de 10 mL. En cada tubo se agregaron previamente 9 mL de agua
destilada, con el objetivo de efectuar diluciones seriadas (102, 102, 10* y 107) al pasar
1 mL de la suspesion a 9 mL de agua destilada. Una vez hechas la diluciones, en camara
de flujo laminar se sembraron 100 puL de esta suspension en una caja Petri con medio de
cultivo semiselectivo para B. bassiana. La siembra de cada dilucion se realizd por
duplicado y las muestras se incubaron durante nueve dias en oscuridad a 26 °C y se
procedié a contar el nimero de colonias que se expresaron en UFCg™! de suelo seco. La
humedad del suelo se determind mediante la diferencia de pesos antes y después de un

secado del sustrato en horno durante 72 horas a 80 °C (Kessler et al., 2003).

5.9 Colonizacion de HMA en raices

El primer paso para determinar la colonizacion de HMA fue la tincion de las raices. El
procedimiento utilizado es una modificacion de la técnica de Phillips y Hayman (1970)
y consistio en aclarar 2 g de raices con una solucion de KOH al 10% en baiio Maria por
20 minutos a 90 °C, posteriormente las muestras fueron colocadas en perdxido de
hidrégeno (H202) por 20 minutos a temperatura ambiente y finalmente se tifieron en
azul tripano al 0.05% por 5 minutos a 90° C en bano Maria. Las raices tefiidas se

almacenaron en frascos de plastico con glicerol.

El conteo de vesiculas y arbusculos en el cortex de la raiz se realizd por el
método de linea-intercepto (Giovannetti y Mosse, 1980) basado en la presencia-
ausencia de estructuras micorrizicas en el cortex de las raices que interceptan sobre las
lineas de una cuadricula (1x1 cm) dibujada en la caja Petri, en la cual se coloca la
muestra. Se utilizd6 un microscopio estereoscopico (Marca Olympus SZX7, modelo

Micros-AmScope) con aumento 40x.

5.10 Determinacion de nitrégeno y fosforo total en el tejido vegetal
Previo al analisis, las muestras de la parte foliar y radical se secaron a 70 °C por 48 h.

Se molieron y tamizaron con una malla de 2 mm.

La determinacion de N y P total se realizd en dos etapas: la digestion de la
muestra y la cuantificacion del nutrimento en el extracto digerido. Ambos métodos se
basan en una técnica colorimétrica donde el nitrogeno total (Nt) y fosforo total (Pt) son

leidos colorimétricamente a 660 nm en el autoanalizador Braun+Luebbe I11.
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La determinacion de N total se realizé por el método de semi-Kjendahl, durante
la digestion 4acida, las formas organicas de N se transforman en amonio, el cual
reacciona con el complejo nitropruciato-salicilato, formandose un complejo de color

verde (Bremmer, 1996).

La determinacion de P total se realizo por la reduccién con acido ascoérbico para la

formacion del complejo fosfomolibdeno de color azul (Murphy y Riley, 1962).

5.11 Analisis estadistico

Las variables de respuesta medidas se muestran en el cuadro 2. Se realizaron analisis de
varianza factoriales de 2 y 3 vias, con un nivel de significancia de 0.05, con el programa
StatGraphics Centurion XV.II. Las diferencias entre los tratamientos fueron analizados
por la prueba LSD de multiples rangos. La homogeneidad de varianza fue verificada
mediante la prueba de Bartlett. Los datos de colonizacion de HMA fueron
transformados mediante la funcién arcoseno. La correlacion (Pearson) entre el aumento
de biomasa de la larva y la colonizacion de HMA fue realizada con el programa

estadistico Sigma Plot 11.0.

Cuadro 2. Variables de respuesta para cada uno de los experimentos
realizados. PSPR/PSPA es la relacion entre peso seco parte radical/ parte

aérea.

Variables Experimento

1 2 3 4 5
Zea mays
Peso seco parte aérea (g) v v v v v
Peso seco parte radical (g) v v v v v
Peso seco total (g) v v v v Vv
PSPR/PSPA v v v vV
Concentracion de N en hojas y raices (mg/g) v
Concentracion de P en hojas y raices (mg/g) v
P. vetula
Ganancia de biomasa (g) v v v v
Larvas infectadas (%) v v v v
B. bassiana
Densidad en suelo (esporas g™ suelo) v v v
HMA
Colonizacion (%) v v v v v
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6. RESULTADOS

6.1 Experimento 1: Interaccion Phyllophaga vetula y plantas de maiz

En este experimento se determiné el efecto de la herbivoria de Phyllophaga vetula sobre
el crecimiento de plantas de maiz en presencia y ausencia de microorganismos
rizosféricos nativos. Mediante el andlisis de varianza (Cuadro 3), se observo que los
microorganismos rizosféricos tuvieron efectos sobre las variables de biomasa vegetal,
principalmente para la parte radical, mientras que el efecto de la herviboria de P. vetula
fue mas marcada en la parte aérea de las plantas de maiz, aunque el valor de p cercano
al valor de significancia (0.06) sefiala que el efecto de la herviboria tambien fue

importante en las raices.

Cuadro 3. Valores de probabilidad (p) asociados a los analisis de varianza (ANOVA) para determinar los
efectos de P. vetula y el suelo sobre las variables de respuesta: peso seco parte radicular (PSPR), peso seco
parte aérea (PSPA), peso seco total (PST), la relacion PSPR/PSPA, biomasa de larvas y cobertura de HMA.

PSPR/ Biomasa

Factores PSPR (g) PSPA (g) PST (g) PSPA larvas (g) % HMA
P.vetula 0.06 * * 0.822 - 0.054
Suelo HE 0.146 ok ok 0.699 -
P.vetula x Suelo 0.201 0.67 0.432 0.246 - -

* p<0.05,%** p<0.01

Después de seis semanas de crecimiento de las plantas, en cuanto a la
presencia/ausencia de microorganismos rizosféricos (suelo no esterilizado/suelo
esterilizado, respectivamente) se observo que en ausencia de microorganismos de la
rizosfera, la biomasa vegetal de la raiz fue mayor, no asi, en la parte aérea, donde estas
diferencias no fueron significativas (Fig. 6). Esto concuerda con los resultados
obtenidos para la variable PSPR/PSPA (peso seco parte radical/peso seco parte aérea)
(fig. 6d), en donde la asignacion de recursos al crecimiento de raices es mayor en

comparacion con los tratamientos con microorganismos.

En suelo esterilizado, la herviboria de una larva de P. vetula por maceta
disminuy6 la biomasa vegetal en la parte radical de la planta. Cabe decir, que la
herviboria de la larva tiene un efecto semejante sobre la biomasa vegetal de las raices y

de la parte aérea en todos los tratamientos, aunque dichas diferencias no fueron
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significativas (Fig. 6). Si bien la herviboria tiene efectos sobre la biomasa vegetal, no se
observd que haya influido en la asignacion de recursos en la parte aérea y radical de la

planta (Fig. 6d).
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Figura 6. Peso seco de plantas de maiz con presencia y ausencia de P. vetula. Parte radical (PSPR) (a),
parte aérea (PSPA) (b), total (PST) (c) y la relacion PSPR/PSPA (d), analizados con la prueba LSD de
multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a diferencias significativas y las barras

representan el error estandar.

Aunque la ganancia de biomasa en P. vetula no registr6 diferencias
significativas en los tratamientos con suelo esterilizado y no esterilizado, como se
muestra en la figura 7, es ligeramente mayor en los tratamientos con microorganismos

rizosféricos.
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Figura 7. Biomasa fresca de larvas de P. vetula alimentadas con raices de maiz en suelo estéril o suelo no-
estéril (n=8) analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05). Las barras representan el error

estandar.

En presencia de P. vetula la colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) fue menor: en ausencia de larvas la colonizacion por hongos micorrizicos fue 54

%, y en presencia del herbivoro fue de 43 % (Fig. 8).
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Figura 8. Promedio de la colonizacion total (%) por hongos micorrizicos arbusculares en suelo no estéril
en presencia y ausencia de P. vetula. Analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde

las letras hacen referencia a diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

La figura 9 muestra una correlacion negativa entre la ganancia de biomasa de P.
vetula y la colonizacion de HMA, en suelo no estéril. Esto es, cuando el aumento de

biomasa de las larvas es mayor, el porcentaje de colonizacion de HMA nativos es

menor.
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Figura 9 Correlacion entre colonizacion total con HMA y biomasa de P. vetula en suelo no estéril.
Analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a

diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

6.2 Experimento 2: Interacciones maiz-P. vetula-hongos (B. bassiana o R.
irregularis)

El experimento 2 tuvo el objetivo de estudiar las interacciones planta-herbivoro-hongo
mediante un disefio factorial fraccionado, de tal manera que no se incluy¢ la interaccion
del hongo entomopatdgeno con el micorrizico. Para ello todos los tratamientos tuvieron
suelo esterilizado y fueron inoculados los tratamientos correspondientes con el HMA R.
irregularis o con el hongo entomopatéogeno B. bassiana. Los analisis de varianza
indicaron que R. irregularis y B. bassiana fueron los factores que determinaron el peso

seco de las plantas, siendo menor en presencia de los indculos (Cuadro 4 y Fig. 10).

Cuadro 4 Valores de probabilidad (p) asociados a los andlisis de varianza (ANOVA) para determinar los
efectos de P. vetula y hongos sobre las variables de respuesta: peso seco parte radicular (PSPR), peso seco
parte aérea (PSPA), peso seco total (PST), la relacion PSPR/PSPA, biomasa de larvas y colonizacion de
HMA.

Factores PSPR (g) PSPA (g) PST (g) PSPR/ Biomasa % HMA
PSPA larvas (g)

R. irregularis Hokk Hokk *A* Hokk 0.572 -

B. bassiana ok ok wAK oAk 0.087 -

P. vetula 0.951 0.965 0.958 0.707 - 0.779

* p<0.05,%** p<0.01
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No se observaron efectos de herbivoria P. vetula sobre la biomasa de las plantas
(Fig. 10), a pesar de que se aplicaron dos larvas por maceta, ademas, de que las larvas
no afectaron la colonizacion de R. irregularis como se observo en el primer

experimento (Figs. 10y 11).
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Figura 10. Peso seco de plantas de maiz. Parte radical (PSPR) (a), parte aérea (PSPA) (b), total (PST) (c)
y la relacion PSPR/PSPA (d), analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05) donde las letras

hacen referencia a diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

79

78.5 T

78

775

% Colonizaciéon HMA

76.5

76
Sin P. vetula Con P. vetula

Figura 11. Colonizacion total (%) por R. irregularis en presencia y ausencia de P. vetula. Datos

analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05). Las barras representan el error estandar.
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El aumento de biomasa de P. vetula fue mayor para el tratamiento con
B.bassiana, a pesar de que se esperaba un efecto contrario, ya que los entomopatogenos
al infectar a las larvas, producen una disminucién de apetito y por tanto de biomasa de

las larvas (Fig.12).

=3
B 9
SN

a(9)

0.14
0.12

0.1
0.08
0.06
0.04

] @

Biomasa de P. vetul

a
0.02 T
o ]

Sin hongos R. irregularis B. bassiana

Figura 12. Biomasa fresca de larvas de P. vetula alimentadas con raices de maiz (n=8). Datos analizados
con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a diferencias

significativas y las barras representan el error estandar.

6.3 Experimento 3: Persistencia de B. bassiana en presencia de HMA nativos
La presencia de los microorganismos del suelo, incluidos los HMA, fueron un factor

determinante para la biomasa vegetal. Por el contrario, ni la presencia de B. bassiana ni

la adicion de rastrojo de maiz influyeron en estas variables (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Valores de probabilidad (p) asociados a los andlisis de varianza (ANOVA) de tres vias a las dos,
cuatro y ocho semanas del experimento (n=4) para determinar los efectos del suelo, B. bassiana y rastrojo
de maiz sobre las variables de respuesta: peso seco parte radical (PSPR), peso seco parte aérea (PSPA), peso
seco total (PST) y la relacion PSPR/PSPA. S=Suelo, Bb=B. bassiana, MO=Materia organica (rastrojo de

maiz).
Factores Variables

PSPR (g) PSPA (g) PST (g) PSPR/ PSPA

Semanas 4 8 2 4 8 4 8 4 8

Bb 0.849 0.874 0.315 0.924 0.931 0.877 0.899 0.599 0.961
MO 0.515 0.518 0.532 0.552 0.577 0.938 0.529 0.093 0.395
S x Bb 0.83 0.838 0.936 0.402 0.588 0.595 0.840 0.858 0.439
S x MO 0.07 0.587 0.098 0.747 0.190 0.238 0.638 0.051  ***
Bb x MO 0.886 0.735 0.076 0.502 0.582 0.682 0.635 0.838 0.926
S x Bb x MO 0.822 0.366 0.608 0.747 0.420 0.776 0.37 0.617 0.641

* p<0.05;*** p<0.01

En las primeras dos y cuatro semanas no se observaron diferencias significativas
en el peso seco de la parte radical y de la parte aérea (PSPR y PSPA, respectivamente).
Hasta la octava semana, las plantas que crecieron en suelo no esterilizado tuvieron

mayor PSPR y PSPA (Fig. 13).

La relacion PSPR/PSPA (peso seco parte radicular/peso seco parte aérea) mostrd
que a medida que transcurre el tiempo aumenta la asignacion de recursos al crecimiento
de las raices. A la octava semana fue practicamente la misma asignacion de recursos a la

parte aérea y a la parte radical (Fig. 13d).
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Figura 13. Peso seco plantas de maiz. Peso seco de la parte radical (PSPR) (a), peso seco de la parte
aérea (PSPA) (b), peso seco total (PST) (c) y la relacion PSPR/PSPA de las plantas de maiz (n=4)
analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a

diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

B. bassiana tampoco afectd la biomasa vegetal, lo que resalta su importancia
como agente de control de plagas que no afecta los sistemas de cultivo, a una densidad

de aplicacion inicial de 10”esporas por g (Fig.13).

A la octava semana, la colonizacion de HMA nativos fue mayor en los

tratamientos en los que se inoculd B. bassiana (Fig. 14 y Cuadro 6).
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Figura 14. Colonizacion total (%) por HMA en presencia y ausencia de materia organica (MO) y de B.
bassiana. Datos analizados con la prueba LSD de miltiples rangos (p<0.05) donde las letras hacen

referencia a diferencias significativas y las barras representan el error estandar.
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La densidad de B. bassiana disminuy6é de 107 hasta 10° conidios g!' en ocho
semanas (Fig. 15) y en los tratamientos con suelo esterilizado la disminucion de la
densidad de B. bassiana fue menor en comparacion con las plantas con suelo no estéril

(esto es, con microorganismos rizosféricos y los HMA) (Fig. 15 y Cuadro 6)

Tratamientos con B. bassiana
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Figura 15. Densidad poblacional de B. bassiana en suelo esterilizado y no esterilizado, con y sin materia

organica (MO).

La materia organica no afect6 a las poblaciones del HEP ni la colonizacion de
los HMA nativos, del mismo modo en que tampoco se observo incremento del

crecimiento del maiz.

Cuadro 6 Valores de probabilidad (p) asociados al analisis de varianza (ANOVA) de tres vias (n=8) a las
dos, cuatro y ocho semanas del experimento (n=4), para determinar los efectos del suelo, de B. bassiana
y del rastrojo de maiz sobre las variables de respuesta: colonizacion de HMA y densidad en suelo de B.
bassiana. S=Suelo, Bb=B. bassiana, MO=Materia organica.

Factores principales Variables
% HMA UFC Bb g'!

Semanas 2 4 8 2 4 8
S - _ _ Fokok ok ok *
Bb 0.205 0.132  *** - - -
MO 0.085 0.457 0.16 0.838 0.591 0.576
S x Bb - - - - - -
Sx MO - - - 0.827 0.585 0.78
Bb x MO * 0.999 0.444 - - -
S x Bb x MO - - - - - -

* p<0.05;*** p<0.01
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6.4 Experimento 4: Interacciones P.vetula, HMA nativos, B. bassiana y maiz

El analisis de varianza muestra que los HMA, B. bassiana y P. vetula fueron
importantes en la determinacion de la biomasa vegetal, ademas, se encontr6 interaccion
entre estos (Cuadro 7). Mientras que el efecto de los HMA se da principalmente en la
parte aérea, el efecto de B. bassiana fue mayor en la parte radical, y el de herbivoria fue

evidente en ambas partes de la planta.

Cuadro 7. Valores de probabilidad (p) asociados a los analisis de varianza (ANOVA) (n=5) para
determinar los efectos de P. vetula, B. bassiana y HMA sobre las variables de respuesta: peso seco parte
radical (PSPR), peso seco parte aérea (PSPA), peso seco total (PST) y el radio PSPR/PSPA. HMA=
hongos micorrizicos arbusculares, Bb=B. bassiana, Pv= P. vetula.

Factores principales Variables
PSPR (g) PSPA (g) PST (g) PSPR/ PSPA

Bb * 0.134 * 0.391

PV dekok sksksk sksksk seskskosk
HMA x Bb 0.294 0.609 0.352 0.227
HMA x Pv 0.276 0.129 0.909 0.072

Bb x Pv 0.234 0.079 0.856 0.068
HMA x Bb x Pv * * ok ok

* p<0.05;*** p<0.01

En la figura 16a observamos que la presencia de B. bassiana se relacion6 con los
tratamientos con mayor biomasa de las raices. En tanto que la herbivoria de dos larvas
por maceta disminuy6 el PSPR. Los HMA no influyeron en la determinacion de esta
variable, sin embargo, los HMA interactuaron sinérgicamente con B. bassiana y

contribuyeron a mantener un crecimiento mayor de las raices, en presencia de P. vetula.

Para el PSPA (Fig. 16b), los HMA nativos contribuyeron al aumento
significativo de biomasa vegetal, mientras que P. vetula lo disminuy6 y B. bassiana no
tuvo efectos. Es notable que para esta variable es mas evidente la influencia de los
HMA, ademas de que en aquellos tratamientos donde no hay HMA, la falta aparente de
respuesta a los otros factores estudiados (B. bassiana y P. vetula) sea consecuencia de
falta de P (presente en bajas concentraciones en el suelo), que actia como recurso

limitante, por lo que la planta ya no puede crecer mas alla de un umbral.
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Como puede observarse en el PST (Fig. 16¢), los HMA tuvieron un efecto
positivo principalmente en la parte aérea y B. bassiana en la parte radical, como
también lo indica la relacion PSPR/PSPA (Fig. 16d). En combinacion de estos dos
factores su efecto también fue positivo en presencia del herbivoro. En tanto que P.

vetula tuvo un efecto negativo sobre las plantas.
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Figura 16. Pesos secos de la parte radicular (a), peso seco de la parte aérea (PSPA) (b), peso seco total (PST) (c) y la
relacion PSPR/PSPA de las plantas de maiz (n=8) analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05),

donde las letras hacen referencia a diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

En cuanto a la nutricion vegetal, los HMA fueron importantes para la absorcion
de nitrogeno y fosforo. B. bassiana jugd un papel sobresaliente en cuanto a la

concentracion de N en hojas, y P. vetula en el N de las raices (Cuadro 8).
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Cuadro 8.  Valores de probabilidad (p) asociados al anélisis de
varianza (ANOVA) (n=5).para determinar los efectos de P. vetula,
HMA y B. bassiana sobre las variables de respuesta: contenido de
nitrogeno y fosforo en tejido vegetal. HMA= hongos micorrizicos
arbusculares, Bb=B. bassiana, Pv= P. vetula

Tratamientos Variables

Factores P raices P hojas N raices N hojas
principales (mg/g)  (mg/g)  (mg/g)  (mg/g)
Bb 0.195 0.22 0.088 *
Pv 0.483 0.223 * 0.187
HMA x Bb 0.155 0.362 *okx 0.789
HMA x Pv 0.58 0.334 0.843 0.316
Bb x Pv 0.254 0.397 * 0.779
HMA x Bb x Pv 0.559 0.654 0.812 0.987

* p<0.05;*** p<0.01

Para la concentracion de P observamos una clara diferencia entre los
tratamientos con y sin micorrizas (Fig. 17a y b); en tanto que para las concentraciones

de N esta diferencia no es tan marcada (Fig. 17¢c y d).

La herbivoria de P. vetula disminuyd la concentracion de N en las raices,
solamente en las plantas en las que no se adiciond B. bassiana. Cuando estuvieron
presentes B. bassiana y los HMA, se observé que no cambid la concentracion de N en
las raices en la presencia del herbivoro en comparacion con el tratamiento testigo.
Aunque B. bassiana no provoc6 la muerte de las larvas, su interaccion fue importante
para que no disminuyeran las concentraciones de nitrégeno en el tejido radical (Fig.

17¢).

Por el contrario, para el N de la parte foliar, la presencia de B. bassiana se
relacion6 con menores concentraciones de nitrégeno. Para esta variable no se

encontraron interacciones entre los microorganismos y las larvas (Fig. 17d).

Si consideramos el resultado final de la concentracién de N en toda la planta,
concluimos que la interaccion B. bassiana-HMA es importante para el incremento de la
concentracion de este nutriente. Ain no existen trabajos que hagan referencia a esta

interaccion.
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Figura 17. Concentracion de Nt y Pt en tejido vegetal en parte radical (a y ¢) y en la parte aérea (PSPA) (b
y d), (n=5) analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia

a diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

El andlisis de varianza mostrado a continuacidon, muestra que la biomasa de P.
vetula no fue afectada por la presencia de los hongos. Mientras que la colonizacion de
los HMA estuvo influida por la herbivoria de las larvas y por algunas interacciones
entre los microorganismos y la larva. La densidad de B. bassiana estuvo influida por la

presencia de los HMA (Cuadro 9).
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Cuadro 9 Valores de probabilidad (p) asociados al analisis de varianza (ANOVA)
(n=5) para determinar los efectos de P. vetula, HMA y B. bassiana sobre las
variables de respuesta: biomasa de P. vetula, colonizacion de HMA y densidad en
suelo de B.bassiana. HMA= hongos micorrizicos arbusculares, Bb=B. bassiana, Pv=

P. vetula.
Efectos principales Variables
Biomasa larvas % HMA UFC Bb g'!

(8)
HMA 0.781 - Hokk
Bb 0.084 0.599 -
Pv - * 0.812
HMA x Bb 0.149 - -
HMA x Pv - - 0.724
Bb x Pv - * -
HMA x Bb x Pv - - -

* p<0.05;*** p<0.01

La figura 18 muestra que en aquellos tratamientos con B. bassiana el promedio
de la biomasa de las larvas fue mayor, contrario a lo esperado, dado que B. bassiana es

un entomopatogeno.
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Figura 18. Biomasa fresca de larvas de P. vetula alimentadas con raices de maiz (n=5). Datos analizados
con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a diferencias

significativas y las barras representan el error estandar.

La colonizacion de HMA en raices fue menor en el tratamiento con la presencia
de P. vetula, y aunque, en el analisis de multiples rangos esta diferencia no fue
significativa (Fig.19), el andlisis de varianza (Cuadro 9) muestra que el efecto negativo

de P. vetula sobre la biomasa es menor cuando existe B. bassiana en el suelo.
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Figura 19. Colonizacion (%) por HMA en presencia y ausencia de P. vetula y de B. bassiana. Datos
analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a

diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

El registro de las unidades formadoras de colonias de B. bassiana permite
conocer que en presencia de HMA disminuye su poblacion de manera considerable al

igual que en los anteriores experimentos (Fig.20).
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Figura 20. Densidad poblacional de B. bassiana en presencia y ausencia de HMA y P. vetula. Datos

analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a

diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

6.5 Experimento 5: Interacciones P. vetula, R. irregularis, B. bassiana y maiz.

R. irregularis y P. vetula influyeron de manera importante sobre la biomasa vegetal.

Ademas, de que se encontraron algunas interacciones entre los hongos y el herbivoro
(Cuadro 10).
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Cuadro 10 Valores de probabilidad (p) asociados a los andlisis de varianza (ANOVA) (n=8) para
determinar los efectos de P. vetula, B. bassiana y R. irregularis sobre las variables de respuesta: peso
seco parte radical (PSPR), peso seco parte aérea (PSPA), peso seco total (PST) y el radio PSPR/PSPA
Ri= R. irregularis, Bb=B. bassiana, Pv= P. vetula.

Factores principales Variables
Ri Bb Pv PSPR (g) PSPA (g) PST (g) PSPR/ PSPA

Bb 0.340 0.413 0.941 0.09

PV kkk skeskosk skeskeosk skeskosk

Ri x Bb 0.558 0.737 0.596 0.425

Ri x Pv 0.724 *EE * sk

Bb x Pv * 0.982 0.164 ok

Ri x Bb x Pv 0.963 0.509 0.682 0.442

* p<0.05;*** p<0.01

Después de seis semanas, los efectos de R. irregularis en el aumento del PSPA
son semejantes a los generados por los HMA nativos, como se observo en el
experimento anterior. Por el contrario, la presencia de P. vetula disminuy6 el peso de la

parte radical debido a los efectos de herbivoria (Fig. 21).

No se observo influencia de B. bassiana ni para peso seco de la parte radical, ni
para la parte aérea. Por el contrario, las tres larvas por maceta ejercieron un efecto de
herbivoria importante, disminuyeron el crecimiento de las raices y de la parte aérea del

maiz (Fig. 21).

La relacion PSPR/PSPA muestra que en los tratamientos inoculados con HMA,
la planta asigna igualmente recursos a la parte aérea y a la parte radical, sin embargo,
para los tratamientos sin este inoculo, hay diferencias entre los tratamientos: en el

testigo y con B. bassiana se asigna una mayor proporcion de recursos a la parte radical.
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Figura 21. Peso seco de la parte radicular (a), de la parte aérea (PSPA) (b), peso seco total (PST) (c) y la relacion
PSPR/PSPA de las plantas de maiz (n=8) analizados con la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde

las letras hacen referencia a diferencias significativas y las barras representan el error estandar.

La biomasa promedio de las larvas no present6 diferencias significativas entre
los tratamientos. La colonizacion de R. irregularis tampoco mostrd diferencias

significativas entre los tratamientos (Cuadro 11).

Cuadro 11 Valores de probabilidad (p) asociados a los analisis de varianza (ANOVA)
(n=8) para determinar los efectos de P. vetula, B. bassiana y R. irregularis sobre las
variables de respuesta: biomasa de P. vetula, colonizaciéon de R. irregularis y
densidad en suelo de B. bassiana. Ri= R. irregularis Bb=B. bassiana, Pv= P.

vetula.
Factores principales Variables
Ri Bb Pv Biomasa larvas % HMA UFC Bb ¢!

(8

Ri 0.768 - okok

Bb 0.216 0.71 -

Pv - 0.446 0.223

Ri x Bb 0.413 - -

Ri x Pv - - 0.508

Bb x Pv - 0.251 -

Ri x Bb x Pv - - -

* p<0.05;*** p<0.01

La densidad de B. bassiana hasta la sexta semana mostrd un patron semejante a
los resultados del experimento anterior, siendo menor en los tratamientos con R.

irregularis (Fig. 22).
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Figura 22. Densidad poblacional de B. bassiana en presencia y ausencia de HMA y P. vetula. Datos analizados con

la prueba LSD de multiples rangos (p<0.05), donde las letras hacen referencia a diferencias significativas

y las barras representan el error estandar.
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7. DISCUSION
7.1 Herbivoria de P. vetula

Los efectos de herbivoria de P. vetula sobre el maiz variaron en funcioén del nimero de
larvas y el grado de alimentacion de éstas. Una larva por maceta fue suficiente para
disminuir la biomasa vegetal, como se observé en el Experimento 1. Sin embargo,
cuando las larvas se acercan a la fase de pupa, disminuyen su grado de alimentacion
como s6lo observamos en el Experimento 2, donde a pesar de colocar dos larvas por

maceta, estas no afectaron la biomasa vegetal.

P. vetula también influyo en la nutricion del maiz, ya que interrumpio el flujo de
nitrégeno del suelo a la planta. En un trabajo de Johnson y colaboradores (2005)
atribuyen al efecto de herbivoria la ruptura de redes de hifas de los HMA,
interrumpiendo el flujo de nutrientes. Resultados semejantes se han registrado en otros
trabajos en los que los herbivoros de las raices, como la gallina ciega Ligyrus
subtropicus, disminuyeron los niveles de N, P y K en toda la planta (Blossey y Hunt,
2003).

7.2 P. vetula e interacciones bidticas

En los experimentos realizados, la mortalidad provocada por el entomopatogeno fue
menor al 5 % y ésta se manifestd después de la cosecha de las plantas. Sin embargo, B.
bassiana aument6 la biomasa del herbivoro, pero este efecto es posiblemente indirecto.
Es posible que B. bassiana en su fase saprofita contribuya a incrementar la
disponibilidad de nutrientes en el suelo y a mejorar la biomasa del maiz y con ello, a
que la larva tuviera acceso al tejido vegetal, que podria ser de mayor calidad nutritiva.
Conclusiones similares han sido obtenidas pero a partir de los HMA, en los que también
sugieren que este grupo de hongos mejora la calidad nutritiva de la planta, lo que a su
vez incrementa el desempefio del herbivoro (Vannette y Hunter 2009; Currie et al.,

2011).

La herbivoria disminuyo la colonizacion de los HMA nativos y del inoculado (R.
irregularis). Estos resultados son semejantes a los estudios realizados por Bennett y

colaboradores (2013), quienes lo atribuyen a que la pérdida de los tejidos de la raiz lleva
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también a la pérdida de superficie colonizable por los HMA. Una segunda hipoétesis es
que las larvas prefieren comer las raices que estdn colonizadas y en este sentido, en
futuras investigaciones podria realizarse un estudio de marcadores de acidos grasos
especificos de los HMA (Larsen et al., 1998; Larsen y Bodker, 2000) para comprobar si
las larvas han comido raices con HMA o mas bien, en el proceso de masticacion la larva

rompe las raices colonizadas sin consumirlas.

Ademas en el Experimento 1, se observo una correlacion negativa entre la
colonizacion de HMA y la ganancia de biomasa de P. vetula. Una posible explicacion es
que las larvas mds voraces, consumen mayor tejido vegetal, aumentan en alto grado su
biomasa y disminuyen por tanto, el porcentaje de colonizacion de HMA al consumir las
raices. Otra posible explicacion, relacionada con lo que se mencion6 anteriormente, es
que las raices colonizadas por HMA pueden liberar sustancias que atraigan a las larvas y
estas se alimenten de las raices con una alta colonizaciéon de HMA, disminuyendo por
tanto, su porcentaje de colonizacién, ademds de que la calidad nutritiva de las raices
podria ser mayor cuando estan colonizadas por HMA y por ello, el aumento de biomasa

€s mayor.

En los experimentos 2 y 5 no se observo este comportamiento, posiblemente esta
diferencia se deba a que en estos experimentos se uso el indculo R. irregularis, mientras
que en el Experimento 1 los HMA eran nativos. Esto podria sugerir que algunas
especies de HMA nativos podrian atraer en mayor medida a las larvas en comparacion
con R. irregularis. Otra explicacion, es que a pesar de que se aplicaron dos larvas por
maceta en el Experimento 2, el menor grado de herbivoria observado en las plantas, se
reflejé en que no hubo un cambio en la colonizacion de los hongos. Por lo cual, seria
interesante que en futuros estudios se analizaran las emisiones inducidas por los HMA
de compuestos como volatiles o exudados de la raices que podrian funcionar como

atrayentes de las larvas.

7.3 Interaccion maiz-microorganismaos

Las plantas que crecieron en ausencia de microorganismos rizosféricos (suelo
esterilizado) tuvieron mayor biomasa en las primeras semanas (experimentos 1 y 2),

esto puede ser consecuencia de que el proceso de esterilizacion genera mayor
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disponibilidad de nutrientes, como fésforo y nitrogeno, debido a la lisis celular de los
microorganismos del suelo (Bowen y Cawse, 1964; Cawse, 1967). Ademas, se observo
una mayor asignacion de recursos a las raices, y esto podria suceder porque la ausencia
de microorganismos benéficos induce a que la planta desarrolle sus raices para tener

mayor acceso a los nutrientes del suelo (Dupuy et al., 2010).

Sin embargo, en los experimentes que tardaron mas tiempo establecidos
(experimentos 3, 4 y 5) la presencia de microorganismos del suelo se relaciond con el
aumento de la biomasa vegetal. Esto es, las relaciones mutualistas entre las raices de las
plantas y los microorganimos de la rizésfera no son inmediatas, sino que tienen un
periodo de establecimiento, por ejemplo, los HMA tardan en colonizar las raices
alrededor de cinco semanas (Smith y Read, 2008), pero una vez establecidas tienen un

efecto positivo en la planta.

En todos los experimentos, los HMA nativos y el inoculado (R. irregularis)
incrementaron la biomasa vegetal de la parte aérea y en menor medida la de la parte
radical. En trabajos previos, también han encontrado que la mayor alocacidon de biomasa
se da en la parte aérea (Smith y Read, 2008; Vannette et al., 2012). Este efecto positivo
sobre la biomasa de la planta también se ha obtenido en trabajos previos. Hoeksema et
al. (2010) senalan que las plantas C4 como el maiz, responden a la inoculacion de HMA

positivamente.

Es reconocido que los HMA contribuyen al aporte del 90 % del fésforo hacia la
planta (Smith y Smith 2011). En cuanto al transporte de nitrogeno, Cavagnaro et al.
(2006) y Finlay (2008), sefialan que los hongos micorrizicos también contribuyen al
transporte de este nutriente, pero este proceso depende de factores como el contenido de
agua en el suelo, el pH, el tipo de suelo, etc. (Hodge y Storer, 2014), ademas, ciertas
cantidades de nitrégeno son retenidas en el micelio del hongo (Hodge y Fitter, 2010),
por lo que las cantidades transportadas pueden variar (Smith y Smith, 2011). De hecho,
en los resultados obtenidos en el presente trabajo, la concentracion de N en el tejido

vegetal dependi6 de algunas interacciones explicadas més adelante.

Las interacciones de B. bassiana con las raices de la planta también cambian en
el tiempo. Al principio, no so6lo este microorganismo, sino otros del suelo, se
relacionaron con el menor crecimiento vegetal, pero a medida que establecen relaciones

mutualistas con las plantas, mejoraron la biomasa vegetal.
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B. bassiana incrementé la concentracion de N total en el tejido vegetal. Behie y
Bidochka (2014) concluyeron que cinco especies de Metarhizium y B. bassiana se
asociaron como endofitos y fueron capaces de transferir N al tejido vegetal de sus
hospederos. El mecanismo que sugieren es que los hongos infectan a los insectos y
transfieren el N hacia la planta a partir de la descomposicion del insecto. Sefalan la
importancia del estudio de los endodfitos en el ciclo de nutrientes y su impacto
ecologico. Sin embargo, en este trabajo, la mortalidad ocasionada por B. bassiana fue
menor al 5 % y entonces deberia existir otro mecanismo que explique la transferencia de

N al tejido vegetal cuando esta presente B. bassiana.

Al mismo tiempo, B. bassiana disminuyo la concentracion de N en la parte aérea
de la planta. Una posible explicacion a esto fenomeno es que si B. bassiana se asocio a
la planta como endoéfito, podria producir alcaloides, los cuales son compuestos de
defensa vegetal ricos en nitrégeno, que podrian concentrarse en las raices, donde esta

presente el herbivoro, disminuyendo su concentracion en la parte foliar de la planta.

7.4 Interacciones entre microorganismos

B. bassiana favorecio la colonizacion de los HMA nativos, principalmente. El
mecanismo sugerido es que el entomopatégeno en su fase saprofita favorece la
disponibilidad de nutrientes de la planta y, por tanto, la planta tiene una alta
disponibilidad de fotosintatos para intercambiar con los HMA. Otro mecanismo
sugerido, es mediante una interaccion indirecta, en la cual B. bassiana puede asociarse a
la planta como endéfito, de tal forma, que podria favorecer el crecimiento vegetal y asi,
la planta tiene posibilidades de invertir energia en la asociacion con los HMA. Gualandi
y colaboradores (2014) también observaron que la adicion de B. bassiana se relaciono

con una mayor colonizacion de HMA, pero no sugieren alguin mecanismo.

Por el contrario, los HMA y otros microorganismos nativos se asociaron a una
menor densidad poblacional de B. bassiana. En trabajos previos se ha reportado el bajo
nivel competitivo de este entomopatdégeno (Zimmermann, 2007). A pesar de esta
limitacion, este hongo presenta una amplia distribucién, por lo que no se debe

minimizar su importancia como agente de control bioldgico.
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Otro mecanismo propuesto es que los HMA podrian podrian inducir cambios en
la produccion de metabolitos secundarios o exudados en las raices (Schliemann et al.,
2008), los cuales podrian inhibir el crecimiento de B. bassiana. De hecho es reconocido
el papel que tienen los HMA sobre la estructura de la comunidad de microorganismos

del suelo (Finlay, 2008).

En la investigacion de Gualandi et al. (2014), dicha relacion no se encontro.
Observaron que la presencia de los HMA no influyo en la colonizacion de B. bassiana
como endofito, sin embargo, en nuestro estudio, la medicion que se hizo de la densidad

de B. bassiana fue dentro del suelo, en donde ademas, habian otros microrganismos.

Kessler et al. (2003) obtuveron resultados similares en experimentos de
laboratorio. Recuperaron un mayor niimero de UFC (unidades formadoras de colonias)
de B. brongniartii en suelo esterilizado que en suelo no esterilizado. Este resultado lo
atribuyen a que como resultado de la esterilizacion del suelo se incrementeta la
disponibilidad de nutrientes solubles y al mismo tiempo se eliminan microrganismos
antagonistas. Ademas, tanto los conidos de B. brongniartii y de B. bassiana, son
capaces de germinar y crecer en suelo estéril debido a su mayor disponibilidad de

nutrientes (Lingg y Donaldson, 1981; Kessler et al., 2003).

7.5 Interacciones multitréficas

En el cuarto experimento, la biomasa vegetal estuvo determinada por las interacciones
de los tres factores estudiados, donde la interaccion HEP-HMA favorecio el crecimiento
de la planta en presencia del herbivoro. Los efectos de la herbivoria son menores
cuando los nutrientes son suficientes para la planta (Blossey y Hunt, 2003), por lo que,
en presencia de los HMA se minimiza el efecto de herbivoria ya que estos hongos
contribuyen a mejorar la nutricion vegetal (Currie et al., 2011). Ademas, B. bassiana en
interaccion con los HMA también contribuy6 al incremento del nitrégeno en el tejido

vegetal, principalmente de las raices.

Pineda et al. (2010) sefialan que los microorganismo benéficos pueden facilitar
la regeneracion del tejido vegetal después de la herbivoria, promoviendo la tolerancia de

las planta mediante la mejora en la toma de nutrientes y agua. En el presente trabajo la
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presencia del hongo entomopatdgeno y de los micorrizicos tuvieron un papel importante
en aumentar la tolerancia a los efectos de herbivoria y la principal causa pudiera ser por

la mejora de la captacion de nutrientes.

Similares resultados se han obtenido en otros estudios. Gualandi et al. (2014)
estudiaron el efecto de los hongos micorrizicos arbusculares (Rhizophagus intrarradices
y Gigaspora margarita) y del entomopatogeno y endofito B. bassiana sobre el
crecimiento y contenido de fitoquimicos de Echinacea purpurea. En todos los casos
encontron un aumento de biomasa en plantas micorrizadas, y aunque B. bassiana, como

endofito, tuvo un efecto en el crecimiento de la biomasa vegetal, este fue menor.

El papel de B. bassiana como endoéfito ha sido previamente reconocido (Ownley
et al., 2008; Vega, 2008). Su papel radica en que se asocia a las plantas e induce la
produccion de metabolitos secundarios y mejora el crecimiento de la planta (Griffin,
2007; Ownley et al., 2010). Por lo que en posteriores estudios podria probarse si este
hongo se asocia como endoéfito y entonces los efectos se deben a este tipo de relacion, y

no su papel como saprobio.

En cuanto a la nutricion vegetal, la concentracion de N en las raices de la planta
estuvo influida también por la interaccion P. vetula-B. bassiana. Si bien B. bassiana no
provoco mortalidad de las larvas, contribuyd a minimizar los efectos de la herbivoria
sobre la disminucion de N en las raices. Es posible que B. bassiana tuviera un papel
importante en la respuesta de la planta ante el herbivoro, lo que permiti6é que la planta
asignara mayores cantidades de N en la parte radical para la formacion de metabolitos

necesarios para la defensa vegetal.

En el contexto del estudio de las interacciones multitroficas seria interesane el
estudio de exudados en la rizosfera. Los exudados incluyen compuestos como
mucilagos, metabolitos secundarios, iones, enzimas, aminoacidos, azicares, compuestos
fenodlicos, proteinas (Bais et al., 2006). Los exudados de las raices pueden ser
importantes en el estudio de la interacciones indirectas ya que modifican la composicion
del suelo y procesos biologicos del suelo y pueden influir en la disponibilidad de
nutrientes (Dakora y Phillips, 2002). Estudios de exudados ya se han realizado en maiz,
en donde Diabrotica virgifera promovié la liberacion de compuestos que atraian
nematodos entomopatdogenos Heterorhabidtis megidis en laboratorio y en campo

(Rasmann et al., 2005; Kollner et al., 2008). Del mismo modo, también podria
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estudiarse la emision de compuestos organicos volatiles para explicar las cascadas

multitroficas arriba y debajo de las plantas. (Campos-Herrera et al., 2013).

7.6 Interacciones y factores abioticos

En el Experimento 3 se observo que la materia organica no influyo6 en la densidad de B.
bassiana, en la colonizacion de los HMA ni en el crecimiento de la planta. En otros
estudios, se ha encontrado que la presencia de materia orgénica en el sustrato se asocia
al incremento del micelio externo de los HMA, y esto se explica por la intervencion de
actividades bacterianas que crecen asociadas a las hifas (Ravnskov et al. 1999).
Gryndler et al. (2012) suponen que dicha respuesta se debe a que se liberan compuestos
a partir de la descomposicion de la materia organica y metabolitos secundarios

producidos por los microorganismos involucrados en la descomposicion.

Sin embargo, en trabajos previos Gryndler y colaboradores (2012) sefialan que
para que algunos compuestos como la celulosa, contenido en el rastrojo de maiz,
promuevan el crecimiento del hongo, es necesario que estén lo suficientemente
descompuestos; si la celulosa es fresca puede mas bien inhibir la simbiosis con la
micorrizas. Es probable que la falta de respuesta de los HMA ante la adicion de rastrojo
de maiz se deba a que se necesitaba mayor tiempo para que sucediera la descomposicion
de la materia organica. Ravnskov et al. (1999) sefialan que la adicion de celulosa puede
dimisninuir el crecimiento de G. intrarradices. Este efecto lo explican a que se estimula

el desarrollo de microorgansmo saprofitos que tiene efectos antagéonicos con los HMA.

En cuanto a la persistencia que tiene B. bassiana en el suelo existen estudios que
sefialan que los factores abidticos como la temperatura y la radiacion ultravioleta tienen
un papel relevante (Zimmermann, 2007; Rolim -Borges et al., 2010). En un estudio de
Kessler et al. (2003) probaron la persistencia de Beauveria brongniartii en suelo, y
observaron que esta depende de periodo del afio en que se aplica, en primavera-verano
la persistencia es mayor y sugieren que la influencia de factores climaticos, como la
temperatura y la humedad, son de gran importancia en el crecimiento y establecimiento
de los hongos en el suelo. También demostraron que la disminucion de la densidad de
Beauveria brongniartii fue mayor en suelo con un alto contenido de materia organica,
sin embargo, en nuestro estudio, la materia orgéanica no influy6 en la persistencia de B.

bassiana.
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8. CONCLUSIONES

En este estudio concluimos que las interacciones entre los hongos micorrizicos
arbusculares (nativos y R. irregularis) y el entomopatégeno B. bassiana disminuyeron
los efectos negativos de la herbivoria de P. vetula sobre la biomasa vegetal, a pesar de
que B. bassiana gener6 una mortalidad menor al 5 % y de que mejoro6 la biomasa de la
larva, también fue promotor de la colonizacion de los HMA, quienes en todos los

experimentos fueron importantes en el crecimiento y nutricion del maiz.

El dafio provocado por P. vetula del tercer estadio estuvo determinado por el
numero de larvas y por el grado de alimentacion, y en todos los experimentos, redujo la

biomasa vegetal.

Con este trabajo se resalta la importancia de estudiar las interacciones en su
complejidad, donde se tome en cuenta la relacion entre las especies, su comportamiento
y sus funciones ecologicas. Observamos que B. bassiana podria tener una funcion
adicional a su papel como entomopatéogeno y como lo sefiala Ownley et al. (2010) la
habilidad de algunos hongos de usar diferentes estrategias reduce la probabilidad del

desarrollo de resistencia.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis fisico-quimico del suelo
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Anexo 2. Duracion del experimento y tiempo de contacto de las larvas con las

plantas.

Experimento

Duracion del

Tiempo de contacto de las

NuUmero de larvas

experimento larvas con la planta por maceta
6 semanas 3 semanas
1 1
(23 Ago-26 Oct) (17 Sep- 7 Oct)
6 semanas 3 semanas
2 2
(13 Sep- 7 Oct) (1-26 Oct)
8 semanas
3 - -
(28 Mar-22 May)
7.5 semanas 3 semanas
4 2
(7 Ago-29 Sept) (8-29 Sept)
6 semanas 2 semanas
5 3
(12 Sept-23 Oct) (9-23 Oct)
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