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INTRODUCCION

El maiz, es originario de Meéxico, siendo el alimento principal de los
mexicanos. Los antiguos mexicanos crearon razas de maiz para poder cultivarlas en
zonas con lluvias escasas, lluvias medianas y hasta con lluvias muy abundantes. La
totalidad de los maices crece en buenas tierras, pero algunos germinan y producen
aun en suelos pedregosos, pobres y poco profundos, demostrando asi su nobleza, al
igual hay maices adaptados a tierras bajas, cercanas a nivel del mar y otros a las
zonas altas, cercanas a los 3000 m de altitud, también hay precoces medianos y
tardios. Las razas y variedades nativas de maiz, han dado origen a las nuevas
variedades e hibridos (Lesur, 2005).

El maiz es uno de los tres cereales de mayor importancia en el mundo, ya que
tiene un amplio rango de adaptacion por sus caracteristicas muy particulares,
también por su diverso uso en la alimentacion tanto humana como animal (Ortega,
1987).

El maiz es por mucho el cultivo agricola mas importante de México, desde el
punto de vista alimentario, industrial, politico y social. Analizando al maiz en relacion
con el resto de los cereales que se producen en México (trigo, sorgo, cebada, arroz y
avena, principalmente), en cuanto a la evolucion del volumen de la produccion de
maiz, la tasa media anual de crecimiento (TMAC) de 1996 a 2006 fue de 2.0%, no
obstante los decrementos registrados en 2002 y 2005 en la produccién obtenida de -
4.1y -10.8%, respectivamente (SIAP-SAGARPA, 2006).

Entre los insectos mas dafiinos tenemos a los Lepiddpteros (gusano cogollero,
gusano elotero, gusano soldado, etc.), que son los mas severos a nivel mundial,
seguidos de los insectos del suelo, como la gallina ciega y en tercer lugar los
vectores de patdgenos y succionadores de sabia como pulgones y chicharritas
(Ortega, 1987).



El control de plagas con pesticidas es cada vez mas complicado, debido a la
exigencia de los consumidores en la reduccion de la aplicacién que es cada vez mas
notable. Los productos quimicos no siempre dan buenos resultados, por lo que, se
presta hoy dia mayor importancia a una agricultura mas biologica. Los problemas de
insectos requieren cada vez mejores y mayores practicas de control, ya sean que
estas incluyan el mejoramiento genético del cultivo, el uso de parasitoides,
depredadores, microorganismos entomopatégenos o insecticidas (Jugenheimer,
1981). Rodriguez (1984) hace referencia que otra alternativa con mucho futuro para
el control de plagas es el método biologico que se define como la accion natural o
inducida de parasitoides, depredadores y patégenos para reducir la densidad de

poblacién de organismos plaga.

Segun Estrada (1986), dentro de los entomopatdgenos los hongos en general
tienen la ventaja de infectar externamente, penetrando por la cuticula del insecto;

ademas de tener un amplio rango de hospederos.

La microencapsulacion de organismos ha sido considerada como una
alternativa de inmovilizacion de células a fin de que éstas puedan ejercer sus

funciones en forma gradual (Bashan et al., 2002).

Durante la década pasada se ha impulsado en la agricultura el uso de
polimeros naturales como agentes inoculantes de bacterias promotoras de
crecimiento. La microencapsulacibn con biopolimeros para proteger a los
microorganismos de diferentes factores ambientales como el estrés y permite a la
célula, continuar con su desarrollo y metabolismo; estos microorganismos son
liberados gradualmente cuando el biopolimero es degradado por la humedad y el pH
del suelo. El alginato producido por Macrocystis pyrifera es el mas comunmente
usado para la encapsulacién de células por su gran estabilidad. Pueden ser
almacenados a temperatura ambiente por periodos prolongados y manipularse
facilmente (Yabur et al., 2006).



Objetivos
Elaborar productos biolégicos a base de los hongos entomopatdogenos
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Nomuraea rileyi en una presentacion

sélida (microencapsulados) usando como medio solidificante el polimero alginato.

Determinar la capacidad entomopatdgena de los microencapsulados mediante

bioensayos de actividad sobre Spodoptera frugiperda en dieta natural.

Evaluar microencapsulados por bioensayos en plantas de maiz infestadas con

el gusano cogollero en invernadero.

Hipotesis

Ho: La eficiencia patogénica de los hongos entomopatdégenos

microencapsulados es superior a las formulaciones fungicas convencionales.

Ha: Los microencapsulados de entomopatégenos tienen la misma eficiencia

patogénica que las formulaciones fungicas convencionales.

Palabras clave: Control Biologico, Entomopatégenos, Microencapsulacion, Alginato.



REVISION DE LITERATURA
Cultivo del Maiz
Importancia

México es el cuarto productor de maiz en el mundo, pero también es un
importante consumidor del mismo. Aunque se cubre practicamente la totalidad de la
demanda del maiz blanco con la produccion nacional, el pais es deficitario en maiz
amarillo, por lo cual se tienen requerimientos de importacion superiores a los 5
millones de ton promedio anual (SIAP-SAGARPA, 2006). Rebolledo (1992),
menciona que aproximadamente un 51% de la superficie nacional destinada a la
agricultura se dedica al cultivo del maiz. En nuestro pais su uso principal ha sido
como alimento, tanto humano como de aves y ganado, ya que forma parte de la dieta

y cultura de los mexicanos (Sanchez et al., 1994).

El maiz es el cultivo mas importante de México, desde el punto de vista
alimentario, politico y social. Este grano se produce en dos ciclos productivos:
primavera-verano y otofio-invierno, bajo diversas condiciones agrocliméticas, de
humedad, temporal y riego. Durante el periodo 1996-2006 se produjo un promedio
anual de 19.3 millones de ton de maiz, que incluye maiz blanco, amarillo y otros, con
un valor promedio anual de 29,090 millones de pesos corrientes. La tasa media anual
de crecimiento (TMAC) del volumen de produccién fue equivalente a 2.0%; por
régimen hidrico, fue de 4.4% bajo condiciones de riego y de 0.4% en temporal (SIAP-
SAGARPA, 2006).

Taxonomia

El maiz (Zea mays L.) es una graminea anual originaria de Ameérica.
Actualmente, es el cereal con mayor volumen de produccién en el mundo, superando
al trigo y arroz (FAO, 2008).



Ubicacién taxonémica del maiz de acuerdo al USDA-NRCS (2009)
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: Zea mays L.

Morfologia

La planta del maiz es de porte robusto, de facil desarrollo y produccién anual;
el tallo es simple, erecto, de elevada longitud pudiendo alcanzar los 4 m de altura, es
robusto y sin ramificaciones, parecido al de una cafia, no presenta entrenudos y Si
una meédula esponjosa, si se realiza un corte transversal, con inflorescencia
masculina y femenina separada dentro de la misma planta; la inflorescencia
masculina presenta una panicula (vulgarmente denominada espigdn o penacho) de
coloracién amarilla que poseé una cantidad muy elevada de polen en el orden de 20
a 25 millones de granos, en cada florecilla que compone la panicula se presentan 3
estambres donde se desarrolla el polen; la inflorescencia femenina marca un menor
contenido en granos de polen, alrededor de los 800 6 1000 granos y se forman en
unas estructuras vegetativas denominadas espadices que se disponen de forma
lateral; las hojas son largas, de gran tamafo, lanceoladas, alternas, paralelinervias;
se encuentran abrazadas al tallo y por el haz presentan vellosidades, los extremos
de las hojas son muy afilados y cortantes; las raices son fasciculadas y su mision es
la de aportar un perfecto anclaje a la planta, en algunos casos sobresalen unos
nudos de las raices a nivel del suelo (SIAP-SAGARPA, 2010).



Anatomia de la planta. De acuerdo a Lesur (2005).
Germinacion

La semilla, al entrar en contacto con la humedad del suelo, empieza la
imbibicién de agua, comienza a hincharse y produce cambios quimicos que activan

al embridn, con lo que la primera raiz se alarga y sale en dos o tres dias.
Raiz

La planta tiene cuatro clases de raices: 1) raices seminales que se originan en
el embrién y suministran nutrientes en las primeras dos semanas, para luego dejar
de funcionar, 2) raices definitivas; alcanzan hasta dos o tres metros de profundidad,
fijan la planta al suelo y mediante ellas se nutre la planta durante todo el ciclo
vegetativo, 3) raices de soporte se originan en los nudos, sobre la superficie del
suelo, sirven para favorecer una mayor estabilidad de la planta, tomar algunos
nutrientes y agua del rocio y fortalecer el arraigo de la planta contra los problemas

del acame, 4) raices aéreas, estas no alcanzan a llegar al suelo.
Tallo

El tallo de la planta del maiz es lefioso y cilindrico, con una cantidad de nudos

gue varia entre 8 y 25, con un promedio de 16.
Hojas

Son alternas y sésiles, variando en nimero dependiendo de la variedad entre
8 a 25, son alargadas y forman un cilindro o vaina alrededor del entrenudo, pero con
los extremos desunidos. Su color es verde pero las hay ligeramente rayadas de

blanco o de purpura.
Flores

El maiz tiene flores masculinas y femeninas en partes separadas de la misma

planta (monoica). Las flores masculinas constituyen la espiga que produce el polen,



en tanto que las femeninas estan dentro de la mazorca que surge como una rama
lateral modificada, con las flores cubiertas por las hojas tiernas del jolote, del que
sobresalen los estigmas o estilos, receptores del polen. Esta disposicion en la

inflorescencia hace que la polinizacion sea cruzada.

Enfermedades del Maiz

Segun Rodriguez y De Leo6n (2008), de acuerdo con varios reportes en
diferentes cultivos y localidades las enfermedades llegan a causar de 10 a 12% de
pérdida en la produccidén de un cultivo, pero existen localidades especificas en las
gue son mayores. Se han reportado aproximadamente 125 enfermedades para el
cultivo del maiz. Dentro de las principales enfermedades presentes en las diferentes
regiones maiceras reportan tres tizones foliares reportados en maiz, dos de ellos son
importantes en México: el tizon por Helminthosporium turcicum y el tizén por H.
maydis. Como en el caso anterior existen tres royas afectando al maiz, de las cuales
s6lo dos son importantes en México, la roya comun Puccinia sorghi Schwein y la roya
Puccinia pylosa Under. El follaje es atacado por un complejo de mildews, ocasionado
por los patdgenos: Peronosclerospora spp., Sclerospora graminicola y Sclerophthora
spp. También es atacado por virus, como es el caso del complejo mosaico de la cafia
de azucar, producido por los patégenos: Mosaico del enanismo del maiz (MDMV),
mosaico de la cafla de azlcar (SCMV), mosaico de pasto Johnson (JGMV) y
mosaico del sorgo (SrMV). Entre otros virus tenemos al virus del rayado fino (MRF
Marafivirus), también se reporta un fitoplasma y un espiroplasma ocacionados por
Phytoplasma sp., y Spiroplasma kunkelii respectivamente. Existen dos pudriciones
importantes de tallo y mazorca causadas por hongos del género Gibberella
(anamorfo Fusarium spp.), entre las cuales las dos especies mas conocidas son G.
zeae y G. fujikuroi respectivamente. Estas enfermedades se presentan en la mazorca

de la misma manera.



Valdéz et al. (2004) reportan que en América Latina hay muchos virus que
atacan el cultivo, siendo uno de los mas importantes, el virus del rayado fino del maiz
(MRFV), descrito y caracterizado por Gamez (1969, 1983). Este virus es transmitido
exclusivamente por el cicadélido Dalbulus maidis, y ocasiona pérdidas de 40 a 50%
en el peso de las mazorcas en cultivares criollos adaptados a las condiciones locales

en Mesoamérica.

Plagas del Maiz

Cisneros (1994) menciona que una limitante para la produccion de cultivos
alimenticios anuales la constituyen las plagas, que pueden dafarlos en todos los
estados de desarrollo. Muchas de las especies de insectos que se alimentan sobre
plantas pueden entrar en competencia directa con el hombre haciendo medidas
necesarias de prevencion y control. Los lepidopteros en estado larval generalmente
se alimentan del follaje y otras partes de la planta sobre la que viven, tanto externa
como internamente, otros se han adaptado a vivir sobre productos de la planta como
semillas y frutos. Al igual Garza (1992) sefiala que muchos de ellos estan
restringidos a una regidén geografica y frecuentemente también a una sola planta
hospedera pero otros, probablemente la mayoria, presentan un amplio espectro de
plantas hospederas y su distribucion geografica no esta localizada; tal es el caso de
los géneros Diatraea (Lepidoptera: Pyralidae), Heliothis y Spodoptera (Lepidoptera:

Noctuidae).

Se estima que los insectos nocivos del maiz provocan pérdidas promedio de
30% en México, aunque en ciertas condiciones los dafios son tan severos que las
pérdidas pueden ser totales, las cuales pueden afectar el cultivo en sus diferentes
etapas fenolégicas (Rodriguez y De Ledn, 2008). En el cuadro 1, se enlistan los

insectos plaga que comunmente atacan al maiz en México.



Cuadro 1. Principales plagas del maiz en México, segun Kumul (1983); McGregor y

Gutiérrez (1983); Rodriguez y De Leon (2008).

Habitat Nombre comudn Nombre cientifico Orden y familia
. . Phyllophaga spp. Coleoptera
Gallina ciega Anomala spp. Scarabaeidae
Gusano de alambre Agriotes spp. Coleoptera
Melanotus Elateridae
Diabrotica longicornis (Say)
Gusano alfilerillo D. balteata LeConte Coleoptera
doradillas ' D. undecimpunctata Mannerheim Chr sgmelidae
Plagas  de D. virgifera LeConte y
g D. howardi Barber
suelo .
Agrotis spp.
Feltia spp. -
Gusano trozador Chorizagrotis spp. I&%?:lt%?g;eera
Peridroma spp.
Prodenia spp.
Euxoa spp.
. Solenopsis spp. Hymenodptera
Hormiga Atta spp. Formicidae
Diatraea sacharalis (Fabricius)
D. conciderata Heinrich Lepidéptera
Plagas  del Barrenador del tallo D. magnifactella Dyar P I?alidre)le
tallo Zeadiatraea lineolata WIk. y
Z. granciosella (Dyar
Z. muellenrella (Dyar y Heinrich)
Picudo del maiz Nicentrites testaceipes (Champ.) Coleoptera
Curculionidae
Plagas del Picudo del cogollo Geraeus senilis (Gyllenhal)
cogollo . Rhopalosiphum maidis (Fitch) Hemiptera
Pulgon del cogollo R. padi (Linn) Aphididae
Gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) h%%ﬂ?g;eera
Gusano soldado Pseudaltia unipucta (haworth) h%%'g?g;ira
Gusano peludo Estigmene acraea (Drury) 'I&(ratﬁ)igggtera
Gusano saltarin Elasmopalpus lignosellus (Zeller) Iﬁ?/?;(ljiggteera
Gusano elotero Helicoverpa zea (Boddie) heoré't%?g;ga
Macrodactylus mexicanus (Burm) Colebptera
Frailecillo M. nigripes (Bates) pter:
Plagas del . Scarabaeidae
. M. virens (Bates)
follaje, flores
y fruto . Brachystola spp. Orthéptera
Chapulines, langostas Melanoplus spp. Acrididae
Schistocerca spp.
Trips Frankliniella spp. m)r/if)?(;];eptera
Dalbulus maidis (Del y Wolk). Hemiptera
Chicharritas D. elimatus (Ball) Cicadellidae
D. guevarai (Del)
Oligonychus mexicanus (McGregor y Acarina

Arafia roja

Ortega)
Tetranychus spp.

Tetranychidae
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Dentro de las plagas antes mencionadas destaca el gusano cogollero del maiz
S. frugiperda (J. E. Smith) siendo la plaga mas voraz y dafiina del cultivo del maiz
(Rodriguez y De Leon, 2008).

Cogollero del Maiz Spodoptera frugiperda

Este lepidoptero fue descrito por primera vez en 1852 como Phalaena frugiperda por
Smith y Abbot, luego Guenée lo coloca bajo el género Laphygma, y Zimmerman en

1958 remplazo a Laphygma por Spodoptera (Severini, 1985).

Introduccion y Distribucion

El gusano cogollero es nativo de las regiones tropicales del hemisferio
occidental de los Estados Unidos hasta Argentina. El gusano cogollero se dispersa a
grandes distancias anualmente durante los meses de verano. Sin embargo, como
regulares y graves plagas, se encuentra en todo los estados del sureste (Capinera,
2008). Segun Rodriguez y De Ledn (2008), esta plaga se encuentra ampliamente
distribuida en todas las regiones agricolas tropicales y subtropicales del continente
americano. En México se localiza practicamente en todas las regiones donde se

cultiva maiz, aunque sus dafios son mas severos en el tropico y subtrépico.

Ubicacion Taxonémica

Ubicacion taxonomica segun Borror et al. (1989)
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Género: Spodoptera

Especie: S. frugiperda (J. E. Smith)
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Biologiay Comportamiento

Huevo

Las hembras depositan los huevos durante las primeras horas de la noche,
tanto en el haz como en el envés de las hojas, estos son puestos en varios grupos o
masas cubiertas por segregaciones del aparato bucal y escamas de su cuerpo. Las
larvas nacen a los tres dias 0 menos, cuando la temperatura es elevada (> 25° C).
(Luginbill, 1928). El huevo es en forma de cupula, la base es plana y el huevo se
curva hacia arriba en un punto ampliamente redondeado en el apice. El huevo mide
unos 0.4 mm de didmetro y 0.3 mm de altura. El nimero de huevos por masa varia
considerablemente, pero a menudo 100 a 200, y la produccién total de huevos por
hembra, de un promedio de 1500 con un maximo de 2000. La etapa de huevo dura

soOlo dos o tres dias durante los meses de verano (Capinera, 2008).

Larva

Las larvas al nacer se alimentan de la superficie de la hoja, destruyendo el
mesofilo y la epidermis de un solo lado del follaje, dejando intacta la otra epidermis,
observandose las areas dafiadas de color blanco y semitransparente (Chavez, 1990;
Aponte y Morillo, 1987), mas tarde se trasladan a diferentes partes de la planta,
evitando asi la competencia por el alimento y el canibalismo, a partir del tercer
estadio se introducen en el cogollo, haciendo perforaciones que son apreciados
cuando la hoja se desvaina. Su color varia segun el alimento pero en general son
oscuras con tres rayas palidas estrechas y longitudinales; en el dorso se distingue
una banda negruzca mas ancha hacia el costado y otra parecida pero amarillenta
mas abajo, en la frente de la cabeza se distingue una "Y" blanca invertida (Luginbill,
1928; Bruner y Deschapelles, 1965).

Capinera (2008) sefiala que por lo general, son seis estadios en el gusano
cogollero. El ancho de la cdpsula de la region cefalica es de 0.35, 0.45, 0.75, 1.3,
2.0, y 2.6 mm, respectivamente, para estadios 1-6. Las larvas puede llegar a medir
1.7, 3.5, 6.4, 10.0, 17.2, y 34.2 mm, respectivamente, durante los seis estadios. Las

larvas jovenes son de color verdoso con la cabeza negra, la cabeza cambia a
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anaranjado en el segundo instar. En el segundo, pero en particular el tercer estadio,
la superficie dorsal del cuerpo se convierte en marrén, y comienzan a formarse lineas
blancas laterales. En el cuarto al sexto estadios la cabeza es de color marrén rojizo,
con manchas blancas, y el cuerpo subdorsal blanco y las lineas laterales. Puntos
elevados se producen en el dorso del cuerpo, por lo general son de color oscuro, y
tienen espinas. Las larvas tienden a ocultarse en el momento més brillante y caluroso
del dia. La duracion de la fase larvaria tiende a ser alrededor de 14 dias durante el
verano y 30 dias durante el invierno.

El tiempo medio de desarrollo determinado fue de 3.3, 1.7, 1.5, 1.5, 2.0,y 3.7
dias para los estadios 1 a 6, respectivamente, cuando las larvas fueron criadas a 25
°C (Pitre y Hogg, 1983). El periodo de tiempo para el desarrollo larval es menor a
medida que aumentan las temperaturas, con 22 y 13 dias a 20 y 30 °C,
respectivamente; a una temperatura ambiente media (26.5 °C) es de 1545 dias con
la particularidad de que se presentaron 6 estadios (Blahutiak, 1970; Piedra, 1974;
Pérez et al., 1994).

Pupa

La pupacion tiene lugar normalmente en el suelo, a una profundidad de 2-8
cm. La larva construye un capullo suelto, de forma oval y de 20 a 30 mm de longitud,
mediante la vinculacion de las particulas del suelo, junto con la seda. La pupa es de
color marrén rojizo, y mide 14 a 18 mm de longitud y alrededor de 4.5 mm de ancho.
La duracion de la etapa de pupa es de ocho a nueve dias durante el verano
(Capinera, 2008).

Adulto

El adulto de S. frugiperda vuela con facilidad durante la noche, siendo atraida
por la luz; es de coloracion gris oscura, las hembras tienen alas traseras de color
blancuzco, mientras que los machos tienen un color llamativo en las alas delanteras,
las traseras son blancas (Luginbill, 1928).

El ciclo de vida oscila entre los 19 y 48 dias, lo que esta en relacion con la

temperatura de las siguientes fases; a temperaturas elevadas el ciclo se acorta a una
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temperatura de 26.5 °C las hembras ponen 1216 huevos, a 25 °C 944 y a 30 °C se
reduce a 386, el periodo de oviposicién de los adultos a 30 °C es de 4 y 3 dias para
las temperaturas de 20, 25 y 26.5 °C. Los valores del limite inferior de temperatura
oscila entre 10.3 y 14.6 °C, para las distintas fases del ciclo bioloégico. Segun los
estudios realizados, la plaga puede tener entre 11 y 12 generaciones anuales (Jassic
y Reines, 1974; Piedra, 1974).

Fernandez (1991) reporta que durante su ciclo de vida, la hembra adulta y
fertilizada coloca los huevos en masa sobre el follaje. Una vez que el huevo
eclosiona, las larvas comienzan a alimentarse de la epidermis de la planta. En sus
tres primeros instares, las larvas poseen la capacidad de desplazarse a distancias
relativamente grandes; pueden secretar hilos de ceda que les permite colgarse y
caer con facilidad al suelo, ademas pueden presentar canibalismo. Tan pronto como
la larva completa su desarrollo, cesa su alimentacion, abandona el sitio donde ha
vivido y pasa al suelo donde construye una cavidad o celda entre dos y siete cm de
profundidad, ésta depende de la textura del suelo, la humedad y la temperatura. En
la cavidad la larva se transforma en pupa y luego emerge como adulto a la superficie

del suelo.

Dafios

Spodoptera frugiperda, es considerado la plaga mas importante del maiz en
muchas regiones de América (Garcia et al., 1999), Por su voracidad y dafos
ocacionados al cultivo. Los gusanos se localizan en el cogollo de las plantas, en
donde se alimentan de las hojas en formacion y las cuales al desarrollarse quedan
perforadas y rasgadas; el ataque temprano causa la muerte de plantulas o el retraso
en el desarrollo de la planta (Rodriguez y De Leén, 2008).

El gusano cogollero ataca alrededor de 60 especies de plantas (Andrews,
1988). En maiz este insecto es capaz de disminuir hasta el 90% de rendimiento, si no
se controla oportunamente (Banda, 1981). En México, el maiz es la base de la
alimentacion y afecta econémicamente mas al rendimiento; si la planta es atacada
cuando tiene entre 40 y 60 cm de altura y una edad menor a los 29 dias (Banda et
al., 1981).
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En estudios cuantitativos sobre la selectividad de la plaga contra la planta de
maiz, se ha demostrado el dafio en etapa de crecimiento a las 5, 8 y 13 hojas, las
pérdidas son de 26 y 20% respectivamente; cuando el ataque se produce en etapas
mas tempranas el dafio puede ser mayor, ya que las plantas no pueden recuperarse.
(Chavez, 1990; Aponte y Morillo, 1987).

Métodos de Control de Spodoptera frugiperda

Restrepo (1988) sefiala que el manejo integrado de plagas (MIP) plantea el
uso racional de métodos culturales, biol6gicos y quimicos para el control de insectos,
acaros y otras plagas. En el MIP el control biolégico es primordial, pero se puede
justificar o “integrar” el uso adecuado de productos quimicos sélo cuando la densidad
de la plaga es de tal magnitud que sobrepasa el umbral de dafio econdmico y a la
vez, la presencia de enemigos naturales es escasa. Al igual Saad (1999) reporta que
entre todas las técnicas de control del MIP, el control biolégico es el que ha tenido el

mayor desarrollo en México.

Control Cultural

Segun Rodriguez y De Leo6n (2008), para un buen control de S. frugiperda es
recomendable, realizar siembras tempranas y en general tener un buen manejo del
cultivo. Mitchell (1978) cita que la practica cultural mas importante, empleada
ampliamente en los estados del sur de USA, es la siembra temprana y/o variedades
de maduracion temprana. La cosecha temprana permite que muchas mazorcas de
maiz escapen de la mayor densidad de gusano que se desarrolla mas adelante en la
temporada. All (1988) menciona que la labranza reducida parece tener poco efecto
sobre las poblaciones de gusano cogollero. Posteriormente Roberts y All (1993)
reportan que se ha observado que retrasa la invasion por las palomillas en campos
con extensos residuos de rastrojos, retrasado y reduciendo la necesidad de

supresion quimica.
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Resistencia Vegetal

La resistencia parcial est4 presente en algunas variedades de maiz dulce,
pero es insuficiente para una proteccion completa (Capinera, 2008).
Madriz (1999) menciona que las técnicas biotecnologicas modernas representan
nuevas alternativas para el control de enfermedades virales. Algunas de estas
estrategias se basan en la expresion in planta, de genes virales o de secuencias
derivadas del patdégeno, mediante técnicas de ingenieria genética y de

transformacién genética.

Control Quimico

Durante muchos afos, para reducir los efectos nocivos de S. frugiperda , se
ha dependido del uso de insecticidas quimicos, los que son asperjados o
espolvoreados; en muchas ocasiones la efectividad ha sido baja, debido a que estas
se han realizado pasado el momento critico de la plaga y la etapa fenol6gica mas
apropiada del cultivo o después de que los dafios son irreversibles; incluso se ha
pretendido aminorarla cuando practicamente el cultivo alcanza un tamafio que
imposibilita la entrada de las maquinas al campo (Chavez, 1990; Aponte y Morillo,
1987).

Adamczyk (1999) reporta que larvas de S. frugiperda de los estadios primero y
quinto alimentadas con hojas y flores blancas de algodon tratadas con chlorfenapyr,
emamectin benzoate, L-cyhalothrin, methoxyfenozide, spinosad, y thiodicarb, estos
fueron susceptibles a dichos insecticidas.

Lopez et al. (2010) reportan a spinoteram como una alternativa sustentable y
viable para el manejo de S. frugiperda. El CESAVEG (2008), reporta en la campairia,
“manejo fitosanitario del maiz”, la autorizacién del uso de cipermetrina, clorpirifos etil,
diazinon y endosulfan para el control de esta plaga en el estado de Guanajuato. Al
respecto Lopez et al. (2010) reportan a S. frugiperda mostrando cierta tolerancia
hacia clorpirifos etil (Disparo®) y el plaguicida atenté significativamente sobre
poblaciones de Chrysoperla sp, también mencionan que un compuesto fitotoxico

(Floxina-B) mostrd efectividad en la supresion de S. frugiperda y fue benévolo con la
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fauna benéfica, sin embargo ocasion0 sintomas severos de fitotoxicidad a la planta
de maiz.

Su control con insecticidas quimicos ha ocasionado que esta especie adquiera
resistencia, se eliminen a sus enemigos naturales y afecte el medio ambiente (Yu,
1991; Pimentel, 1995).

Control Bioldgico

Como control biolégico se entiende la manipulacién intencional de las
poblaciones de los enemigos naturales de los insectos plaga, con el fin de limitar sus
poblaciones. A estos organismos se les llama agentes de control y entre ellos se
encuentran insectos depredadores y parasitos, asi como microorganismos patégenos
de insectos (Asaff et al.,, 2002). Los diferentes métodos de control biolégico
constituyen un componente sustentable y ambientalmente seguro del moderno
manejo de plagas; son una alternativa deseable, que se ha ido incrementando y por

ende el uso de los plaguicidas quimicos se ha reducido (Waage, 1991).

Parasitoides

Rodriguez y Arredondo (2007) mencionan que los insectos parasitoides son
una clase especial de depredador que generalmente es del mismo tamafio o tamafo
parecido que el organismo gque ataca, también se caracterizan porque se desarrollan
dentro o sobre un organismo, el cual casi siempre muere al ser atacado. El estadio
larvario de estos organismos es parasitico, mientras que los adultos son de vida libre
y activos para buscar a los organismos que parasitan (huésped).

En nuestro pais se han hecho varios estudios sobre diversidad de
parasitoides, para los estados de Michoacan, Colima, Jalisco y Tamaulipas. Molina et
al. (2001) reportan a 11 especies de parasitoides atacando a larvas de S. frugiperda
representados en tres familias: Ichneumonidae, Braconidae y Eulophidae,
alcanzando una tasa de parasitismo de 11.3%. Por otra parte Molina et al. (2004) en
los estados de Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan y Veracruz reportan a 13

géneros de parasitoides himendpteros, representando a tres familias: Braconidae,
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Ichneumonidae y Eulophidae alcanzando una tasa de parasitismo de 13.8%. Bahena
et al. (2010) reporta a estas tres familias para el centro del pais.

Ademas de las antes mencionadas Rios et al. (2009) reportan para
Buenavista Coahuila, la presencia del Orden Diptera especificamente de la familia
Tachinidae, también Avila et al. (2010) reporta a Archytas sp. (Diptera: Tachinidae)
en Tamaulipas. Al respecto Jaimes et al. (2009) reportan a Tachinidae y Euplectrus

spp., parasitando a S. frugiperda en zacate buffel, en el estado de Nuevo Leon.

Bacterias

Se conocen aproximadamente 90 especies de bacterias causantes de
enfermedades infecciosas en los insectos, de las cuales sélo algunas pocas tienen
un alto potencial como agentes de control biolégico (Cloutier y Cloutier, 1992).

Una de las alternativas mas ampliamente estudiadas para el control biol6gico
es la utilizacion de Bacillus thuringiensis, hoy en dia B. thuringiensis es el
bioinsecticida mas utilizado a nivel mundial (Taméz et al., 2005). Serrano et al.
(2010) reportan que S. frugiperda es susceptible a aislados de B. thuringiensis. Al
igual Lopez et al. (2010) en estudios realizados en maiz bajo régimen de riego,
reportan a B. thuringiensis como una alternativa viable y sustentable para el manejo

de esta plaga.

Virus

Del Rincon (2007) menciona que un grupo importante como agentes de
control biolégico, lo representan los virus entomopatdégenos, particularmente los
baculovirus, los cuales son los mas diversos y se han aislado de manera exclusiva
de insectos, principalmente de los 6rdenes; Lepiddptera, Hymendptera y Coledptera.
No obstante, la diversidad de virus entomopatogenos es amplia y cada familia en lo
particular posee caracteristicas Unicas, que en un momento dado y para una plaga
en particular, podrian ser efectivos en el control de la misma.

El nucleopoliedrovirus (NPV) aislado de S. frugiperda ha sido reportado como
uno de los virus mas prevalentes en poblaciones naturales de este insectopor

Herniou et al. (2003) y Rios et al. (2009) en pruebas de laboratorio, reportando que
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cepas de nucleopoliedrovirus aisladas de Spodoptera frugiperda, son eficientes para
causar niveles de mortalidad considerables en poblaciones de las larvas de gusano
cogollero. Larvas neonatas de S. frugiperda alimentadas con maiz y tratadas con
cuerpos de oclusién del nucleopoliedrovirus aislado de S. frugiperda, mezclados con
diferentes formulados de polvos humectables, fueron susceptibles a las
formulaciones obteniendo valores de mortalidad hasta de 96.46%, en un estudio
realizado en condiciones de invernadero (Rios et al., 2010).

Nematodos

Sotelo et al. (2009) reportan nematodos Heterorhabditis sp., causando una
mortalidad de 100% sobre S. frugiperda, en pruebas de laboratorio. Al respecto
Molina et al. (2003) reportan a nematodos mermitidos parasitando larvas de S.
frugiperda en los estados de Nayarit y Veracruz, representando un 14.21% del total
de la mortalidad de las larvas. Lezama (1993) reporta al nematodo Heterorhabditis
bacteriophora sobre S. frugiperda con una concentracién letal CLso de 13 nematodos
por larva y a Hexamermis sp, Steinernema feltiae y Noctuidonema guyanense como

enemigos naturales del gusano cogollero.

Hongos Entomopatégenos

El control biolégico con microorganismos entomopatégenos es considerado
como una alternativa en Programas de Manejo Integrado (Gardner et al., 1984).
Dentro de los grupos patdgenos que existen para control microbial se ha dicho que
los hongos son los de mayor futuro; ya que a diferencia de los virus o bacterias no
necesitan ser ingeridos por el insecto para ser infectivos, si no que matan al
hospedero atacandolo tan solo por contacto (Estrada, 1986).

Segun Carrillo y Blanco (2009), la utilizacion de hongos entomopatdégenos
para el control biolégico es una alternativa viable debido a la especificidad sobre sus
huéspedes, baja o nula patogenicidad sobre la fauna benéfica, insectos nativos,
minima alteracion del ecosistema, ademas de no afectar ni a los mamiferos ni a los

peces.
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En los Ultimos afios, ha surgido gran interés en el uso de hongos
entomopatdégenos (HEP) como agentes de control biolégico, habiéndose alcanzado
un avance significativo en el desarrollo y manufactura de estos agentes. Los HEP
tienen la capacidad de infectar activamente una gran diversidad de insectos; estan
ampliamente distribuidos en diferentes ecosistemas por lo que se pueden utilizar
para el control de plagas de insectos, siendo inocuos para animales de sangre
caliente, plantas y deméas componentes del ecosistema. Ademas, los HEP tienen la
capacidad de desarrollar epizootias, definida como enfermedades que se extienden a
una o varias especies dentro de una regién o pais, con caracter transitorio, en las
poblaciones de insectos plaga (Jackson et al.,, 1997). Los hongos tienen algunas
ventajas Unicas entre los entomopatdégenos ya que son capaces de infectar al
hospedero, por contacto y adhesion de las esporas a las paredes bucales,
membranales, intersegmentales o a traves de los espiraculos, por lo que la ingestion
del microorganismo es innecesaria (Hajek y St Leger, 1994; Pucheta et al., 2006).
Hasta el momento se han descrito mas de 750 especies de hongos
entomopatdégenos y el aislamiento de nuevas cepas continda. Dentro de los mas
utilizados a nivel mundial se encuentran Metarhizum anisopliae (33.9%), Beauveria
bassiana (33.9%), Paecilomyces fumosoroseus (5.8%) y Beauveria brongniartii
(4.1%) (De Faria y Wraight, 2007).

Muchas de estas especies tienen un amplio rango de hospederos y son
patogénicas de diferentes 6rdenes de insectos como: Lepidoptera, Coledptera o
Hemiptera. Como ejemplos se pueden mencionar Metarhizium anisopliae, que ataca
ortopteros y hemipteros, en general, B. bassiana (coleGpteros, lepidépteros y
dipteros) los cuales, junto con otros Deuteromycetos, tienen gran potencial como
agentes de control biolégico de plagas (Zimmerman, 1986).

Se establece asi que los hongos son potencialmente los mas versatiles
entomopatdégenos, siendo algunos productores de toxinas, lo que les provee de un
potencial para dafiar rapidamente; sin embargo, usualmente son patégenos de
accion lenta. Estos hongos infectan huevos, larvas, ninfas, pupas o adultos y la
infeccion puede ocurrir después de la germinacion de la espora dentro de los

intestinos del hospedero o en la superficie de la cuticula (Hajek y St Leger, 1994).
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Los hongos entomopatdégenos representan una alternativa para el manejo de
S. frugiperda, entre ellos destacan Metarhizium spp., Beauveria spp., Verticillium sp.,
y Nomuraea rileyi, los cuales actan por contacto, invadiendo el cuerpo del insecto y

causando la muerte (Leén y Pulido, 1991).

Modo de Accion de los HEP

El desarrollo de la enfermedad en el insecto esta dividido en tres fases: (1)
adhesion y germinacion de la espora en la cuticula del insecto, (2) penetracién en el
hemocele y (3) desarrollo del hongo, que generalmente resulta en la muerte del
insecto (Telles, 2009). Los HEP inician su proceso infectivo en los insectos
hospederos cuando las esporas conidias son retenidas por contacto en la superficie
del integumento, y se inicia la asociacién patdgeno-hospedero con la formacion del
tubo germinativo, dando lugar a la excrecion de enzimas hidroliticas que degradan la
cuticula y proporcionan a su vez nutrientes al hongo (St Leger et al., 1986b). Estas
enzimas coadyuvan con el proceso de penetracion por presion mecanica iniciado por
el apresorio, el cual es una estructura especializada formada en el tubo germinativo
(L6pez y Claugher, 1990)., que rastrea y reconoce la superficie del insecto para la
localizacion de sitios receptores, habilitando a la hifa para la penetracion de la
cuticula (Riguelme et al., 1998). El apresorio ademas de servir de anclaje de la
espora, ejerce una presion hacia el interior del insecto (Pucheta et al., 2006)., donde
desarrolla cuerpos hifales, que se diseminan a través del hemocele e invaden tejidos
musculares, cuerpos grasos, tubos de Malpighi y hemocitos, ocasionando la muerte,
el hongo inicia un crecimiento micelial e invade todos los 6rganos del hospedero.

Finalmente las hifas penetran la cuticula desde el interior del insecto y
emergen a la superficie, donde en condiciones ambientales apropiadas inician la
formacion de nuevas esporas (Hajek y St Leger, 1994; Pucheta et al., 2006). Como
se describe anteriormente, estos HEP poseen un conjunto de mecanismos que les
permite penetrar y asimilar los materiales del hospedero, y a la vez superar los
mecanismos de resistencia. Las enzimas degradadoras de cuticula destruyen o
modifican la integridad estructural del hospedero, inhiben sus procesos selectivos, e

interfieren con su sistema regulatorio (Hajek y St Leger, 1994). Durante la
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penetracion del hongo desde la cuticula del insecto hasta el hemocele, la hifa queda
inmersa en proteinas, quitina, lipidos, melanina, difenoles y carbohidratos, ya que el
insecto activa su sistema inmune a través de procesos de melanizacion,
esclerotizacion, fagocitosis, nodulacién y encapsulamiento (Pucheta et al., 2006;
Feldhaar y Gross, 2008). La mayoria de los tejidos bajo las estructuras cuticulares
son inmunolégicamente activos y pueden expresar efectores antimicrobianos,
incluyendo varios péptidos y especies reactivas de oxigeno, permitiéndole una
eficiente respuesta sistémica inmune (Feldharr y Gross, 2008).

Beauveria bassiana

Méndez (1990) menciona que existen muchos reportes de incidencia natural
de B. bassiana causando epizootias que varian en magnitud sobre insectos de

importancia agricola y forestal en su mayoria.

Ubicacion Taxondmica
Segun (Alexopoulus y Mims, 1979; McCoy et al., 1988; Samson, 1988).
Reino: Mycetae
Division: Amostigomicotina
Clase: Deuteromycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Geénero: Beauveria

Especie: B. bassiana



22

Morfologia

Beauveria sp. es un entomopatdégeno imperfecto con hifas septadas y
estructuras reproductivas y estructuras reproductivas denominadas conidioforos,
sobre las cuales se desarrollan los conidios (Tanada y kaya, 1993). Se ramifica su
micelio para formar conidiéforos simples e irregulares que terminan en vértices en
forma de racimos; la base de la célula es globosa o abultada con un adelgazamiento
en el area de insercion de los conidios, de 2 a 3 um o0 2 a 2.5 um y esterigmas
curvados en forma irregular o dispuestos en forma de zig-zag (Metasav-11, 1997:
CB-03, 1999).

Importancia

B. bassiana es un hongo con un amplio espectro de accién, que puede atacar
a los insectos en estado de huevo, larva, pupa y adulto, donde generalmente son
susceptibles a las micosis del mismo. Dentro de los insectos que controla tenemos
dipteros, coleopteros, lepidopteros, hemipteros, y algunas plagas de suelo
(Phyllophaga sp.) (Hajek y Leger, 1994; Bio-Zental, 1998; CB-03, 1999).

Lezama (1993) reporta cepas de B. bassiana causando un porcentaje de
mortalidad comprendido entre 67.2 y 90% en huevo, mientras que en larvas
neonatas reporta mortalidades comprendidas entre 84.5y 100% con un TLso de 2.8
hasta 5.9 dias

Metarhizium anisopliae

El hongo entomopatdogeno M. anisopliae (Metsch) Sorokin, tiene distribucion
cosmopolita y presenta mas de 200 especies de insectos hospederos; dentro de
ellos, S. frugiperda (Maniania y Fargues, 1984).
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Ubicacién Taxondmica
Segun (Alexopoulus y Mims, 1979; McCoy et al., 1988; Samson, 1988).
Reino: Mycetae
Divisién: Amostigomicotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Geénero: Metarhizium

Especie: M. anisopliae

Morfologia

M. anisopliae forma conidiéforos simples o agregados, posee conidias
alargadas, ovoides o cilindricas dispuestas en cadena originadas de un conidiéforo
en forma de botella, las conidias miden de 6 a 8 um y tienen un color verde olivo por
lo que la enfermedad en los insectos se llama “muscardina verde”. Este hongo es

considerado cosmopolita (Berlanga et al., 1997; CB-08, 1999).
Importancia

El primer intento de control microbiano con esta especie fue realizado por
Metschnikoff en 1879 para el control de larvas de Cleonus puntiventris
(Curculionidae) Germ, en remolacha azucarera. En 1884 Krassilstschik continu6 con
estos estudios, obteniendo de 50 a 80% del control de insectos después de 10 a 15

dias de la aplicacion (McCoy et al., 1988).

Lezama (1993) Menciona a M. anisopliae causando porcentajes de mortalidad

superiores al 94% sobre S. frugiperda en el estadio de huevo. Al igual Lezama et al.
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(1996) reportan que estudios de laboratorio han demostrado que S. frugiperda es
susceptible al hongo M. anisopliae en los estados biolégicos de huevo y larva, con
porcentajes de mortalidad del 100% vy valores de TLso de 2.5 a 2.9 dias en huevo y
1.3 a 3.1 dias en larvas, a una concentracién de 1x10° conidias/mL; sin embargo, no
se tienen antecedentes de evaluaciones de este hongo bajo condiciones de campo
(Lezama et al., 2005).

Nomuraea rileyi

De los enemigos naturales de S. frugiperda, el hongo entomopatégeno N. rileyi
es una de las opciones mas prometedoras para ser utilizado como agente de control
bioldgico, debido a que es un organismo ampliamente distribuido, capaz de infectar
no solo a S. frugiperda, sino también a una gran diversidad de insectos defoliadores
del orden Lepidoptera. En México se ha reportado la existencia de N. rileyi
controlando poblaciones de S. frugiperda llegando a ejercer hasta un 100% de
control (Sanchez, 2000; Rios et al., 2010).

Ubicacion TaxonOomica
Segun (Alexopoulus y Mims, 1979; McCoy et al., 1988; Samson, 1988).
Reino: Mycetae
Division: Deutoromycetes
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Nomuraea

Especie: N. rileyi
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Morfologia

Es una especie muy similar al género Paecilomyces. Forma sinemas o grupos
de conidiéforos ramificados, presenta fialides engrosadas en la base, terminadas en
forma de botella, pero con el cuello mas corto que en Paecilomyces y las esporas
crecen en cadenas con una coloracion tipica del hongo. Su hifa vegetativa es
septada, de pared lisa, hialina o ligeramente pigmentada, su estructura reproductiva
es un conidiéforo erecto septado que nace de la hifa formando densos grupos de
racimos con dos o tres fialides compactadas alrededor del conidiéforo (Hernandez y
Berlanga, 1996; Berlanga, 1997).

Importancia

El hongo N. rileyi es una alternativa promisoria para controlar poblaciones
altas de larvas de S. frugiperda, ya que las epizootias naturales ocasionadas por este
hongo sobre Spodoptera y otros lepiddpteros son frecuentes. Este hongo imperfecto
y dimoérfico en su desarrollo es diferente de los hongos oportunistas M. anisopliae y
B. bassiana, tiene algunos requerimientos muy exigentes para su crecimiento, posee
un amplio rango de hospederos y no tiene una fase saprofitica en el suelo (Boucias
et al., 2000). N. rileyi no germina, ni crece, ni esporula a temperaturas superiores a
35 °C, lo cual indica que no afecta a vertebrados homeotérmicos. Los conidios
expuestos a jugos gastricos de humanos se inactivan rapidamente. Cuando se
administré a ratas en dosis de 1.1x10" conidios/litro de aire durante una hora no se
observaron anormalidades clinicas, patoldgicas o histopatologicas (Ignoffo et al.,
1979).

Lezama (1993) reporta a N. rileyi causando mortalidades del 100% en larvas
neonatas de S. frugiperda obteniendo TLso comprendidos entre 4.1 y 6.3 dias.

También reporta que el hongo resulto igualmente virulento en los primeros 5 estadios
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larvales mostrando el 100% de mortalidad; en el sexto estadio obtuvo una mortalidad
de 77.5%, la CLs, registrada para el hongo fue de 9.8X10* conidias/mL.

A pesar de lo promisorio que puede resultar el uso de este entomopatégeno,
no existe ningun bioplaguicida registrado a base de este hongo, posiblemente por la
dificultad que presenta este microorganismo para su produccion masiva, ya que tiene
requerimientos nutricionales especificos y es de desarrollo muy lento (Villamizar,
2004). El logro de un bioplaguicida a base de este hongo, implica el cumplimiento de
diversas etapas que garanticen la obtencion de un producto seguro, eficaz y
confiable. Dichas etapas comprenden el aislamiento del microorganismo, la
evaluacion de su actividad controladora, su produccién masiva, estudios de
preformulacién, formulacion, determinacion de dosis y formas de aplicacion, estudios
de toxicidad, ensayos de campo, determinacién de los mecanismos de biocontrol,
estudios de impacto ambiental, caracterizacion molecular, estudios de mercado y

patentamiento, entre otros (Gomez y Villamizar, 2000).

Micoinsecticidas

Recientemente varios micoinsecticidas han entrado al mercado; sin embargo,
de las mas de 700 especies de HEP actualmente conocidos, sélo 10 especies se han
empleado para el control biolégico, quedando un nimero importante con potencial
para su aplicacién (Hajek y St Leger, 1994; St Leger et al., 1996; Pucheta et al.,
2006). La mayor limitacion en el desarrollo de micoinsecticidas, es el hecho de que
estos requieren mayor tiempo después de la aplicacion para el control del insecto,
durante el cual los insectos infectados pueden causar serios dafios a los cultivos (St
Leger et al., 1996).

Segun Carrillo (2009), la generacion de nuevos productos de origen bioldgico
debera tener en cuenta la determinacion de los medios de cultivo 6ptimos, asi como
la optimizacién del sistema para la obtencion masiva de inéculo, que permita una
buena relacién costo-beneficio en su produccién. Se deberan llevar a cabo

bioensayos de laboratorio, invernadero y campo, que confirmen la efectividad del



27

producto una vez formulado. El uso de agentes de control biolégico, como son los
enemigos naturales y los entomopatdégenos, estd empezando a asumir un papel
importante en el campo, siendo considerable el nUmero de casos exitosos, lo que los
coloca como una de las opciones de control importante para el desarrollo de una
agricultura sustentable. Sin embargo, aun falta profundizar mas en el entendimiento
de las bases moleculares, relacionados con la capacidad de los entomopatdgenos
para regular las poblaciones de insectos plaga. Esto es de trascendental importancia
para poder lograr una planeacion de estrategias de control adecuadas. Por ultimo, se
espera que la aplicacion adecuada de biocontroladores, asi como de otros métodos
alternativos, permita disminuir las pérdidas de las cosechas, ademas de contribuir a

la disminucion de los procesos de contaminacion del medio ambiente.

Microencapsulacién

Los procesos de encapsulacion fueron desarrollados entre los afios 1930 y
1940 por la National Cash Register para la aplicacion comercial de un tinte a partir de

gelatina como agente encapsulante mediante un proceso de coacervacion.

La encapsulacién es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas
(sabores, vitaminas o aceites esenciales) son introducidas en una matriz o sistema
pared con el objetivo de impedir su pérdida, para protegerlos de la reaccion con otros
compuestos presentes o para impedir que sufran reacciones de oxidacion debido a la
luz o al oxigeno. Una ventaja adicional es que un compuesto encapsulado se liberara
gradualmente del compuesto que lo ha englobado o atrapado (Reineccius, 1991;

Popplewell et al., 1995).

Es una técnica de inmovilizacion de células. Algunas propiedades tipicas del
sistema microencapsulado han sido estudiadas, tales como contenido de
microorganismos, tamafio de particula y tiempo de germinacion, se preparan
mediante el método de conservacién-separacion en fases, utilizando una etapa

intermedia de emulsién multiple (Bashan et al., 2002).
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Diversos experimentos basados en polimeros han sido evaluados, estos han
demostrado ser portadores potenciales de bacterias siendo una gran ventaja
practica. La microencapsuacion de células vivas las protege contra diversos factores
ambientales, ademas de ser incorporados al suelo son liberados gradualmente

cuando el polimero es degradado (Yabur et al., 2006).

Gombotz (1998) cita que los alginatos son uno de los polimeros mas utilizados
en la microencapsulacion. Ellos son extraidos primariamente de tres especies de
algas marrones. Estas incluyen Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum vy
Macrocystis pyrifera. Otras incluyen Laminaria japonica, Ecloniamaxima y Lesonia
negrescens. Los alginatos son una familia de polisacaridos lineales no ramificados,
conteniendo cantidades variables de &cido (1,4’) B-D-mannurdnico y de acido a-L-
gulurénico. La composicién y extension de las secuencias y el peso molecular

determinan las propiedades fisicas de los alginatos.

Estas formulaciones presentan muchas ventajas, ya que pueden almacenarse
secas a temperatura ambiente por periodos prolongados, pueden ser manipulados
facilmente, ofrecen una calidad constante y un mejor ambiente de acuerdo con las
necesidades especificas de las bacterias y el cultivo. El alginato es el material
comunmente usado en la encapsulacién de microorganismos para varios propésitos

industriales (Weinbrecky et al., 2004, citado por Hernandez, 2008).



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

La propagacion y encapsulacion de los hongos entomopatégenos se llevo a
cabo en el centro de microbiologia aplicada (CEMAP) de la empresa GreenCorp
Biorganiks de México, S.A. de C.V., ubicado en Saltillo, Coahuila, México. Los
bioensayos experimentales se realizaron en la camara bioclimatica No. 10 del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro,
ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, y el trabajo de campo se realiz6 en
un macro tunel del campo experimental “El Bajio”, de la institucion antes
mencionada. Localizado a 25° 21' 16.88" N, 101° 02' 17.88" W, con una altitud de
1748 msnm

Cria de Spodoptera frugiperda

Las larvas del cogollero fueron obtenidas de una cria mantenida en el
Departamento de Parasitologia de la (UAAAN). Por lo que sélo se llevo a cabo su
manejo y reproduccion para su posterior utilizacién en los bioensayos experimentales

de este proyecto.

La colonia fue iniciada recolectando larvas de los Ultimos estadios 5°y 6 de
parcelas de maiz infestado en Buenavista, Saltillo, Coahuila, colocandolas en
envases de plastico para su traslado al lugar de reproduccion. La colonia se
establecié en una camara biocliméatica del Departamento de Parasitologia de esta
Universidad, a una temperatura de 25+2 °C con un fotoperiodo de 12:12 y 50-60 %
de HR. Las larvas fueron alimentadas con dieta artificial (Southland Products
Incorporated), hasta el estadio de pre-pupa. Las pupas sanas fueron depositadas en
vasos de plastico del No. 3, para luego colocarlas dentro de las jaulas de oviposicion.
Posteriormente se esperd la emergencia de los adultos, los cuales se alimentaron
con agua azucarada diariamente. Los huevos fueron recolectados manualmente

revisando cuidadosamente las jaulas de oviposicion y desinfectadas con hipoclorito
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de sodio al 0.2% para la eliminacion de agentes contaminantes en la cria,
posteriormente se colocaron en vasos de plastico de una onza con tapa (Envases
Cuevas S.A. de C.V.), que contenian dieta artificial. Cuando las larvas se
encontraron en segundo estadio se separaron, colocandose una larva por vaso con
dieta artificial, la cual es suficiente durante todo su desarrollo, este procedimiento se

debe realizar hasta que se utilicen las larvas en los bioensayos.

Reproduccién de los Hongos

Los hongos entomopatdégenos empleados en esta investigacion (B. bassiana,
M. anisopliae y N. rileyi) fueron proporcionadas por el Centro de Microbiologia
Aplicada (CEMAP) de la empresa GreenCorp Biorganiks de México, S.A. de C.V.
Dichas cepas son conservadas tanto en cajas de Petri, como en tubos de ensayo con

medio de cultivo y mantenidos en refrigeracion a 4 °C para su uso continuo.

Preparacion de Medios de Cultivo

Los medio de cultivo fueron preparados en matraces Erlenmeyer. Se usaron
dos tipos de medios de cultivo para realizar la siembra, el medio SDA (Sabouraud
dextrose agar) fue utilizado para los hongos B. bassiana y M. anisopliae, el medio V8

(V8, agar-agar) fue utilizado para el hongo N. rileyi.

Preparados los medios, se mezclaron en una parrilla de agitacién con la ayuda
de un magneto. Una vez mezclados se esterilizaron en una olla de presién por un
tiempo de 15 min manteniéndose una temperatura constante de 120 °C a 15 Ibs

aproximadamente.

Se dejaron enfriar y se vaciaron a cajas de Petri, el vaciado se realizé dentro
de una campana de flujo laminar para evitar su contaminacion. Cada uno de los

hongos se sembrd por dos métodos, siembra en estria y siembra por inundacion,
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después se llevaron a la camara de incubacion donde permanecieron durante 10 a

15 dias para su crecimiento y esporulacion.

Después de la reproduccion e incremento de las cepas en suficiente cantidad

se realizo la microencapsulacion.

Microencapsulacién de los Hongos

Al término del periodo de incubacion y de la esporulacién total de cada caja y
tubo de ensayo del cultivo de los hongos en sélido, se agreg6 una solucién de Tween
80 al 0.05% bajo condiciones asépticas y se removié el crecimiento superficial de los
microorganismos con una varilla de vidrio y/o espatula estéril. El contenido de la
suspension se colocd en recipientes de vidrio estériles para su concentracion y
conservacion en refrigeracion hasta el momento de su uso o de su empleo en
formulaciones. Cada frasco se identificd incluyendo la fecha de elaboracién, siendo
necesario para su control de calidad realizar el conteo de numero de esporas por mL,

el cual se determind por medio de una camara de Neubauer (Mufioz et al., 2000).

La fabricacién de los MIC’s conteniendo los hongos entomopatdgenos se
realiz6 empleando el equipo originalmente disefiado por Carrillo y Bashan (1997), y
modificado por Hernandez (2008). Se utiliz6 el mismo procedimiento para todos los

hongos respetando tanto pH, tiempos y temperaturas 6ptimas para cada uno.

Para la formulacion de microencapsulados (MIC’s) se utilizd una
concentracién de 1x10*° conidias/mL, se tomaron 20 mL de la suspensién de
esporas y se mezclaron con 80 mL de alginato de sodio al 1.5 % previamente
esterilizado, dejando en agitacion por 15 min, se vaciaron al contenedor del
microencapsulador y se inicié la aspersién sobre una charola estéril de acero
inoxidable conteniendo cloruro de calcio (CaCl,) al 2%. Al hacer contacto la mezcla
del alginato mas el cultivo de los hongos con el CaCl, se formaron las microcapsulas.
Las microcapsulas en la solucion de CaCl, se vaciaron a un matraz estéril, después

se separaron los microencapsulados de la solucion de CacCl; utilizando papel filtro, se



32

realizé un lavado con solucion salina al 0.85% para eliminar totalmente la solucion de

CaCly, finalmente los microencapsulados se lavaron con agua destilada estéril.

Los microencapsulados ya obtenidos y lavados se colocaron en cajas de Petri
con papel filtro estéril y se secaron a 40 °C/72h. Se colocaron en frascos hasta su
uso. Se realizaron pruebas de viabilidad al momento de hacer el secado de los

microencapsulados obteniendo un buen crecimiento y sin contaminacion.

Evaluacion de Entomopatdgenos Encapsulados en Laboratorio
La evaluacion en laboratorio consisti6 en determinar el porcentaje de
mortalidad sobre S. frugiperda, causada por los hongos entomopatégenos

encapsulados a evaluar.

Suspensién de Microencapsulados

Se integraron 0.5 g de las capsulas, en una solucion de citrato de sodio en
agua destilada al 0.5 M + 0.05% de Tween 80. Se mantuvieron en constante
agitacion, al transcurso de 12 h se hidrataron y se diluyeron utilizando 50 mL de la
solucién. Se determiné la concentracion de esporas mediante el uso de una camara
de Neubauer (Mufioz et al., 2000), obteniendo con ello los tratamientos a utilizar en

los bioensayos.

Tratamientos Empleados en los Bioensayos

T1.- MIC’s de Metarhizium anisopliae 4.9x10° conidias/mL
T2.- MIC’s de Beauveria bassiana 3.48x10° conidias/mL
T3.- MIC's de Nomuraea rileyi 7.5x10° conidias/mL
T4.- MIC’s de (Bb-Ma-Nr)* 1.95x10° conidias/mL
T5.-Testigo (Agua destilada estéril)

*Mezcla de Bb-Ma-Nr: B. bassiana, M. anisopliae y N. rileyi, en partes iguales.
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Evaluacion de Entomopatdégenos Encapsulados en S. frugiperda

Se realizaron cortes de hojas y cogollos de maiz, los cuales fueron colocados
en contenedores de plastico transparentes de 250 g (figura 1), estos fueron
asperjados con las suspensiones de hongos arriba mencionadas (figura 2), una vez
seca la dieta se infestd con larvas (mantenidas en inanicion por 8 h). A cada
recipiente se le colocd algoddn humedo para proveer la humedad adecuada y las
tapas fueron perforadas para la respiracion de las larvas. Las suspensiones de
conidias de los entomopatdgenos se aplicaron en larvas de primero, segundo y tercer
estadio, realizando tres bioensayos a la vez por cada estadio. Se usaron cinco
contenedores (repeticiones) para cada tratamiento (hongo) con cinco larvas en cada
contenedor. Teniendo un total de 75 individuos observados por tratamiento.

A cada contenedor se realizaron 4 aspersiones de la suspension del

microencapsulado.

Figura 1. Cortes de hojas y cogollo de maiz. Figura 2. Aspersion de hongos.

Los tratamientos fueron observados a los cinco, siete y nueve dias de haber hecho la
aspersion con los MIC’'s, para medir el porciento de mortalidad, posteriormente se
observaron para confirmar que realmente la mortalidad fuera causada por el hongo
(larvas micosadas).
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Determinacion de la CLsp de Entomopatégenos Encapsulados

En la determinacion de la concentracion letal media (CLsg) se utilizé a MIC’s
de N. rileyi y la mezcla de MIC’s (Bb-Ma-Nr), estas suspensiones de conidias de
hongos entomopatdégenos fueron las que obtuvieron mortalidades mas altas en
pruebas anteriores.

Para la evaluacion de las suspensiones en larvas de primer estadio, se trabajo
con 4 concentraciones de cada una (102, 10% 10° y 10® conidias/mL, y un testigo con
agua estéril) también, se usaron cuatro repeticiones por concentracion, colocando
cinco larvas por recipiente, teniendo un total de 60 individuos ya que se realizaron
tres bioensayos a la vez. Para la realizacion de estos bioensayos se siguié el mismo

procedimiento descrito en los bioensayos anteriores.
Tratamientos Empleados en los Bioensayos

2.5 x 10% conidias/mL
7.5 x 10% conidias/mL
7.5 x 10* conidias/mL
7.5 x10% conidias/mL

T1. MIC’s de Nomuraea rileyi
T2. MIC’s de Nomuraea rileyi
T3. MIC’s de Nomuraea rileyi
T4. MIC’s de Nomuraea rileyi

T5. Testigo (Agua destilada estéril)
T1. MIC’s de (Bb-Ma-Nr)* 2.5 x10® conidias/mL
T2. MIC's de (Bb-Ma-Nr)* 1.95 x 10° conidias/mL
T3. MIC's de (Bb-Ma-Nr)* 1.95 x 10* conidias/mL
T4. MIC's de (Bb-Ma-Nr)* 1.95 x 10 conidias/mL
T5. Testigo (Agua destilada estéril)

*Mezcla de Bb-Ma-Nr: B. bassiana, M. anisopliae y N. rileyi, en partes iguales.
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Evaluacion de Entomopatdégenos Encapsulados en Plantas de Maiz

Se realiz6 en los meses de febrero y marzo del 2011, dentro de un macro
tunel establecido en el Bajio de la UAAAN. Las plantas de maiz fueron sembradas en
macetas protegidas de frio y viento por polietileno, donde se determiné la mortalidad
sobre S. frugiperda, causada por los hongos entomopatdégenos, y estos se
emplearon a diferentes concentraciones de conidas arriba mencionadas.

Para la evaluacibn de las suspensiones de conidias de los hongos
entomopatdégenos, se usaron larvas de primer estadio, se trabajo con MIC’s de N.
rileyi y (Nr-Bb-Nr) a 4 concentraciones de cada una (10%, 10% 10° y 108 conidias/mL,
y un testigo con agua destilada estéril) arriba mencionados, se usaron cinco macetas
(repeticiones) con tres plantas cada una por concentracién, al tener 5 hojas
verdaderas estas fueron asperjadas hasta cubrir completamente la planta, una vez
seca se infesto con larvas neonatas de S. frugiperda colocando dos larvas por planta,
teniendo un total de 30 individuos. Los bioensayos se realizaron tres veces en fechas
diferentes.

Los tratamientos fueron observados a los cinco, siete, nueve, 15y 20 dias de

haber hecho la aspersion con los MIC’s, para medir el porcentaje de mortalidad.

Analisis de datos
Los datos obtenidos de porcentaje de mortalidad por tratamiento, en los
diferentes estadios larvales fueron separados por una prueba de comparacion de
medias de Tukey (P<0.05), mediante un disefo de bloques al azar (SAS, 2001).
En las pruebas de mortalidad para las larvas de primer estadio, se estimo la
concentracion letal media ClLsy usando el programa estadistico Proc. Probit SAS
System ver. 9.0 (SAS, 2001), ademas de obtener las lineas de respuesta

concentracion mortalidad, asi como los estimados de los limites de confianza.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los entomopatdogenos asperjados sobre larvas de S. frugiperda mediante
microaspersores provocaron sintomas como: i) en una etapa inicial una disminucion
en su alimentacién, baja movilidad y, al final de la infeccion ii) una micosis muy

caracteristica de los hongos Hyphomycetes.

El tratamiento MIC’s, de Metarhizium anisopliae, a una concentracion de
4.9x10° conidias/mL fue descartado, ya que en los bioensayos no mostré actividad

bioinsecticida.

Larvas de S. frugiperda de 1* estadio tratadas con hongos entomopatégenos
MIC’s (Cuadro 2) muestran que hay diferencia estadistica significativa en la
mortalidad provocada por cada entomopatdgeno, siendo el tratamiento a base de la
mezcla de MIC’s, el que presentdé mayor mortalidad en comparacién con el resto de
los tratamientos, obteniendo el 49.33%; seguido de B. bassiana con una mortalidad
del 26.67%. El tratamiento a base de N. rileyi y el testigo absoluto no mostraron
diferencias estadisticas entre ellos, mostrando una mortalidad baja de 5.33 y 0%
respectivamente. Estadisticamente estos Ultimos tratamientos en comparacion con B.
bassiana y la mezcla de entomopatégenos fueron diferentes significativamente
debido a la mortalidad que estos provocaron.

Al respecto Maranga et al. (2005), en un estudio realizado en laboratorio y
campo mostré el incremento de la actividad patogénica al realizar la combinacion de
los hongos B. bassiana y M. anisopliae sobre la mortalidad de la garrapata

Amblyomma variegatum.
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Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de larvas de 1* estadio del cogollero del maiz S.

frugiperda causado por hongos entomopatdgenos microencapsulados.

% de mortalidad por
repeticion

. ncentracion No. de lar .
Tratamiento CO7centracion  No. de avas = g1 R2  R3 % Mortalidad®
conidias/mL  por Repeticion

Bb-Ma-Nr  1.95x10° 25 52 40 56 49.333 A
B. bassiana  3.48x10° 25 28 28 24 26.667 B
N. rileyi 7.5x10° 25 12 4 0 5.333 C
25 0 0 0 0 C

Testigo H,O destilada
DSM=13.836, CV=26.02378 Bb-Ma-Nr: B. bassiana, M. anisopliae y N. rileyi.
1 Valores con la misma letra son estadisticamente iguales Tukey (P<0.05)

Al realizar bioensayos de estos mismos tratamientos con larvas de segundo
estadio (Cuadro 3) se observa diferencia significativa en cuanto a la mortalidad de la
mezcla de MIC’s, siendo esta la mas efectiva en el control de S. frugiperda, con una
mortalidad de 42.67%, 10.67 veces mayor con respecto a B. bassiana y N. rileyi
evaluadas de manera individual por lo que aparentemente existe un efecto sinérgico
gue activa la patogenicidad de ambos entomopatdgenos. Se puede observar que el
entomopatdégeno B. bassiana redujo su capacidad de infeccion en larvas de segundo
estadio en comparacion con larvas de primer estadio (Cuadro 2), con respecto a los
tratamientos MIC’s de B. bassiana y MIC’s de N. rileyi se comportaron de la misma
manera que el testigo ubicandose en el mismo grupo estadistico (P<0.05), sin existir
diferencias en su actividad entre ellos comparados con los de primer estadio; aun y
cuando el coeficiente de variacion fue muy amplio en ambos bioensayos. Al respecto
Briones (2011), reporta en un estudio realizado en campo la combinacion de Bacillus
thuringiensis, Beauveria bassiana y Paecilomyces sp., sobre Bactericera cockerelli
(Sulc.), que alcanz6 niveles de control de 55.8%, a dosis media, siendo superado

solo por Paecilomyces sp., con 57.4% de mortalidad a una dosis alta.
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Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad de larvas de segundo estadio del cogollero del

maiz S. frugiperda causado por entomopatégenos microencapsulados.

% de mortalidad por
repeticion

Concentracion
No. de larvas

Tratamiento  conidias/mL R1 R2 R3 % Mortalidad®
por repeticion

Bb-Ma-Nr  1.95x10° 25 48 46 34 42667 A
B. bassiana 3.48x10° 25 8 4 0 4000 B
N. rileyi 7.5x10° 25 o 8 4 4000 B
25 0o o 0 o B

Testigo H,O destilada

DSM=10.886, CV=32.86841
1 Valores con la misma letra son estadisticamente iguales Tukey (P<0.05)

El comportamiento de la actividad de entomopatégenos MIC’s en larvas de S.
frugiperda de 3° estadio (Cuadro 4), se mostré que la mezcla de entomopatdgenos,
fue la que ocasion6 la mayor mortalidad en comparacion con el resto de los
tratamientos, obteniéndose una mortalidad del 46.67%., mientras que los
tratamientos MIC’s de B. bassiana y de N. rileyi, presentaron una mortalidad muy
baja, ambos, ubicandose en el mismo grupo estadistico respecto del testigo. En este
sentido Belmares (2009) reporta que S. frugiperda, mostré baja susceptibilidad al
hongo N. rileyi con mortalidades entre 9y 14% a una concentracién de 5.7x10".

No existe diferencia significativa en cuanto a la mortalidad en 1%, 2%y 3¢
estadio de S. frugiperda de manera general, ya que los valores de mortalidad se
comportaron similares en todos los estadios, excepto en el tratamiento de MIC’s de
B. bassiana que obtuvo una mortalidad de 26.67% en larvas de 1° estadio siendo
estadisticamente diferente al testigo, sin embargo en el segundo y tercero estadio,
su capacidad de infeccion fue muy baja, comportandose de la misma manera que el
testigo (P<0.05). Al respecto Vega et al. (2010), reportan una cepa de N. rileyi a una

concentraciéon de 2.5X10° y formulada en agua, causando mortalidades de 100%,
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70% y 40%, para los estadios de segundo, tercero y cuarto respectivamente. En este
estudio se obtuvieron mortalidades diferentes, esto posiblemente debido al método

de inoculacion.

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de larvas de 3% estadio del cogollero del maiz

S. frugiperda causado por entomopatdégenos microencapsulados.

% de mortalidad por

repeticion
Concentracion No. de larvas
Tratamiento  conidias/mL por.Repeticién R1 R2 R3 % Mortalidad®
Bb-Ma-Nr  1.95x10° 25 32 64 44 46.667 A
B. bassiana  3.48x10° 25 0 4 4 2667 B
N. rileyi 7.5x10° 25 4 0 0 1333 B
25 0 0 0 0 B

Testigo H,O destilada
DSM=21.561, CV=65.10167
1 Valores con la misma letra son estadisticamente iguales Tukey (P<0.05)

Figura 3. Larvas de gusano cogollero S. frugiperda micozadas por N. rileyi, inoculadas en A) segundo

estadio y B) tercer estadio.
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El comportamiento de MIC’s en larvas de H. zea se puede observar en el
cuadro 5 donde se aprecia, que este insecto fue mas susceptible a la actividad de los
entomopatdgenos resultando mas efectivo B. bassiana. Este bioensayo permitio
también observar una mayor mortalidad en los tres tratamientos realizados respecto
del testigo, a diferencia de S. frugiperda donde la actividad de la mezcla de MIC’s fue
la que desarrollo mortalidad significativa, en H. zea la mezcla y los entomopatégenos

de manera individual desarrollaron mortalidad diferente y significativa al testigo.

Cuadro 5. Porcentaje de mortalidad de larvas de segundo estadio del gusano elotero,

Helicoverpa zea causado por entomopatégenos microencapsulados.

% de mortalidad por
repeticion

Concentracion  No. de
Tratamiento  conidias/mL larvaspor R1 R2 R3 R4 R5 % Mortalidad®

repeticion
B. bassiana 3.48x10° 10 50 100 100 50 100 80 A
Mezcla 1.95x10° 10 50 50 100 100 50 70 AB
N. rileyi 7.5x10° 10 50 50 50 0 O 30 B
Testigo H,O destilada 10 0 0 0 0 0 0 C
DSM= 46.207 CV=45.64355

1 Valores con la misma letra son estadisticamente iguales Tukey (P<0.05)

La mortalidad en cada entomopatdogeno MIC’s en lo individual fue muy baja,
posiblemente que esto sea debido a la dificultad en la liberacion de las conidias de
los microencapsulados en donde estas se encontraban, también a las dificultades
gue se encontraron en obtener una mezcla homogénea de las microcapsulas en
carbonato de calcio y de acido citrico, y a la baja concentracion a la cual se aplicaron

las suspensiones.
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El comportamiento de los MIC’s de N. rileyi y la mezcla medido a través de su
CLsp y CLgs se muestran en el cuadro 6, donde se destaca al entomopatdégeno N.
rileyi con una CLsp de 9.6X107 conidias/mL. Al respecto Vega et al. (2010) reportan
suspensiones de N. rileyi en aceite a una concentracién de 2.5X10°, mostrando
mortalidades en S. frugiperda, con rangos entre 90 y 100% y un tiempo letal medio
(TLso) comprendido entre 4.7 y 6.0 dias. En este trabajo se obtuvieron mortalidades
mas bajas posiblemente debido a que la cepa evaluada se formulo.

Céspedes et al. (2008) reportan a N. rileyi a una concentracién de 8X10’
conidias/mL, causando mortalidades de 100% y de 60% a una temperatura de 22 + 1
y 27 =1 °C respectivamente sobre S. frugiperda, mientras que el presente trabajo se
realizé en rangos de variacion de temperatura que oscila de los 20 a 25°C lo cual

muestra que pudo haber influido en la mortalidad.

Cuadro 6. Concentracion letal media ClLsy y limites fiduciales de hongos
entomopatégenos microencapsulados sobre larvas de primer estadio de

Spodoptera frugiperda.

Conidias/mL
Limites Fiduciales (95%)
Entomopatégeno Inferior Clso Superior Clgs SE
N. rileyi 3.9X10" 9.6X10’ 3X10° 5.5X10™ 0.0492
Nr-Bb-Ma 5.6X10° 6.2X10°  6.6X10°  3.5X10% 0.0392

Nr-Bb-Ma: B. bassiana, M. anisopliae y N. rileyi.

En la figura 2, se muestran las lineas de respuesta concentracion-mortalidad
de larvas de S. frugiperda. Se observan diferencias entre los MIC’s de la mezcla de
Nr-Bb-Ma y N. rileyi ya que la linea de la mezcla (Nr-Bb-Ma), muestra una tendencia
mas pronunciada en comparacion con N. rileyi. Al respecto Domenico et al. (2009)
reportan una formulacién granular solida, a base de granulos de germen de maiz
desgrasado y N. rileyi a una concentracién de 10 ’ conidias / g, causando niveles de

mortalidad similares a los obtenidos en esta estudio.
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Figura 4. Lineas de respuesta concentracion-mortalidad, de N. rileyi y Nr-Bb-Ma
(mezcla) encapsulados sobre larvas neonatas de S. frugiperda a los 9 dias de

exposicion.

Ensayos iniciales con MIC’s, al 2% en alginato de sodio mostraron una baja
solubilidad en cualquiera de las soluciones mencionadas anteriormente, Muestras de
estos materiales diluidas con bicarbonato de sodio a una concentracién de 1, 2, 3y
4% y aplicadas a dieta natural para su evaluacion provocaron toxicidad en las hojas
de maiz empleadas como dieta, por lo que se empled una microencapsulacion a una
concentracion inferior al 2% siendo la de 1.5% en alginato el que se emple6 para
microencapsular.

La microencapsulacion como procedimiento de conservacion y liberacion lenta
de material es muy uatil para formular, sin embargo las dificultades practicas al
momento de realizar mezclas, dificultan su empleo en la solubilizacion de
microcapsulas, tal y como se encontré en los bioensayos realizados. Un posible

empleo de la microencapsulacion pudiera ser, utilizando menores concentraciones
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de alginato para microencapsular particulas de menor diametro y solucionar con ello
los problemas de mezclado en soluciones acuosas.

Al realizar los bioensayos en plantas de maiz el comportamiento de la
actividad de los entomopatégenos MIC’s en larvas neonatas de S. frugiperda no
mostré mortalidad alguna, posiblemente debido a las condiciones climaticas que no
fueron favorables para los hongos entomopatégenos, tal y como fueron las bajas
temperaturas que se presentaron durante el mes de febrero y la baja humedad
relativa, lo que limito su actividad. Los resultados obtenidos corroboran lo reportado
por Devi (2000), quien afirma que el rango 6ptimo de temperatura de este y otros
hongos entomopat6genos, para su desarrollo, patogenicidad y sobrevivencia, fluctia
entre 20 y 30°C. Devi et al. (2003) mencionan que dos de los aspectos mas
importantes en el uso exitoso de hongos entomopatdgenos en el control bioldgico de
plagas son, su efectividad y persistencia del in6culo en el campo; por lo tanto, una
de las principales limitantes para su utilizacion es la eventual ocurrencia de
condiciones ambientales adversas tales como altas temperaturas, baja humedad

relativa, radiacion ultravioleta, entre otros.



CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion podemos concluir

lo siguiente:

Las mezclas (Nr-Bb-Ma) de microencapsulados fue la que mostro el mayor

porcentaje de mortalidad sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

El hongo entomopatégeno N. rileyi fue el que se expreso6 en larvas de primer,

segundo y tercer estadio en mayor proporcion.

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda, muestra mayor resistencia a

ambas especies de hongos respecto a Helicoverpa zea que fue mas susceptible.

La concentracion letal media (CLsg) de Nomuraea rileyi para Spodoptera
frugiperda fue de 9.6X10’ conidias/mL para el hongo Nomuraea rileyi, mientras que

para la mezcla de entomopatdgenos (Nr-Bb-Ma) fue de 6.2X10° conidias/mL.

Las ventajas de microencapsular permiten proteger al ingrediente activo, en
este caso conidias de hongos entomopatdgenos, asegurar su persistencia, ademas
de aumentar el indculo inicial en el campo y por ende mejorar el nivel de control

sobre el hospedero.
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APENDICE

Cuadro 1. Analisis de varianza, de la mortalidad en larvas de primer estadio de

Spodoptera frugiperda.

F.V G.L S.C C.M F- Valor Pr>F
Tratamientos 3 4558.67 1519.55 54.27 <.0001
Error 8 224 28

Total 11 4782.67

DSM=13.836, CV=26.02378

Cuadro 2. Andlisis de varianza, de la mortalidad en larvas de segundo estadio de

Spodoptera frugiperda.
F.V G.L S.M C.M F- Valor Pr>F
Tratamientos 3 3632.00 1210.67 69.85 <.0001
Error 8 138.67 17.33
Total 11 3770.67

DSM=10.886, CV=32.86841

Cuadro 3. Andlisis de varianza, de la mortalidad en larvas de tercer estadio de

Spodoptera frugiperda.

FV G.L S.C C.M F-Valor Pr>F
Tratamientos 3 4634.66 1544.88 22.72 0.0003
Error 8 544 68

Total 11 5178.66

DSM=21.561, CV=65.10167



Cuadro 4. Datos obtenidos de bioensayos
S. frugiperda de primer estadio.

62

en laboratorio sobre larvas de

Tratamiento Repeticion N % Mortalidad
B. bassiana 1 25 28
B. bassiana 2 25 28
B. bassiana 3 25 24
N. rileyi 1 25 12
N. rileyi 2 25 4
N. rileyi 3 25 0
Bb-Ma-Nr 1 25 52
Bb-Ma-Nr 2 25 40
Bb-Ma-Nr 3 25 56
Testigo 1 25 0
Testigo 2 25 0
Testigo 3 25 0

Cuadro 5. Datos obtenidos de bioensayos
S. frugiperda de segundo estadio.

en laboratorio sobre larvas de

Tratamiento Repeticion N % Mortalidad
B. bassiana 1 25 8
B. bassiana 2 25 4
B. bassiana 3 25 0
N. rileyi 1 25 0
N. rileyi 2 25 8
N. rileyi 3 25 4
Bb-Ma-Nr 1 25 48
Bb-Ma-Nr 2 25 36
Bb-Ma-Nr 3 25 44
Testigo 1 25 0
Testigo 2 25 0
Testigo 3 25 0




Cuadro 6. Datos obtenidos

S. frugiperda de tercer estadio.

63

de bioensayos en laboratorio sobre larvas de

Tratamiento Repeticion N % Mortalidad
B. bassiana 1 25 0
B. bassiana 2 25 4
B. bassiana 3 25 4
N. rileyi 1 25 4
N. rileyi 2 25 0
N. rileyi 3 25 0
Bb-Ma-Nr 1 25 32
Bb-Ma-Nr 2 25 64
Bb-Ma-Nr 3 25 44
Testigo 1 25 0
Testigo 2 25 0
Testigo 3 25 0

Cuadro 7. Datos obtenidos de bioensayos en
Helicoverpa zea de segundo estadio.

laboratorio sobre larvas de

Tratamiento Repeticibn N  %Mortalidad
B. bassiana 1 2 50
B. bassiana 2 2 100
B. bassiana 3 2 100
B. bassiana 4 2 50
B. bassiana 5 2 100
N. rileyi 1 2 0
N. rileyi 2 2 50
N. rileyi 3 2 50
N. rileyi 4 2 50
N. rileyi 5 2 0
Bb-Ma-Nr 1 2 50
Bb-Ma-Nr 2 2 50
Bb-Ma-Nr 3 2 100
Bb-Ma-Nr 4 2 100
Bb-Ma-Nr 5 2 50
Testigo 1 2 0
Testigo 2 2 0
Testigo 3 2 0
Testigo 4 2 0
Testigo 5 2 0
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Cuadro 8. Datos obtenidos de bioensayos en laboratorio, de N. rileyi sobre larvas de

neonatas de Spodoptera frugiperda.

Tratamiento/concentracion Repeticion

% de Mortalidad

N.
. rileyi
. rileyi
. rileyi
. rileyi

zzzZ2zzz2zzzZZ

rileyi

rileyi

. rileyi
. rileyi
. rileyi
. rileyi
. rileyi
. rileyi

2.5X10°
2.5X10°
2.5X108
7.5X10°
7.5X10°
7.5X10°
7.5x10*
7.5x10*
7.5x10*
7.5X10°
7.5X10?
7.5X10?

1

W N FP WNPEFPE WODNPFE DN

50
65
60
25
25
40
10
5
10
0
0
5

Cuadro 9. Datos obtenidos de bioensayos en laboratorio, de (Nr-Bb-Ma) sobre larvas

neonatas de Spodoptera frugiperda.

Tratamiento/concentracion Repeticion

% de Mortalidad

Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla
Mezcla

Mezcla
Mezcla
Mezcla

Mezcla

2.5X10°

2.5X10°

2.5X10°
1.95X10°
1.95X10°
1.95X10°
1.95x10*
1.95x10*
1.95x10*
1.95X10?
1.95X10?
1.95X10?

1

W N P W DN PP WDN PP WwWDN

40
40
45
20
25
35
20
15
10
10
10
10




