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RESUMEN
El maiz es uno de los cultivos mas importantes en México y el mundo, por lo tanto,
el manejo adecuado del cultivo y sus plagas es un tema de gran importancia. El
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una de las plagas mas importantes en
el maiz, siendo el causante de dafios econdmicos en cuestion de rendimiento en
cosecha. En la actualidad, debido a una preocupacion por el impacto ambiental de
plaguicidas y a las campafas de activistas del medio ambiente, se ha empezado
una nueva era de sustentabilidad usando productos que sean amigables con el
ambiente poniendo de moda el control biolégico. Los organismos entomopatégenos
reciben uno de los primeros lugares de importancia en este papel, ya que el uso
excesivo y desmedido de productos quimicos ha traido consecuencias negativas
muy notorias para el ecosistema. Adoptar medidas que favorezcan el control y

manejo de organismos plaga es un reto para todos nosotros.

Objetivo: En esta investigacion, se evalud la mortalidad de larvas de Spodoptera
frugiperda a diferentes suspensiones de esporas del hongo Metarhizium rileyi, en
comparacion con la bacteria Bacillus thuringiensis separadamente y en

combinacion, para evaluar la interaccion entre M. rileyi y B. thuringiensis.

Se hicieron colectas para establecer una cria de laboratorio de S. frugiperda, donde
se menciona el manejo de esta misma y la dieta utilizada; ademas, se describen las
recetas de medio de cultivo para la producciéon de Metarhizium rileyi (=Nomuraea

rileyi), que es enemigo natural de S. frugiperda, en condiciones de laboratorio.

En el experimento uno se hicieron bioensayos para evaluar la patogenicidad de dos
cepas de M. rileyi, producidas en diferente sustrato (larva y arroz) a diferentes
concentraciones: dosis baja 1X108, dosis media 1X107, dosis alta 1X108, por grupos

de larvas, para determinar qué sustrato fue mas efectivo como medio nutritivo.

En el experimento dos se hicieron bioensayos con seis tratamientos: suspension de
conidios de M. rileyi a 1.3X108 en conjunto con la bacteria B. thuringiensis usando
el producto Thuricide BT® “caterpillar control biological insecticide”, para evaluar la
mortalidad de larvas de tercer estadio y la interaccion (sinergismo) que puedan

presentar estos dos organismos entomopatdgenos. Se aplicaron 20ul de
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suspension de conidios en el dorso de las larvas con micropipeta y se hicieron
suspensiones del producto bacterial utilizando dosis baja (recomendada en la
etiqueta) y dosis alta (tres veces la dosis recomendada); el pasto Bermuda se
sumergio durante 5 segundos en estas suspensiones preparadas para consumo de

las larvas.

En el experimento uno se obtuvo mortalidad de la cepa 1 de 6.66% la dosis 1X108
(alta); en la cepa 2, 60% para la dosis 1X107 (media) y 33.33% para la dosis 1X108

(alta) en el medio de cultivo de “arroz”.

En el experimento dos se observé que la bacteria no tuvo efecto significativo en la
mortalidad, ya que en la combinacién de hongo y bacteria la mortalidad no fue
significativamente diferente a la del hongo por si solo alcanzandose un porcentaje
de mortalidad de 83% en combinacién de ambos tratamientos; por lo tanto, no se
observaron interacciones tales como sinergismo o efectos aditivos entre ambos

agentes de control.
Como conclusion, los resultados indican que el hongo M. rileyi puede ser una

herramienta para el control biolégico del gusano cogollero, mientras que el producto
utilizado a base de B. thuringiensis presento baja actividad contra este insecto.

Palabras clave: Entomopatégenos, Metarhizium rileyi, Spodoptera frugiperda,

Bacillus thuringiensis, control biolégico, bioensayos, sinergismo.
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INTRODUCCION

En México alrededor del 60% de la produccién de maiz en grano proviene de los
productores de pequefia escala. La importancia alimentaria, industrial, politica,
econdmica, cultural y social esta cada vez en aumento debido a la demanda de este
cultivo en forma comercial. Los pequefios y medianos productores al unirse suman
el 91% de la superficie sembrada, lo que significa que juntos aportan alrededor del
75% de la produccion nacional de maiz. En el 2019, la superficie con rendimiento
de maiz grano menor a 5 t/ha, sumé 84% de la superficie cultivada, donde se
obtuvieron 14 millones 789 mil 348 toneladas de un total de 27 millones 228 mil 242
toneladas (SADER, 2020).

Las problematicas del cultivo de maiz se asocian con la baja productividad por
hectarea, los problemas fitosanitarios, altos costos de produccién y la competencia
ejercida por el maiz subsidiado proveniente de Estados Unidos. Dentro de los
principales problemas fitosanitarios se encuentran malezas, enfermedades e
insectos plaga, estos ultimos destacan debido al dafio que ocasionan y se estiman
pérdidas en rendimiento de hasta 30%, desde que se establece el cultivo, hasta el

almacenamiento del grano (Proain, 2021).

El control biolégico de plagas es una tecnologia que aprovecha a los enemigos
naturales de las plagas con la finalidad de reducir sus poblaciones o su impacto sin
afectar las producciones agricolas (SADER, 2019). En la agricultura su
implementacion es muy significativa, pues al ser una tecnologia cien por ciento
natural no impacta negativamente al medio ambiente y a la salud publica; caso
contrario con los insecticidas que no controlan en su totalidad con las plagas, pero,
colateralmente, matan a los organismos benéficos de los cultivos que se encuentran
en la tierra y contaminan al producto. Gracias al control biolégico de plagas se
reportaron mas de 13 mil hectareas con microorganismos entomopatégenos, lo que

evito el uso de 272 toneladas de insecticida en el afio (SADER, 2019).
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JUSTIFICACION

El uso de organismos biolégicos asegura la sustentabilidad de los sistemas
agricolas, ya que estos tienden a establecerse en dichos sistemas a través del
tiempo y no causan perjuicios secundarios significativos en poblaciones de insectos
no plagas; ademas, su relativo bajo costo los pone al alcance de la mayoria de los

productores.

OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar la compatibilidad de Metarhizium rileyi y Bacillus thuringiensis contra el

gusano cogollero Spodoptera frugiperda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar la patogenicidad de dos cepas de M. rileyi de acuerdo a su
procedencia (Tamaulipas y Coahuila).
e Evaluar la patogenicidad de dos cepas de M. rileyi producidas con diferentes
métodos (arroz y larva).
e Evaluar la actividad de las combinaciones del hongo M. rileyi (cepas de
laboratorio) y Bacillus thuringiensis (producto comercial).

e Optimizar el manejo de cria de laboratorio de S. frugiperda.

HIPOTESIS
El hongo entomopatégeno M. rileyi y la bacteria B. thuringiensis subesp. kurstaki
causaran un efecto de sinergismo en la mortalidad de larvas de Spodoptera

frugiperda (gusano cogollero).
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REVISION DE LITERATURA

El maiz (Zea mays L.)

El maiz y sus parientes silvestres los teocintles, se clasifican dentro del
género Zea perteneciente a la familia Graminea o Poaceae, que incluye también a
importantes cultivos agricolas como el trigo, arroz, avena, sorgo, cebada y cafia de
azucar. Con base en caracteres de la espiga o inflorescencia masculina, el
género Zea se ha dividido en dos secciones luxuriantes y anuales (Doebley e lltis,
1980).

Clasificacion taxonémica del maiz
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobiota
Supervision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Tribu: Maydeae
Género: Zea
Especie: Zea mays (Linneo).

Morfologia del maiz

El tallo es simple, erecto, de elevada longitud pudiendo alcanzar los 4 metros de
altura, es robusto y sin ramificaciones. Por su aspecto recuerda al de una cafa, no
presenta entrenudos y si una médula esponjosa si se realiza un corte transversal.
El maiz es de inflorescencia monoica con inflorescencia masculina y femenina
separada dentro de la misma planta. En cuanto a la inflorescencia masculina
presenta una panicula (vulgarmente denominadas espigon o penacho) de
coloracion amarilla que posee una cantidad muy elevada de polen en el orden de
20 a 25 millones de granos de polen. En cada florecilla que compone la panicula se

presentan tres estambres donde se desarrolla el polen. En cambio, la inflorescencia
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femenina marca un menor contenido en granos de polen, alrededor de los 800 o
1000 granos y se forman en unas estructuras vegetativas denominadas espadices
que se disponen de forma lateral. Las hojas son largas, de gran tamafio,
lanceoladas, alternas, paralelinervas. Se encuentran abrazadas al tallo y por el haz
presenta 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 y suele

ocurrir en aquellas raices secundarias o adventicias (Infoagro, 2021).
Fenologia del maiz

La progresion de etapas por las que atraviesa el cultivo se conoce como desarrollo.
Si bien existen escalas para describir el ciclo de un cultivo de maiz a partir de sus

cambios externos visibles (Ritchie y Hanway, 1982).
Las etapas de crecimiento del cultivo de maiz se dividen en dos grandes categorias:

o Vegetativa (V)
o Reproductiva (R)

o
N 4 =3 &
ETAPAS DE DESARROLLO DEL &5 S P
CULTIVO DEL MAIZ DURO 5.;«‘;!’ ¥ =
& § = f
: ==

y & & Sl S S
< ~ ~ = < & =

llustracion 1. Etapas de desarrollo del cultivo de maiz. Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias.

Tabla 1. Etapas de crecimiento del cultivo de maiz.

ETAPA | DDS | CARACTERISTICAS

VE 5 | El coledptilo emerge de la superficie del suelo.
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V1 9 | Esvisible el cuello de la primera hoja.

V2 12 | Es visible el cuello de la segunda hoja.

VN Es visible el cuello de la hoja numero “n”. (“n” es igual al numero
definitivo de las hojas que tiene la planta; “n” generalmente fluctua
entre 16 y 22, pero para la floracion se habran perdido las 4 a 5
hojas de mas abajo).

VT 55 | Es completamente visible la Ultima rama de la panicula.

RO 57 | Antesis o floracién masculina. El polen se comienza a arrojar.

R1 59 | Son visibles los estigmas.

R2 71 | Etapa de ampolla. Los granos se llenan con un liquido claro y se
puede ver el embrion.

R3 80 | Etapa lechosa. Los granos se llenan con un liquido lechoso claro.

R4 90 | Etapa lechosa. Los granos se llenan con una pasta blanca. El
embrion tiene aproximadamente la mitad del ancho del grano.

R5 102 | Etapa dentada. La parte superior de los granos se llena con almidén
sélido y, cuando el genotipo es dentado, los granos adquieren la
forma dentada. En los tipos tanto cristalinos como dentados es
visible una “linea de leche” cuando se observa el grano desde el
costado.

R6 112 | Madurez fisiol6gica. Una capa negra es visible en la base del grano.

La humedad del grano es generalmente de alrededor del 35%.

*DDS: Numero aproximado de dias después de la siembra en ambientes tropicales,

donde las temperaturas maxima y minima pueden ser de 33°C y 22°C,

respectivamente. En los ambientes mas frios, se amplian estos tiempos.

Principales plagas del maiz

Existe diversidad de especies que atacan al cultivo, entre las principales se

encuentran: Spodoptera frugiperda (gusano cogollero), Diatraea sp. (barrenador del

tallo), Helicoverpa zea (gusano elotero), Mocis latipes (falso medidor), Agrotis spp.
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y Feltia spp. (gusanos cortadores), Aeolus sp. (gusano alambre), Colaspis sp.
(gusano esqueletizador), Diabrotica sp. (diabroticas) y Aphis sp. (afidos o pulgones).
PROAIN (2021).

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:

Noctuidae)

Segun Bayer Crop Science (2001), el gusano cogollero es la larva de la palomilla
nocturna Spodoptera frugiperda, que ataca principalmente maiz, sorgo y arroz,

aunque también en menor grado, hortalizas y algodén, entre otros cultivos.
CLASIFICACION TAXONOMICA

Fernandez (1994), indica que la clasificacién taxondmica del “gusano cogollero” S.

frugiperda es la siguiente:
Reino: Animal
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Division: Pterygota
Orden: Lepidoptera
Suborden: Frenatae
Familia: Noctuidae
Subfamilia: Amphlpyirinae
Género: Spodoptera
Especie: S. frugiperda

Importancia del gusano cogollero
El gusano cogollero es considerado como una de las plagas mas importantes del
maiz en las regiones tropicales y subtropicales de América. En diversas entidades

del pais se han registrado pérdidas causadas por este insecto que van desde 13
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hasta 60%. Los dafios mas serios corresponden a las zonas temporales de regiones
tropicales y subtropicales. Su distribucién es muy amplia, ocurre en todas las zonas
productoras de maiz. Su presencia y dafios han sido reportados en las siguientes
entidades: Baja California Norte, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit,
Jalisco, Michoacan, Chihuahua, Durango, San Luis Potosi, Guanajuato,
Tamaulipas, Hidalgo, Puebla, México, Guerrero, Veracruz, Oaxaca, Chiapas,
Campeche, Quintana Roo y Yucatan. Ademas de maiz, este insecto puede afectar
otras gramineas como sorgo, arroz, pastos, algunas leguminosas como frijol, soya
y cacahuate y cultivos horticolas como papa, cebolla, pepino, col y camote (Notz,
1973). Recientemente ha invadido el Viejo Mundo, con impacto significativo sobre
cultivos de diversos paises africanos, asi como la India, China y otros (Wu et al.
2021).

llustracion 2. Larva de gusano cogollero (S. frugiperda)

Biologia y habitos

Es una plaga de origen tropical y subtropical, ya que en estas zonas el insecto
completa todos sus estados de desarrollo en forma continua a lo largo del afo. En
las zonas templadas se comporta como una plaga estacional, no sobrevive a los
frios invernales dado que carece de mecanismos de defensa, como la diapausa
(Lunginbill, 1928; Pair et al., 1991). Cada hembra oviposita en promedio 1, 000
huevos durante toda su vida, agrupados en masas que promedian los 100 a 150
huevos cada una. Los huevos son cubiertos con hilos de seda y escamas de
coloraciébn grisdcea, que secreta la hembra. En el cultivo de maiz,
independientemente de su estado fenolégico, oviposita sobre las hojas en la parte

media de la planta, preferentemente en el envés o en la zona basal de las mismas
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(Murua y Virla, 2004). Los primeros estadios se alimentan durante el dia, mientras
gue los ultimos son mas activos durante la noche; el Gltimo va a consumir una mayor
cantidad de alimento que todos los anteriores, de tal manera que los dos ultimos
consumen el 85% del follaje que se come una larva durante todo su ciclo de
desarrollo (Luginbill, 1928; Mena-Covarrubias, 2008; Bautista y Morales, 2016).
Para completar su desarrollo, las larvas consumen en total un promedio de 179.7
cm? de superficie foliar de maiz y dejan de alimentarse antes de alcanzar el Ultimo

instar larval (Rezende et al., 1994)

Ciclo bioldgico del gusano cogollero.

El gusano cogollero tiene varias generaciones por afio, su ciclo biolégico consiste
en huevo, seis o0 siete estadios larvarios, pupa y adulto (Hardke et al., 2015). La
duracion en el estado de huevo es de dos a tres dias en los meses de verano. Una
vez que el huevo eclosiona, el nimero de instares por los que pasa la larva depende
de la planta hospedante de la cual se alimenten; en maiz comunmente tiene 6
estadios, y estos requieren: 53.9, 42.6, 38.2, 38.6, 44.8, 58.9 unidades calor (con
temperatura base de 10.9 °C) para que se completen del 1 al 6, respectivamente.
En prepupa duran en promedio dos dias. Para pupar se entierran en el suelo, donde
forman una cadmara pupal en la cual permanecen de 10 a 15 dias aproximadamente,
la profundidad de la pupaciéon depende de factores como la textura, humedad y
temperatura del suelo. Posteriormente emergen como adultos (Luginbill, 1928;

Hardke et al., 2015). El ciclo completo dura aproximadamente de 24 a 40 dias.

Adulto
(Varios dias)

R 2P
b >
N
/ >
Las hembras viven de 10 a 12 dias Huevecillo
y ponen unos 1000 huevecillos (3-5 dias)
|

Gusano cogollero
Spodoptera frugiperda
(Duracidn total: 24-40 dias)

Pupa
(7-13 dias)

N

" \
(6 instares: 14-22 dias)

llustracion 3. Ciclo biolégico delgusano cogollero (S. frugiperda).

>

"
(se canibalizan hasta quedar solo una)
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Dafios causados por S. frugiperda

En maiz el gusano cogollero se alimenta generalmente del follaje, de forma
ocasional llega alimentarse del elote; como larva, penetra el cogollo de plantas
pequefias preferentemente de 10 a 60 cm de altura, su presencia se detecta al
observar hojas perforadas. El dafio foliar de maiz se caracteriza generalmente por
la alimentacion irregular y excremento hiumedo parecido al aserrin cerca del cogollo
del maiz y las hojas superiores de la planta. Los dafios son mas severos en zonas
tropicales y subtropicales. Con temperaturas mayores a 30 °C y poca precipitacion,
la larva se alimenta del cogollo en los primeros cinco dias y posteriormente se dirige
a la base de la planta para barrenar el tallo sin que este se caiga y refugiarse dentro
de él, a diferencia de un trozador que corta el tallo por lo que la planta cae (Bautista,
2006; Bohnenblust y Tooker, 2012; Bautista y Morales, 2016).

Métodos de manejo y control.

Control legal

El gusano cogollero no se encuentra clasificado en nuestro pais como una plaga
regulada para los paises con los que se tiene planes de trabajo comercial. Sin
embargo, en los estados donde ha llegado a ser un problema, esta plaga llega a ser
considerada dentro del Programa de Trabajo del Manejo Fitosanitario del Maiz

donde se contemplan acciones para su control (CESAVEQ, 2015).

Control cultural

Se debe evitar establecer el cultivo en terrenos altamente infestados con maleza,
sobre todo aquellas perennes que sean hospedantes del gusano cogollero; al
seleccionar el cultivar a sembrar, elegir hibridos que, aunque puedan ser preferidos
por la plaga, muestren algun nivel de tolerancia para obtener altos rendimientos.
Respetar los periodos de siembra influye en el éxito del cultivo, esto con el objetivo
de aprovechar las mejores condiciones de desarrollo del cultivo y menos factores

como las plagas (Cortez-Mondaca y Rodriguez-Cota, 2012).
Control quimico

Los plaguicidas fueron descubiertos a partir de la segunda guerra mundial y desde

entonces han sido una herramienta indispensable para la agricultura. Fue a partir
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de 1945 que comenzo0 a elevarse notoriamente el uso de plaguicidas en cultivos a
nivel mundial, esto debido a que los insecticidas forman parte del 40% del total de
productos quimicos utilizados en la agricultura (Infoagro, 2020). Sin embargo, su
uso continuo provoca disturbios en la dindmica de la plaga al destruir sus enemigos
naturales, ademas de problemas de resistencia a estos compuestos, intoxicacion
en operarios que aplican los productos en campo, contaminacion del ambiente y un

incremento notable en los costos de produccién (Garcia y Pulido 1984).

Control bioldgico

El gusano cogollero del maiz S. frugiperda es un insecto que posee una amplia
gama de enemigos naturales, como especies de parasitoides y organismos
entomopatdégenos como hongos, virus y bacterias (Rodriguez, 1984).

Entre las especies de parasitoides se encuentran Cotesia marginiventris (Cresson)
y Chelonus texanus (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae), especies que también
estan asociados con otras especies de noctuidos.

El maiz con Bt es usado ampliamente en los Estados Unidos. En el 2016, el 86%
de acres productores de algodén comercial es plantado con algodon Bt, el 80% de
acres productores de maiz comercial es plantado con maiz Bt. Las mejores
practicas de manejo de plagas para controlar otras especies de gusano cortador,
como el gusano de mazorca de maiz (Heliothis zea) que estad ampliamente
distribuido en los Estados Unidos, también controla el gusano cogollero, con

algunas modificaciones.

Metarhizium rileyi (=Nomuraea rileyi).

El hongo entomopatdgeno Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, tiene una distribucion
mundial y es un importante enemigo natural de especies de lepidopteros plaga,
reportandose sobre Anticarsia gemmatalis (Hubner), Heliothis zea (Boddie), H.
virescens (Fabricius), Pseudoplusia includens (Walker), Spodoptera exigua
(Hubner), S. frugiperda (Smith) y Trichoplusia ni (Hubner). (Ignoffo et al. 1976, Putter
et al. 1976, Boucias et al. 1982, Boucias et al. 1984 y Philip y Orellana, 1990). Se

considera como candidato potencial para emplearse en el control microbiano, ya
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gue se ha observado ocasionando epizootias naturales al suprimir poblaciones de

estas plagas antes que los dafios excedan los umbrales econémicos.
Clasificacion taxonOmica

Nomuraea rileyi fue descrita en el principio como Botriti rileyi (Faorlow) y transferido
al género Spicaria por Charles en 1936 (citado por Ignoffo, 1981), posteriormente
las especies de Spicaria fueron ubicados en Paecilomyces, sin embargo, la
presencia de la fidlide atipica de Paecilomyces y la coloracion verde de su colonia
permitieron que no fuese transferida a ese género y se ubicé en el género
Penicillium, no obstante, investigadores y cientificos continuaron usando el nombre
del antiguo género Nomuraea cambiando de Spicaria rileyi a Nomuraea rileyi
(Ignoffo, 1981).

Descripcion de M. rileyi

Se caracteriza por presentar estructuras reproductivas en forma de conidios, crece
lentamente en medio de cultivo presentando en un inicio una colonia verde palida,
cambiando conforme maduran sus conidias a verde malaquita o verde olivacea. Su
hifa vegetativa es septada, de pared lisa, hialina o ligeramente pigmentada; su
estructura reproductiva es un conidioforo efecto septado que nace de la hifa
formando densos grupos de racimos con 2 o 3 fidlides compactadas alrededor del
conidioforo, las fialides son cilindricas con la base ocasionalmente ensanchada y
cuello muy corto o ausente de 4.7-6.5X 2.3-3um. Los conidios en cadena, de forma
elipsoide algunas veces cilindricos de 3.5-4.5X 2-3.1um (Samson, 1974). La
temperatura 6ptima para el crecimiento micelial y esporulacion del hongo es de
25°C, el tiempo promedio para iniciar la esporulacion a 15, 20 y 25°C es de 21, 10
y 9 dias respectivamente (Ignofo et al. 1976). A temperaturas de 5, 35, 37 y 40°C y
entre 40 y 60% de humedad relativa no presenta germinacion de conidias, (Ignoffo,
1981).
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llustracion 4. Metarhizium rileyi:
conidioforo, conidias. (Tomado de
Alves, 1986).

Antecedentes

El espectro de huéspedes de M. rileyi esta principalmente limitado al orden
Lepidoptera, aunque al menos dos especies de coledpteros, Hypera puctata
(Fabricius) y Leptinotarsa decemlineata (Kroatz), han sido reportados como
susceptibles al hongo en forma natural y en laboratorio, respectivamente. Ignoffo
(1981) realiz6 pruebas con otras 18 especies, en donde se incluyeron insectos de
los ordenes Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, Neuroptera y
Hemiptera, los cuales no presentaron susceptibilidad a altas concentraciones de

conidios del hongo.

Tabla 2. Especies de lepiddpteros reportados como susceptibles a Metarhizium rileyi.

ESPECIE CULTIVO ORIGEN
Achoea janata Frijol India
Agrotis ipsilon Soya E. U.
Amathes badinodis E. U.
Anticarsia gemmatalis Soya Brasil
Bombix mori Lab. Japon
Chrisodeixis erisama Col Ceilan
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Cosmia nr. exigua
Cnaphalocrocis medinalis
Feltia ducens

F. gladiaria

Glyphodes phyloalis
Heliothis armigera

Heliothis zea

Heliothis virescens

Hyphantria cunea
Lymantria dispar
Mocis frugalis
Mythimna (Psudaletia) unipuncta
Naranga sp.
Ostrinia nubilalis
Peridroma saucia
Pieris rapae
Pionea forficalis
Plathypena scabra
Plusia sp

Prodenia litura

Pseudoplusia includens

Rivula antimeta
Rachiplusia ou
Sogatella fureifera

Spodoptera exigua

Lab

Algodon
Alfalfa,
maiz,
algodony
soya
Algodén,
Soyay

tabaco

Arroz
Maiz
Col

Soya

Soya

Algodon y
soya

Arroz

Soya

Fiji
Filipinas
E. U.

Japon

Africa

E.U.

E. U.
Japén
E.U.
Filipinas

E. U. Japdn
Filipinas
E.U.

E.U.

E.U.

E.U.
Japon

Japon

E. U.

Filipinas

Indonesia
E.U. India
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Spodoptera frugiperda Colombia
Spodoptera litoralis Algodoén Israel
Madagascar
Spodoptera litura Tabaco India
Spodoptera ornithogalli E. U.
Stenachroia elongella India
Trichoplusia ni Col, Republica
soyay Dominicana,
algodon E. U.
Taiwan
Trichoplusia orichaliea Africa
Tesseratoma javanica Tailandia

(Ignoffo, 1981; Humbert, 1992; Ignoffo y Boucias, 1992).

Produccion masiva

M. rileyi es un entomopatdégeno que ha presentado dificultades para lograr la
produccién oOptima de unidades infectivas con alto grado de patogenicidad. Al
respecto, Bell (1975) propone cultivos de M. rileyi a base de medios generales para
la reproduccion de hongos, obteniendo cantidades limitadas de conidios con altos
costos de produccidn. Ignoffo (1981) encontro los requerimientos nutricionales para
lograr su produccién en medios soélidos y liquidos, determinandose que el hongo se
desarrolla mejor en Sobouraud, Papa-Dextrosa y Extracto de Levadura Agar. La
comparacion entre la produccion en fermentaciones sumergidas y superficiales
indican que después de 21 dias a 24°C se obtuvieron promedios de 368
mg/conidios/100mL de agua y 575mg de blastosporas no fueron infectivas después
de 6 dias de su obtencion.

Vimala (1994) utilizé en la produccién de M. rileyi sustrato sélido a base de granos
de sorgo triturados, el cual se remojo con agua destilada y extracto de levadura a
diferentes concentraciones, determinando que la adicion de 1% de extracto de
levadura al sorgo triturado fue la cantidad ideal para cultivar el hongo, obteniendo

una producciéon maxima de 1.4X10° conidios/g después de 8 a 9 dias a 25°C.
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Introduccion de epizootias

Los estudios que se han realizado con este hongo entomopatdégeno han demostrado
que la aplicacion directa de M. rileyi en los primeros estadios larvales de la plaga
puede controlar de manera significativa las poblaciones; aplicar altas
concentraciones puede ayudar, aunque se debe saber que no es un efecto

inmediato.

Sprendel y Brooks (1977) distribuyeron cadaveres de H. virescens cortados en tres
secciones, mezclados con vermiculita a razon de 3, 360 insectos/ha y demostraron
gue una epizootia puede ser provocada 14 dias antes de que se presente una
epizootia natural. Por otra parte, Ignoffo y colaboradores (1976) investigaron el
efecto de una aspersion de 1.1X10*3 conidias/0.04ha de soya en etapa de floracion,
y un segundo experimento con una dosis doble logrando alterar significativamente
el modelo de la epizootia. El porcentaje de infeccion en el primer experimento fue
de 82.5% en relacion a un 7.4% en el area no tratada y un porcentaje de 90% y

18.5% respectivamente para el segundo experimento.

Bacillus thuringiensis

El Bacillus thuringiensis (Berliner) es uno de los bioinsecticidas mas empleados. El
poder insecticida de esta bacteria se encuentra en una protoxina que produce
cuando se forma la endospora bacteriana. Esta sustancia, una glicoproteina de
elevado peso molecular denominada d-endotoxina, determina la especificidad de
accion de las distintas variedades del bacilo, establecida por los péptidos que
forman parte de la molécula, y que genéricamente se conocen como proteinas CRY.
Asi, de entre mas de 70 serovares de Bacillus thruringiensis, los Unicos empleados
para la preparacion de bioinsecticidas (De Lifian, 2003) son el Bt var. kurstaki,
aizawai, morrisoni (todos con actividad frente a larvas de Lepidopteros), israelensis

(para Dipteros) y tenebrionis y san diego (para Coledpteros).
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Clasificacion taxonémica (Berliner, 1915).

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: Bacillus thuringiensis
Subespecie: kurstaki

Mecanismo de accion en larvas

La histopatologia de la accion de la delta-endotoxina de Bt ha sido ampliamente
estudiada de manera principal en Lepidoptera. En sintesis, estas investigaciones
(revisadas en detalle por Luthy y Ebersold, 1981; Gill y Col., 1992) indican que,
después de la ingestién de la delta-endotoxina, las toxinas se disuelven en el
intestino de las larvas por acciéon de enzimas proteoliticas formando un(os)
fragmento(s) téxico(s). Las células epiteliales del intestino medio, asi como células
cultivadas de insectos, rapidamente se hinchan y se rompen después del

tratamiento.

Estudios bioquimicos (Knowles y Ellar, 1987) y electrofisiologicos (Harvey y Col.,
1983) sugieren que la toxina genera poros en la membrana celular alterando el
balance osmético, posteriormente las células se hinchan y se lisan, la larva deja de
alimentarse y finalmente muere. Los sitios de accion de las diferentes toxinas han
sido identificados como receptores en las células epiteliales de los insectos

susceptibles (Hoffman y Col., 1988).

Antecedentes
Son numerosos los estudios realizados sobre el efecto de las aplicaciones de

Bacillus thuringiensis sobre muchos cultivos. Swadener (1994) realiza una revision
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acerca de los efectos encontrados, que cuando aparecen, se muestran como
empobrecimiento general de la comunidad de insectos y efectos negativos sobre
depredadores y parésitos de especies plaga. En Ruiz y Mufioz-Cobo (1997) se inicia
una valoracién del posible impacto de este bacilo, comparandolo con otros
insecticidas frecuentemente empleados contra la generacion antéfaga de Prays
oleae, sin embargo, el estudio, limitado a un solo afio, no hace un seguimiento de
las poblaciones, ni se emplea un método de muestreo suficientemente amplio para

obtener informacion de la fraccion de la entomofauna ligada a la copa del olivo.
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MATERIALES Y METODOS
Las colectas de larvas para la cria del gusano cogollero se realizaron en “el Bajio”
UAAAN vy los bioensayos se llevaron a cabo en los laboratorios del Departamento
Parasitologia, de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Establecimiento de la cria de S. frugiperda.

Se realizé una colecta de alrededor de 300 larvas de S. frugiperda en la zona del
“bajio” de la UAAAN donde se encontraban las parcelas experimentales con cultivo
de maiz. Esto con la finalidad de llevarlas a la Camara Bioclimatica segun la
metodologia de Armas y Ayala (1990) y Gémez et al. (1994) para obtener individuos

libres de enfermedades y parasitoides.

llustracion 5. Cria de gusano cogollero. Laboratorio de Control Biologico
y Ecologia de Insectos. Departamento de Parasitologia. UAAAN, Saltillo,
Coah.

Mantenimiento de las larvas de S. frugiperda

Una vez en la cAmara, se colocaron individualmente en vasos de plastico de 20mL.
y se acomodaron en contenedores para huevo para facilitar su manejo. Se
mantuvieron con las siguientes condiciones: 23-28°C, con luz fluorescente difusa
superior y HR de 30-50%. Las larvas de alimentaron con pasto Bermuda Cynodon
dactylon con aproximadamente 70g por vaso. La cria se mantuvo por al menos seis
generaciones, las cuales se utilizaron de acuerdo a las necesidades de los

experimentos.
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Manejo de pupas y adultos de S. frugiperda

Se hizo una identificacion de las pupas por sexo (sexado) para evitar discrepancias
de hembra/macho en los frascos. En cada frasco se colocaron seis hembras y
cuatro machos. De esta forma se optimizé la reproduccién de los adultos para la
obtencion de mayor cantidad de huevos. Después de 12 dias empezaron a emerger
los primeros adultos de la cria; debido a que no todas las larvas colectadas se
encontraban en el mismo estadio, hubo diferencia entre 1-3 dias respecto a la

emergencia del adulto.

llustracion 6. Pupas de S. frugiperda. 1: hembra; 2: macho.

Los adultos se colocaron en frascos de plastico capacidad de 1L, con tapa de malla
para una buena aireacion. En la parte superior de la tapa, por fuera, se colocaron
dos trozos de algoddn, uno sélo con agua y el otro algodon con agua y alto contenido
de azlcar disuelta, estos mismos lo suficientemente himedos para que el sifon de
las palomillas pudiese penetrar perfectamente y de esta forma obtener el alimento.
Se evito el escurrimiento de liquido en los algodones para evitar encharcamientos y

evitar el aumento de humedad dentro del frasco con los adultos.

Se colocaron dentro de los frascos trozos de papel estraza con doblez tipo abanico
abarcando todo el contorno, de esta manera las palomillas pudieron posarse y

caminar libremente.
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Recuperacion de huevos.

Esta fase inici6 a partir del tercer dia de la presencia de palomillas en el frasco ya
que rpidamente hubo copula entre estas. Se extrajo el papel estraza y con ayuda
de tijeras, se recortd cuidadosamente alrededor de la masa de huevos,
posteriormente se colocaron en una caja de Petri para la observacion y control de

maduraciéon de estos mismos.

llustracion 7. Huevos de S. frugiperda recién
eclosionados.

Una vez maduros los huevos y préximos a la eclosion, se colocaron en frascos con

pasto y tapa de malla muy fina para evitar escapes.

Esta actividad se llevd acabo de forma continua hasta la muerte de las palomillas

para aprovechar como fuera posible todos los huevos.

Separacién por estadio larval, dietay cuidados.

Cada frasco con larvas se manej6 cuidadosamente; las larvas se mantuvieron en el
mismo lugar hasta el tercer estadio. Al momento de limpiar el frasco por los
desechos, el pasto se sacudié sobre un papel blanco para separar las larvas y con

un pincel se fueron colocando en un frasco limpio y pasto fresco.
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Como se mencion6 anteriormente, las larvas de tercer estadio fueron retiradas de
los frascos de 1L y colocadas en vasos individuales para evitar los habitos canibales
de esta especie. En larvas del cuarto estadio en adelante, el vaso donde se
encontraban individualmente almacenadas se limpié cada dos dias y se coloco
nuevamente pasto fresco. El limpiado de desechos en larvas de los ultimos dos
estadios fue menos frecuente debido a la poca movilidad y alimentacion de estas

mismas durante esta etapa.

Reactivacion de las cepas 1, C1 (Cuauhtémoc, Tamaulipas) y 2, C2 (Saltillo,
Coahuila) de M. rileyi en larvas de S. frugiperday evaluacién de patogenicidad
de acuerdo a la procedencia del hongo.

El procedimiento se llevé a cabo por medio de suspensiones liquidas y aplicacion
de esporas de forma directa, ambas por aplicacion topica. Para la suspensién
liguida se hizo una soluciébn con 200mL de agua destilada estéril (ade) y un
contenido de tensoactivo al 0.03% (Bionex®, Arysta LifeScience, Saltillo, México).
Posteriormente, en dos tubos de ensayo se colocaron alrededor de 5mL de ade y
por medio de un asa bacteriolégica se tomaron esporas para hacer una suspension
de cada cepa. Una vez realizada la suspension de esporas en los tubos, se tomé
un pincel y este mismo se sumergié en la suspension de la C1 y se aplicé de forma
tépica a 10 larvas de S. frugiperda. Posteriormente con ayuda del pincel lavado y

desinfectado, se realizé el mismo procedimiento con la C2 en 10 larvas.

Con respecto a la aplicacion directa de esporas, con un asa bacteriologica se
tomaron esporas de una caja de Petri de la C1 para aplicar directamente sobre 10
larvas de S. frugiperda. Ya terminada esta aplicacién y Unicamente después de

desinfectar el material utilizado, se realiz6 el mismo procedimiento con la C2.

A las larvas tratadas se les proporcioné alimento para los dias posteriores al
tratamiento. Las observaciones se realizaron a partir del dia tres de inoculacion

hasta los diez dias.
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Elaboracion de medios de cultivo.
Se utilizaron diferentes medios con diferentes ingredientes para tratar de

potencializar el crecimiento y desarrollo del hongo.

Para el extracto de huevo: licuar una yema cocida en 300mL agua purificada.

Para el extracto de soya: hervir 200g de soya a granel en 1L de agua purificada
durante 10min.

Después de mezclar cada receta, llevar el matraz a la autoclave para esterilizar los
medios a una presion de 15lb (equivalente a 121°C) durante 15min, y finalmente

vaciar en las cajas de Petri.

A continuacién, se muestran las recetas:

Receta 1. Medio de cultivo sdlido (yema de huevo). 10 cajas= 200mL.
Extracto de soya: 50mL

Agar bacteriolégico: 4.6g

Extracto de yema de huevo: 100mL

Agua: 50mL

Receta 1.1. Medio de cultivo liquido (huevo) 4 matraces pequefios.
Extracto de yema de huevo: 100mL

Extracto de soya: 50mL

Agua: 150mL

Receta 2. Medio de cultivo sélido (soya). 10 cajas= 200mL.
Extracto de soya: 60mL

Agua: 140mL

Extracto de levadura: 29

Azucar: 4.65¢g

Receta 3. Medio de cultivo sélido (soya, CTAB y antibi6tico). 10 cajas= 200mL.
Extracto de soya: 60mL

Extracto de levadura: 2g
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PDA: 7.89

CTAB: 0.069g

Después de esterilizar con el medio de cultivo tibio:

Antibiético Emicina® (Oxitetraciclina Pfizer) presentacion soluble: 0.8mL

Aislamiento de M. rileyi en medio de cultivo sélido (yema de huevo).

La primera siembra y recuperacion del hongo se hizo con la receta tres, de esta
forma se aseguré el crecimiento del hongo sin contaminantes. Después se utilizo
Gnicamente el medio de cultivo solido (yema de huevo) debido a que se observo

una mejor adaptacion de las cepas del hongo en este medio.

El proceso de la siembra del hongo se hizo en condiciones de laboratorio con las
medidas microbioldgicas pertinentes y estas mismas se realizaron en forma de

estria en zig-zag con ayuda de un asa bacterioldgica.

Para la produccion de esporas en medio de arroz, se utilizé la receta 1.1 (Medio de
cultivo liquido). Este caldo se inoculd6 con conidias de las cepas 1 y 2,
posteriormente se incubd a temperatura £25°C en un agitador (Orbit 1000®) a una
velocidad de 100 a 150 rpm incrementando poco a poco hasta que el micelio crecio
durante 10 dias. El micelio de estos caldos se inocul6 en bolsas de polietileno con
arroz blanco previamente esterilizado en autoclave (Aquino et al. 1977; Feng et al.
1994; Felipe-Victoriano, 2013). Las bolsas se mantuvieron en incubacion y

observacion hasta que el arroz se cubrié de esporas de M. rileyi.
Una vez terminada esta fase, se colocaron en refrigeracion para su conservacion.

Bioensayos

Método general de conteo de esporas

El hemocitdmetro (camara de Neubauer) es un instrumento ideado para contar
células sanguineas y se puede usar también para estimar la concentracion de

conidias en una suspension acuosa de esporas.

Se hizo una suspension madre de esporas, de la cual se tomaron 100ul y se

colocaron en la camara “Neubauer”; debido al alto contenido de conidios y tomando
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en cuenta la situacion de si la concentracion es alta a muy alta, se tuvo que diluir y
tomar factores de dilucion en proporciones de 1:9 consecutivamente con cada uno

de las cepas y tratamientos utilizados en estos experimentos.

Experimento 1: Evaluacion de cepas producidas en diferente sustrato: arrozy
larvas.

Suspension de esporas de origen arroz

Se tomo una bolsa inoculada de M. rileyi y en un vaso de precipitado con 200mL de
agua, con ayuda de guantes de latex estériles, se lavaron los granos de arroz
formando una mezcla verde de esporas. Una vez terminado el lavado, con ayuda
de una maya se col6 el liquido para tratar de minimizar la presencia de particulas
grandes de arroz, posteriormente se tomaron 2mL en un tubo de ensayo y se
nombré como “solucibn madre”. Para terminar, se hicieron tres suspensiones
seriadas de 1:9 (1X108, 1X10” y 1X10°) y se colocaron 2mL de cada suspension en
tubos de “Eppendorf”.

Suspension de esporas de origen larval.

En un tubo de Ensayo con 2mL de ade, se lavaron un total de 10 larvas cubiertas
totalmente de M. rileyi con alrededor de 2 meses de micosamiento, a esta se le
denomind “suspension madre”, de la cual se realizaron tres suspensiones seriadas
de 1:9 (1X108, 1X107 y 1X10°) y de cada suspension se tomaron 2mL de contenido

para colocarse en tubos de “Eppendorf’ segun la concentracion.

El conteo de esporas para este experimento se realizé con ayuda de un microscopio

compuesto y una camara “Neubauer”.
Aplicacién de microdosis

Una vez listas las dosis de cada origen (arroz y larva), se procedié a cambiar cada
larva a vasos ya esterilizados de la misma marca, y con ayuda de una micropipeta
y con puntillas esterilizadas, se colocaron 25ul de suspension a cada larva,
proporcionandole también alimento fresco (pasto Bermuda). Al término de cada
tratamiento, se acomodaron los vasos con las larvas ya tratadas en contenedores

de huevo para facilitar el manejo de los mismos y colocarlas en incubacion a 25°C
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en el Laboratorio de Control Biolégico y Ecologia de Insectos. Las observaciones

se realizaron a patrtir del tercer dia, durante 7 dias continuos.

Se utilizaron 200 larvas de S. frugiperda de tercer estadio, de las cuales se usaron
20 para el testigo y 180 para los bioensayos; en total fueron 90 larvas por cepa y se
distribuyeron en 3 dosis de concentracion de esporas, las mismas se clasificaron:
baja (1X10°), media (1X107) y alta (1X108). Los tratamientos se realizaron en 3
repeticiones (5 larvas por repeticion). Las larvas que se usaron como testigo
anicamente recibieron solucion agua + tensoactivo (Bionex®, Arysta LifeScience,

Saltillo, México).

Después se hizo una preparacion de 150mL de tensoactivo en 500mL de agua para
cada cepa, y previo a la realizacidén de este experimento, se esterilizaron un total de
14 tubos de “Eppendorf’, de estos se tomaron seis para cada cepa y dos para el
testigo.

Nota: Este procedimiento se llevd a cabo con las dos cepas (C1l: Cuauhtémoc,
Tamaulipas y C2: Saltillo, Coahuila). Debido a la alta volatilidad de las esporas y la
suspensién de estas mismas en el aire, las cepas fueron inoculadas en diferentes

laboratorios, en el mismo dia.

Experimento 2. Evaluacién del porcentaje de mortalidad de larvas de S.
frugiperda luego de aplicar M. rileyi, Bt y la combinacién de estos dos, a
diferentes concentraciones.

Se utilizaron 600 larvas de S. frugiperda de tercer estadio para conformar seis
tratamientos, los cuales se repartieron en 100 larvas por tratamiento incluyendo el

testigo, con 5 repeticiones de 20 larvas c/u.

Los tratamientos fueron: M. rileyi, B. thuringiensis subesp kurstaki y combinado (M.
rileyi + B. thuringiensis). En el caso de M. rileyi, se utilizé la misma concentraciéon
de esporas 1.3X108 en todos los tratamientos que incluyeron al hongo, en este
experimento. Para el caso de B. thuringiensis subesp kurstaki, se utilizaron dos

dosis: alta y baja. La dosis baja hace referencia a la recomendacion de la etiqueta
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del producto utilizado (Thuricide BT®), mientras que la dosis alta corresponde a 3

veces la dosis recomendada en la etiqueta.

Se usaron laboratorios diferentes para evitar la contaminacion de esporas de M.

rileyi en larvas tratadas con la bacteria Bt y las larvas pertenecientes al testigo.
Concentracion de conidios de M. rileyi

Se utilizaron larvas inoculadas con M. rileyi C2: Coahuila, de aproximadamente un
mes de micosamiento, mismas que se encontraban en refrigeracion a temperatura
1+5°C. Con ayuda de un tubo de ensayo y 3mL de ade se lavaron aproximadamente
diez de estas larvas. Una vez terminado, se tomd una muestra para hacer una
suspension de 1:9 con una concentracion de esporas de 1.3X108. Cabe destacar

que el conteo de esporas se realizé con ayuda de una camara “Neubauer”.
Suspensién preparada con B. thuringiensis subesp. kurstaki.

De acuerdo a las indicaciones de aplicacién del producto de Bt se recomienda usar
1.50z en 3 galones de agua, por lo que se hizo una conversién a 300mL de agua
esterilizada la cual resulté 1.1719mL para dosis baja y 3.5157mL para dosis alta,

tomando en cuenta que el producto contiene el 98.35% de Bt.

Primero se trataron las larvas con solamente el hongo. Se aplicaron 20ul de
suspension de esporas de M. rileyi como se describio en la seccion anterior y se les
proporcion6é comida (pasto Bermuda). Al terminar y desinfectar el material, se
procedi6 a continuar con el tratamiento de B. thuringiensis concentracion baja.
Debido a que el Bt actla por ingestion, en un vaso de precipitado con la suspension
de 300mL de agua con la bacteria y con ayuda de guantes de latex se sumergio el
pasto “Bermuda”, posteriormente, con papel secante “estraza” se retird el exceso
de humedad. Se colocaron alrededor de 70g de pasto para consumo de la larva.
Una vez terminado este tratamiento, se continué con el tratamiento de B.
thuringiensis dosis alta, realizando el mismo procedimiento con el pasto. El
tratamiento combinado se realizé de la siguiente manera: se aplicaron 20ul de
suspension de esporas de M. rileyi 1.3X108 + 70g de pasto Bermuda sumergido en

suspension de Bt en concentracion baja. Una vez terminado, se realizo el mismo
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procedimiento para el dltimo tratamiento, en el cual se aplicaron 20ul de suspension
de conidios de M. rileyi 1.3X108 + 70g de pasto “Bermuda” sumergido en suspension
de Bt en concentracion alta, retirando la humedad con papel secante. El
procedimiento con Bt se realiz6 de suspension baja a suspensién alta en todos los

tratamientos que incluian a la bacteria.

llustracion 8. Inoculacién del hongo entomopatdgeno M. rileyi en larvas de gusano
cogollero. Laboratorio de Taxonomia de Insectos. Departamento de Parasitologia.
UAAAN, Saltillo, Coah.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1. Evaluacion de cepas producidas en diferente sustrato: arrozy
larvas.

La mortalidad del gusano cogollero en este experimento fue baja. Se compararon
las dos cepas (C1 y C2) por sustrato. El “sustrato larval” no mostré mortalidad en
ninguna en las dos cepas del hongo, mientras que su respectivo testigo no presento

alteraciones.

Por lo tanto, el andlisis de varianza no mostro diferencia significativa. En el “sustrato
arroz” se tuvo mortalidad de una larva esporulada por M. rileyi de la C1
(Cuauhtémoc, Tamps.) en la cuarta fecha de evaluacién en concentracion alta de
1X108, lo que representa el 6.66%; mientras que las larvas tratadas con C2
alcanzaron la esporulacion a partir de la segunda fecha de evaluacion, en la
concentracion media de 1X107 con un total de nueve larvas representando el 60%
y en concentracion alta 1X108 un total de cinco larvas con un 33.33%.

Mortalidad acumulada. Cepa 2, Saltillo, Coah.
Sustrato arroz.

70
60
50
40
30
20
10

Porcentaje.

1 2 3 4 5
Dias de evaluacion.

Testigo Dosis baja Dosis media Dosis alta

llustracion 9. Mortalidad de larvas de S. frugiperda luego de inocular conidios del
hongo entomopatégeno M. rileyi de "sustrato arroz" de la C2: Saltillo, Coahuila,
a diferentes dosis. Donde: dosis baja es 1x108, dosis media 1X10” y dosis alta
1X108.
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Tabla 3. Andlisis de varianza (ANVA) a la variable independiente: mortalidad entre tratamientos.

Fuente Suma de | Grados Cuadratico Estadistico | Valor
cuadrados | de medio F p
SS libertad MS
Tratamiento | 57.7714 6 9.6286 3.3202 0.0135
Error 81.2000 28 2.9000
Total 138,9714 34

Tabla 4. Mortalidad de larvas de S. frugiperda después de la aplicacion de suspensiones de dos
cepas de M. rileyi (C1: Cuauhtémoc, Tamps y C2: Saltillo, Coah.) en laboratorio. Las medias con la

misma letra no son significativamente diferentes.

Par
de tratamientos Estadistico Q de Tukey | Valor p de Tukey | Tukey HSD
HSD HSD

AvsB 0,0000 0,8999947 A
AvsC 0,0000 0,8999947 A
AvsD 0.5252 0,8999947 A
AvsE 0,0000 0,8999947 A
AvsF 4.7270 0.0339034 B
Avs G 2.3635 0,6226957 A
B frentea C 0,0000 0,8999947 A
B frentea D 0.5252 0,8999947 A
B frentea E 0,0000 0,8999947 A
BvsF 4.7270 0.0339034 B
B contra G 2.3635 0,6226957 A
CvsD 0.5252 0,8999947 A
Cfrentea E 0,0000 0,8999947 A
CvsF 4.7270 0.0339034 B
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Cfrentea G 2.3635 0,6226957 A
DvsE 0.5252 0,8999947 A
DvsF 4.2018 0.0778515 A
Dvs G 1.8383 0.8273703 A
EvsF 4.7270 0.0339034 B
E contra G 2.3635 0,6226957 A
F contra G 2.3635 0,6226957 A
Donde:

Tabla 5. Tratamientos, experimento 1.

A Testigo

B C1 1x10°
C C1 1x107
D C1 1x108
E C2 1X108
F C2 1X107
G C2 1X108

Los resultados fueron mas favorables para el tratamiento C2: Saltillo, Coah., a

concentracion media (1X107) en sustrato de arroz.

Los tratamientos significativos representan a los tratamientos en C2 como 1X10’y
1x108, que son los que se mantuvieron mas elevados en comparacioén con los

demas tratamientos, de esta forma el sustrato arroz en la cepa 2 fue mas favorable.

41



Experimento 2. Evaluacion del porcentaje de mortalidad de larvas de S.
frugiperda luego de aplicar M. rileyi, Bt y la combinacién de estos dos, a
diferentes concentraciones.

La mortalidad de este experimento fue muy notoria con el tratamiento combinado N.
rileyi + B. thuringiensis a dosis baja (dosis recomendada segun la etiqueta), debido
a que alcanzo el 82% de mortalidad de larvas de gusano cogollero; sin embargo, no
hubo diferencias estadisticas significativas en comparacion con los tratamientos

analogos sin Bt (s6lo hongo).

El tratamiento de inoculacién del hongo M. rileyi a concentracion de 1.3X108 fue el
segundo tratamiento con alta mortalidad, con 74% de mortalidad en larvas de S.
frugiperda. En el tratamiento Bt en concentracion alta (tres veces la dosis
recomendada en la etiqueta) + M. rileyi a concentracion de 1.3X108 se obtuvo un
63% de mortalidad, mientras que el tratamiento de Bt en concentracién alta obtuvo
el 17% vy finalmente, en el tratamiento de Bt en concentracion recomendada se
obtuvo solo el 2% de mortalidad de larvas. El testigo no presentd mortalidad. La
combinacion hongo/bacteria no resultd estadisticamente diferente de los

tratamientos de hongo sélo.

Mortalidad total

100

B
80
9 B
8 60
=
[:5]
2 40
o A
g
A
0 A
EV1 EV 2 EV 3 EV 4 EV5S EV 6
Lecturas cada 24 hrs a partir del 3er dia de inoculacian.
Testigo Bt dosis baja Bt dosis alta
M. rileyi =@=1Bt dosis baja + M rileyi Bt dosis alta + M. rileyi

llustracion 10. Porcentaje de mortalidad de larvas de S. frugiperda en seis tratamientos
evaluados durante seis dias consecutivos cada 24 horas, a partir del tercer dia de
inoculacion. Donde los tratamientos son: testigo, M. rileyi 1X108, Bt dosis baja (1.1719mL
Thuricide/300mL ade), Bt dosis alta (3.5157mL Thuricide/300mL ade), y la combinacién: Bt
dosis baja (1.1719mL Thuricide/300mL ade) + M. rileyi 1X108 y Bt dosis alta (3.5157mL
Thuricide/300mL ade) + M. rileyi 1X108. Diferentes letras mayusculas incidan diferencias
significativas entre los tratamientos.
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En la Tabla 6 se muestran los valores de mortalidad obtenidos durante el

experimento en el ultimo dia de evaluacion, con mortalidad acumulada.

Tabla 6. ParAmetros de mortalidad acumulada. EV = evaluaciones cada 24 horas.

Tratamiento EV1 EV 2 EV 3 EV 4 EV5 EV 6
Bt baja 0 0 1 2 2 2

Bt alta 3 9 12 15 17 17
M. rileyi 11 24 38 55 70 74
Bt + Mrileyi baja | 15 32 52 65 83 83
Bt + M. rileyi alta | 14 32 44 52 63 63
Testigo 0 0 0 0 0 0

Tabla 7. Andlisis de varianza (ANVA) a la variable independiente: Mortalidad entre tratamientos en

la prueba de seis tratamientos en larvas de tercer estadio de S. frugiperda.

Fuente Suma de Grados | Cuadratico Estadistico | Valor p
cuadrados | de medio F
SS libertad | MS
Tratamiento | 1.369,3667 |5 273.8733 57.2557 0.0000
Error 114,8000 24 4.7833
Total 1,484.1667 |29

Tabla 8. Mortalidad media de S. frugiperda en los seis tratamientos aplicados con microdosis, en
condiciones de laboratorio. Las medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Par

de tratamientos Estadistico Valor p de Tukey | Tukey HSD
de Tukey HSD HSD

Avs B 0.4090 0,8999947 A

AvsC 3.4762 0.1765506 A

B frentea C 3.0672 0,2882415 A

DvsE 2.6582 0.4395291 A
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DvsF 1,4314 0,8999947
Evs F 4.0896 0.0764113
AvsD 14.3136 0,0010053*
Avs E 16.9718 0,0010053*
AvsF 12.8822 0,0010053*
B frentea D 13.9046 0,0010053*
B frentea E 16.5628 0,0010053*
BvsF 12.4732 0,0010053*
CvsD 10.8374 0,0010053*
CfrenteaE 13.4956 0,0010053*
CvsF 9.4061 0,0010053*
Donde:

Tabla 9. Tratamientos.

A

Testigo

Bt dosis baja

Bt dosis alta

M. rileyi

mf O O @

Bt dosis baja + M.

rileyi

Bt dosis alta + M.

rileyi
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El valor p del ANOVA de una via es inferior a 0.05, lo que sugiere que uno 0 mas
tratamientos son significativamente diferentes; siendo M. rileyi, Bt + M. rileyi dosis
baja y Bt + M. rileyi dosis alta los tratamientos con mas diferencias respecto al

testigo en este experimento.

llustracion 11. Larva de gusano cogollero
micosada por M. rileyi. CAmara Bioclimatica
No. 9. UAAAN, Saltillo, Coah.

En este trabajo no hubo actividad del Bt, sin embargo, en larvas neonatas de S.
frugiperda puede ser efectivo. Drouet (2018), menciona que hay diferencias

significativas de control a partir de los 30 dias de emergencia de las plantas de maiz.

Gomez et al. (2017), observé 56, 58, y 100% de mortalidad en larvas que se
alimentaron durante 21 dias con maiz Bt, mientras que los individuos sobrevivientes
presentaron un ciclo de vida mas prolongado con menor fecundidad y viabilidad de

huevos con respecto a un hibrido convencional (testigo).

El control biolégico es una alternativa sostenible en el medio ambiente y los
entomopatdégenos pueden complementar y ser parte del manejo integrado de
plagas; sin embargo, Clark et al. (1982), Anderson y Roberts (1983) y Aguda et al.
(1984) indicaron que los pesticidas pueden inhibir algunos hongos como Beauveria
bassiana y M. anisopleae, pero no existen pruebas o estudios reales sobre

pesticidas que inhiban a M. rileyi.

Tal como sefala Ordofiez-Garcia et al (2015), se colectaron 5,870 larvas en los

cinco municipios muestreados, de las cuales 542 presentaron micosis, 504 (8.56%)
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correspondientes a Metarhizium rileyi (Farl.) Kepler, S.A. Rehner y Humber, comb.
Nov. (=Nomuraea rileyi (Farl.) Samson y 38 (0.65%) a Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, EI nUmero de larvas infectadas y la micosis abundante, puede
que se haya debido a las precipitaciones registradas previo a los muestreos,
particularmente en el municipio Bachiniva. Dado que el crecimiento y germinacion
del hongo son influenciados por la temperatura y humedad relativa (Ignoffo y Garcia,
1985; Vimala-Devi et al., 1996).

Silva y Loch (1987) produjeron M. rileyi en granos de arroz suplementarios con
extracto de levadura; sin embargo, el crecimiento del hongo en este medio fue muy
pobre. No obstante, los resultados obtenidos en el experimento 1, son
aparentemente mas favorables para este mismo medio de cultivo que para el

sustrato “larva”.

Ignoffo et al. (1975) postularon que los hongos entomopatégenos se deben aplicar
en larvas de primeros estadios del gusano cogollero para minimizar el dafio al
cultivo. En los experimentos antes descritos se usaron larvas de tercer estadio y el
resultado fue favorable en cuanto a mortalidad de las mismas. Gurrola-Reyes et al.
(2014), menciona que larvas de gusano cogollero sometidas a B. thuringiensis
mostraron la maxima mortalidad a las 144 horas de estar en contacto con el toxico,
a una concentracion de 50ug/mL (26.6%); en los presentes experimentos, las larvas
tratadas con Bt no tuvieron mortalidad significativa, por lo tanto, no se comprueba
que la bacteria en combinacién con el hongo tenga un efecto sinergista o aditivo
sobre larvas, comparada con el hongo actuando por si solo.

Los productos organicos son efectivos en el control de los insectos durante varios
dias, Ruiz-Abdala et al. (2004). En una publicaciéon de la Revista Cientifica y
Tecnologica, Drouet (2018) menciona que observaron una eficiencia del 57,25 % a
las 120 horas después de la aplicacion en campo, a esta razon se atribuye que los
tratamientos que emplearon el Bacillus thuringiensis tuvieron menor incidencia del
gusano cogollero, no ocurriendo lo mismo con el testigo absoluto, este fue el

tratamiento mas atacado, teniendo relacion con los resultados obtenidos en la altura
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de la planta y el resto de las variables estudiadas que conllevaron a menos

desarrollo vegetativo y finalmente menor rendimiento agricola.

Sanchez-Pedraza (2019) realizé ensayos biologicos donde demuestra la eficacia de
los agentes entomopatdgenos, especialmente N. rileyi, que tienen un alto nivel de
mortalidad en las plantas en el invernadero (82%) y un 100% de mortalidad en el
laboratorio; mientras que, con respecto a los ensayos con nematodos, la mortalidad
que se mostré en el bioensayo con plantas, tuvo una mortalidad baja: Molina-Ochoa
et al. (1996) estudiaron la eficacia de diferentes especies de nematodos
entomopatdégenos en S. frugiperda y confirmaron que Heterorhabditis spp. fue mas
eficiente que las cepas de Steinernema spp., cuando se esta considerando la etapa
larvaria, causando un 65% de mortalidad en segundos estadios.
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CONCLUSIONES
En el experimento 1 se obtuvo mayor eficacia en el sustrato arroz para la cepa 2:
Saltillo, Coah., por lo tanto, esta misma cepa se utilizé para el experimento dos. Se
observo que algunas larvas tratadas con M. rileyi tardaron en ser micosadas por el
hongo, esto se debe a que en diversos vasos de plastico donde estaban contenidas
individualmente, se encontraron restos de mudas o exoesqueletos, lo que retardo la
penetracion cuticular del hongo sobre algunas larvas. La cepa 1: Cuauhtémoc,
Tamps., fue inactiva contra el insecto, esto podria ser por el historial de la misma en
cuanto a inactividad en larvas o por conidios demasiado antiguos. Cabe mencionar
que, esta cepa tiene originalmente fue aislada de gusano terciopelo (Anticarsia
gemmatalis) en el cultivo de soya. En cuanto al medio de cultivo evaluado en este
experimento, se demostré que el “medio de arroz” fue mas efectivo provocando

mortalidad en larvas de S. frugiperda.

El hongo M. rileyi es un importante enemigo natural de las larvas de S. frugiperda.
En el experimento dos, el tratamiento combinado de Bt dosis baja (recomendada) y
el hongo M. rileyi 1X108 obtuvo el 82% de mortalidad de las larvas, siendo el
porcentaje mas alto en comparacion con los demas tratamientos. La combinacion
hongo/bacteria no resulté estadisticamente diferente de los tratamientos de hongo
sélo, por lo que no hay diferencia entre aplicar M. rileyi por si solo o en combinacién
con Bt. Se observo que usar la dosis al triple de la recomendada (dosis alta en el
experimento dos) no tuvo diferencia significativa en cuanto a mortalidad en los
tratamientos, por tanto, por si sola la bacteria no es capaz de lograr un porcentaje
de mortalidad aceptable para poder usar como método eficiente de control bioldgico.

Durante las evaluaciones del experimento dos, en las primeras cuatro tomas de
datos, se observd que las larvas presentaron baja movilidad y alimentacion. El
hongo M. rileyi fue visiblemente notorio y efectivo hasta después de alrededor de 5

dias de inoculado provocando paralisis en las larvas.

Experimento 2. El hongo entomopatdgeno M. rileyi tiene potencial como controlador
de larvas de S. frugiperda y puede ser usado como método biorracional para el

manejo integrado de plagas. En cuanto al Bt, no hubo mortalidad significativa
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causada por esta bacteria, sola 0 en combinacion; por tanto, no se observaron
efectos aditivos ni sinergismo. La mortalidad causada en las combinaciones se
puede atribuir al hongo.

En conclusion, el hongo M. rileyi muestra potencial como agente de control biolégico
de larvas de S. frugiperda.
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