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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar el porcentaje de mortalidad
de Spodoptera frugiperda con las concentraciones: 1x108, 1x10° y 1x1010
esporas.mL-! de tres cepas de Metarhizium anisopliae: Ma25, Ma28 y MaC.
La evaluacion fue realizada mediante bioensayos en condiciones de
laboratorio, utilizando larvas de S. frugiperda recolectadas directamente
en campo. El disefio experimental implementado fue una factorial con dos
factores y S repeticiones para cada factor. El analisis estadistico consistio
en realizar una anova para las diferentes fuentes de variacion y sus
respetivas pruebas de medias Tukey y DMS, para cada uno de los factores.
Realizandose el analisis en el programa Statistical Analisys Sistem version
9.0. de acuerdo a los resultados obtenido la cepa MaC resulto ser la mejor
una concentracion de 1x1010 esporas.mL-l, no existiendo significancia

para el efecto de interaccion concentraciones por cepa.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the mortality
percentage of Spodoptera frugiperda with the concentrations: 1x108, 1x10°
and 1x1010 spores.mL-1 of three strains of Metarhizium anisopliae: Ma25,
Ma28 and MaC. The bioassays were performed under laboratory
conditions, using S. frugiperda larvae collected in the field. The
experimental design implemented was a factorial with two factors and five
repetitions each. The statistical analysis consisted of performing an anova
for the different sources of variation and their respective Tukey and DMS
means tests for each of the factors. The analysis was carried out in the
Statistical Analyzes System version 9.0 program. According to the results
obtained, the MaC strain was found to be the best at a concentration of
1x1010 spores.mL-!1, there was no significance for the effect of interaction

concentrations per strain.
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1. INTRODUCCION

La produccion de alimento suficiente para abastecer la demanda de la
poblacion actual, exige no solo una aplicacion eficaz de las tecnologias
agricolas, sino la adquisicion, uso efectivo y sustentable de nuevos
conocimientos en aspectos de la agricultura para administrar de manera

sustentable su sistema productivo.

En la produccion de los alimentos, forrajes y fibras naturales
indispensables para el hombre, los insectos destruyen gran parte de la
produccion (Flores, 2000). También, son vectores de organismos
causantes de enfermedades en plantas, animales y el hombre. Por
consiguiente, existen miles de especies de insectos plaga, difundidas en
las regiones productivas de granos; su permanencia se limita al habitat
que les proporcionan comida y condiciones climaticas adecuadas para su

reproduccion.

Por consiguiente, el gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), insecto nativo del tropico y subtropico
americano es considerado una de las plagas insectiles omnivoras de mayor
importancia economica. En regiones de Centro y Sur América, donde el

principal huésped es el maiz (Pashley, 1998; Busato et al., 2004).



Asi mismo, en México, constituye una de las plagas agricolas de suma
importancia debido a que se encuentran en mas de 80 especies de 23
familias de malezas, gramineas, leguminosas (Polania et al., 2007). Por si
fuera poco, la gran cantidad de huéspedes alternos hace que su dispersion
sea amplia, asegurando su permanencia y abundancia en sus poblaciones
(Pashley, 1988; Andrews, 1988).

En los ultimos 30 anos, el uso intensivo de insecticidas de amplio espectro
contra este insecto ha impactado de manera negativa en el ambiente, por
el alto riesgo de intoxicacion y residuos en el alimento humano y animal.
Ademas, de provocar resistencia en la mayoria a los compuestos

convencionales registrados para su control (Negrete y Morales, 2005).

Conociendo la necesidad y los inconvenientes del uso del control quimico,
como Unica herramienta de control de S. frugiperda, ademas del costo
elevado de insumos, surge la necesidad de buscar otras medidas de
control, como el uso de agentes entomopatégenos, los cuales son
alternativas viables tanto en el aspecto economico como el ecolégico para

el control de plagas importantes en cultivos basicos (Molina et al., 1997).

En el caso del control microbiano de insectos plaga, se han usado virus,
bacterias, protozoarios, hongos y nematodos entomopatégenos. Ademas,
han adquirido una especial relevancia como bioinsecticidas,

principalmente en el control de plagas Lepidopteras (Granados y Federici,



1986). De manera que estos agentes de control se consideran como una
opcion eficiente para disminuir el impacto negativo, reducir y mantener la
poblacion por debajo de los niveles de dafno econémico, ya que actuan por
contacto o ingestion. Asi como sus multiples mecanismos de accion que
les confiere una alta capacidad para que el hospedero desarrolle
resistencia. Es necesario recalcar que S. frugiperda es afectada por

alrededor de 20 especies de entomopatogenos (Gardner y Fuxa, 1980).

Metarhizium anisopliae ataca mas de 300 especies de diversos ordenes.
Entre las plagas mas afectadas se encuentra S. frugiperda, en diversos
cultivos. Se ha utilizado exitosamente como agente de biocontrol, se ha
desarrollado la tecnologia de produccion masiva y existen en el mercado
productos formulados con conidios de este hongo. Pero existen pocos
estudios a nivel laboratorio que han demostrado el potencial de M.
anisopliae como agente de control de la especie S. frugiperda, por lo tanto,

es necesaria la realizacion de nuevas investigaciones (Samson, 1981).

Por lo que se ha planteado como objetivo para la presente investigacion,
determinar la mortalidad de Spodoptera frugiperda con diferentes
concentraciones de tres cepas de Metarhizium anisopliae. Resaltando que,
con el uso eficiente de este hongo, podria ayudar a incrementar el nivel de
ingresos, produccion y calidad de los productos agricolas en las familias

rurales.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Comparar la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda con diferentes

concentraciones de tres cepas de Metarhizium anisopliae.

1.1.2. Objetivos especificos

Determinar la concentracion mas adecuada de M. anisopliae para el

control de larvas de S. frugiperda.

Evaluar la efectividad en el tiempo de las cepas Ma25, Ma28 y MaC de

Metarhizium anisopliae sobre Spodoptera frugiperda.



1.2. HIPOTESIS

Factor 1:

Ho. Todas las cepas de Metarhizium anisopliae generan la misma

mortalidad sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Ha. Al menos una de las cepas de Metarhizium anisopliae genera mayor

mortalidad sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Factor 2:

Ho: Todas las concentraciones de Metarhizium anisopliae causan la misma

mortalidad sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Ha: Al menos una de las concentraciones de Metarhizium anisopliae causa

mayor mortalidad sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Interaccion:

Ho: No existe interaccion (efecto) de las diferentes cepas de Metarhizium
anisopliae por las concentraciones sobre la mortalidad de larvas de

Spodoptera frugiperda.

Ha: Existe interaccion (efecto) de las diferentes cepas de Metarhizium
anisopliae por las concentraciones sobre la mortalidad de larvas de

Spodoptera frugiperda.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

El gusano cogollero fue descrito por primera vez por J.E. Smith en el ano
1852 y se han considerado algunas modificaciones posteriores a su
clasificacion. Sin embargo, desde 1958 es reconocido por su nombre
cientifico como Spodoptera frugiperda, se ubicoé dentro del género
Spodoptera. Este insecto pertenece al orden Lepidoptera, con 3 500
especies en América del Norte. Presenta dimorfismo sexual, las
caracteristicas distintivas del macho son: expansion alar de 32 a 35 mm,;
longitud corporal de 20 a 30 mm; siendo las alas anteriores pardo-
grisaceas con algunas pequenas manchas violaceas con diferente
tonalidad, tiene pequenas manchas diagonales, una bifurcacion poco
visible que se extiende a través de la vena costal bajo la mancha reniforme;
la linea subterminal parte del margen la cual tiene contrastes gris pardo
y gris azulado; respecto a las alas posteriores, no presentan tintes ni
venacion coloreada, siendo mas bien blanquecina; las hembras tienen
una expansion alar que va de los 25 a 40 mm, faltandole la marca diagonal
prominente en las anteriores que son poca agudas, grisaceas, no
presentan contrastes; la mancha orbicular es poco visible; la linea

postmedial doble y facilmente vista (Ortiz, 2010).



2.1.1. Clasificacion taxonomica de S. frugiperda

La clasificacion taxonémica del gusano cogollero es la siguiente (Angulo,

2000):

Reino: Animal.

Filo: Arthropoda.
Clase: Insecta.
Orden: Lepidoptera.
Familia: Noctuidae.
Género: Spodoptera.

Especie: frugiperda.

2.1.2. Origen y distribucion geografica de S. frugiperda

Actualmente el origen de este organismo no esta aun bien definido, sin
embargo, Walton y Luginbill, (1917); Luginbill, (1928) y Borbolla (1981),
coinciden al afirmar que esta especie tiene su origen en los tropicos del
Continente Americano, especialmente en América del Sur, ya que no posee
diapausa (Carpenter et al.,1983; Carpenter y Young, 1991). Es una
especie de distribucion tropical, aunque se le encuentra también en zonas
templadas (Abbas et al., 1989). Por lo que es una especie endémica del
Continente Americano, incluyendo las Antillas y el Caribe. Mientras que

en México se encuentra ampliamente distribuida en todas las zonas



agricolas. De igual manera que en los estados con altitudes superiores a
los 2000 msnm como: Guanajuato, Hidalgo, estado de México, Puebla,
Querétaro, Tlaxcala y Veracruz (Andrews, 1988). Aparentemente, las
condiciones climaticas estan relacionadas con las fluctuaciones

poblacionales de este insecto ademas de su dispersion (Pashley, 1986).

2.1.3. Ciclo de vida de S. frugiperda

Este se completa aproximadamente en 30 dias en verano, 60 dias en

primavera y 90 dias durante el invierno (All, 1988), (Figura 1).

Adulto

Huevecillo

Figura 1. Ciclo de vida de S. frugiperda.



Huevo. Los huevecillos son de forma globosa, con estrias radiales, de color
rosa palido que se torna gris a medida que se aproxima la eclosion. Los
cuales eclosionan entre los tres a cinco dias, las hembras depositan los
huevos continuamente durante las primeras horas de la noche en el haz
y envés de las hojas, durante su vida son capaces de producir hasta 3600
huevecillos (Borbolla, 1981; Silvain, 1987). Estos son puestos en varios
grupos o masas de 100 a 300 en las hojas inferiores cubiertas por
segregaciones del aparato bucal y escamas de su cuerpo, que sirven como

proteccion contra enemigos naturales y factores ambientales adversos.

Larva. Esta etapa incluye entre seis a ocho instares dependiendo de la
temperatura ambiental. En cuanto al tiempo, puede durar de 14 a 21 dias.
Durante el desarrollo se diferencian los estadios por el ancho y longitud
de la cabeza, coloracion del cuerpo y la longitud (Villa y Catalan, 2004).
En el primer instar, las larvas miden de dos hasta tres milimetros, la
cabeza es de color negro; el segundo mide de cuatro a diez milimetros y la
cabeza es marron claro; por si fuera poco, las larvas pueden alcanzar
hasta 35 milimetros (Figura 2) en el ultimo estadio. De acuerdo con su
alimentacion su color puede variar, pero generalmente 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 (Borbolla, 1981). En lo que respecta a la frente de
la cabeza se distingue una "Y" blanca invertida de color blanco. Ademas,
llegan a presentar unas manchas negras en la parte lateral y el cuerpo
toma un aspecto rugoso. Por otra parte, los pinaculos setigeros del octavo
segmento abdominal se alinean como cuatro puntos negros que forman

un cuadrado, en vista dorsal (Lopez, 2008).
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Figura 2. Larva de S. frugiperda.

Pupa. Generalmente se desarrolla en el suelo, el habito de este lepidoptero
es enterrarse cuando ocurre este cambio. En referencia al color de la pupa
es rojo y café (Figura 3); llegando a medir hasta los 18 mm de longitud, la
temperatura es un factor determinante en el desarrollo de la misma debido
a que no soporta climas muy frios, se desarrolla en un rango de
temperatura que fluctiia entre los 28°C y 30°C (Vivas, 2003). Esta fase se
desarrolla en el suelo y el insecto esta en reposo hasta (8 a 10) dias en que
emerge el adulto o mariposa; de esa forma, se reanuda su ciclo (Negrete y

Morales, 2005).
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Figura 3. Pupas de S. frugiperda.

Adulto. Es una palomilla de habitos nocturnos, que posee gran capacidad
de dispersion y viaja kilometros. A su vez en la pre-oviposicion puede
migrar varios kilometros. Es mas, en zonas tropicales tiene de cuatro a
seis generaciones/ano. Mientras que en zonas templadas hasta dos
generaciones/ano. Pues bien, prefieren los climas templados con un alto
porcentaje de humedad relativa en el ambiente. Asi mismo los machos
pueden diferenciarse de las hembras (dimorfismo sexual) por caracteres
fisicos (Figura 4). Tienen un promedio de vida de 10 dias para ambos sexos
de la especie (Soto, 2008). Este insecto puede sobrevivir todo el ano en
areas tropicales, aunque su densidad mayor fluctia con la presencia de

lluvias (Ortega, 1987).
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Figura 4. Adultos de S. frugiperda.

2.2. DANOS QUE OCASIONA S. frugiperda

En la estimacion del dano que causan las larvas dependen del cultivo,
variedades, densidad de plantas, fase de desarrollo, condicion y
permanencia en el campo (Flores, 2000). Asimismo, la parte de la planta
afectada por la plaga determina a veces la magnitud e importancia del
dano. A su vez las larvas se alimentan del cogollo o verticilo de las plantas;
haciendo raspaduras sobre las partes tiernas de las hojas, que

posteriormente aparecen como pequenas areas translucidas en hileras
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(Figura 5). En esta fase es caracteristico observar los excrementos de la

larva en forma de aserrin (Ortiz, 2010).

Figura 1. Perforacion en el tejido foliar por S. frugiperda en las plantas

de maiz.

Diversos autores han tratado de determinar el efecto de la defoliacion, en
los rendimientos del cultivo, llegando a conclusiones diversas (Clavijo,
1984). Por su parte, Hernandez (1989) menciona que las pérdidas del area
foliar afecta de manera indirecta en la disminucion del rendimiento por

hectarea.
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2.3. METODOS DE CONTROL DE S. frugiperda

Al inicio del siglo XX, habia cinco enfoques del control de plagas de uso
comun: 1) control biolégico, 2) control mecanico y fisico, 3) control
cultural, 4) control quimico, y 5) uso de variedades resistentes (Flint y Van
den Bosch, 1981). Para controlar las plagas, casi siempre en conjunto con
los insecticidas, se usaban diversas practicas agricolas, tales como la
rotacion de cultivos, la eleccion de la fecha de siembra, la destruccion de
las malezas y las plantas espontaneas unido a una correcta fertilizacion.
Ademas de la labranza oportuna para exponer los insectos en el suelo a la
accion del clima, la destruccion de los residuos de los cultivos para privar

de alimento a los insectos, ademas de la siembra de cultivos-trampa.

2.3.1. Control quimico

Desde la antigiedad se ha usado una gran variedad de insecticidas, sin
embargo, actualmente se estan usando insecticidas con un amplio
espectro de accion contra insectos en los cultivos que actian por contacto,

inhalacion e ingestion.

Zeta-cipermetrina es un Piretroide sintético, con actividad insecticida de
amplio espectro, eficaz tanto por contacto como por ingestion, consistente
en la mezcla de cuatro estereoisomeros del cipermetrin presentado en

forma de emulsion acuosa; sugieren iniciar las aplicaciones cuando se
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detecten las primeras larvas de 1¢ry 2° instar. Dirigir las aplicaciones al

cogollo y hojas de la planta, el volumen de aplicacion es 220 a 280 mL/ha.

LatigoTM-L (Lambda Cihalotrina + Clorpirifos etil): Es un insecticida
organofosforado/ piretroide que actia por contacto, ingestion e
inhalacion. Su formulacion contiene pocos solventes, lo que mejora su
selectividad y produce menor olor en la mezcla de tanque. La aplicacion
debe ser al follaje y al cogollo de las plantas. El volumen de aplicacion

recomendado es de 350 mL/ha.

PalgusTM (Spinetoram): Actua por ingestion, contacto y translaminar
sobre los receptores nicotinicos de la acetilcolina, excitando el sistema
nervioso por alteraciones en la funcion nicotinica y los canales ionicos del

GABA. El volumen de aplicacion recomendado es de 75 a 100 mL/ha.

Todos estos quimicos deben aplicarse hacia el punto de crecimiento de la
planta cuando las larvas no rebasen el tercer instar de desarrollo (Cortez,

2002).

2.3.2. Control biolégico

La especie S. frugiperda es susceptible a insectos parasitos (Ashley, 1979);

a depredadores como aranas, aves, reptiles y anfibios, entre otros.
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Respecto a los entomopatogenos al menos 20 especies, dentro de los
cuales estan los hongos, bacterias, virus, protozoarios y nematodos

(Gardner y Fuxa, 1980; Gardner et al., 1984).

Dentro de las bacterias se ha usado Bacillus thuringiensis, especialmente
la cepa LBT-24 como un medio efectivo. La dosis recomendada es 2,5 X
102 esporas.mL-1. 1 a 5 Lt/ha y se presenta una efectividad de 70 a 80%
obteniendo un aumento de produccion con el 15%. Por otro lado, cerca del
90% de bioplaguicidas actuales estan representados por Bacillus
thuringiensis, debido a su forma relativamente facil de obtener su rapida

accion.

El virus de la Poliedrosis Nuclear (VPN Sf). Con dosis de 4 y 8 x10!1
cuerpos de inclusion poliédrica/ha del VPN Sf y un testigo, se demostro
que los tratamientos efectuados con las dos dosis no mostraron
diferencias significativas entre ellas y si con respecto al testigo sin
aplicacion. La efectividad alcanzada fue de 75 y 55 % para las dosis antes

senaladas, respectivamente.

Con el hongo Nomuraea rileyi (Farlow) Samson con una cepa seleccionada
N. rileyi con tres aplicaciones con intervalo de 7 dias a dosis de 1 y 5
kg/ha, que equivale a concentraciones de 3x10° y 1,5x108 esp/g, los

resultados mostraron una efectividad superior al 90 % en todos los casos.
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El hongo Paecilomyces fumoso-roseus (Wise). se aplico semanalmente
hongo P. fumosus-roseus a dosis de 3,5 kg/ha, alcanzando efectividades
superiores al 78%. Este entomopatéogeno logré reducir el numero de
larvas/planta, fundamentalmente a dosis de 5 kg/ha equivalente a 5x107
esp/g, aunque en este caso la diferencia observada con respecto a otras

dosificaciones fue poca.

2.4. GENERALIDADES DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Los hongos entomopatégenos son un grupo de organismos que son
patogenos obligados o facultativos de los insectos. Constituyen el grupo
de mayor importancia en el control biologico de insectos plaga,
principalmente en los chupadores o succionadores ya que éstos no pueden
ingerir patéogenos que infectan a través del tracto digestivo. Ademas, son
considerados como los patogenos mas promisorios contra insectos, ya que
pueden infectarlos directamente por contacto de esporas sobre la cuticula,
ademas poseen multiples mecanismos de accion que les confieren una alta
capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia (Hayek y
Leger, 1994). Asimismo, actiian por la via tegumentaria y su virulencia
frente a insectos, en realidad frente a artrépodos, les convierte en un
importante factor de regulacion natural de sus poblaciones (Quesada-
Moraga et al., 2007). Estos se caracterizan por ser eucariontes, sin
clorofila y pueden ser unicelulares o pluricelulares; son filamentosos y sus
paredes contienen quitina y/o celulosa; su reproduccion es sexual o

asexual (con o sin conidias); las conidias se originan a partir de los
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conidioforos y se diseminan por el viento, el agua y otros agentes (Kuno et

al., 1982).

Su crecimiento y desarrollo esta limitado principalmente por las
condiciones ambientales externas, en particular por la humedad, la
radiacion solar y la temperatura, que determinan la adecuada

esporulacion y germinacion de las conidias (Tanada y Kaya, 1993).

Estos organismos infectan individuos de diversos ordenes: Hemiptera,
Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera y Orthoptera;
principalmente es un parasito de coledpteros en la naturaleza (Galan,
2012).

En algunos ordenes de insectos los estados inmaduros (ninfas o larvas)
son mas a menudo infectados que los maduros o estado adulto, en otros
puede suceder lo contrario. Referente a la especificidad del hospedero
varia considerablemente, algunos hongos infectan un amplio rango de
hospederos y otros estan restringidos a unos pocos o a una sola especie

de insectos.

Se conocen mas de 100 géneros y 700 especies, entre los mas importantes
destacan Beauveria, Metarhizium, Entomophthora, Aschersonia, Fusarium,

Hirsutella, Isaria (=Paecilomyces) y Lecanicillium, siendo éstos los de
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mayor importancia en el control biologico, por la susceptibilidad en los

insectos plaga, eficiencia y facilidad para multiplicarse (Allendes, 2007).

2.5. GENERALIDADES DE Metarhizium anisopliae

Respecto a Metarhizium anisopliae, se considera un agente de alto
potencial en el control biologico de plagas agricolas. Referente al rango
hospedero, es amplio incluyendo aracnidos y cinco 6rdenes de insectos
(Boucias y Pendland, 1998), que comprenden mas de 200 especies. Asi
mismo éstos tienen cierta especificidad por ciertos 6rdenes de insectos
(Ferron, 1981). Es uno de los hongos entomopatégenos mas comunes con
una distribucion mundial, que no infecta animales de sangre caliente y
tampoco existen reportes de sensibilidad humana al mismo (Kaaya y
Munyinyi, 1995). Este hongo se encuentra en la naturaleza, en rastrojos
de cultivos, estiércol, suelo y plantas, etc., logra buen desarrollo en

lugares frescos, himedos y con poco sol (Lezama-Gutiérrez et al., 2001).

Respecto a su taxonomia se basa principalmente en la morfologia de los
conidios y las células conidiogenas. Algunos autores combinan estas
caracteristicas con pruebas bioquimicas y moleculares (Riba et al., 1986),
y/o patogenicidad en el hospedero, actividad en el frio y color de la

esporulacion (Yip et al., 1992; Rath et al., 1995).
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2.5.1. Clasificacion taxonomica de M. anisopliae

De acuerdo a la clasificacion realizada por Ainsworth (1973) los hongos
son separados en dos divisiones: Myxomycota, aquellos que forman
plasmodios, y Eumycota, aquellos que no forman plasmodios y son

frecuentemente miceliados.

Los hongos entomopatogenos se encuentran en la division Eumycota
dentro de cinco subdivisiones: Mastigomycotina, Zygomycotina,
Ascomycotina, Basidiomycotina, y Deuteromycotina. Las clases de mayor
importancia desde el punto de vista del control de plagas agricolas son
Zygomycetes e Hyphomycetes, porque abarca la mayoria de las especies
conocidas como patogenas de insectos (Ignoffo et al., 1996). Por otro lado,
la especie de M. anisopliae se compone de dos variedades (Driver et al.,
2000), que son M. anisopliae var. acridum (previamente designados como
M. flavoviride) y M. anisopliae var. anisopliae (Metschnikoff), siendo esta
ultima la mas conocida. El género Metarhizium pertenece a la clase:
Hyphomycetes, Orden: Moniliales y fue descrito por primera vez en 1879
por Metschnicoff, quien lo aislé del escarabajo Anisoplia austriaca y lo
denominé Entomophthora anisopliae. Finalmente fue renombrado por

Sorokin en 1883 como M. anisopliae (Steinhaus, 1949).
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Tanada y kaya (1993) presentan la siguiente clasificacion taxonémica:

Division: Eumycotina.
Subdivision: Eumycota.
Clase: Deuteromycetes.
Subclase: Hyphomycetes.
Orden: Moniliales.
Familia: Moniliaceae.
Género: Metarhizium.

Especie: Metarhizium anisopliae (Metch) Sorokin.

2.5.2. Importancia y distribucion de M. anisopliae

Fue conocido inicialmente como muscardina verde y es uno de los hongos
mas estudiados en programas de manejo de plagas, ya que presenta gran
potencial como entomopatogeno (Steinhaus, 1949). Entre las plagas
afectadas por este hongo se encuentran algunos lepidopteros y chinches,
plagas de diversos cultivos. Debido a las caracteristicas de la especie y/o
de la cepa, ambito de hospedantes, patogenicidad, virulencia y
condiciones ambientales, existen cepas especificas utilizadas para el

control de diferentes plagas.
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El potencial de M. anisopliae para control de insectos plaga fue sugerido
por Metschnikoff en 1879 y Krassilstschik en 1988, quienes lo utilizaron
como control microbiano para combatir la plaga del trigo Anisoplia
austriaca y larvas del curculionido Cleonus punctiventris, en remolacha
azucarera. A partir de entonces, hay una variedad de razas de M.
anisopliae reportadas, sobre las que se han realizado estudios para
determinar su efecto en diversas especies de insectos (McCoy et al.,1988).
Su distribucion geografica es muy amplia. Aunque ha sido mayormente
aislado de insectos del mediterraneo o tropicales debido a los
requerimientos térmicos relativamente altos de este hongo (Lord, 2005).
El hongo M. anisopliae es considerado cosmopolita pues diferentes razas
se reportan en distintos lugares del mundo; esto ultimo, debido a su
efectividad sobre diferentes hospederos y su alta capacidad de adaptacion

en diferentes condiciones ambientales (Samson, 1981).

2.5.3. Morfologia de M. anisopliae

Se caracteriza por formar conidiéforos simples o agregados, posee conidias
alargadas, ovoides o cilindricas dispuestas en cadenas, originales de
conidioforos en forma de botella. Pueden ser unicelulares, cilindricas y
truncadas, formadas en cadenas muy largas, hialinas a verde olivaceo que

miden 3.5 a 9 p de longitud x 1.5 a 3.5 p de diametro.

Las colonias generalmente estan pegadas al medio, completamente

redondas, cuando son jovenes, son blancas, pero al madurar toman un
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color olivaceo, amarillento, verdoso o marréon oscuro dependiendo del
proceso de aislamiento. El envés marron, a veces verdoso cetrino (Samson,
1981). Por lo general son verde olivo, por lo que la enfermedad de los
insectos se denomina “muscardina verde” (Tulloch, 1976). Mientras que
el micelio de este hongo es septado donde nace el conidiéforo y es
ramificado irregularmente con dos a tres ramas en cada septa; de 4 a 14
B de longitud x 1.5 a 2.5 p de diametro. Agrupados sobre un extremo
globoso; sus fialides cilindricas en forma de clava, adelgazados en el apice;
miden 6 a 13 p de longitud y 2 a 4 p de diametro (Galan, 2012). Asi mismo
sus conidios se disponen en cadenas compactas paralelas que se forman
en cada conidioforo; son cilindricas unicelulares y de dimensiones

variables, generandose por empuje, siendo el mas joven el de la base.

2.5.4. Mecanismos de accion de M. anisopliae

El proceso se inicia cuando la espora o conidia se adhiere a la cuticula del
insecto, luego desarrolla un tubo germinativo y un apresorio, con éste se
fija en la cuticula y con el tubo se da la penetracion al interior del cuerpo
del insecto (Figura 6). La germinacion ocurre aproximadamente a las 12
horas post-inoculacion y la formacion de apresorios se presenta de 12 a
18 horas post-inoculacion (Vicentini y Magalhaes, 1996). En la
penetracion participa un mecanismo fisico y uno quimico, el primero
consiste en la presion ejercida por la estructura de penetracion, la cual
rompe las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. Por su parte

el mecanismo quimico consiste en la accion enzimatica, principalmente
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proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales causan descomposicion del
tejido en la zona de penetracion, lo que facilita el ingreso del hongo.
Después de la penetracion, la hifa se ensancha y ramifica dentro del tejido
del insecto, colonizando completamente la cavidad del cuerpo del insecto,
esto sucede en 3 6 4 dias después de la inoculacion. A partir de esta fase,
se forman pequenas colonias y estructuras del hongo, lo que corresponde
a la fase final de la enfermedad del insecto, ocurre 4 6 5 dias después de

la inoculacion (Hayek y Leger, 1994).
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Figura 6. Proceso de infeccion de M. anisopliae en el cuerpo de un insecto



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL ESTUDIO

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia del
Colegio de Postgraduados Campus Veracruz. Ubicado en el municipio de
Manlio Fabio Altamirano, Veracruz, sus coordenadas son 18° 51°-19° 12~
de latitud norte y 96° 16-27" de longitud oeste, con una altitud que va de

los 20 a los 100 msnm, y una temperatura promedio de 25.2° C.

alana® R

e ©Coleg\o de Postgraduados
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Figura 7. Colegio de Postgraduados, Campus, Veracruz.
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3.2. MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1. Insecto testigo

Las larvas de Spodoptera frugiperda, fueron colectadas directamente de
campo en cultivos de maiz, en la comunidad de La Bandera de Juarez del
municipio de Paso de Ovejas, Veracruz. Para su alimentacion, se
recolectaron hojas de maiz, las cuales fueron desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 1% y lavadas tres veces con agua destilada estéril. En vasos de
plastico de 3.6 x 3.7 cm, se depositaron larvas de S. frugiperda de manera
individual, ademas se realizaron orificios a la tapa para permitir el

intercambio de aire.

Figura 8. Colecta de S. frugiperda en campo.
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3.2.2. Metarhizium anisopliae

Para este estudio se utilizaron las cepas Ma25, Ma28, y MaC de
Metarhizium anisopliae obtenida de insectos momificados del estado de
Guanajuato. Las condiciones de almacenamiento fueron a 28 °C y la
resiembra se realizo en el medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), en

cajas Petri y tubos inclinados de ensaye.

Figura 9. M. anisopliae cultivado en cajas Petri.
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3.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PATOGENICA

3.3.1. Preparacion de las suspensiones fingicas

Pasadas las tres semanas de crecimiento, los conidios se obtuvieron
mediante un raspado de la superficie del medio de cultivo, y se prepararon
las soluciones con Tween 80 al 1% (para romper la caracteristica de
hidrofobicidad de las conidias). Para invidualizar los conidios, la

suspension fue agitada en un agitador electromagneético.

3.3.2. Cuantificacion de conidios

Para determinar las concentraciones se utilizé la formula reportada por

Lipa y Slizynski (1973), C=(Cc) (4x10°) (Fd)/80 en donde:

C= Numero de conidios/mL.
Cc=Numero promedio de conidios.

A partir de esta suspension se hicieron diluciones seriadas y la
concentracion se determiné mediante recuento microscopico de la
suspension, con la ayuda de la camara de Neubauer (Vélez et al., 1997).
El conteo se realizo con la ayuda de un microscopio de luz con aumento
de (40x). Se determinaron las concentraciones de 1x108, 1x10%y 1x1010,

esporas.mL-1.
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3.3.3. Evaluacion de los tratamientos

Para el desarrollo de las pruebas de patogenicidad en el laboratorio, se
utiliz6 la metodologia propuesta por Gonzalez (1993) con algunas
modificaciones, con el fin de determinar la variabilidad en la patogenicidad
de los tres aislamientos de M. anisopliae en Spodoptera frugiperda. Las
larvas previamente desinfestadas se sumergieron en la suspension
deseada durante un minuto y se incubaron por separado en frascos de
plastico semitransparentes de 3.6 x 3.7 cm de capacidad, previamente
desinfectado, con tapa y orificios. Se les suministré alimento diario a las

larvas para verificar que la muerte de las mismas no fuera por inanicion.

Figura 10. Larvas de S. frugiperda con su dieta.
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Las larvas muertas se incubaron en camara humeda a 23 °C para

corroborar que la muerte fue causada por el hongo.

Figura 11. Larvas de S. frugiperda con presencia de micelio en camara

humeda.

3.4. DISENO EXPERIMENTAL

El diseno experimental implementado fue una factorial con dos factores

y S repeticiones para cada factor; el modelo estadistico es el siguiente:
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yijk = u + c/li + B] + ABU + gijk

Donde:

yijx = Valor de la variable respuesta correspondiente al nivel i del A al
nivel j del factor B en la repeticion k.

1 = Media general

A; = Efecto del nivel i de A

B; = Efecto del nivel j de B

AB;; = Interaccion A*B

&ijx = Error experimental

i=1,2,....,a
j=1,2,....,b
k=1, 2,....,r

Los tratamientos del factor 1 estuvieron formados por tres aislamientos de
M. anisopliae (MaC, Ma28, Ma25,) y para el factor 2 las concentraciones:
1x108, 1x10%y 1x1010 esporas.mL-!. Para determinar cual tratamiento fue
el mejor se realizaron pruebas de medias de Tukey para el factor 1: cepas

y facor 2: concentraciones y para la interaccion entre ambos factores.

3.4.1. Analisis estadisticos

El analisis estadistico se llevo a cabo en el programa Statistical Analisys

Sistem (SAS version 9.0).



4. RESULTADOS

4.1. MORTALIDAD DE 8. frugiperda, CON TRES CEPAS Y TRES
CONCENTRACIONES.

En la cepa Ma25 se presento un 28% de mortalidad a una concentracion
de 1x10!0 esporas.mL-1, registrado en un periodo de 5 dias; en las
concentraciones; 1x10°9 y 1x108 esporas.mL! de la misma cepa, los

porcentajes fueron 13y 12% respectivamente (figura 12).
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Figura 12. Mortalidad de S. frugiperda con la cepa Ma25 a diferentes

concentraciones.
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En la figura 13 se muestra la mortalidad que presento S. frugiperda con
la cepa Ma28 a diferentes concentraciones, siendo el mayor porcentaje de
mortalidad con la concentracion 1x1019 esporas.mL-l, con un 15%,
seguido de la concentracion 1x10? esporas.mL-!, con un 11% y el menor

porcentaje fue 8% para la concentracion 1x108 esporas.mL-1.
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Figura 13. Mortalidad de S. frugiperda con la cepa Ma28 a diferentes

concentraciones.
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En la figura 14 se presenta la mortalidad en S. frugiperda, bajo la cepa
MaC a tres concentraciones evaluadas, en la cual la concentracion 1x1010
se obtuvo mayor indice de mortalidad con un 28%, seguida de la
concentracion 1x10° con un 13% de mortalidad y la concentracion 1x108

presento tan solo un 12% de mortalidad.
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Figura 14. Mortalidad de S. frugiperda con la cepa MaC a diferentes

concentraciones.

En general, la concentracion 1x1010 presenté mayor indice de mortalidad

de S. frugiperda en las diferentes cepas.
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4.2. ANALISIS DE VARIANZA PARA MORTALIDAD DE S. frugiperda
CON TRES CEPAS A TRES DIFERENTES CONCENTRACIONES.

Con una significancia del 0.05 se muestra en el cuadro 1 las fuentes de
variacion del analisis de varianza para los factores evaluados (cepa y
concentracion), para la fuente de variacion Cepa mostro ser significativo
para las cepas evaluadas, por lo cual al menos una de las cepas de
Metarhizium anisopliae tiene mejor efecto sobre la larva de Spodoptera
frugiperda; asi mismo para la fuente de variacion de “concentracion”
mostréo ser significativo, esto conlleva a decir que no todas las
concentraciones de M. anisopliae tienen el mismo efecto sobre larvas de
Spodoptera frugiperda; a lo que respecta la interaccion “Cepa” por
“concentracion” mostro ser no significativo, es decir, no existe interaccion
(efecto) de las diferentes concentraciones con las cepas de Metarhizium

anisopliae.

Cuadro 1. Analisis de varianza para mortalidad de S. frugiperda con tres
diferentes cepas de M. anisopliae a tres diferentes concentraciones.

FV GL SC CM Fc Ft SIG
Cepa 2 23.33 11.66 5.15 3.32 *
Concentracion 2 32.93 16.46 7.26 3.32 *
Cepa
X
Concentracion 4 9.33 2.33 1.03 2.69 NS
Error 36 81.60 2.26
Total 44 147.20
Cv 59.42
DMS 1.34
Media 2.53

FV= Fuente de variacion; GL= grado de libertad, Sc=suma de cuadrado; Fc=F calculada;
Ft= F tabulada; SIG= significancia; CV= Coeficiente de variacion; DMS= Diferencia
minima significativa.
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4.3. PRUEBAS DE COMPARACION DE MEDIA (TUKEY)

4.3.1. Prueba de comparacion de media (Tukey) para el factor cepa

En el cuadro 2 se muestra las pruebas de comparacion de medias (tukey)
para las cepas evaluadas, indicando que la mejor cepa para el control de
Spodoptera frugiperda es la cepa MaC con un promedio de 3.53, seguida
de la Cepa Ma25 con un promedio de 2.20.

Cuadro 2. Comparacion de medias para el efecto de las cepas evaluadas a
diferentes concentraciones para la mortalidad de S. frugiperda.

Prueba de Tukey

Nombre de la cepa Promedio X Tukey agrupamiento
MaC 3.53 A
Ma28 1.86 BA

Ma25 2.20 B
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4.3.2. Prueba de comparacion de media (Tukey) para el factor
concentracion

En el cuadro 3 se muestra la prueba de comparacion de medias (Tukey)
para las tres diferentes concentraciones a las tres diferentes cepas;
mostrando que la mejor concentracion concentracion para el control de S.

frugiperda es la concentracion 1x101° con un promedio de 3.73.

Cuadro 3. Comparacion de medias para el efecto de las concentraciones

para el porcentaje de mortalidad de S. frugiperda.

Prueba de Tukey

Concentracion Promedio X Tukey agrupamiento
1x1010 3.73 A
1x109 2.06 B

1x108 1.80 B
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4.3.3. Prueba de comparacion de media (Tukey) para el factor Cepa
por Concentracion

De acuerdo a la prueba de comparacion de medias (Tukey), en el cuadro
4 se muestra que la mejor concentracion fue 1x1010 con la cepa MaC
presentando un promedio de 5.60. Es asi que para realizar un control de

S. frugiperda se puede usar la cepa MaC a una concentracion de 1x1010-

Cuadro 4. Prueba de comparacion de medias para la interaccion cepa

por concentracion para el porcentaje de mortalidad de S. frugiperda.

Prueba de Tukey

cepa por _ agrupamiento de

concentracion promedioX Tukey
MaC* 1x1010 5.60 A
Ma25*1x1010 2.80 BA
Ma28*1x1010 2.80 BA

MaC*1x109° 2.60 BA

MaC*1x108 2.40 B
Ma28*1x10° 2.20 B
Ma28*1x108 1.60 B
Ma25*1x10° 1.40 B
Ma25*1x108 1.40 B




5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los analisis estadisticos se concluye que:

e La cepa de Metarhizium anisopliae MaC ocasiono la mayor
mortalidad y evidencio en el menor tiempo su esporulacion en larvas

de S. frugiperda.

e La concentracion de 1x1010 esporas.mL'! presentdé la mejor
mortalidad contra Spodoptera frugiperda, lo cual garantiza el control

del insecto en estudio.

e Las cepas MaC presenté mayor indice de mortalidad para el control
de Spodoptera frugiperda, a una concentracion de de 1x1010

esporas.mL-! .

De acuerdo a lo anterior se recomienda:

Probar diferentes cepas nativas de M. anisopliae en Spodoptera frugiperda

en diferentes estadios y procedencias.

Que la cepa Mac de M. Anisopliae podria aplicarse en campo para el
control de las poblaciones de Spodoptera frugiperda antes que éstas

ocasionen dano econémico.
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