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EVALUACION DE MORTALIDAD DE GUSANO COGOLLERO
(Spodoptera frugiperda L.) MEDIANTE EL USO DE Metarhizium spp. IN VITRO

RESUMEN

Se realizd la evaluacion de mortalidad de gusano cogollero (Spodoptera frugiperda L.) en
condiciones de laboratorio, mediante el empleo de seis concentraciones de conidios entre
cepa nativa y una cepa comercial de Metarhizium. La cepa nativa de Metarhizium spp. fue
aislada del adulto de gallina ciega (Phyllophaga spp.) en la comunidad de San Nicolas,
Tetela de Ocampo, Puebla. La identificacion del género Metarhizium, previamente aislado,

se realizd mediante las caracteristicas macro y microscopicas relevantes de este género.

Se realizaron suspensiones de conidios 10-10, en donde se obtuvieron concentraciones de
53x10%, 9x10* y 5x10" conidios/mL de cepa nativa de Metarhizium spp., y 36x10°, 7x10* y
4x10* conidios/mL de cepa comercial de Metarhizium. La concentracién de 53x10*
conidios/mL de la cepa nativa, reportd una mortalidad del 72.5% y la mas baja se obtuvo
de la cepa de Metarhizium comercial bajo la concentracion de 4x10* conidios/mL,
equivalente al 32.5%. El mayor indice de mortalidad para ambas cepas, ocurri6 a las 72 hrs
post-infeccion, con 11 larvas en promedio de las tres concentraciones de Metarhizium
nativo y 6 larvas de la cepa comercial de Metarhizium. Estos resultados demostraron la
factibilidad del uso de cepas de Metarhizium spp., para el control biologico del gusano

cogollero (Spodoptera frugiperda L.) in vitro.

Palabras clave: cepas de Metarhizium spp., conidios, control bioldgico, gusano cogollero,

y mortalidad.



EVALUATION OF MORTALITY OF FALL ARMYWORM
(Spodoptera frugiperda L.) THROUGH THE USE OF Metarhizium spp. IN VITRO.

ABSTRACT

The evaluation was conducted of mortality of fall armyworm (Spodoptera frugiperda L.)
in laboratory conditions, through the use of six concentrations of conidia among native
strain and commercial strain of Metarhizium. The native strain of Metarhizium spp. was
isolated from the adult of white grubs (Phyllophaga spp.) in the community of San Nicolas,
Tetela de Ocampo, Puebla. The identification of the genus Metarhizium, previously

isolated, was carried out using the macro and microscopic features relevant to this genre.

Suspensions were made of conidia 10-10, where were obtained concentrations of 53x104,
9x10* and 5x10* conidia/mL of native strain of Metarhizium spp; and 36x10", 7x10* and
4x10* conidia/mL of commercial strain of Metarhizium. The concentration of 53x10*
conidia/mL of the native strain, reported a mortality rate of 72.5% and the lowest was
obtained from the strain of Metarhizium commercial under the concentration of 4x10*
conidia/mL, equivalent to 32.5%. The highest mortality rate for both strains, occurred at 72
hrs post-infection, with 11 larvae on the average of three concentrations of Metarhizium
native and 6 larvae of the commercial strain of Metarhizium. These results demonstrate the
feasibility of the use of native strains of Metarhizium spp. for biological control of the fall

armyworm (Spodoptera frugiperda L.) in vitro.

Key words: native strain of Metarhizium spp., conidia, biological control, fall armyworm,

and mortality.



|.- INTRODUCCION

En la actualidad la produccion de alimentos enfrenta el reto de mantener un alto nivel de
calidad, co nsiderando aspectos d e i nocuidad a limentaria y s istemas d e p roducciéon co n
retribucion m 4s j usta para | os produc tores ( Garcia y Gonzalez, 2010). E n M éxico s on
frecuentes e importantes los dafios que causan las plagas en los cultivos agricolas, entre la
mas i mportantes s ¢ encuentran: el gusano co gollero d el maiz, lamoscadela fruta, el
picudo de I algodonero yde I m anzano, | as a rafas roj as, | as m osquitas bl ancas, | as

chicharritas o los pulgones (Alatorre et al., 2000).

El gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda L.), puede ocasionar una reduccion
en la produccion, que va desde un 20% hasta la pérdida total del cultivo, ataca las primeras
etapas del desarrollo de la planta e incluso en épocas de floracion (Del Rincon et al., 2006).
En México se encuentra en todas las regiones donde se cultiva maiz, aunque los dafios son
mas severos en el tropico y el subtropico, se considera la plaga mas voraz 'y dafina del
cultivo (Rodriguez y Marin, 2008). Este insecto hace raspaduras sobre las partes tiernas de
las hojas, el cual, posteriormente aparecen como pequeias areas traslicidas y una vez que
la larva alcanza su desarrollo, empieza a comer follaje preferentemente en el cogollo; de ahi

su denominacion (Soto, 2008).

En los ultimos afios el em pleo de sustancias t0xicas en M éxico se ha multiplicado y el
empleo d e p laguicidas s e incrementa a nualmente en un 1 0%, porl o que es ne cesario
modificar estas practicas agricolas, para reducir el riesgo en la salud de los productores y
de los consumidores (Avila, 2004). Sin embargo, su uso excesivo ha provocado resistencia
de las plagas, ademds su acumulacion en el medio ambiente afecta la flora y fauna silvestre
benéfica (Jiménez, 1998). Con el fin de minimizar estas consecuencias desfavorables, se ha
propuesto disminuir el u sod el os p laguicidas co nvencionales y d esarrollar n uevas
estrategias p ara u n M anejo I ntegrado d e P lagas ( MIP), p rincipalmente p or m edio d el
control biologico; siendo este un m étodo de control de plagas mas racional y re spetuoso
con el medio ambiente (Badii y Abreu, 2006). El uso de organismos benéficos como una

alternativa s ostenible d e control d e 1 nsectos, es r ecomendable d entro d € u n m anejo



integrado de plagas, ya que no tiene efectos nocivos para el medio ambiente, la salud del

hombre y los animales (Jiménez, 1998).

Particularmente, los h ongos han sido una de las m ejores alternativas para el control de
plagas en los ltimos afios; asimismo, presentan un amplio espectro de huéspedes (De Faria
y Wraight, 2007). Los hongos entomopatdgenos son un grupo de microorganismos con mas
de 700 especies (Goettel et al., 2005; Roy et al., 2006) de ntro de 90 g éneros que pueden
infectar insectos (Goettel et al., 2005). Las enfermedades causadas por hongos en insectos
comunmente reducen significativamente las poblaciones (Alatorre, 2000), demostrando asi,
que los bioinsecticidas p ueden ser una alternativa viable para resolver 1os problemas de
plagas en 1a agricultura ( Barajas et al.,2009). Entre los h ongos m as u tilizados co mo
insecticidas b iologicoss ei ncluyea Beauveria bassiana (Balsamo) V uilleminy

Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) S orokin (M onzoén, 2001; Rodriguezy Arredondo,
2007). M. anisopliae ataca mas de 200 especies de insectos y acaros de diversos géneros,
en los 6rdenes Orthoptera, Hemiptera, Lepidoptera, Dermaptera, Hymenoptera, Coleoptera,

entre otros (Polar et al., 2008).

La presente investigacion tiene como propdsito, identificar y caracterizar cepas nativas de
Metarhizium spp., en el municipio de T etela d e O campo-Puebla, ad emas de ev aluar su

efecto patogénico en gusano cogollero in vitro.



1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

» Evaluar la mortalidad de gusano cogollero (Spodoptera frugiperda L.), mediante el

uso de conidios de Metarhizium spp., a diferentes concentraciones.

2.2 Obj etivos especificos

» Aislar ei dentificar Metarhizium spp., en i nsectos d el o rden co ledptera en el

municipio de Tetela de Ocampo, Puebla.

» Determinar el mayor porcentaje d e mortalidad de gusano ¢ ogollero ( Spodoptera
frugiperda L.), a través de diferentes concentraciones de conidios entre una cepa

nativa y una cepa comercial de Metarhizium.

» Cuantificar la concentracion optima de conidios de una cepa nativa de Metarhizium
spp., que provoque en el menor tiempo, el mayor indice de mortalidad de gusano

cogollero (Spodoptera frugiperda L.).



[11.HIPOTESIS

» El porcentaje de mortalidad de gusano co gollero ( Spodoptera frugiperda L.) sera
mayor en 1apresencia de conidios dela cepanativade Metarhizum spp.,en

comparacion a la cepa comercial.



IV.REVISION DE LITERATURA

4.1 Gusano cogoller o (Spodoptera frugiperda) J. E. SMITH; (Lepidoptera: Noctuidae)

El gusano co gollero d el maiz (GC) Spodoptera frugiperda J. E. SMITH; (Lepidoptera:
Noctuide), fue descrito por primera vez por J. E. Smith en el afio de 1852. Esta plaga puede
ocasionar una reduccion en la produccion y/o pérdida total del cultivo, si la plaga ataca en
periodos cercanos a la etapa de floracion. En México se ha reportado la presencia de esta
plaga en 1as d istintas r egiones d el p ais (Lopez et al., 1999), donde s e ha n re portado
pérdidas de hasta un 60% (SAGARPA, 2006).

4.2 Clasificacion taxonomica
La clasificacion taxondmica del gusano cogollero de acuerdo a Angulo (2000), se describe

en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de gusano cogollero (Spodoptera frugiperdaL.)

Reino Animal

Phylum Artropoda

Subphylum Mandibulata

Clase Insecta

Subclase Endopterigota

Division Pterigota

Orden Lepidoptera
Suborden Frenatae

Super familia Noctuidea
Familia Noctuidae
Subfamilia Amphlpyirinae
Tribu Prodeniu
Género Soodoptera
Especie S frugiperda




4.3 Distribucion geogr éfica

Esta plaga se encuentra ampliamente distribuida en todas las regiones agricolas tropicales
y subtropicales del continente americano. En México se encuentra practicamente en todas
las regiones donde se cultiva maiz, aunque los dafios son més severos en el sureste del pais.
Las larvas se 1ocalizan en el cogollo de las plantas, donde se alimentan de las hojas en
formacion, las cuales, al desarrollarse quedan perforadas y rasgadas; en ataque prematuro

causa el retraso y muerte de plantulas (Rodriguez y Marin, 2008).

En el estado de Puebla se reporta que el gusano cogollero del maiz es uno de los principales
problemas entomologicos en la zona de Amatlan, perteneciente al municipio de Zoquiapan.
Investigaciones p asadas, r eportan q ue es ta p laga afecta un 28% de 1as p lantas en | as
localidades (Aragén, 1987; Lopez-Olguin y Aragon, 1987), oc asionando pérdidas de 319,
358 y 604 kg/ha, equivalentes al 10.8, 12.5 y 21.1% de la produccion con niveles de dafio

leve, moderado y se severo, respectivamente (Hernandez, 1988).

4.4 Biologia 'y habitos

Esta plaga ataca un amplio rango de cultivos, entre 1os que destaca: maiz, sorgo, chile y
cebolla; aunque tiene alrededor de 20 0 hos pedantes (B autista, 2006). Las h embras
ovipositan varias m asas d e h uevecillos, g eneralmente en el envésd el as h ojas. Los
huevecillos s on e sféricos, de c olor verdoso o pa rdo ylas masas son cubiertas co nlas
escamas de las palomillas. Las larvas al eclosionar, tienen habitos gregarios y se alimentan
de un éarea foliar muy reducida; a los pocos dias se dispersan a l as plantas vecinas, en las
que se establecen en el cogollo, la temperatura predominante es de 30 °C. Tienen habitos
canibalisticos, por lo que a partir del tercer instar larvario rara vez se observa mas de una
larva p or co gollo. S e p resentan s eis i nstares larvarios, el u Itimo r epresenta u n m ayor
tamafio d el ongitud, q ue p ueden al canzarh asta3 5m m entre los1 4- 22di as

aproximadamente (Rodriguez y Marin, 2008).



4.5 Caracteresdistintivos

De acuerdo a Bautista (2006), los caracteres mas distintivos del gusano cogollero son los

siguientes:

a) En el macho, el area costal d e las alas an teriores s on d e co lor p alida; ad emas,
poseen una mancha eliptica blanquecina cerca del centro y, aun lado de esta, una
franja diagonal clara dirigida del margen costal al centro del ala.

b) Presenta una pequefia mancha blanquecina en el margen apical.

c) Lahembra presenta una mancha eliptica en el margen co stal d elimitado p or una
linea clara.

d) Como larva, en el octavo segmento abdominal (vista dorsal), presenta cuatro puntos
negros en forma de cuadrado que corresponden a 1os pinaculos setigeros dorsales;
son prominentes y carecen de microespinas.

e) La cabeza presenta areas ad frontales d e co lor b lanco-amarillo, en formade “Y”
invertida.

4.6 Ciclo biologico

Segtin Angulo (2000), e1 gusano cogollero (Spodoptera frugiperda L.) pasa por diferentes

etapas durante su vida (Figura 1). Estas etapas son:

1. Huevo o postura. Individualmente son de forma globosa, con estrias radiales, de
color rosado palido que se torna gris a medida que se aproxima la eclosion. Las
hembras de positan | os hue vos ¢ orrientemente d urante las p rimeras horasde la
noche, tanto en el haz como en el envés de las hojas, estos son puestos en varios
grupos o m asas cu biertas p or s egregaciones d el ap arato bucal y escamasde su
cuerpo que sirven c omo proteccion c ontra algunos e nemigos naturales o factores

ambientales adversos.



2. Larvaogusano. Las larvas al nacer se alimentan del coreon, mas tarde se trasladan
a diferentes partes de las plantas, evitando asi la competencia por el alimento y el
canibalismo. Su color varia segun el alimento, pero en general son oscuras con tres
rayas p alidas es trechas y 1 ongitudinales; en e 1d orso s e d istingue u na b anda
negruzca mas ancha hacia el costado y otra parecida pero amarillenta mas ab ajo.
Las larvas pasan por 6 0 7 ¢ stadios o mudas, siendo de mayor i mportancia p ara
tomar las medidas de control los dos primeros; el primero miden de 2-3 milimetros
y la cabeza es negra co mpletamente, el s egundo mide de 4 -10 milimetrosy 1a
cabeza es car melita cl aro; las larvas p ueden alcanzar h asta 3 5 milimetros en su
ultimo es tadio. A p artir d el tercer es tadio s e i ntroducen en el co gollo, h aciendo

perforaciones que son apreciados cuando la hoja se abre o desenvuelve.

3. Pupa. Son de color caoba y miden de 14-17 milimetros de longitud, con su extremo
abdominal (cremaster) terminandoen 2 es pinaso g anchosen formade" U"
invertida. Esta fase se desarrolla en el suelo y el insecto esta en reposo hasta los 8 o

10 dias en que emerge el adulto o mariposa.

4. Adulto o mariposa. La m ariposa vuela co n facilidad d urante 1 a noc he, s iendo
atraida por la luz; es de coloracion gris oscura, las hembras tienen alas traseras de
color b lancuzco, mientras q ue | os m achos tienen arabescos o figuras i rregulares
llamativas en las alas delanteras, y las traseras son blancas. En reposo doblan sus
alas sobre el cuerpo, formando un angulo agudo que permite la observacion de una
prominencia ubicada en el torax. Permanecen escondidas dentro de las hojarascas,
entre 1 as malezas o en ot ros s itios s ombreados dura nte el d ia, son act ivas al
atardecer y/o durante la noche, son capaces de desplazarse a v arios kiléometros de

distancia, especialmente cuando soplan vientos fuertes.



Adulto
(Varios dias)

/Las hembras viven de 102 12 dias Huevecillo
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Gusano cogollero
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Pupa
(7-13 dias)
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af cogolfo
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Larvas recién nacidas
(se camibalizan hasta quedar sole una)

(6 instares: 14-22 dias)

Figura 1. Ciclo biologico de gusano cogollero (Spodoptera frugiperda L).
4.7 Control

Las practicas de control quimico para este tipo de plaga, es utilizar insecticidas liquidos y
aplicarlo cuando el cultivo del maiz se encuentre en estado de plantula o jiloteo, también se
puede ut ilizar produc tos granulados (Rodriguez y Marin, 2008). S e ne cesita a plicar
insecticidas, como Clorpirifos, Carbaril y Paration metilico, todos estos quimicos deben
aplicarse hacia el punto de crecimiento de 1a planta cuando la presencia de las larvas no

rebasen el tercer instar de desarrollo (Cortez et al., 2002).

También s e ha recurrido al uso d e en emigos n aturales co mo u na a Iternativa al co ntrol
quimico, el cu al, sed efine co mo lam anipulacion d eliberadap ore 1h ombred e
entomopatogenos (bacterias, hongos, ne matodos y virus) y entomofagos (de predadores y
parasitoides) para reducir la poblacion de Spodoptera frugiperda a nivel que no produzca

dafios econémicamente importantes (Ruiz, 2001).



4.8 Generalidades de los hongos entomopatdgenos

Existen a proximadamente 700 e species de hongos e ntomopatdgenos y alrededor de 100
géneros ( Lopez y Hans, 2001). E ntre 1 0s géneros m as i mportantes e stan: Metarhizium,
Beauveria, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces,
Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Paecelomyces y Verticillium (Lopez y Hans, 2001).
La FAO (2003), resaltaa los géneros de m ayor uso co mercial, en tre 1 os q ue d estaca:

Metar hizium, Beauveria, Paecilomyces, Verticillium, Rhizopusy Fusarium.

Estos microorganismos infectan a los artropodos, principalmente a los ordenes: Hemiptera,
Diptera, Col eoptera, Lepidoptera, H ymenopteray Orthoptera (T anada y Kaya, 1993;

Humber, 1997), a través de la penetracion de la cuticula y ejercen multiples mecanismos de
accion, confiriéndoles una alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia
(Mottay M urcia, 2011). Producen u na g ran can tidad d e m etabolitos s ecundarios,
quimicamente d iversos; algunos de e llos, s on m uy p otentes desde el punto de vista
bioldgico, cau sans everasr eacciones ad versasen o troso rganismos, e liminan la
competencia de los nutrientes y facilitan el establecimiento del patégeno (Pucheta et al.,
2006). Asimismo, contribuyen a la integridad estructural del hospedero al inhibir el proceso
selectivo de sus en zimasy ai nterferir c on s u s istema re gulador, ademas, d e r ealizar
funciones completamente diferentes dentro de la célula antes de ser secretada y facilitar el

movimiento de los iones a través de las membranas (St Legar, 1997).

Los estados de ninfa y larva son mas susceptibles a los ataques de hongos entomopatogenos
que los adultos, en otros ocurre lo contrario; los estados de huevo y pupa frecuentemente
no son infectados (T anaday Kaya, 199 3). Los hongos e ntomopatégenos tienen un gran
potencial para ser empleados como biocontroladores (Cafiedo y Ames, 2004). Por ejemplo,
los géneros Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces, tienen un amplio uso y aceptacion
por su es pecificidad y efectividad co mo insecticidas biologicos (Cafiedoy Ames, 2004;
Morales et al., 2009; Garcia 'y Gonzalez, 2010) y suelen comercializarse en preparados a

base de esporas (Giraldo, 2009).
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4.9 Metarhizium anisopliae

Es un hongo imperfecto (Hyphomycete) que presenta reproduccion asexual, perteneciente a
la division Deuteromycetes, fue uno de los primeros microorganismos que se usaron para el
control d e i nsectos pl aga. E ste hong o fue aislado por primera vez por M etschnikoff en
1879, del escarabajo gallo del trigo; dicho aislado fue el Anisoplia austriaca (Coleoptera:
Sacarabeidae) descrito por Sorokin (Lezama, 1995). Esta especie presenta un alto potencial
deusoen laregulacion d e p lagas en todos I os a groecosistemas d el m undo, t anto en
aplicaciones inundativas, como en estrategias de conservacion (Faria et al., 2007; Meyling,
2007; Jabbour, 2009). H a sido re comendado en muchos cultivos y se aplica en diversas
regiones contra una gran diversidad de insectos fitéfagos; de diferentes drdenes y familias,
asi como acaros (Shi, 2008). P resenta caracter c osmopolitay gran diversidad g enética
(Inglis, 2008 ), ademas, de s er un agente seguro sin riesgos para el hombre y el medio

ambiente (Zimmermann, 2007; Torriello, 2009).

En estudios se ha demostrado que el uso de Metarhizium anisopliae infecta a mas de 200
especies de insectos, dentro de los ordenes Orthoptera, Demaptera, Hemiptera, Lepidoptera,
Diptera, H ymenoptera y C oleoptera, enes te i Itimo s e h ar eportado 1 34 es pecies de
hospederos, p rincipalmente en 1 as f amilias C urculionidae, El ateridae y Es carabacidae
(Zimmermann, 1993). Los insectos muertos por este hongo son cubiertos completamente
por micelio, el cual, inicialmente es de color blanco pero se torna verde cuando el hongo
esporula (Monzén, 2001). Es una de las especies de hongos entomopatdgenos con las que
mas s eh at rabajadoen t odoe Il m undo, enre laciéon c ons u produc cion m asiva y

comercializacion como bioplaguicida (Kabaluk, 2005; Faria et al., 2007).

4.10 Clasificacion taxondmica

La mayoria de los hongos entomopatdgenos se clasifican dentro de la division Eumycota,
que se caracterizan por no form ar plasmodio o pseudoplasmodio y por no presentar una
fase asimilativa tipicamente filamentosa. La subdivision D euteromycotina (Cuadro 2), se
caracteriza por no pre sentar un e stado s exual, por 10 que s ec onocen como hong os

imperfectosy  estdn integradosen t rescl ases: Hyphomycetes, B lastomycetes y
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Coelomycetes. La m as i mportante es H yphomycetes, p orque ab arcala m ayoriade | as

especies conocidas como patdgenos de insectos (Ignoffo et al., 1996).

Cuadro 2. Clasificacion taxonémica de Metarhizium anisopliae (Alexopoulos, 2010).

Reino Fungi

Division Mycota

Subdivision Eumycota

Clase Deuteromycetes
Subclase Hyphomycetes
Orden Hypocreales
Familia Clavicipitaceae
Género Metarhizium
Especie M. anisopliae

4.10.1 Caracteristicas macr oscopicasy microscopicas

Metarhizium anispliae presenta una colonia pegada al medio, completamente redonda, de
colores olivaceo, amarillento, verdoso, marrén oscuro, dependiendo del aislamiento, con un
revés incoloro a marrdn, a veces verdoso citrino. Los conididéforos nacen del micelio y son
irregularmente r amificados condos at resramas en cadasepto,midende 4 a 14pu de
longitud x 1.5 a 2.5 de didmetro. Las fidlides son cilindricas en forma de clava, adelgazados
enel apice, midende 6 a i de longitud y de 2 a 4p dénditro. L as conidias s on

unicelulares, cilindricas y truncadas, formadas en cadenas muy |l argas, hialinas a v erde

olivaceo, miden de 3.5 a 9 de longitud x 1.5 a 3.5pu de diametro (Cafiedo y Ames, 2004).

4.11 Efecto entomopatogeno

El ciclo patogénico de Metarhizium anisopliae se divide en seis etapas que son: adhesion de
esporas, penetracion, invasion, colonizacion, muerte y emergencia de estructuras del hongo

sobre la epicuticula (Figura 2) (Ojeda et al., 2011).
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Figura 2. Ciclo patogénico de Metarhizium spp. Alves (1998).

a) Adhesion de los conidios. Los conidios se adhieren a la superficie del insecto a las 24
hrs. después de la infeccion, iniciando el hongo el proceso patogénico (Arruda et al., 2005;
Kurtti y Keyhani, 2008).

b) Penetracion. La principal via de penetracion se lleva a cabo a través del tegumento. Una
vez que 1os conidios s e adhieren a 1a cuticula de1 artrépodo, g erminan y form an t ubos
germinativos q ue i nvaden | a cu ticula, f orman es tructuras d enominadas ap resorios y
penetran la superficie de la cuticula y en casos especiales, por el aparato bucal, orificio anal
y genitales (Bittencourt et al., 1999; Arruda et al., 2005); por medio de la combinacion de
procesos fisicos y enzimaticos, Metarhizium anisopliae tiene la capacidad para sintetizar
enzimas hidroliticas tales como proteasas, lipasas, amilasas y quitinasas, proceso que ocurre
a 48 hrs. post-infeccion. La primera barrera para la penetracion es la epicuticula para la
accion d el ipasas es pecificas (enzimas produc idas por  Metarhizum anisopliae)
relacionadas con la pre-penetracion y crecimiento en la cuticula del hospedero (Silva et al .,

2009). A demas, posee la p roteina q uinasa A, 1 mportante p ara | a d iferenciacion d e | as

13



estructuras apresoras, penetracion y degradacion de la cuticula, adquisicion de nutrientes,
regulacion de pH, sintesis de lipidos, control del ciclo celular y del citoesqueleto (Fang et

al., 2009).

c) Invasion. A las 96 hrs. post-infeccion las hifas colonizan el huésped y emergen de la
cuticula. U na v ez d entro d el 1 nsecto, e | h ongo s e d isemina v ia h emolinfay produce
blastosporas y cuerpos filamentosos de hifas que invaden el sistema inmune del hospedero
y se multiplican rapidamente en los tejidos (Kaaya et al., 1993; Asaf et al., 2002; Kurtti y
Keyhani, 2008).

d) Colonizacion. La colonizacion del hongo en los 6rganos del artropodo se produce en la
siguiente s ecuencia: cuerpos grasosos, sistema digestivo, tubos d e malpigio, hipodermis,
sistema n ervioso, m usculos yt raquea. Bittencourt et al., (1999) m encionan que 1 a
penetracion de 1 hong o e n 1 os 6r ganos ocurre a 1 qui nto di a pos t-infeccidon 1 nvadiendo

también los 6rganos reproductivo y digestivo.

€) Muerte. Esta ctapa se caracteriza por la produccion de micotoxinas, cambios patologicos
en el hemocele, accidn histolitica y bloqueo mecénico del aparato digestivo, secundario al

crecimiento de las hifas (Rath et al., 1995).

f) Emergencia. Se produce después de 1a muerte del insecto y cuando las condiciones de
humedad r elativa s on ad ecuadas. La em ergenciad el m icelios er ealizaat ravésd el
tegumento, crece en la superficie y esporula después entre las 48 a 60 hrs. de 1a muerte del

hospedero (Smith et al., 2000; Arruda et al., 2005).

4.12 Produccién de enzimas

Los hongos entomopatdgenos producen un gran numero de enzimas las que son de utilidad
relevante para su accion sobre el hospedero, pues le p ermite convertir 1 os tejidos de 1 os
insectos en n utrientes p ara s u cr ecimiento. Las en zimass onl as q ue d eterminan | a
virulencia, porque permiten al patogeno coexistir con los procesos metabdlicos cambiantes

asociados a los estados de las enfermedades del hospedero (Pucheta et al., 2006).
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Las cuticulas son muy poco utilizadas por la mayoria de los hongos, pero es indispensable
su penetracion para la completa invasion, por lo cual, han desarrollado un poderoso sistema
enzimatico; dentro de los que se encuentra un amplio espectro de proteasas muy activas
para la penetracion de la epicuticula hidrofébica (Saksirirat y Hoppe, 1991). La variacién
en |l a virulencia s e p uede r elacionar con | a p roduccion y act ividad en zimaticad e I as
especies de este género, durante la penetracion en la cuticula del hospedero (Borges et al.,

2010).

4.12.1 Lipasas

La produccion de lipasa por un hongo entomopatdgeno contribuye significativamente en la
penetracion y provision de nutrientes in vivo. Las lipasas actuan sobre los lipidos antes que
las quitinasas. Una vez que la superficie lipidica de la epicuticula es d egradada p or 1 as
lipasas, el hongo produce grandes cantidades de proteasas (Prl), para degradar el material
proteinico de la procuticula que se encuentra adherida como una cubierta de la quitina. S6lo
a través de la accion coordinada y combinada de las tres principales enzimas hidroliticas,
(proteasa, q uitinasa y 1ipasa) s e p uede llevara cab ol a d esintegraciéon completade la

cuticula del insecto hospedero (Hegedus y Khachatourians, 1995).

4.12.2 Quitinasas

Esel p rincipal co mponente es tructural en las p aredes ¢ elulares de 1 os hong os y de

exoesqueletos de invertebrados (Warren, 1996). Estan ampliamente distribuidas en plantas,
asi como también en b acterias, h ongos, i nsectos y vertebrados ( Xiang et al., 2005). La
principal funcion d e es tas en zimas es hidrolizar q uitina; en el caso d e 1 os h ongos es ta
enzima p articipa en 1 a m odificacion d e 1 a m orfogénesis d e s u p ared c elular ( Sahai y
Manocha, 1993). Estas enzimas modulan el crecimiento y la autolisis de paredes celulares
de hongos que contienen quitina y también estdn involucradas en micoparasitismo ( Lorito
et al., 1998), asi como en actividades de hongos entomopatégenos y hon gos nematdfagos
hacia sus hospederos (Tikhonov et al., 2002). Los hon gos entomopatogenos Metarhizium
anisopliae y Beauveria bassiana producen varias quitinasas (St. Leger et al., 1986; Kang

et al., 1999), las cuales pueden tener una gran variedad de funciones. Algunas de ellas son
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importantes en zimas que p articipan en la d egradacion de la cuticula y acttian en forma
coordinada con proteasas para hidrolizar la cuticula del insecto hospedero (St. Leger et al.,

1986).

4.13 Produccion detoxinas

Los hongos entomopatogenos poseen la capacidad de sintetizar toxinas que son utilizadas
en el ciclo de las relaciones patogeno-hospedero. El estudio de estas toxinas (dextruxinas,
demetildestruxina y protodextruxina) es de suma importancia ya que se pueden sintetizar
productos qui micos de ba jat oxicidad yd e el evada acc i6n insecticida, aca ricida y
nematicida (Hall, 1981 ; Wang et al.,2005). Last oxinass oni mportantes p ara
microorganismos parasiticos, ya que facilitan la infeccion por debilitamiento del hospedero.
Algunas especies de hongos entomopatdogenos son capaces de producir acidos organicos y
algunos de ellos han sido implicados en el proceso infectivo. Por ejemplo, se ha reportado
la produc cion de 4 cido oxa licopor  B. bassana, L. lecanii, P. fumosoroseus y
M. anisopliae, este ultimo produce toxinas llamadas dextruxinas que pueden matar insectos.
Las de struxinas s on I os ¢ ompuestos m ejor ¢ aracterizados, y a que s um odo de a ccién
también i nhibe la s intesis de ADN, ARN yde proteinas en las células de los insectos

(Pucheta-Diaz, 2006).

4.14 Factor es que afectan el desarrollo de los hongos entomopatégenos

Entre 1 os factores ab i6ticos y b idticos que af ectan 1a es tabilidad y p ersistenciad e 1 os
hongos entomopatogenos, se encuentran los rayos ultravioleta, la temperatura, la humedad
relativa y los fungicidas (Hajek y St. Leger, 1994; Pucheta-Diaz, 2006). E 1 huésped es un
factor bidtico importante que afecta la propagacion, dispersion y persistencia, mismo que se
relaciona co n 1 os n utrimentos p resentes y la et apa d e d esarrollo m s s usceptible a |l os

hongos entomopatogenos (Inglis et al., 2001).
4.14.1 Latemperatura

Lat emperaturaes u nod e los p rincipales f actores q ue 1 nfluye enl a g erminacion,
crecimiento vegetativo (Rath, 2000; Inglis et al., 2001), ademas en el proceso de infeccion,

asi como en la persistencia en campo (Ouedraogo et al., 1997). Se ha re portado que la
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temperatura Optima para el crecimiento in vitro de la mayoria de los hongos Hyphomycetes
oscila entre 20 y 30 °C (Goettel e Inglis, 1997; Inglis et al., 2001). Este factor ambiental es
relevante para la eficacia de agentes microbianos flingicos p or incidir en su crecimiento
vegetativo, ademas, ser considerada como un punto de partida para la seleccion de cepas

nativas con potencial para el control biologico (Luz y Fargues, 1997).

4.14.2 Humedad relativa

La humedad relativa es el segundo factor am biental m &s importante relacionado conla
formacion de epizootias en las poblaciones de insectos y muerte de 1os mismos (Fuxa y
Tanada, 1 987), asi ¢ omo de terminante € n s u de sarrollo y propa gacion (Ra th, 2000).

Usualmente, la germinacion de la conidia d e 10s h ongos en tomopatdégenos oc urre e n un
rango d e h umedad r elativa en tre e 1 9 0-100%, s in e mbargo, T anaday Kaya (1993),

mencionan que en este rango de humedad relativa, ayuda a 1a germinacion de la espora e
induce a | a es porulaciéon. P or 1o t anto, el p otencial ep 1zo6tico d e 1 os h ongos d epende
también de la produccion de conidios d el cad aver del insecto (Luz y Farges, 1998). El
micelio normalmente permanece en el suelo en una atmdsfera cercana al 99% de humedad
relativa (Zimmermann, 1986). Los hongos entomopatdgenos que se utilizan en el control
de insectos plaga en la agricultura, también pueden ser afectados por a groquimicos, como
los fungicidas, insecticidas o herbicidas (Zimmermann, 1986). P or otro lado, las practicas
culturales también influyen en la densidad de propagulos de 1os hongos entomopatdgenos

en los agroecosistemas.

4.14.3 Precipitacion, radiacion solar y suelo

La lluvia juega un papel importante en la dispersion de los conidios (Inglis et al., 2001);
que le permite al hongo entomopatdgeno dispersarse (Inyang et al., 2000). Por otra parte, la
radiacion s olar es el factor ambiental m as d estructivo que afecta l a persistenciade 1 os
hongos e ntomopatdgenos, s iendo su e spectro dafiino entre 290y 315 nm (Inglis et al.,
2001). La alta incidencia de este factor puede estimular o dafiar el desarrollo de los hongos,
dependiendo de 1a especie (Moore et al., 1993). Se estima que el periodo de vida media

para los conidios expuestos a 1a ra diacion s olar di recta, varia de unas 96 h rs (Ignoffo,
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1992). La persistencia y eficacia de los hongos entomopatogenos es afectado por el tipo de
suelo (textura, capacidad de intercambio cationico, materia organicay pH) ademas de la

humedad y la presencia de microflora (Inglis et al., 2001).

4.14.4 I nsecto huésped

Lar elacion q ue ex iste entre h uésped-hongo e ntomopatodgeno e st i nfluenciada por 1 os
factores fisioldgicos y morfoldgicos, entre los més importantes son: densidad poblacional,
el comportamiento, ed ad, nutricion, 1 esiones cau sadas p or ag entes m ecanicos, quimicos,

depredadores y parasitoides (Inglis et al., 2001).

4.14.5 Nutricién

La nutricion es un factor importante que regula la susceptibilidad del insecto huésped al
entomopatogeno (Urrutia et al., 2006). Una nutricion inadecuada a m enudo incrementa la
susceptibilidad del insecto, lo que predispone a las infecciones microbianas (Sikorowski y
Lawrence, 1994). Por otra parte, una buena nutricion puede disminuir la susceptibilidad del

insecto hacia los hongos entomopatogenos (Ekesi et al., 2000).

4.14.6 Edad

La edad seha considerado como uno de |l os factores que d etermina 1 a mortalidad del
hospedero (Sikorowski y Lawrence, 1994), debido a que existe una edad de maduracion de
la respuesta inmune. Los primeros instares de desarrollo de las larvas son mas susceptibles
a las infecciones c ausadas por | os e ntomopatogenos, al poseer un sistema i nmunoldgico

poco desarrollado (Boucias y Pendland, 1984).

4.14.7 Densidad de poblacion

Tiene importancia en la epizootia de la enfermedad. Cuando la densidad de 1a poblacion
aumenta, hay una probabilidad mayor de que el insecto tenga contacto con el patogeno a

través d e individuos i nfectados o directamente con el patdgeno (Inglis et al., 2001). La
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competencia p or r ecursos p uede s er un factor d e es trés en sim ismo que favorece l a

susceptibilidad a determinados patogenos (Sikorowski y Lawrence, 1994).

4.14.8 Composicion del medio de cultivo

La composicion del medio de cultivo, asi como el «estrés hidrico» y el «estrés osmotico»
tienen u n ef ecto s obre 1 a g erminacion, cr ecimiento, v irulenciay car acteristicasd el a
superficie de los propagulos de Metarhizum anisopliae (Ypsilos y Magan, 2004; Rangel
et al., 2008).

En general, el desarrollo de 10s patdgenos fungicos dentro de 1os hos pederos, puede ser
afectado no s 6lo por 1 as re acciones de inmunidad de 1 os hos pederos ( Feldhaar y Gross,

2008); sino también, indirectamente por la composicion del alimento del hospedero (Hajek

y St. Leger, 1994).
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V.MATERIALESY METODOS

5.1 Localizacién

La recolecta de insectos del orden coleodptera se realizé en las comunidades de La Canada,
San Nicolasy Z oyatitla, p ertenecientes al m unicipiod e T etela d e O campo, P uebla
(Figura 3). El municipio de Tetela de Ocampo se localiza en la Sierra Norte del estado de
Puebla, dentrode la zona de climas templados, conforme s e a vanza de sura norte se
incrementa | a h umedad, 1 dentificandose cl imas q ue v arian d esde templado s ubhiimedo
hasta el semicalido, pasando por el templado humedo primordialmente, la temperatura del
mes mas frio se encuentra entre —3 y 18 °C; una precipitacion media anual de 750 mm y la
del mes mas seco es mayor de 40 milimetros, el tipo de vegetacion predominante es bosque

de pino, mezclado con algunas especies de encino “bosque de pino-encino” (INEGI, 2010).
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Figura 3. Localizacion del municipio de Tetela de Ocampo, Puebla-México.

El experimento de la presente investigacion se realizo en el laboratorio de la escuela de
Ingenieria A groforestal, d e la U nidad Regional T etela d e la B enemérita U niversidad
Autonoma de P uebla, ubicada en A v. Universidad S/N, Barrio Benito Juarez, T etela de

Ocampo, Puebla.
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5.2 Recolecta de material biologico (insectos)

Durante los meses de mayo y junio de 2012, se realiz6 la recoleccion de material bioldgico,
“insectos del orde n c oleopera” en las co munidades an tes m encionadas, dondes e
establecieron parcelas, m ediante u n m uestreo d irigido. P ara f acilitar | a ¢ aptura de 1 os
insectos, se u tilizd lat écnica d irecta, que 1 ncluyd la b usqueda en h ojarasca (materia

organica) y directamente de insectos micosados y/o sospechosos.

5.3 Aidamientoy purificacién de Metarhizium spp

Los insectos recolectados en campo que p resentaron s intomas d e i nfeccion ( micosis) en
campo, s e trasladaron al laboratorio de Micologia de 1a Unidad R egional Tetela-BUAP,
donde se observo la presencia de estructuras microscopicas (micelio). Para los individuos
sospechosos de la enfermedad, se realizaron lavados con agua estéril y desinfecciones con
NaHCIO a 0,5% durante 1 min. Seguidamente se realizaron lavados con agua estéril y se
colocaron en ¢ amaras h imedas para e stimular I a e sporulacién de 1 hong o,1 o c ual se
incubaron a 28°C por 7 -9 dias. A partir del decimo dia, se observo micelio vigoroso con
estructuras r eproductivas s obre | os i nsectos, p osteriormente s e r ealizaron transferencias
bajo condiciones asépticas, con siembras p or agotamiento en placas de petride 9 cm de
diametro, utilizando como medio de cultivo agar papa de xtrosa (P DA), en pre sencia de
antibioticos (estreptomicina), s egun el método de scrito por Rhod es y Smith (1992). Las
placas se depositaron en una incubadora (VWR ® ) durante 7 di as a 28 °C. Las colonias
diferenciales s e trasferirdn a n uevas p lacas con medio P DA hasta 1 ograr su p urificacion

(Figura4).

La cep a comercial de Metarhizium, s e adquirio en la ciudad de P uebla enla empresa
“Agrobionsa de México”, donde se adquirio el producto Meta- BLAS. P osteriormente se
realizd una activacion del micelio en placas de Petri de 9 cm de didmetro, utilizando como

medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y se incub6 a temperatura ambiente.
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Figura 4. Purificacion de la cepa nativa de Metarhizium spp.; a: vaciado de medio de

cultivo so6lido (PDA); b: trasferencia de de conidios.

5.4 | dentificacion de Metarhizium spp

Unav ezt eniendo 1 acep ap ura, s e p repararon m uestras d e m icelio co n es tructuras
reproductivas del hongo, se depositaron en un port aobjetos y se le adiciond una gota de
colorante de c ontraste (a zul de lactofenol) y s e re alizo un ba rrido c on una a guja de
diseccion para distribuir la muestra y lograr la mayor visibilidad posible. Las muestras se
visualizaron b ajo u n m icroscopio co mpuesto ad iferentes au mentos (40xy 100x)

identificando estructuras microscopicas (conidios, conididforo, fidlides y esporas) tomando
como base las claves propuestas por Barnett y Hunter (1998) y Carrillo (2003) (Figura 5)
caracteristicas del género Metarhiziium y se tomaron fotografias con una camara binocular

para microscopio a 40x para su posterior digitalizacion (Pedraza et al., 2011).

Figura 5. Identificacion de Metarhizium spp.
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5.5 I dentificacion del insecto

Para identificar el insecto en donde se aislo el hongo entomopatogeno (Metarhizium spp),
se realizo a través del uso de la guia rapida para la identificacion de insectos de McGavin
(2000); en donde se observod la taxonomia del insecto y se compard con las caracteristicas

descritas en la guia.

5.6 Preparacion dela dieta

Se p repard d ieta artificiald e S OUTH LAND P RODUCTS INC (870 -265-3747) que
incluyd unas erie d e s ustancias s intéticasab ased eh arinasd es oya yd et rigo,

conservadores y complejos vitaminicos (Montes et al., 2001).

La dieta artificial fue elaborada en base a u na modificacion realizada p or Dilcia et al.,
(1989). Para lo cual, se realiz6 1, 420.00 m L de dieta en dos etapas. Primero se midié 710
mL de agua destilada estéril en una probeta, luego se colocé en un recipiente de aluminio y
se puso a hervir durante 5 minutos, inmediatamente se retird del fuego y se coloco 150 grs
de dieta SOUTH L AND y se disolvid con un agitador electronico hasta homogeneizar la
mezcla. Posteriormente, se coloco a bafio Maria y con una micropipeta se coloco 5 mL de

dieta sobre vasos trasparentes de plastico y se dejo solidificar (Figura 6).

Figura 6. Preparacion de la dieta artificial
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5.7 Preparacién de suspensiones

Se tomaron preparaciones de medio de cultivo (PDA) con aislados monospdricos de cepas
de Metarhizium spp (una comercial y otra nativa), de 25 dias de desarrollo, posteriormente
se agrego 1 0 m L de agua destilada es téril (ADE) para s uspender y re mover esporas y
conidios. Después de 15 minutos se realizd la recuperacion y aforacion de la mezcla a 10
mL enuna probe ta g raduada, de e sta form a que d6 preparadal a s uspensiéon m adre
(Figura 7); de la cual, setom6 un 1 mL y se depositd en tubos de ensayo con 9 mlde
(ADE), quedando de esta manera preparada la dilucion 10-1; se repitid el procedimiento
llevando 1 mL de esta dilucion (10-1) a tubos con 9 mL de ADE, hasta obtener una dilucion
de 10-10 (Benitez, 2002). Para el ensayo de mortalidad en 1 a p resente investigacion, se

tomaron las diluciones 10-1, 10-5 y 10-10 para ambas cepas de Metarhizium spp.

Figura 7. Preparacion de suspensiones

5.8 Conteo de conidios

A partir de las diluciones que se realizaron anteriormente, se determind la concentracion de
conidios, tomando una muestra de 60u con una micropipeta, posteriormente se depositd en
la placa de la camara de Neubauer y se observé al microscopio a 10x y 40x (Figura 8). El
proceso d e recuento d e conidios (Benitez, 2002), se realizd tres veces con la siguiente

formula:

Totales Esporas = No. de esporas EO“}
8
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Figura 8. Conteo de conidios en camara de Neubauer

5.9 Inoculacion

Las larvas de gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) de tercer instar utilizados en la
presente investigacion, provienen de un criadero del departamento de fitosanidad del
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Estado de México. La metodologia para la
inoculacion de los tratamientos consistio en colocar 20 larvas en inmersion en una caja petri
(Figura 9), posteriormente se retir6 el exceso de indculo sobre las larvas (Lucero et al.,
2004) y se coloco cada una de ellas en recipientes de plastico con tapa semitransparente de
25 mL de capacidad con tapa, la cual, posee una ventana circular en el centro facilitando el

intercambio gaseoso con 5 mL de dieta (Arévalo y Zenner, 2009) y se incubaron a 28 °C.
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Figura 9. Inoculacion de larvas de gusano cogollero con Metarhizium spp.

5.10 Disefio experimental

El disefio para la presente investigacion fue de bloques al azar, donde se compararon tres

concentraciones de conidios (10-1, 10-5 y 10-10) con dos cepas de Metarhizium spp. En
total se evaluaron 6 tratamientos, cada tratamiento tuvo 40 repeticiones; teniendo

asi, un total de 240 larvas de tercer instar de gusano cogollero.

Las larvas se evaluaron cada 24 horas, a partir del tercer dia de haber iniciado el
experimento. La mortalidad se determind visualmente; las larvas vivas tendieron a moverse
cuando estuvieron expuestas a la luz, asimismo cuando se agitaron los vasos de plastico
transparente. La sospecha de muerte, se confirmé por la ausencia de movimiento de la larva
al ser tocada la superficie ventral del torax con unas pinzas esterilizadas. Las larvas muertas
se seleccionaron en bandejas por separado y estuvieron en observacion hasta cuando se
detect6 la esporulacion de Metarhizium spp. Durante el periodo de monitoreo, se registro el
numero de larvas vivas y el de cadaveres con esporulacion debido al efecto del hongo

entomopatogeno (Najera et al., 2005).
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La mortalidad expresada en porcentaje, se determind mediante la siguiente férmula:

% M = Lvx 100
Po

Donde:
%M = Porcentaje de mortalidad larval
Po = Poblacion inicial

L v=larvas muertas por el tratamiento

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de
separacion de medias por Tukey (p <0.05), utilizando el paquete estadistico SPSS version
17 ( Statistical Packagefor S ocial S ciences) p arad eterminar d iferencias en tre 1 os

tratamientos.

27



VI.RESULTADOSY DISCUSION

6.1 Aislamiento de Metarhizium spp

Se recolectaron un total de 58 insectos del orden coledptera de las comunidades de San
Nicolés, La Canada y Zoyatitla, pertenecientes al municipio de Tetela de Ocampo Puebla.
Los insectos sospechosos de micosis se colocaron en cdmaras humedas, al termino de 7
dias no se observo infeccion por micosis. Sin embargo, se observo un insecto infectado en
campo, correspondiente a la comunidad de San Nicolas (Cuadro 3), donde a los diez dias
en camara humeda, se observo micelio vigoroso que posteriormente se aislo en medio de

cultivo s6lido PDA.

Cuadro 3. Aislamiento de hongos entomopatdgenos en insectos del orden coledptera en el

municipio de Tetela de Ocampo, Puebla.

Insectos infectados por hongos entomopatdgenos
Comunidad Sospechosos Espor ulacion en camar a
humeda
La Canada 24 0
San Nicolas 18 1
Zoyatitla 16 0

6.2 I dentificacion del hongo

El género Metarhizium durante su desarrollo pasa por dos etapas, la primera corresponde al
crecimiento de micelio, que se caracterizd por presentar micelio blanco de textura lanosa y
la etapa de esporulacion; en la cual, aparecieron discos concéntricos delimitando las zonas
de e sporulacién y m ostraron una c oloracion verde olivo (Barajas et al., 2009). Tiene la

capacidad de colonizar sustratos y producir una gran cantidad de enzimas.

Se identificé morfologicamente una cepa de Metarhizium spp., localizada en San Nicolas,
Tetela de Ocampo, Puebla; cuyas caracteristicas macroscopicas en medio de cultivo Papa
Dextrosa A gar (PDA) incubadas a 2 8°C, incluian colonias concéntricas con crecimiento

radial en un lapso de siete a diez dias y una coloracion verdosa (Figura 10).
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Figura 10. Crecimiento de Metarhizium spp., nativa en medio de cultivo PDA.

La cepa pura con caracteristicas macroscopicas relevantes del género Metarhizium, se
identificaron taxondmicamente mediante la prueba de tincion, realizado por medio de una
coloracion de azul de lactofenol, donde presentd hifas y micelio ramificado, conididéforo de
12 de longitud, fidlides cilindricas y adelgazadas en el apice, con una longitud de Sp de
longitud x 2.5pu de diametro, conidias cilindricas y truncadas en el apice con 3.9u de
longitud y 1.8p de diametro (Figura 11). Estas caracteristicas microscopicas permiten una

identificacion facil y relativa del género Metarhizium.

Figura 11. Identificacién microscopica de cepa nativa de Metarhizium spp.; a: hifas y

micelio ramificado, b: caracteristicas del conidioforo, fidlide y conidio. Resolucion a.
x1300; b x1600.
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Estos datos son semejantes a los obtenidos por Elosegui et al., (2006), donde realizaron un
trabajo de aislamiento, identificacion y caracterizacion morfométrica de aislados nativos de
hongos mitosporicos y reportaron que el aislado correspondiente a Metarhizium anisopliae
con clave Ma-30, presenta caracteristicas macroculturales en medio PDA: colonias blancas
y algodonosas al inicio que se tornan amarillo verdoso y finalmente verde olivo oscuro y
costroso con zonas con micelio aéreo abundante blanquecino y el reverso amarillo intenso;
asimismo, presenta conidioforo con verticilos de 2-3 ramas cada uno, con tonos verde olivo
oscuro que aclara alapice, células conididogenas 6,0-10,0 (8,1p) x 2,0-2,5 (2,1n), conidios
subhialinos a ligeramente v erdes, cilindricos a ligeramente elipsoidales, 5,0-8,5 (6,6p) x

2,0-3,0 (2,4p).

Trabajos re alizados por Elosegui et al., (2006) obt uvieron un a islado de Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff) S orokin aislado d e una muestra de suelo del insecto Galleria
mellonella y otro de Paecilomyces lilacinus (Thom.) de un total de 17 m uestras. Por su
parte, Sun (2002), logr6 6,7% d e éxito para Metarhizium y 10% de ¢éxito para Beauveria
spp., en Coptotermes formosanus a partir de 90 m uestras de suelo e insectos muertos
sospechosos de micosis. Este comportamiento se puede atribuir a la efectividad del método
de trampeo con insectos s usceptibles, d onde s e re quiere de una c antidad de propagulos
viables q ue g arantice 1 a i nfeccion, 1 os que de ben ser del orde n de 1x10* unidades por
insecto como minimo segun Bateman et al., (1996) También existe la posibilidad de que
los m icroorganismos ¢ ompetidores ¢ on su pr oduccion d e m etabolitos activos afecten la
viabilidad de es tos propagulos fung icos de seados ( Jenkins y G rzywacz, 2000). Sin
embargo, Jackson et al., (2000) plantean que aunque este método de aislamiento directo
conlleva mucho tiempo de muestreo en campo y experiencia, la realidad es que entre los
mas ex itosos ag entes de co ntrol con m icroorganismos s € en cuentran aquellos ai slados
obtenidos directamente de los insectos hospederos, y no de las colecciones de cultivos o de

métodos indirectos a través de medios de cultivo selectivos (Moore y Caudwell, 1997).

30



6.3 I dentificacion taxonomica del insecto micosado por Metarhizium spp

Elinsecto del cual se aislo Metarhizium spp., fue identificado como Phyllophaga spp;
teniendo co mo car acteristicas m orfologicas: 3 cm de largo, color rojizo a pardo oscuro,
frente ¢ on a bundantes s edas m edianas o co rtas y er ectas, p ronoto b rillante co n p untos
irregularmente d istribuidos y co n s edas er ectas, | argas y es parcidas, ¢ litros g labros y
brillantes, maza antenal 1.5 veces mas larga que el funiculo, pigidio brillante con sedas
cortas irregularmente distribuidas. Todas las ufias tarsales dentadas, el denticulo es grande y
esta bl anqueado por e scotaduras e strechas y profunda s, presentd pelos sobre el c uerpo,
¢litros duros y resistentes que protegen a las alas posteriores. Este insecto presentd colonias
en el exoesqueleto d el i nsecto, p rincipalmente en las al as an teriores q ue conforman el
abdomen y cab eza d el es carabajo; as imismo, se o bservd micelio en el torax, con una
consistencia blanquecina que representa el estado de crecimiento micelial (Figura 12), el

cual, posteriormente se identific6 como Metarhizium spp.

Area infectada

Figura 12. Phyllophaga spp. infectado por Metarhizium spp.

De acuerdo a las claves taxénomicas y s iguiendo metodologia por M cGavin (20 00), se

determind la clasificacion del insecto infectado por Metarhizium spp (Cuadr o 4).
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Cuadr o 4. Identificacion taxondémica de Phyllophaga spp.

Reino Animal
Phylum Atrépoda
Clase Insecta
Orden Coledptera
Familia Scarabaeidae
Género Phyllophaga
Especie spp.

En trabajos realizados por Hernandez et al., (2011), re portan en ¢l estado de Morelos, el
aislamiento e i dentificacion de Metarhizium anisopliae sobre larvas de Phyllophaga spp.,
con sintomas de infeccion de enfermedad lechosa y micelio abundante, resultados parecidos

a los encontrados en este trabajo de investigacion.

6.4 Concentracion de conidios de Metarizhium spp

Mediante el conteo de conidios en camara N eubauer, se determind la co ncentracion de
conidios de cada una de las concentraciones utilizadas. La mayor concentracion de conidios
se obtuvo en Metarhizium nativo 1/10 con 53x10* con/mL y Metarhizium comercial 1/10
con 36x10 * con/mL (Figura 13). Las co ncentraciones m s b ajas s e o btuvieron co n
Metarhizium nativo 5/ 10, Metarhizium comercial 5/10, Metarhizium nativo 10/ 10 y
Metarhizium comercial 10/10; con 9x10°, 7x10*, 5x10* y 4x10* con/mL respectivamente.
No se observo diferencias significativas de concentraciones entre Metarhizium comercial
10/10 y Metarhizum nativo 10 /10 y de es ta i Itima concentracion co n Metarhizium
comercial 5/10. Por su parte, las concentraciones de Metarhizium nativo 5/10, Metarhizium
comercial 1/ 10 y Metarhizium spp., nativo 1/ 10, mostraron d iferencia s ignificativa
(Cuadro5).
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Cuadro 5. Prueba de rangos multiples de concentraciones (Tukey).

Subconjunto para alfa = 0.05

N

Variable e d c b
Metarhizium Comercial 10/10 3 4,5033
Metarhizium Nativo 10/10 3 5,9567 5,9567
Metarhizium Comercial 5/10 3 7,3367
Metarhizium Nativo 5/10 3 9,7533
Metarhizium Comercial 1/10 3 36,9200
Metarhizium Nativo 1/10 3 53,1700

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
*Datos ubicados en columnas iguales significan que no hay diferencia estadistica entre la concentracion de
conidios entre cepa nativa y cepa comercial de Metarhizium spp.
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Figura 13. Concentracion de conidios/mL de cepa nativa y cepa comercial de Metarhizium.
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6.5 Colonizaciéon de Metarhizium spp., nativo sobre larvas de gusano cogollero

(Spodoptera frugiperda)

La esporulacion de Metarhizium spp, sobre larvas, se realizd de 5 a 6 dias después de su
muerte. I nicialmente ap arecieron colonias b lancas algodonosas, car acteristicas del estado
de crecimiento del micelio (Figura 14). La emergencia del hongo se realiz6 por diferentes
vias, t ales co mo el ap arato b ucal ya bdomen. Enla Figura 14a se obs ervaque 1a
emergencia del hongo se realiz6 en la parte inferior de la cabeza, colonizando el aparato
bucal e invadiendo el cuerpo de la larva mediante la produccion de enzimas; por su parte en
la Figura 14b, se obs ervan dos c olonias de Metarhizium spp., ¢ n di ferentes z onas, 1 a
primera esta ubicada en la parte lateral del torax y la segunda en el abdomen; asi mismo en
la Figura 14c, se observa la esporulacion del hongo en la parte inferior del abdomen y por
ultimo en la Figura 14d, se observa la e sporulacion de hongo c on ¢ oloracion verdosa,
caracteristico d e este g énero. Es tas 1 magenes n os m uestran 1 a h abilidad q ue t iene
Metarhizium spp., para colonizar a s u hospedero mediante 1 os mecanismos de accion de
este hongo; el cual, invade el cuerpo del artropodo hospedero at ravés de la cuticulay
posteriormente se reproduce en €1, favoreciendo asi la transmision horizontal del hongo y
ademas puede tener efecto sobre la reproduccion del organismo que esta siendo atacado
(Quesada et al., 2004). De manera general, la muerte del insecto se debe a una combinacion
de dafios mecanicos producidos por el crecimiento del hongo, desnutricion y por 1a accion

de los metabolitos secundarios o toxinas que el hongo produce (Chul et al., 1999).

La presencia de Metarhizium spp., se observo también sobre pupas (Figura 14f), ya que la
infeccién puede o currir si hay entrada de esporas al as celdas, antes de que éstas sean
operculadas, pero una vez que esto ha ocurrido, la pupas en desarrollo estdn en un ambiente
cerrado, de alta hum edad y al p arecer muy p ropicio p ara el de sarrollo de los hong os
entomopatogenos, o cacionando 1 a muerte d el h ospedero e 1 mpidiendo 1a e mergencia d el

adulto (Espinosa et al., 2011).
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Figura 14. Colonizacion de Metarhizium spp., nativo, s obre 1 arvas de gusano c ogollero
(Spodoptera frugiperda); a, b y c:co lonizacion d e Metarhizium spp., enes tadod e
crecimiento sobre el cuerpo de la larva; d: esporulacion del hongo con crecimiento radial y
coloracion v erdosa; €:co loniasd e Metarhizium spp., observadas en m icroscopio
(resolucion 40X) y f:em ergenciay co lonizacion d e Metarhizium spp., sobre p upa de
gusano cogollero.

6.6 Mortalidad delarvas

Las concentraciones evaluadas durante las 72-168 hrs. post-infeccion, Metarhizium nativo
1/10 (53x10* con/mL) causé mayor mortalidad con 29 larvas, equivalentes al 72.5% del
total de la poblacion correspondiente a este tratamiento; teniendo diferencias significativas
con las demas co ncentraciones, posteriormente Metarhizium nativo 5/10 (9x10*con/mL)
con untotal de 22 larvas (55%), i nmediatamente Metarhizium comercial 1/10 (36x10*
con/mL) con 21 1 arvas (52.5%), luego Metarhizium nativo 10/10 (5x10* con/mL) con 19
larvas (47.5%), Metarhiziium comercial 5/ 10 (7x10%con/mL) con 171 arvas (42.5%) y
finalmente Metarhizium comercial 1 0/10 (4x10*con/mL) con 131 arvas (32.5%)
(Figura 15y 16).
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Figura 15. Mortalidad de larvas a diferentes concentraciones de con/mL de cepa nativa y

comercial de Metarhizium spp.
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Figura 16. Porcentaje de larvas muertas a diferentes concentraciones de con/mL de

Metarhiziumnativo y comercial.
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Estos datos son parecidos a los reportados por S oto (2008), donde reportd una mortalidad
del 68% de larvas ne onatas de g usano ¢ ogollero ba jo un a ¢ oncentraciond e 1.2x10°
conidias/mL adicionada con una gota de tween 80 y observadas a las 72 hrs. después de
haber realizado el experimento en laboratorio. Por su parte Garcia et al., (2011) reportaron
un alto rango de mortalidad de larvas de Epilachna varivestis y Spodoptera frugiperda del
93.2 al 100% a las 72 hrs. después de haber iniciado el experimento a una concentracion de
1x10° esporas mL™, utilizando dos aislamientos de Bb18 y Bb42 de Beauveria bassiana y

Ma91 de Metarhizium anisopliae en laboratorio.

Sin em bargo Pérez et al., (2001) m encionan que 1as c epas de Metarhizium anisiopliae
causaron una m ortalidad s uperior al 50 % sobre A. insularis alas 72 hrs . después de la
aplicacion. Asi mismo Najera et al., (2005) reportan que la cepa nativa de Metarhizium
anisopliae originario del estado de Jalisco-México, provoco el 80% de mortalidad a los 30
dias d e h aberi niciado el ex perimentos obrel arvasd e Phyllophaga spp., au na
concentracion de 2x10 ® con/g. Es te @ Itimo d ato esta r elacionado co n e I r esultado d e
mortalidad obtenido mediante 1a utilizacion de la cepa nativa de Metarhizium 1/10 bajo la

concentracion de 53x10* con/mL.

Los d atos o btenidos en es te ex perimento, i ndican qu e 1a co ncentracion de Metarhizium
comercial 10/ 10y  Metarhizium nativo 1 /10 mostraron d iferencias s ignificativas
(Cuadr o 6) ademas, se observo que las concentraciones de Metarhizium nativo 5/10 (9x10*
con/mL) y Metarhizium comercial 1/10 (36x10* con/mL), tienen el mismo efecto respecto a
la mortalidad de larvas, ya que no muestran diferencias significativas. Lo mismo sucede
entre la ¢ oncentracion de  Metarhizium nativo 10/ 10 (5x10 * con/mL)y Metarhizium
comercial 5/10 (5x10* con/mL).
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Cuadr o 6. Prueba de rangos multiples en mortalidad (Tukey).

Variables Subconjunto para alfa = 0.05
d c b a

Metarhizium Comercial 10/10 13,00
Metarhizium Comercial 5/10 17,00
Metarhizium Nativo 10/10 19,00
Metarhizium Comercial 1/10 21,00
Metarhizium Nativo 5/10 22,00
Metarhizium Nativo 1/10 29,00

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
*Datos ubicados en columnas iguales significan que no hay diferencia estadistica entre la mortalidad de larvas
bajo diferentes concentraciones de conidios entre cepa nativa y cepa comercial de Metarhizium.

Las concentraciones de la cepa de Metarhizium comercial, a excepcion de la concentracion
1/10 (36x10” con/mL), mostraron menor virulencia en comparacion a la cepa nativa, ya que
la virulencia est4 determinada por factores que dependen de su informacion genética, lo que
influye en la produccion de enzimas y toxinas para la infeccion. Por tal razon, una posible
causa de disminucién de la patogenicidad del aislamiento podria deberse a la supresion de
genes determinantes en el desarrollo de las diferentes etapas del mecanismo de infeccion
(Riba et al., 1985; Riba et al., 1986). Por otra parte, 1os porcentajes bajos de mortalidad
obtenidos en este ex perimento, es tan r elacionados a I a n o u tilizacion d e ac eite Tw een
durante 1a preparacion de las suspensiones, ya que Vélez et al., (2001) sefialan que este
aceite mejora la p enetracidon gracias a | as p ropiedades cu tinofilicas, p ermitiendo m ayor
adhesion de las esporas a la cuticula del insecto. Esta mezcla emulsiva (conidias, agua y
Tween) cubre mejor al insecto, debido que el aceite funciona como adherente, cumpliendo
una funcion sinergista, permitiendo la germinacion del hongo en menor tiempo (Contreras
et al., 1997). A demas, también pudi eran e star i nfluenciados por e I método de inmersion
utilizado para la inoculacion de las larvas, ya que esta metodologia presenta una desventaja
frente a otros métodos, ya que por efecto de lavado, se pudo afectar l1a adherencia de las

esporas y asi, su virulencia (Rodriguez et al., 2002).
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6.7 Larvas que pasar on al estado de pupas

De cada una de las dosis aplicadas, la concentracion donde se obtuvo el mayor numero de
de pupas, fue Metarhizium comercial 10/10 (4x10* con/mL) con 27 pupa s, seguida de la
concentracion de Metarhizium comercial 5/10 (7x10* con/mL) con 23 pupas. Sin embargo,
cabe s efialar que l a cepa nativa de Metarhizium spp e n la ¢ oncentracion 1/ 10 (53x10*
con/mL) solo representd 11 pupa s teniendo d iferencias s ignificativas co n 1 os d emas

tratamientos (Figura 17).

301

Pupas

% s

B

T T T T T T

Metarhizium Metarhizium Metarhizium Metarhizium Metarhizium Metarhizium

Mative 1710 Mative 5710 Mative 10/10 Comercial 1/10 Comercial 5710 Comercial
10/10

Variables

Figura 17. Namero de larvas que llegaron al estado de pupa.

6.8 Emer gencia de adultos

La concentracion donde se logro la menor emergencia de adultos de gusano cogollero, fue
Metarhizium nativo 1/10 con 6 adultos, equivalentes al 15% del total de 1a poblacion de
este t ratamiento. P or s u p arte, las concentraciones donde hubo m ayor e mergencia de
adultos fue Metarhizium comercial 5/10 y Metarhizium comercial 10/10; con 17 (42.5%) y
18 (45%) larvas respectivamente (Figura 18 y 19). Estos d atos guardan relacion al os
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reportados por Angel-Sahagun et al., (2005) quienes evaluaron la sensibilidad de huevos,

pupas y adultos de Haematobia irritans en tres aislados de 1os hongos e ntomopatogenos

Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Paecilomyces fumosoroserus utilizados a

una concentracion (con/mL) de 1x10° para huevos, 1x10® para pupas y las dos para adultos,

hallando que todos los estadios son susceptibles a la accion de los hongos entomopatdgenos

conuna reduccién enlaeclosionde 3 ,8a 6,3% respectoa un 72% d e eclosion de 1

tratamiento testigo, mortalidad entre 50 y 71,3% e n pupas y 90% e n adultos. De manera

general, s e m ostrd q ue la co ncentracion m as a Itad e Metrahizum ssp. na tivo 1/ 10

(53x10%con/mL), hubo un m ejor ¢ ontrol en | a em ergencia d e ad ultos d e Spodoptera

frugiderda.

20

189

169

adulto

124

109

5

:

T T T T T T
Metarhizium Metarhizium Metarhizium Metarhizium Metarhizium Metarhizium
Mative 1710 Mative 5/10  Mative 10/10 Comercial 1/10 Comercial 5/10  Comercial

10/10

Variables

Figura 18. Emergenciad e adultos encad au nod e lost ratamientosa d iferentes

concentraciones.
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Metarhizium Comercial 10/10
Metarhizium Comercial 5/10
Metarhizium Comercial 1/10

Metarhizium Nativo 10/10
Metarhizium Nativo 5/10

Metarhizium Nativo1/10

0] 10 20 30 40 50

B % de emergencia de adultos

Figura 19. Porcentaje de emergencia de adultos de gusano cogollero a diferentes
concentraciones entre cepa nativa y comercial de Metarhizium spp.

6.9 Tiempo letal (TLsp) entre cepa nativay cepa comercial de Metarhizium spp., sobre
larvas de gusano cogollero

La m ortalidad d e I arvas d e g usano co gollero, mediante I a u tilizaciéon d ¢ Metarhizium
nativo, ocurrid a las 72 hrs. donde se registré el mayor indice de mortalidad para cada uno
de I os t ratamientos (TLsp). Respectoal indice d e m ortalidad producidaporl a cepa
comercial de Metarhizium spp., ocurrié entre 72-96 hrs. donde se registré el mayor indice

de mortalidad para cada uno de los tratamientos (T L sp), Figura 20.

De manera general, la mayor mortalidad de larvas para ambas cepas, ocurrié a las 72-96
hrs; es decir, a los 3-4 dias post-infeccion. Estudios en laboratorio realizados por Lezama et
al., (1996) han demostrado que S frugiperda es susceptible al hongo M. anisopliae en los
estados bioldgicos de huevo y larva, con porcentajes de mortalidad de 100% y valores de
TLso de 2.5 A 2.9 dias en huevo y 1.3 a 3.1 dias en larva, bajo una concentracion de 1x10°®
conidias por mL, semejantes a los obtenidos en esta investigacion. Luna y Lecuona (2002),
mencionan q ue | as cepas n ativas d e Metarhizium anisopliae provocaron m ortalidad d e

tucuras (Rhammatocerus pictus) entre los 5.4 y 7.9 dias, siendo el tiempo de sobrevivencia
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media de 7 dias frente a los 10.4 dias de B. bassiana; demostrando asi su mayor agresividad
frente a B. bassiana. Asi m ismo, Ibarra et al., (2005 ) mencionan q ue lasc epasde
Metarhizum anisopliae (M362 y M379) colectados en la r eptiblica m exicana, mataron
significativamente mas rapido a los adultos de la chicharrita del maiz (Dalbulus maidis),
con promedios de 10.5y 10.3 di as a comparacion de la cepa de Beauveria bassiana con
12.0 hasta 14.8 dias.

M LarvasmuertasMM
M LarvasmuertashC

104

. 11

T T T T T
72h 96h 120h lddh 168h
horas

'
2- It

Figura 20. Tiempo de mortalidad de larvas de 72-168 hrs. post-infeccion.

Los re sultados obtenidos en 1 os diferentes trabajos de investigacion y re portados por los
autores an teriores, p ermiten d emostrar el p otencial d e Metarhizium para el control

bioldgico de insectos plaga de diferentes drdenes.
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VIlI. CONCLUSIONES

> Los insectos del género Phillophaga son susceptibles a la infeccion causada por el
hongo Metarhizium spp., en el municipio de Tetela de Ocampo-Puebla.

» La mayor produc cion de conidios se presento en la cepa nativa de Metarhizium
spp., ¢ on 53x10* con/mL enm edio d e cu Itivo P DA, r epresentando as i mayor
produccion de estructuras reproductivas en comparacion a la cepa comercial.

» La concentracion 10 -1 de cep an ativad e Metarhizium spp., presento m ayor
porcentaje de mortalidad 72.5 a las 72 hrs post-infeccion, en comparacion al la cepa
comercial 10/10 con el 32.5% que fue el resultado mas bajo obtenido en la presente
investigacion.
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IX. ANEXOS

Evidencia fotogr afica

Colecta de insectos sobre cultivos
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Colecta de insectos sobre malezas

Identificacion de Metarhizium spp. Conidios de Metarhizium spp.



Preparacion de la dieta Preparacion de la dieta

Vaciado de la dieta sobre vasos Solidificacion de la dieta sobre vasos

Preparacion de suspensiones Inoculacion de Metarhizium spp. sobre
larvas de gusano cogollero

60



Conteo de conidios en camara Neubauer Incubacion ristica de gusano cogollero

Micelio de Metarhizium spp. nativo

Colonizacion de Metarhiziumspp. nativo  Pupas muertas donde no emergié el adulto
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