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Resumen: El uso de cuticula de insectos es una opcion viable para inducir el crecimiento
de hongos entomopatégenos. Se obtuvo polvo de pupas de Spodoptera frugiperda (Sf) y
Heliothis virescens (Hv), el cual se adicioné para enriquecer al medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA) a concentraciones de 0,25, 0,5 y 1 %. El polvo se uso6 para inducir crecimiento
radial de Beauveria bassiana 'y Metarhizium robertsii. Se determin6 el tiempo letal (TL) de M.
robertsii inducido a una concentracion de 108 esporas/mL y un control PDA. La mortalidad de
larvas fue analizada mediante ANDEVA y una prueba Tukey (a = 0,05). El contenido de grasa
de Sffué 49,9 y el de Hv 41,9 %; el extracto libre de nitrogeno (ELN) 21,3 y 32,0 %; proteinas
15,7y 13,5 %, y la energia 517,87 y 493,73(Kcal/g), respectivamente. Los nutrientes y la en-
ergia tuvieron efecto inductor en el crecimiento de M. robertsii con polvo de pupa de Sf'y Hv al
1%, alcanzando 75,5 y 74,2 mm de crecimiento radial y en el control PDA 60 mm. B. bassiana
con Hv 0,5 %, 55 mm y con S 0,25 %, S0 mm y en el control PDA 32,5 mm (¢=0,05). M. rob-
ertsii inducido con Sf'caus6 91,6 % de mortalidad de larvas de Sf'y en PDA 66,6 %, a los sicte
dias (a.=0,05). El suplemento de insectos increment6 el crecimiento de hongos en medio PDA,
esto contribuy¢ a la patogenicidad de la cepa inducida de M. robertsii sobre S. frugiperda.

Palabras clave: Hongos entomopatdgenos, Heliothis virescens, Metarhizium robertsii, crec-
imiento radial, Spodoptera frugiperda.

Abstract: The use of insect cuticle is a viable option to induce the growth of entomopatho-
genic fungi. Spodoptera frugiperda (Sf) and Heliothis virescens (Hv). Pupal powder was
obtained, which was added to enrich the Potato Dextrose Agar (PDA) culture medium at
concentrations of 0.25, 0.5 and 1 %. The powder was used to induce the radial growth of
Beauveria bassiana and Metarhizium robertsii. The lethal time (TL) of M. robertsii induced at
a concentration of 108 spores/mL and a PDA control. Larval mortality was analyzed by ANO-
VA and a Tukey test (a = 0.05). The fat content of Sf was 49.9 % and that of Hv 41.9 %; the
extract free of nitrogen (ELN) 21.3 and 32.0 %; proteins 15.7 and 13.5 %, and energy 517.87
and 493.73 (Kcal/g), respectively. Nutrients and energy had inducer effect on the growth of M.
robertsii with 1 % Sf and Hv pupal powder, reaching 75.5 and 74.2 mm of radial growth and
60 mm in the PDA control. B. bassiana with Hv 0.5 % 55 mm and with S§f0.25 %, 50 mm and
in the PDA control 32.5mm (o = 0.05). M. robertsii induced with Sf causing 91.6 % mortality
of Sflarvae and 66.6 % in PDA, at seven days (o = 0.05). The supplementation of the insects
increased the growth of the fungi in PDA medium, this contributed to the pathogenicity of the
induced strain of M. robertsii on S. frugiperda.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Heliothis virescens, Metarhizium robertsii, radial
growth, Spodoptera frugiperda.

Introduccion

El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidop-
tera: Noctuidae) y el gusano del fruto del tomate Heliothis virescens Fabricius, 1777
(Lepidoptera: Noctuidae) son insectos plaga que atacan cultivos de importancia eco-
némica en México (Blanco et al. 2007; Suris Campos et al. 2013; Nunes-Lemes
etal. 2014). El método mas utilizado para combatir a las plagas agricolas es el control


https://doi.org/10.25100/socolen.v49i1.12252
https://revistacolombianaentomologia.univalle.edu.co/
https://revistacolombianaentomologia.univalle.edu.co
https://www.socolen.org.co
https://www.univalle.edu.co
https://orcid.org/0000-0002-6262-4914
https://orcid.org/0000-0002-8967-3679
https://orcid.org/0000-0001-5390-8432
https://orcid.org/0000-0002-6142-6473
https://orcid.org/0000-0002-2502-6632
https://orcid.org/0000-0002-1179-7866
https://doi.org/10.25100/socolen.v49i1.12252

Revista Colombiana de Entomologia 2023, 49 (1): €12252 « Adara Graciano-Obeso et al. 2/6

quimico, aun con los dafios que ocasiona en el ambiente (Mah-
mood et al. 2016), por lo que es necesario contar con métodos
alternativos de control bioldgico como los hongos entomopa-
togenos. Las especies mas utilizadas en el control de insectos
son Metarhizium robertsii (Metschnikoff) Sorokin, 1883 (an-
tes M. anisopliae) (Hypocreales: Clavicipitaceae) y Beauveria
bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin, 1912 (Hypocreales:
Clavicipitaceae) (Alatorre-Rosas 2007; Yehia et al. 2022). Sin
embargo, se sabe que la capacidad patogénica de estos hon-
gos disminuye cuando se mantienen por tiempos prolongados
en el mismo medio de cultivo (Gonzalez-Garcia et al. 2001;
Polovinko 2013; Keyhani 2018), por lo que es necesario con-
tar con el medio de cultivo 6ptimo que contenga las sustan-
cias nutritivas que requiere el hongo para su crecimiento y le
confiera virulencia a las cepas durante la infeccion a insectos
(Gonzalez Garcia et al. 2001; Cafiedo & Ames 2004; Ishak
et al. 2020; Rajula et al. 2021).

Los medios de cultivo de hongos entomopatdgenos deben
contener nitrégeno, carbono y vitaminas, para un desarrollo
optimo y reproduccion, un pH de 6 a 6,3, asi como antibi6-
ticos para evitar el crecimiento de bacterias saprofitas (Ca-
fiedo & Ames, 2004). De estos, los mas comunes son PDA,
Agar Agua (AA), Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), Sabou-
raud Dextrosa Agar con extracto de levadura (SDAY) y Agar
Melaza levadura (AML). Al respecto, se han llevado a cabo
estudios para determinar el crecimiento radial de los hongos
M. robertsii y B. bassiana bajo diferentes condiciones de
crecimiento (Garcia-Gutiérrez et al. 2020), y otros con la fi-
nalidad de inducir su patogenicidad al usar suplementos de
integumento de algunos insectos diana (Gonzéalez Garcia
et al. 2001; Sharapova 2019; Sapna Bai et al. 2020), asi como
para conocer su potencial en la induccion de la actividad enzi-
matica dinamica y caracterizacion bioquimica de B. bassiana
(Peteira et al. 2011). Los hongos tienen diferentes atributos
que determinan su virulencia frente a sus hospedantes, tales
como la produccion de enzimas hidroliticas como proteasas,
lipasas y quitinasas (Zibaee & Bandani, 2009; Batool et al.
2020). Este mecanismo enzimatico puede lograr una alta
mortalidad de insectos plaga ocasionada por los hongos, si a
éstos se les provee el sustrato necesario para su desarrollo y
se promueve la inducciéon de las enzimas involucradas en la
patogenicidad (Gonzalez Garcia et al. 2001). Debido a esto,
la virulencia de un hongo es considerada una caracteristica
importante en el control de las plagas.

El objetivo fue evaluar el crecimiento radial de cepas de
B. bassiana y M. robertsii en medio suplementado con polvo
de S. frugiperda y H. virescens y determinar la patogenicidad
que M. robertsii induce sobre larvas de S. frugiperda.

Materiales y métodos

Produccion del suplemento a base de los insectos
Spodoptera frugiperda 'y Heliothis virescens

Cria de insectos. En los ciclos agricolas primavera-verano
y otofio-invierno de 2018 se recolectaron larvas de S. frugi-
perda (Sf) en cultivos de maiz y larvas de H. virescens (Hv)
en cultivos de garbanzo en el municipio de Guasave, Sina-
loa, México, para establecer una cria axénica en laboratorio.
Las larvas se alimentaron con dieta artificial (elaborada con
harina de maiz, salvado de trigo, levadura de cerveza, vitami-
nas, sales y metil-paraben como bacteriostatico, solidificado
en agar) (Acufla Jiménez et al. 2015).

Obtencion del suplemento de insectos. Se siguio el procedi-
miento descrito por Garcia-Gutiérrez et al. (2020). Se usaron
pupas de la generacion F3 de la cria axénica; se secaron en
horno (Riossa®) a 50 °C durante tres dias, se molieron en un
mortero manual de porcelana hasta obtener un polvo, el cual
se llevo a peso constante. Se almacen6 en frascos de vidrio
con boca ancha con capacidad de 118 mL a temperatura am-
biente hasta su utilizacion.

Analisis proximal del suplemento. Al polvo se le realizé un
analisis proximal por los métodos respaldados por la Asocia-
cioén de quimicos analiticos oficiales (A.O.A.C., por sus si-
glas en inglés) (Ramos Elorduy et al. 2002), para conocer el
contenido de humedad por diferencia de peso a 105 °C/4 h'y
determinacion de la energia, mediante factores de conversion
propuestos por Heras et al. (1998), las proteinas por el método
de Kjeldahl (1883), grasas por el método de Soxhlet (1879),
cenizas por diferencia de peso: calcinacion 600 °C/5 h, fibra
cruda por hidrolisis sucesiva: acido/base) y extracto libre de
nitrégeno (ELN) con la ecuacion:

% ELN =100 — (%cen + Y%prot + %gra + %fib)

En la ecuacion ELN es el % de extracto libre de nitrogeno,
cen de ceniza, prot de proteina, gra de grasa y fib de fibra.

Evaluacion del crecimiento radial de B. bassiana y

M. robertsii en medios suplementados

Seleccion de cepas. Se utilizaron cepas de B. bassiana (B1-
CIDSBO1) y M. robertsii (M1- CIDSMO1) provenientes del
cepario del laboratorio de Bioinsecticidas del CIIDIR-Sinaloa.
Las cepas tienen las claves de acceso GenBank KR998503
para Bl y KR998522 para M1. Después de realizar resiem-
bras de las cepas en cajas Petri con PDA, se seleccionaron
las de mayor velocidad de crecimiento con las caracteristicas
morfologicas de cada especie (Garcia-Gutiérrez et al. 2020).

Preparacion de medios de cultivo. El medio PDA se uso
como control, para su preparacion se siguieron las instruccio-
nes del fabricante. A los medios de cultivo PDA suplementa-
dos se les agreg6 el polvo de los dos insectos a concentraciones
de 0,25 %; 0,5 % y 1 %. Los medios esterilizados se vaciaron
en cajas Petri en una campana de flujo laminar (Cobeal HLV)
y se almacenaron hasta su uso.

Crecimiento radial de los hongos entomopatégenos. Las
cajas Petri con medio de cultivo PDA con y sin suplemento
de insecto se inocularon con discos de 6 mm con micelio cor-
tados con un sacabocados estéril (Hernandez Mansilla et al.
2005), esto se llevo a cabo en una campana de bioseguridad
(Telstar bio-11-A). Las cajas inoculadas se colocaron en una
camara bioclimatica marca Scorpion Scientific a 28 °Cy 80 %
de HR durante 15 dias para su desarrollo. Cada 24 h se realizo
la medicion del crecimiento radial en milimetros con una re-
gla graduada. Para el analisis de los datos se realiz6 un disefio
estadistico completamente al azar con cuatro repeticiones por
tratamiento, se llevd a cabo un analisis de varianza (ANDE-
VA) y una prueba de comparaciéon multiple de Tukey a un ni-
vel de significancia a = 0,05 utilizando el paquete estadistico
SAS® version 9,0.
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Evaluacion de la patogenicidad de M. robertsii

inducido sobre S. frugiperda

Determinacion de la concentracion y viabilidad de espo-
ras. Para esta prueba se utilizoé la cepa de M. robertsii Hv
1 % con mayor crecimiento radial, las esporas se cosecharon
al raspar la superficie de la placa con un asa bacteriologica
estéril, tanto del medio control como de los medios suple-
mentados y se disolvieron en 15 mL de solucion estéril de
Tween 80 al 0,01 %. Una vez obtenida la suspension madre
se hicieron diluciones seriadas para determinar su concentra-
cion, de las cuales se tomaron 10 uL y se depositaron en una
camara de Neubauer (LAREN®) para posteriormente contar
las esporas en un microscopio optico (Zeiss) a una ampliacion
de 40X. En la prueba de viabilidad se tomaron 100 pL de las
diluciones y se depositaron en el centro de una caja Petri con
medio PDA, se distribuyé uniformemente el contenido con
una varilla estéril, las cajas se incubaron a 28 °C por 16 h en
camara bioclimatica (Scorpion Scientific). Se corté 1 cm? del
medio y se colocé en un portaobjetos para su observacion con
un microscopio dptico (Zeiss), se contaron esporas germina-
das (mayor al 90 %) con un tamafio de dos 0 mas veces mayor
al diametro de la espora para considerarse como viable (Inglis
etal. 2012).

Bioensayos. Se empled una suspension de M. robertsii a una
concentracion de 10% esporas/mL y se utilizaron larvas del
tercer estadio de S. frugiperda, por ser mas activas y manipu-
lables. Se evaluaron tres tratamientos, los cuales consistieron
en utilizar el hongo M. robertsii proveniente de los medios
suplementados con S. frugiperda (M1 Sf) y H. virescens (M1
Hv), ademas de un control (M1 Ctl) (sin suplemento de insec-
to). Se hicieron tres réplicas por tratamiento con ocho larvas

cada una (las larvas respondieron a la infeccion del patogeno
en prueba preliminar). Las larvas se colocaron en cajas Petri
de cinco cm de diametro y se les proporciond una porcion
de dieta artificial, cada larva fue inoculada con 300 pL de la
suspension de esporas con una micropipeta de 500 uL marca
LABMATE. Las cajas de cada tratamiento se incubaron a 28
°Cy HR de 80 % en una camara bioclimatica marca Scorpion
Scientific. Cada 24 h se contaron las larvas muertas y vivas
durante siete dias. Las larvas muertas permanecieron tres dias
mas en camara humeda para observar la esporulacion total
del hongo sobre los insectos. Para el analisis de los datos se
usé un disefio estadistico completamente al azar, se realizé un
analisis de varianza (ANDEVA) y una prueba de comparacion
multiple de Tukey a un nivel de significancia a = 0,05, se uti-
liz6 el paquete estadistico SAS® version 9,0.

Resultados

Composicion del suplemento de Spodoptera

frugiperda y Heliothis virescens

El analisis proximal realizado al integumento en polvo de los
dos insectos se presentan en la tabla 1.

Crecimiento radial de M. robertsii y B. bassiana en medio
PDA suplementado con H. virescens'y S. frugiperda

El crecimiento radial de M. robertsii suplementado con S. fru-
giperda al 1 % fue de 75,5 mm y con H. virescens de 74,2
mm, con diferencias estadisticas respecto al control (60 mm).
El crecimiento de B. bassiana suplementado con H. virescens
al 0,5 % fue 55 mmy con S. frugiperda al 0,25 %, 50 mm, con
diferencias estadisticas con el control 33,25 mm (a = 0,05)
(figura 1).

Tabla 1. Analisis proximal del polvo de H. virescens y S. frugiperda

Insecto

Humedad (%) Proteina (%) Extracto etéreo (%) Fibra cruda (%) Cenizas (%) ELN* (%) Energia (Kcal/g)

H. virescens 0,91 13,51 41,94 8,34 4,17 32,04 493,73
S. frugiperda 2,70 15,78 49,90 8,57 4,37 21,39 517,87
*Extracto libre de nitrégeno
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Figura 1. Crecimiento radial de los hongos en PDA: M. robertsii: A) Suplementado con H. virescens, B) Suplementado
con S. frugiperda; B. bassiana, C) Suplementado con H. virescens, D) Suplementado con S. frugiperda.
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En la figura 2 se puede observar el mayor halo de cre-
cimiento de la cepa M1 suplementados con Hv y Sf'al 1 %,
la colonia es de una coloracion verde oliva caracteristica de
este hongo, y en la cepa Bl suplementada con Hv al 0,5 %
y Sf al 0,25 % aparece un halo de menor didmetro de color
blanco tipica en B. bassiana. En ambos casos la cepa en el
medio control tuvo menor didmetro en mm, que los hongos
crecidos en medios suplementados con polvo de pupas du-
rante 15 dias.

Figura 2. Crecimiento radial de M. robertsii (cepa M1) y B. bassiana
(cepa B1) alos 15 dias de desarrollo.

Patogenicidad de M. robertsii inducido sobre larvas

de S. frugiperda

La viabilidad de las conidias de la cepa M1 de M. robertsii
utilizada en este estudio fue superior al 90 % de esporas ger-
minadas a las 16 h.

Bioensayo. La cepa M1 de M. robertsii crecida en medio su-
plementado con Sf caus6 12,5 % de mortalidad de larvas a
las 24 h post inoculacién, aumentd en las siguientes horas.
Se observaron diferencias estadisticas en la mortalidad de lar-
vas de S. frugiperda a las 168 h, entre los tratamientos de M.
robertsii Sf (91,6 %), Hv (80 %) y el Ctl (66,6 %), mientras
que en el control (agua y Tween 80), no hubo mortalidad de
larvas (a = 0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Mortalidad de larvas de S. frugiperda causada por la cepa
M1 a las 168 h. Tratamientos: M1 Sf = Hongo desarrollado en me-
dio con S. frugiperda, M1 Hv = hongo desarrollado en medio con H.
virescens, M1 Ctl = hongo desarrollado en medio sin insecto,

Control = agua y Tween 80 como control negativo.

Discusion

El analisis proximal del polvo indic6 que el mayor nutri-
mento en S. frugiperda y H. virescens son las grasas, valores
superiores a los de Rodriguez-Ortega et al. (2016) en pupas
del gusano de seda Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidop-
tera: Bombycidae) (20,63 %). El contenido de ELN de H.
virescens fue 10 veces mayor a la reportado en B. mori
(3,92 %) por Rodriguez-Ortega et al. (2016) y similar a lo
reportado por Ramos-Elorduy et al. (1998) en Heliothis
zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) con 21%.
Con relacion a las proteinas, los resultados fueron inferio-
res a los obtenidos por Rodriguez-Ortega et al. (2016) en
B. mori (64,31%) y por Ramos Elorduy et al. (1998) en H.
zea (41,98 %). Lo anterior es importante, al considerar que
los hongos requieren fuente de carbono y de nitrégeno para
su crecimiento y desarrollo, los cuales son aportados como
suplemento al medio de cultivo PDA, ademas de la fuente de
energia libre disponible para la realizacion de los procesos
metabdlicos de estos hongos.

El crecimiento radial de las cepas de M. robertsii y B. bas-
siana durante 15 dias fue mayor en el medio suplementado
con H. virescens'y S. frugiperda, y estos fueron superiores a lo
reportado por Garcia-Gutiérrez et al. (2020) con los dos hon-
gos (2,46 y 2,63 mm/dia) respectivamente, inducido con cu-
ticula de S. frugiperda, mientras que Vejar-Cota et al. (2017)
reportaron crecimiento de 2,05-2,62 mm/d con B. bassiana en
medio PDA y con M. robertsii 2,70-3,03 mm/d. Las diferen-
cias en el crecimiento de estos hongos se deben a la adicion de
nutrientes del suplemento en las concentraciones aplicadas.

La patogenicidad de M. robertsii en medio suplementado
con S. frugiperda alcanz6é 91,6 % de mortalidad de larvas.
En otros estudios donde el hongo se aislé de cadaveres de este
insecto, la mortalidad maxima fue 88 % (Ullah et al. 2022) en
larvas de S. friguperda y del 100 % en huevos y larvas neo-
natas del mismo insecto con M. robertsii (Cruz-Avalos et al.
2019). Por otro lado, se report6 patogenicidad de B. bassiana
con eficiencia del 96,6 % (Garcia-Gutiérrez et al. 2011). Otros
estudios consignan patogenicidad de M. robertsii y B. bassia-
na del 33 %-100 % (Gutiérrez-Cardenas et al. 2019).

Los resultados sugieren que M. robertsii alcanz6 una ma-
yor patogenicidad en larvas de S. frugiperda, debido a que el
hongo se cultivé en medio suplementado con polvo del insecto
diana. Lo anterior coincide con lo reportado por Gon-
zalez-Garcia et al. (2001) quienes observaron una ma-
yor mortalidad de Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera: Curculionidae) poraccion de B. bassiana después
de cultivarlo en medio con integumento del insecto hospedero.
Se sugiere también que los componentes del polvo favore-
cieron la produccién de enzimas que el hongo necesita para
infectar al insecto, lo cual coincide con Gato-Cardenas et
al. (2017) quienes relacionan la rapida mortalidad con al-
tos niveles de enzimas. En relacion con la virulencia de M.
robertsii, se sabe que esta asociada a la actividad de enzimas
extracelulares como quitinasa, lipasa y proteasa (Gebrema-
riam et al. 2022), a su vez relacionada a los genes mad1, mad2
y gmact presentes en M. robertsii (Cruz-Avalos et al. 2019).
De esta forma, la virulencia y efectividad de M. robertsii
en el control de S. frugiperda es evidenciada, por lo que
este hongo y B. bassiana pueden ser usados como alterna-
tiva a los insecticidas quimicos tradicionales (Montecalvo
et al. 2021).
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Conclusiones

Los resultados demostraron que los medios de culti-
vo suplementados con polvo de pupas de los insectos
S. frugiperda y H. virescens, inducen el crecimiento
de los hongos entomopatogenos B. bassiana y M. ro-
bertsii. También se increment6 la patogenicidad de M
robertsii sobre larvas de S. frugiperda. El uso del su-
plemento a base de estos insectos podria mejorar la
produccién masiva de hongos entomopatdogenos en
laboratorio.
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