NOMURAEA RILEYI (FARLOW) SAMSON COMO CANDIDATO PARA EL
CONTROL BIOLOGICO DE ANTICARSIA GEMMATALIS HUBNER EN EL
CULTIVO DE LA SOYA EN LA PROVINCIA DE MATANZAS.

MS.c Yosmari Delgado Calvo

. Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”, Via
Blanca Km.3, Matanzas, Cuba.

CD de Monografias 2010
(c) 2010, Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”



Resumen

El cultivo de la soya (Glycine max (L.) Merril) resulta estratégico para la
biodiversificacion del Ministerio de la Azicar (MINAZ) en Cuba, en la provincia de
Matanzas se encuentran grandes extensiones con la introduccion de nuevas variedades.
El ataque de Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), constituye un
factor bidtico limitante para el cultivo y la deteccion del hongo entomopatdgeno
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, surgiere una alternativa potencial para el control
bioldgico de esta plaga e insertarse en los programas de Manejo Integrado del Cultivo.
Sin embargo, es escaso el conocimiento cientifico sobre la virulencia de aislados locales
de N. rileyi, asi como su reproduccion ”in vitro” y efectividad patogénica. El presente
trabajo se desarrolld6 con el objetivo de caracterizar aislados locales del hongo
entomopatogeno N. rileyi en ecosistemas de soya de la provincia de Matanzas. Se
describid la aparicion de larvas de A. gemmatalis micosadas en campo y se relaciond
con los factores abidticos, se evaliio “in vitro” la reproduccion del entomopatogeno en
diferentes medios de cultivo sélidos y su eficacia patogénica sobra A. gemmatalis. Se
observaron micosis bajo temperaturas de 26.5°C y humedad relativa promedio de
81.5%. Se encontrd mejor crecimiento “in vitro” del hongo entomopatdgeno sobre el
medio de cultivo modificado sabouraud dextrosa agar con 1% de extracto de levadura y
0.05 % de cloranfenicol (SDA-Y). Las suspensiones conidiales del aislado local a
titulaciones de 4.25 x 10’ conidios/mL™ mostr6 eficacia patogénica, alcanzando 100%

de mortalidad de las larvas a los ocho dias.

Palabras claves: Soya, Anticarsia gemmatalis Hubner, Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson

Introduccion

El cultivo de la soya (Glycine max (L.) Merril) constituye una alternativa de creciente
demanda internacional, por cuanto permite la obtencién de proteinas destinadas a la
alimentacion humana y animal (Funda Cruz, 2008). La soya garantiza el 23 % de la
produccion mundial de aceite y el 65.8% de la produccion mundial de harinas proteicas;
su alto valor bioldgico permitiria solucionar aspectos dietéticos de gran relevancia para
nuestra sociedad (FAO, 2003).

A escala mundial, el cultivo presenta serios problemas por el ataque de organismos
nocivos, el 15 % de las pérdidas es provocado por el ataque de insectos plagas que

producen infestacion desde el mismo momento en que se deposita la semilla en el suelo,
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hasta su almacenamiento, provocando niveles de dafios que pueden tener importancia
economica (Aragon, 2002).

En Cuba, se obtienen bajos rendimientos en el cultivo, que alcanzan solamente entre
0.6-0.7 t.ha™ distante de las potencialidades que presentan algunas variedades 2.8-4.6
t.ha™ bajo condiciones tropicales muy similares a las nuestras (Martinez, 2001).

Entre las principales causas de esta problematica se encuentra la incidencia de insectos
nocivos durante todo el ciclo del cultivo ( Comision Nacional del Cultivo de la Soya en
Cuba, 1996), siendo Anticarsia gemmatalis Hubner una de las plagas claves mas
voraces de la soya a escala mundial, pues posee una amplia distribucion geografica y
una marcada polifagia, potencialmente puede alcanzar tasas de defoliacién de un 100 %
y es considerada como una de las principales orugas consumidoras de follaje en el
cultivo (Hoffman y Clara, 2004).

La amplia utilizacion popular del frijol de soya en la alimentacién, sus bondades
ecoldgicas y las potencialidades que ofrecen variedades cubanas adaptadas a
condiciones de primavera para el redimensionamiento y biodiversificacion de las areas
cafieras del Ministerio de la Azucar (MINAZ) fundamentan la necesidad de
implementar programas de Manejo Integrado de Plaga en el cultivo, con el fin de
minimizar los dafios ocasionados por organismos nocivos (Ortiz, 2004; citado por
Marrero, 2007).

En condiciones de produccion, se ha generalizado el control quimico de estos insectos
mediante insecticidas como Carbaryl y Endosulfan, que son altamente toxicos e
incompatibles con los bioplaguicidas recomendados y atentan ademéas contra la
biodiversidad y sostenibilidad en los agroecosistemas, situacion ésta que encarece el
manejo del cultivo (Ortiz et al., 1997).

En la actualidad, resulta impostergable la transicion de la agricultura moderna hacia una
agricultura sostenible, en la cual, el control biolégico resultaria una eficiente alternativa
para el control de plagas (Alatorre, 2004).

En la agricultura los hongos entomopatdgenos representan una alternativa muy
promisoria en el control de plagas, siendo en su mayoria, totalmente inocuos al medio
ambiente, al hombre y los animales (Zambrano et al., 2003).

Debido a la potencialidad en el control de insectos dafiinos a los cultivos, N. rileyi ha
sido sefialado como un eficaz agente de control biolégico, fundamentalmente contra
larvas de lepiddpteros, ejerciendo su mejor accion en condiciones de tiempo de
humedad (Sosa y Delpin, 2003).
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Para la produccion masiva de estos agentes de control bioldgico es necesario el estudio
de nuevos sustratos que sean mas eficientes y menos costosos (Cuadra et al., 2005).
También es de gran importancia trabajar con aislamientos que expresen una alta
virulencia para crear fuertes epizootias en el campo, lo que puede resultar de interés a la
hora de su utilizacion en programas de manejo de plagas (Lacey et al., 2001).
En nuestro pais se ha empleado el hongo N. rileyi como bioinsecticida para inducir
epizootias mediante aplicaciones tempranas y la manipulacion del agroecosistema y se
han obtenido buenos resultados al emplearlo para el control de la palomilla del maiz
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) Fall (Lepidoptera: Noctuidae) (ANAP, 1998;
Piedra, 2003). Por otra parte, Méndez et al. (2007) evaluaron la produccién de biomasa
del aislamiento (Nr- 003) de N. rileyi en diferentes medios de cultivo liquidos con
agitacion y su virulencia sobre S. frugiperda. De ahi que nos proponemos como objetivo
de este trabajo evaluar el comportamiento de aislamientos naturales de N. rileyi como
candidato de control biolégico de A. gemmatalis en la provincia de Matanzas.

Desarrollo

Materiales y Métodos
Deteccion del hongo entomopatdgeno en condiciones de produccion
Durante el periodo Abril 2006 — Julio 2007 se desarrollaron monitoreos semanales a
poblaciones de lepidopteros y se observaron larvas de A. gemmatalis micosadas
naturalmente, las cuales se colectaron mediante el método de muestreo del pafio
horizontal (EMBRAPA, 2003; Pioli et al., 2005), en plantaciones de soya (variedad
Doko) cultivadas en la Estacion Experimental de Investigaciones de la Cafia de Azucar
(EPICA) “Antonio Mesa”, Jovellanos Provincia de Matanzas. Es de significar que los
campos de soya muestreados no recibieron ninguna aplicacion de medios quimicos ni
bioldgicos.
Las larvas micosadas se depositaron individualmente en placas Petri estériles y se
trasladaron al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Matanzas, con la
finalidad de describir cuidadosamente la infeccion de las larvas y obtener los
aislamientos locales, las cuales se conservaron en el cepario del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Agronomia, se tomaron imagenes digitales (camara
Canon) con el auxilio de un Fotoestereomicroscopio Novel.
Descripcion de micosis naturales de N. rileyi e influencia de los factores abioticos
Se obtuvo la caracterizacién climatica de la localidad, y se analizo la influencia de los

factores abioticos sobre el desarrollo de las micosis sobre A. gemmatalis en condiciones
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de campo. Para ello, se registraron las variables Temperatura (T) y Humedad Relativa
(Hr) (minimas, méaximas y promedio), asi como el acumulado pluviométrico del dia
anterior a los muestreos y el registro decenal de todas las variables; citadas
anteriormente, informacion facilitada por la Estacion Meteorologica de la EPICA
“Antonio Mesa”, de Jovellanos, ubicada a 25 m de las parcelas experimentales.
Aislamiento y seleccion del medio de cultivo para el desarrollo del
entomopatdgeno en condiciones de laboratorio

Las larvas de A. gemmatalis infectadas naturalmente y colectadas en condiciones de
produccién, se desinfectaron con hipoclorito de sodio 1% durante un minuto y
posteriormente se lavaron con agua destilada estéril durante otro minuto, antes de ser
colocadas en camara himeda para estimular el desarrollo de la esporulacion
(Zayas,2004) con el objetivo de obtener abundantes esporas del hongo para realizar la
siembra directa en los diferentes medios de cultivos utilizados para el crecimiento del
hongo (Garcia y Pozo, 2004).

Para conocer el medio de cultivo mas propicio para el crecimiento del hongo se
efectuaron siembras directas en cuatro medios de cultivo sélidos: sabouraud dextrosa
agar (SDA), agar trigo (AT), agar papa dextrosa (PDA) y sabouraud dextrosa agar
modificado con 1% de extracto de levadura y 0.05% de cloranfenicol (SDA-Y) (Zayas,
2004). Posteriormente se realizé la incubacion a temperatura de (26 + 1°C) durante
tres semanas. Los medios de cultivos y las concentraciones utilizadas se muestran en
la Tabla 1.

Tabla 1. Medios de cultivo y concentraciones utilizadas

Medios de cultivo Cantidad (g/L)
Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) 39
Agar Trigo (AT) 28

1 litro de agua destilada +100
Papa Dextrosa Agar (PDA) g de papa rallada + 10 g de

dextrosa. + 10 g de agar

Sabouraud Dextrosa Agar con 1% de extracto
de levadura y 0.05% de Cloranfenicol (SDA-Y) 39 + (1% +0.05 %)

Una vez observado el crecimiento micelial de las colonias tipicas y la esporulacion

del entomopatdgeno en los diferentes medios, se seleccion6 el medio de cultivo
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que mostré condiciones mas propicias para el crecimiento del microorganismo, segun
los criterios disponibles de Zayas (2004).

Caracterizacion morfocultural e identificacion del aislamiento en el medio de
cultivo modificado (SDA-Y)

Se realizd la caracterizacion cultural, para ello se evaluo el color de las colonias,
textura, bordes y tipo de crecimiento en el medio de cultivo (SDA-Y). Posteriormente se
procedio a la caracterizacion morfoldgica, para lo cual se realizaron preparaciones fijas
del hongo y se describieron las caracteristicas del micelio (forma, presencia o ausencia
de septos o tabiques y coloracion de las esporas (Marcodes y Batista 2006).

Para la identificacion final de los aislamientos se emplearon las claves taxonémicas de
clasificacion Samson (1980) y Alexopoulus et al. (1996). Se consultaron los criterios de
Fernandez (2001) y ademas se desarrollo la comparacion visual de los aislamientos
respecto a las cepas disponibles en el Departamento de Entomopatogenos del
Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de Matanzas.

Efectividad patogénica N. rileyi sobre larvas de A. gemmatalis en condiciones de
Laboratorio

Se colectaron larvas sanas de A. gemmatalis, procedentes de parcelas experimentales de
soya de la EPICA Jovellanos que no fueron sometidas a aplicacion quimica ni a
tratamientos bioldgicos. Las larvas se depositaron en microjaulas entomoldgicas, se
alimentaron con foliolos de soya y se trasladaron al Laboratorio de Sanidad Vegetal de
La Universidad de Matanzas. Posteriormente se seleccionaron larvas de tercer instar y
se obtuvo una poblacién homogénea en cuanto a talla, color y vigor del insecto
(Méndez et al., 2007).

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado, con cuatro tratamientos y un grupo
control, cada uno con cinco repeticiones Para ello se colocaron 10 larvas en el interior
de cada placa Petri de 15 cm de diametro para un total de 50 individuos por
tratamiento, se alimentaron con foliolos de soya, los cuales se renovaron diariamente
(Hoffmann y Clara 2004). En la Tabla 2 se describen las titulaciones de las
suspensiones que se aplicaron es cada tratamiento, al grupo control solo se le suministro
agua destilada estéril (Hoffmann-Campo et al., 1985)

Las diferentes suspensiones (D;, D,, D3y Dy), se prepararon con agua destilada esteril a
partir del cultivo puro del entomopatégeno conservado en (SDA-Y), se realizo la

suspension inicial y se obtuvieron suspensiones ajustadas en sucesion geométrica de
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progresion 10, (Zayas, 2004). Las concentraciones de conidios se determinaron

mediante una cdmara de Neubauer segun la metodologia (Herrera y Mayea, 1994).

Tabla 2. Titulacion de las suspensiones conidiales

Suspensiones conidiales Titulacion (conidios/ mL™)
D, 425x107
D, 4.25%x10°
Ds 4.25x10°
D, 425x10*

Los datos de temperatura y humedad relativa del laboratorio se registraron diariamente
con el auxilio de un Hidrotermégrafo Web y con la ayuda de una micro pipeta variable,
se inocularon sobre el cuerpo de cada larva 0.2 mL de las diferentes suspensiones
conidiales evaluadas, mientras que para el testigo se aplicd similar volumen de agua
esteril (Méndez et al., 2007).

Se realizaron observaciones diarias hasta que empezaron a aparecer larvas muertas. A
partir de ese momento se contabilizé6 el nimero acumulado de las mismas, para
determinar el porcentaje de mortalidad a los cuatro, seis y ocho dias. Los resultados

obtenidos fueron transformados segin la expresién arc sen (p+5)Y2

y procesados
mediante un andlisis de varianza simple para cada momento de evaluacion. Las medias

fueron comparadas utilizando la D6cima de Rango Multiple de Duncan.

Resultados y Discusién

Deteccion del hongo entomopatdgeno en condiciones de produccion

Durante el periodo Abril 2006 — Julio 2007 en la localidad EPICA Jovellanos se
observaron micosis naturales de un hongo entomopatdégeno sobre larvas de A.
gemmatalis, insecto que ocasiono severas defoliaciones en el cultivo de la soya. Los
cuerpos de las larvas estaban tipicamente cubiertas por abundante micelio de color
blanco y mostraron un aspecto momificado, duro y quebradizo que muestran una

similitud con los sintomas ocasionados por la infeccion de N. rileyi (Figura 1).
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Figura 1. Infeccion de N. rileyi sobre larvas de A. gemmatalis en ecosistemas de
soya

Edelstein y Trumper (2001) coinciden en sefialar que las infecciones de N. rileyi sobre
lepidopteros plagas del cultivo de la soya, son frecuentes en paises tropicales, bajo
condiciones de temperatura y humedad ambiental favorables, tipico en condiciones de
tiempo de humedad.

Faria et al. (1993) informan que el tegumento de las larvas es atravesado por las hifas
del hongo y se producen nuevos conidios que cubren la superficie externa de los
cadaveres. Es tipico que las larvas micosadas se momifiquen y se cubran inicialmente
de un micelio denso y blanco; transcurridos uno o dos dias se producen gran cantidad
de conidios de color verde palido, los cuales constituyen unidades infectivas que se
ponen en contacto con nuevos insectos hospederos, luego de ser dispersados por agentes
externos como el viento y las precipitaciones.

Descripcion de micosis naturales de N. rileyi e influencia de los factores abidticos
Se observd el predominio de larvas de A. gemmatalis adheridas a las plantas, colgando
de los tallos y peciolos (Figura 2) descripcion que muestra correspondencia con la
infeccion tipica de N. rileyi sobre A. gemmatalis en el cultivo de la soya, informada
por la literatura cientifica internacional (Jonson et al., 1976).

Aragon et al. (1997) destacan que el hongo N. rileyi tiene una gran importancia en el
control de A. gemmatalis cuando se presentan condiciones favorables para su difusion.
Las larvas infectadas quedan adheridas a tallos y hojas, adquieren un color blanco y
mas tarde un color verde palido.

Al respecto, varios autores informan epizootias naturales en plantaciones de soya
causadas por el hongo mitospdrico N. rileyi que aparece frecuentemente sobre
poblaciones de lepidopteros plagas (Thorvilson y Pedigo, 1984). En Argentina, Brasil y
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Uruguay, este entomopatogeno infecta principalmente larvas de A. gemmatalis, S.
frugiperda, Colias leshia (F.), Spilosoma virginica (F.), y otros lepidopteros plagas de la
subfamilia Plusiinae (Gazzoni, 1997).

Figura 2. Micosis natural de N. rileyi sobre A. gemmatalis en ecosistemas de soya,
EPICA

Fernandez (2001) refiere que los hongos entomopatdgenos difieren de otros grupos de
organismos patdgenos de insectos porque actlian principalmente por contacto, ya que
son capaces de penetrar a través del tegumento e invadirlo para provocarle la muerte por

Mmicosis.

Por otra parte, se argumenta que transcurrido un ciclo de crecimiento fangico y la
esporulacion de N. rileyi los conidios generados se dispersan desde la superficie de los
cadaveres de las larvas, produciéndose asi probablemente el primero de dos o tres
incrementos en el indculo, que eventualmente proveerd de esta forma suficientes
esporas como para iniciar una epizootia de N. rileyi con tan solo una larva esporulada
por cada 100 plantas, se pueden obtener suficientes conidios como para dar inicio a una
epizootia (Devi'y Mohan, 2003).

Es de significar que en coincidencia con la apariciéon de N. rileyi en los muestreos de
campo realizados en la localidad EPICA Jovellanos, los niveles poblacionales de A.
gemmatalis solo alcanzaron infestaciones de 5.4 larvas / m lineal, valores muy
inferiores a los umbrales de dafio econdmico (40 larvas / m lineal) informados para esta
plaga (EMBRAPA, 2002). Este hallazgo, sugiere potencialidades de los aislamientos
locales de N. rileyi como agente de control biologico de A. gemmatalis.

El control natural de N. rileyi sobre la plaga, coincidié con un comportamiento abidtico
muy favorable para la diseminacion del patdgeno en el entorno, ya que durante todo el
periodo de primavera en que se realizaron los muestreos predominaron temperaturas

medias de 26.5°C y humedad relativa promedio de 81.5% (Anexo 1).
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Al respecto, Lecuona (2000) sefiala que el crecimiento, la esporulacion y el desarrollo
de epizootias naturales de N. rileyi se favorecen por temperaturas de 25°C y humedad
relativa mayor del 70%.

Por su parte, Scharma et al. (1999) informan el establecimiento de N. rileyi en
fenofases tempranas del cultivo de la soya, bajo condiciones en que las temperaturas
oscilen entre 16-30°C.

Devi (2000) afirma que el rango Optimo de temperatura de este hongo y de otros
entomopatogenos, para su desarrollo, patogenicidad y sobrevivencia, fluctia entre los
20y 30°C.

En Argentina en ecosistemas de soya se observaron infecciones naturales de N. rileyi
sobre larvas de A. gemmatalis, notificandose, mayores densidades de cadaveres blancos
durante el mes de Abril, lo cual evidencia que las condiciones ambientales en este
periodo fueron favorables para la liberacién de los conidios (Aragon et al., 1997).
Debido a la potencialidad en el control de insectos dafiinos a los cultivos, N. rileyi ha
sido sefialado como un eficaz agente de control bioldgico, fundamentalmente contra
larvas de lepiddpteros, ejerciendo su mejor accién en condiciones de tiempo humedo
(Sosa y Delpin, 2003).

Bajo las condiciones de Cuba, la siembra de variedades de soya en primavera se
inicia precisamente en el mes de Abril, periodo en que las precipitaciones y las
temperaturas favorecen el establecimiento del entomopatogeno (Ortiz, 2004).

El desarrollo fenoldgico de la variedad Doko, coincidio con los meses de Mayo, Junio,
Julio, periodo en el que predominaron condiciones abiéticas Optimas para el
establecimiento de N. rileyi en el cultivo (Anexo 1).

Aislamiento y seleccidn del medio de cultivo para el desarrollo del entomopatdgeno
en condiciones de laboratorio

Las larvas de A. gemmatalis, mostraron inicialmente un abundante crecimiento micelial
de coloracion blanca, que culmin6 con el cubrimiento de todo el cuerpo de las larvas
con las esporas del hongo de color verde palido (Figura 3) esto permitié obtener
esporas necesarias para realizar la siembra directa en diferentes medios de cultivos, y

seleccionar el de mejor comportamiento para su reproduccion masiva.
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Figura 3. Caracteristica de la micosis del entomopatogeno N. rileyi sobre larva de
A. gemmatalis

Hoffmann-Campo et al. (1985) coinciden en sefialar que en estudios realizados con
larvas de A gemmatalis que fueron colocadas en camara himeda para estimular la
esporulacién del entomopatdgeno N. rileyi, se encontraron abundantes esporas de color
verde olivo que ocasionaron la muerte de los insectos.

En los ensayos de laboratorio, a partir de suspensiones de esporas de aislados locales
inoculados sobre medios de cultivo (SDA), (AT), (PDA) se observd, un crecimiento
micelial poco profuso, escasa esporulacion del hongo, y aparicion de un color amarillo
claro, en ningun caso se constatd color blanco, caracteristicas culturales que se
consideraron para discriminarlos como medios de cultivos adecuados para el desarrollo
de N. rileyi.

Por su parte, el entomopatdgeno en el medio de cultivo modificado (SDA-Y) mostrd
mayor crecimiento micelial inicialmente de color blanco y un desarrollo profuso con
abundante esporulacién de color verde palido, criterios que se tuvieron en cuenta para la
seleccion del medio de cultivo més adecuado para el crecimiento de N. rileyi en
condiciones de laboratorio.

Varios autores coinciden en sefialar que el extracto de levadura se ha utilizado
frecuentemente como componente de medios de cultivo agarizados o liquidos para la
reproduccion masiva de N. rileyi (Han, 2002; Devi y Mohan, 2003).

Investigaciones desarrolladas en nuestro pais, corroboran que se han obtenido buenos
resultados para el desarrollo micelial y la produccion de biomasa de N. rileyi en los
medios boniato - extracto de levadura (BL), caldo de boniato y boniato- extracto de
levadura-cloruro de calcio; resultando el medio (BL), el més promisorio. (Méndez et al.,
2007).

Por su parte, Sosa et al. (1990) utilizaron para la produccion masiva del hongo N. rileyi
el medio Arroz con una solucién azucarada con extracto de levadura a temperatura de
25°C obteniendo una abundante esporulacion a los ocho dias, coincidiendo ademas con
Silva 'y Recae (1985) quien encontro esporulacion del hongo en un medio de cultivo en

base a granos de arroz.
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Desphande y Tour (2001) refieren que N. rileyi puede ser reproducido en medios de
cultivos sélidos como sabouraud/ maltosa/ extracto de levadura/ peptona agar y puede
alcanzar una produccion de biomasa de 36.9 g de conidios/ L™.

Una vez seleccionado el medio de cultivo adecuado (SDA-Y) para el crecimiento del
entomopatogeno N. rileyi se procedié a su caracterizacion morfocultural e
identificacion.

Caracterizacion morfocultural e identificacion del aislamiento seleccionado de
mejor comportamiento en el medio de cultivo modificado (SDA-Y)

Las caracteristicas culturales del entomopatogeno aislado en este medio de cultivo
modificado (SDA-Y) reflejaron la aparicion de colonias redondeadas, de color verde
palido y aspecto aterciopelado; ademaés, se visualizé la presencia de conidios en el
centro y la formacion de bordes blanquecinos en los que se observd el micelio mas

joven (Figura 4).

Figura 4. Colonia de un aislamiento de N. rileyi en medio de cultivo modificado
(SDA-Y)

La observacion microscOpica permitié describir las caracteristicas morfologicas del
hongo. Se constato la presencia de micelio septado, el crecimiento de los conidios en
cadenas, la presencia de células cilindricas de pared hialina; asi como la formacion de
conidioforos con hifas verticiladas de fialides que se desarrollan en grupos compactos
que rodean el talo debajo del septo.

Humber (1997) refiere que es tipico de N. rileyi la formacion de conidioforos verde -
gris palidos sobre la parte blanca basal del micelio, los conidioforos contienen de dos a
cinco fialides, los conidios son elipsoidales y en forma de cadenas.

Las caracteristicas observadas en los ensayos de laboratorio coinciden con la
descripcion e identificacion taxondémica de N. rileyi, expuesta por Samson (1980) y
Alexopoulus et al. (1996), lo cual permite corroborar la identidad del organismo

entomopatogeno como N. rileyi.
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Es de significar que al realizarse la comparacion visual de la larva con la micosis
natural, colectada en plantaciones de soya en la EPICA, con la cepa de N. rileyi
disponible en el Departamento de Entomopatdgenos del Laboratorio Provincial de
Sanidad Vegetal Matanzas (LAPROSAYV), se observo similitud en las caracteristicas
culturales de los aislados y este resultado permitié corroborar la identidad del hongo
entomopatogeno como N. rileyi.

Efectividad patogénica N. rileyi sobre larvas de A. gemmatalis en condiciones de
Laboratorio

Las cuatro suspensiones conidiales del aislamiento local evaluado ocasionaron
mortalidad de los individuos entre los seis y ocho dias; a partir de los dos dias de ser
inoculados se constato inapetencia e inmovilidad de las larvas y transcurridos cuatro
dias se comenzé a observar mortalidad con las suspensiones (D1 y D,) mientras que las
suspensiones (D3 y Dy) solo alcanzaron entre un 54 y 58% de mortalidad.

A los seis dias postinoculacién se encontré que las suspensiones conidiales de mayor
titulacion (D; y D,) alcanzaron un 100% de mortalidad, mientras que las suspensiones
(D3 y Dy) solo mostraron un 96%. A los ocho dias se constatd un 100 % de mortalidad,
observandose ademaés sobre las larvas el desarrollo de conidiogénesis en todas las

suspensiones evaluadas. (Figura 5).

Figura 5. Conidiogénesis de N. rileyi sobre larva de A. gemmatalis en condiciones
de laboratorio

Ignoffo (1978) encontrd que el ciclo de desarrollo de N. rileyi en larvas de lepidopteros
infectados es de casi diez dias y que en medio liquido la patogenicidad de sus conidios

es efectiva, en seis dias.

Al respecto, Kish y Alle (1975) encontraron que el tiempo entre la exposicion al
entomopatogeno N. rileyi y la muerte de las larvas promedi6 entre tres y seis dias al

igual que la formacion de los conidi6foros y la conidiogénesis.
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La aparicion de abundantes conidios en las larvas inoculadas en laboratorio mostro
sintomatologia coincidente con la del hospedero observado inicialmente en campo;
criterio que valida positivamente los Postulados de Koch, (Herrera y Mayea 1994) al
reproducirse en hospederos de igual especie, los sintomas presentados en los
hospedantes iniciales de donde se aislo el hongo en condiciones d produccion.

El andlisis estadistico realizado con los datos de mortalidad reflejo que todas las dosis
mostraron diferencias significativas respecto al control, en este Gltimo grupo no ocurrid
ninguna muerte (Tabla3).

Tabla 3. Mortalidad (%) de A. gemmatalis por aislamiento N. rileyi a diferentes
titulaciones

Medias con letra iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente
segun Duncan (p < 0.05).

Se encontraron diferencias significativas en la mortalidad ocasionada por la suspension

Suspensiones 4 dias 6 dias 8dias
(Conidios / mL) Xorig.(%) | X Transf. | Xorig.(%) | X Transf. | Xorig.(%) | X Transf.
D, =4.25x 10’ 88 0.87° 100 0.89° 100 0.89°
D,=4.25x 10° 84 0.87° 100 0.89° 100 0.89°
D;=4.25x 10° 58 0.84° 96 0.88™ 100 0.89°
D,=4.25 x 10* 54 0.84° 96 0.88™ 100 0.89°
Control 0.0 0.23° 0.0 0.23° 0.0 0.23°

ES X 0.4~ 0.4 0.4
CV% 21.45 15.23 11.75

(D1 y Dy) respecto ala (D3 y D), tanto a los cuatro, como a los seis dias después de la
inoculacion de las larvas. No existiendo diferencia significativa a los ocho dias entre las
suspensiones (Dy, Dy, D3 y Dy4) para un 100% de mortalidad, respectivamente.

A los seis dias se encontré una mortalidad del 100% en las dosis mas altas (4.25 x 10’
conidios. mL ™y 4.25 x 10° conidios. mL ), valor este que las hizo diferir de las dos
restantes suspensiones, que alcanzaron un 96% de mortalidad sin diferir entre ellas. A
los ocho dias se apreciaron valores maximos de mortalidad en las cuatro dosis
evaluadas, alcanzando el 100%, no se encontraron diferencias significativas entre ellas
aunque si respecto al testigo.

Edelstein et al.; (2004) observaron que a partir de los cinco dias de la inoculacion de

aislamientos nativos de N. rileyi sobre poblaciones de insectos noctuidos se logra hasta
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un 96% de mortalidad; resultados similares se obtuvieron en nuestro ensayo a los seis
y ocho dias. En estudios conducidos sobre A. gemmatalis, Edelsteiny Trumper (2001).
En Cuba; Piedra et al. (1997) hallaron que titulaciones de 10’ conidios. mL ™ de N.
rileyi asperjadas sobre S. frugiperda ocasionaron un 97% de mortalidad de la plaga, lo
que sugiere su uso como control biologico de estos Noctuidos, resultados muy
semejantes se observaron sobre A. gemmatalis al utilizarse esta misma titulacion como
la mayor dosis evaluada.

Sin embargo, Meéndez et al. (2007) al evaluar igual concentracion conidial del

entomopatégeno 4.25 x 10 conidios. mL *

en periodo postinoculacion (7dias)
encontraron valores de mortalidad discretamente inferiores, alcanzando solo un 90% de
mortalidad de la plaga.

Al respecto Edelstein y Trumper (2001), lograron un maximo de mortalidad sobre A.
gemmatalis que oscila entre 60 y 90%, a los seis y siete dias posteriores a la
inoculacién, lo que corrobora la virulencia del aislado y el tiempo maximo en que
realiza el control bioldgico.

Los datos obtenidos también concuerdan con Garcia y Pozo (2002) cuando realizaron
una prueba de virulencia con dos aislamientos de N. rileyi (Nr- 001y Nr-002), los
cuales mostraron mortalidad a partir del cuarto dia de la inoculacion.

También de igual manera se refiere que se ha probado la efectividad del hongo N. rileyi
sobre un cuarto instar larval de Helicoverpa armigera, obteniendo buenos resultados,
en los cuales se ha llegado a obtener una mortalidad de un 73.3% después de las 154
horas, seis a cuatro dias (Lu y yin, 1998).

Ambethgar y loganathan (1998) realizaron una prueba de patogenicidad, alcanzando
una mortalidad del 59% después de los ocho dias de tratamiento sobre Spodoptera litura
(Fab).

Estudios realizados por Devit y Mohan (2003) mostraron una mortalidad de un 89.7%
y un 92.2% sobre S. litura con una concentracion de 10’ conidios .ml ™ en 6.67 dfas en

el primer caso y en el segundo 6.33 dias.

Estos antecedentes y la mortalidad observada en las poblaciones de A. gemmatalis
evidencian una positiva virulencia del aislamiento local de N. rileyi observado en el
cultivo de la soya, localidad Jovellanos vy sugiere la necesidad de profundizar los

estudios para conocer las interacciones en dependencia del hospedante, la resistencia del
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mismo al entomopatdgeno, asi como las caracteristicas del agroecosistema evaluado

para su inclusion futura en las estrategias de lucha bioldgica dentro de programas MIP.

Conclusiones

Los agroecosistemas de soya muestreados presentaron micosis natural del hongo N.
rileyi sobre larvas de A. gemmatalis en las siguientes condiciones: temperatura
promedio de 26,5% y humedad relativa promedio de 81,5%, las cuales resultaron
favorables para su diseminacion. Los aislamientos del hongo entomopatdgeno N.
rileyi presentaron un mejor comportamiento para el crecimiento en condiciones de
laboratorio en el medio de cultivo modificado (SDA-Y). Las suspensiones
conidiales utilizadas mostraron efectividad patogénica; con superior efectividad las
dosis més altas (4.25 x 107 conidios. mL 'y 4.25 x 10° conidios. mL ™), con la que

se alcanzé un 100% de mortalidad de la plaga a partir de los seis dias.
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