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RESUMEN: Con el proposito de determinar la produccion de biomasa del aislamiento Nr-003 de
Nomuraea rileyi (Farlow) Samson se evalué € efecto de cuatro medios de cultivos liquidos en agitacion:
caldo de boniato (B), boniato-extracto de levadura (BL), boniato- extracto de levadura-cloruro de calcio
(BLC) y boniato-cloruro de calcio (BC). Se realiz6 también la dindmica de produccién de biomasa sobre
un sustrato de melaza- extracto de levadura. Se evalud, ademas, la virulencia del aidamiento Nr-003
sobre larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), determinandose las relaciones dosissmortalidad, con
los datos de los 7 dias y tiempo-mortalidad, parala mayor de las dosis utilizadas, a través de un andlisis
de Probitas, calculandose los valores de dosis letal media (DL ) y € tiempo letal medio (TL, ). El hongo
crecio bien en los cuatros medios utilizados aunque los mejores resultados se obtuvieron con € BL. En
cuanto a la dinamica de crecimiento se determiné que este hongo forma masa seca a partir de las 12
horas, experimentando un rapido crecimiento a las 60 horas, siendo este més lento cuando adquiere €
tiempo de 108 horas. Con relacion a la prueba de virulencia se aprecia que la DL a las 168 horas es de
9.7x10° conidiosmL*y laTL , parala mayor de las dosis utilizadas es de 111.5 horas.
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BIOMASS PRODUCTION BY THE STRAIN Nr-003 OF Nomuraea rileyi (FARLOW)
SAMSON IN DIFFERENT LIQUID MEDIA IN SHAKE CULTURE AND ITSVIRULENCE
ON Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

ABSTRACT: With the purpose of determining the biomass production by the strain Nr-003 of Nomuraea
rileyi (Farlow) Samson and its virulence on Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), the effect of four liquid
media was evaluated in shake culture. They were sweet potato broth (B), sweet potato broth — yeast
extract (BL), sweet potato broth-yeast extract-calcium chloride (BLC) and sweet potato broth-calcium
chloride (BC). The biomass production dynamics on a molasses-yeast extract substrate was also studied.
The virulence of the strain was assayed on S. frugiperda larva determining the relationships dose -
mortality with the data of the seven days, and time — mortality for the highest of the doses used through
a Probit analysis calculating the values of the lethal dose (LD, ) and the lethal time (LT ). A good fungus
growth was obtained on the four culture media with the best results on BL. Regarding the growth
dynamics, it was found that this fungus produced dry mass after the first 12 hours with a fast growth
after 60 hours that became slower after 108 hours. The virulence test showed that the DL, at 168
hourswas 9.7 x 10° (conidia. mL*) and the TL ., for the highest dose used was 111.5 hours (4.6 days).
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INTRODUCCION

En la actualidad, es evidente que la agricultura
convencional a nivel mundial esta en crisis, muchos
investigadores e intelectuales han estudiado esta pro-
blematica y se ha sugerido la necesidad de una tran-
sicion de la agricultura moderna hacia una agricultura
sostenible, en la cual el control biolégico seria una
eficiente alternativa para el control de plagas, sin com-
prometer el medio ambiente (5).

El desarrollo de medios biolégicos para el control
de insectos nocivos lleva implicito la busqueda de
patégenos eficaces, mediante los cuales se puedan
obtener biopreparados masivamente e ir sustituyen-
do gradualmente las aplicaciones quimicas sobre la
base de la efectividad de los medios bioldgicos apli-
cados (3).

En la agricultura, los hongos entomopatdgenos
representan una alternativa muy promisoria en el con-
trol de plagas (23), siendo, en su mayoria, totalmen-
te inocuos al medio ambiente, el hombre y los anima-
les (1). Debido a la potencialidad en el control de in-
secto dafiinos a los cultivos, Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson ha sido sefialado como un eficaz agente de
control biolégico, fundamentalmente contra larvas de
lepidopteros, ejerciendo su mejor accién en condicio-
nes de tiempo hdamedo (20).

Para la produccion masiva de estos agentes de
control bioldgico es necesario el estudio de nuevos
sustratos que sean mas eficientes y menos costosos
(4, 16). 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 pro-
gramas de manejo de plagas (16).

El objetivo de este trabajo es evaluar la produc-
cién de masa seca del aislamiento (Nr-003) del hon-
go entomopatdgeno N. rileyi en diferentes medios de
cultivos liquidos con agitacion, asi como evaluar su
virulencia sobre larvas de S. frugiperda.

MATERIALESY METODOS

El aislamiento Nr-003 de N. rileyi utilizado en los
ensayos, se obtuvo a partir de larvas micosadas de
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), colectadas en
campos de maiz (Zea mays L.) establecidos en el mu-
nicipio Quivican, provincia La Habana. El aislamiento
es conservado en el cepario del laboratorio de Sani-
dad Vegetal de la Facultad de Agronomia de la Uni-
versidad Agraria de La Habana.
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Produccién de biomasa del aislamiento Nr-003 de
N. rileyi en diferentes medios de cultivo con
agitacion

Los medios de cultivos empleados fueron: caldo
de boniato (B) a razdn de 50 g. L%, boniato- extracto
de levadura (BL) a 50 y 10 g. L* respectivamente,
boniato- extracto de levadura-cloruro de calcio (BCL)
a 50-5-2.5 g. L' y boniato-cloruro de calcio (BC) a
concentraciones de 50-2.5 g. L! de cada elemento
empleado.

Se utilizaron frascos erlenmeyer de 250 mL a los
cuales se le afiadi6 50 mL de medio de cultivo, se
taparon con tapones de algodon y gasa y se esterili-
zaron en autoclave a 121°C durante 15 min. Des-
pués de enfriado, cada frasco se inoculé con una je-
ringuilla automética que contenia 3 mL de una sus-
pension de esporas con una concentracion de 108
conidios.mL?, preparado con agua destilada — estéril
y Tween 80 a una concentracion de 0.05%; poste-
riormente los frascos se colocaron en una zaranda a
120 golpes / min a una temperatura de 25 + 2°C. Se
utilizé un disefio completamente aleatorizado con tres
repeticiones por tratamientos. Se evalud a los siete y
nueve dias, transcurrido este tiempo, el contenido de
los frascos se filtré al vacio y la biomasa obtenida se
colocd en una estufa durante 24 h a una temperatura
de 80°C con el objetivo de obtener los valores de masa
seca, la cual se expresé en g.L?. Los resultados ob-
tenidos se procesaron mediante un andlisis de
varianza de clasificacion simple para cada momento
de evaluacion. Para la comparacion entre las medias
se utilizé la Docima de Rango Mdltiple de Duncan.

Dindmica de produccién de biomasa del
aislamiento Nr-003 de N. rileyi

El procedimiento para el montaje, incubacion y eva-
luacion fue similar al descrito en el ensayo anterior,
excepto que el sustrato utilizado fue melaza (25 mL) y
levadura (10 g) para un litro de agua destilada estéril.
Las evaluaciones comenzaron a partir de las 12 h has-
ta 120 h con intervalo de 24 h. Para la realizacion del
andlisis estadistico se consideraron como tratamien-
tos los diferentes momentos de evaluacion.

Virulencia del aislamiento Nr-003 de N. rileyi sobre
larvas de Spodopterafrugiperda

Para este ensayo se colectaron larvas del tercer
instar de S. frugiperda en campos de maiz que no
habian recibido tratamientos bioldgicos ni quimicos.
Las diferentes concentraciones de N. rileyi se pre-
pararon con agua destilada y se ajustaron como una
sucesion geométrica de progresién 10 a partir de una
suspension inicial obtenida de un cultivo puro con-
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servado sobre un medio constituido por extracto de
malta agar y extracto de levadura. Las concentra-
ciones de conidios se determinaron mediante el
hematocimetro de Neubauer, las cuales fueron:

* D,=4.25 x 10" conidios. mL*
* D,=4.25 x 10° conidios. mL*
* D,=4.25 x 10° conidios. mL*
* D,=4.25 x 10° conidios. mL*

Para la inoculacion de las larvas se le adiciono
sobre el cuerpo dos gotas de la suspension conidial.
Posteriormente se colocaron individualmente en pla-
cas Petri que contenian suficiente alimento, el cual
se cambid diariamente.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado
con tres repeticiones, 10 larvas en cada una, para un
total de 30 insectos por tratamiento. Como testigo se
utilizaron larvas inoculadas con agua estéril.

Se realizaron observaciones diarias hasta que
empezaron a aparecer larvas muertas. A partir de
ese momento se contabiliz6 el nimero acumulado de
las mismas, para determinar el porcentaje de mortali-
dad alos 4, 5y 7 dias. Los resultados obtenidos fue-
ron transformados segun la expresion arcsen (p+5)*2
y procesados mediante un analisis de varianza sim-
ple para cada momento de evaluacion. Las medias
fueron comparadas utilizando la Décima de Rango
Mdultiple de Duncan.

Se determind la relacion dosis-mortalidad, con los
datos de las 168 horas (7 dias) y tiempo-mortalidad
para la dosis mayor (4.25x107), a través de un anali-
sis de Probitas, calculandose la dosis letal media (DL, )
y el tiempo letal medio (TL,,).

RESULTADOSY DISCUSION

Produccién de biomasadel aislamiento Nr-003 de
N. rileyi en diferentes medios de cultivo con
agitacion

El andlisis estadistico realizado mostré diferencias
significativas en los dos momentos de evaluacion.
Los resultados se muestran en la Figura 1.

Como puede observarse, el hongo produjo
biomasa en todos los medios utilizados, sin embargo
se destaca el medio de boniato — extracto de levadu-
ra, el cual difiere del resto de los tratamientos en las
dos evaluaciones. Se registré a los siete y nueve
dias un valor de 5.46 y 8.24 (g.L?) de masa seca res-
pectivamente. El menor valor en la produccién de
masa seca se obtuvo en el medio de cultivo, boniato
— cloruro de calcio en las dos evaluaciones realiza-
das, sin diferencias significativas con el medio consti-
tuido a base de boniato — extracto de levadura — clo-
ruro de calcio.

El extracto de levadura se ha utilizado frecuente-
mente como componente de medios de cultivo
agarizados o liquidos para hongos entomopatégenos
con buenos resultados, entre ellos N. rileyi (6,

ESx = 0.006 *
8 C.V. (%) = 7.62

Masa seca (g.L‘l)

ESx = 0.019 * oB
C.V. (%) = 10.81
EBL

OoBLC
EmBC

FIGURA 1. Produccion de
biomasa del aislamiento Nr-
003 de N. rileyi en diferentes
mediosde cultivo liquidoscon
agitacion./Biomass produc-
tion by the strain Nr-003 of N.
rileyi inliquid mediain shake
culture.

Medias con letras iguales,

7 dias
Momento de evaluacién
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9 dias

dentro de cada momento, no
difieren significativamente
(p< 0.05).



10,12,13). Por otro lado, se han obtenido buenos re-
sultados para el desarrollo micelial cuando se combi-
noé el boniato con extracto de levadura (9), y fue pre-
cisamente en esa combinacién donde se registro la
mayor produccion de biomasa.

A pesar de que en los medios de cultivos antes
estudiados, la produccion de biomasa es buena, en
el medio de melaza (20 mL.L*) — extracto de levadu-
ra (20 g.L*) es superior, ya que se alcanzan mayores
valores de la misma (9); razén por la cual se utiliza
este medio de cultivo liquido en el ensayo que a con-
tinuacion se muestra.

Dindmica de produccién de biomasa del
aislamiento Nr-003 de N. rileyi

El analisis de varianza mostro diferencias altamen-
te significativas entre los tratamientos (momento de
evaluacion). En la Figura 2 se muestra la curva de
formaciéon de masa seca con respecto al tiempo. Se
puede observar que no hay diferencias significativas
entre los dos ultimos momentos de evaluacién, don-
de se produjo la mayor cantidad de biomasa, pero
estos a su vez, si difieren de los demas momentos
evaluados.

Se observo que en el primer momento de evalua-
cion (12 h) ya habia formacion de biomasa. Otros
autores han reportado una rapida formacién de masa
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seca en medios de cultivo liquidos en agitacion, cons-
tatando que diferentes especies de hongos comien-
zan a formar biomasa desde que se pone en contac-
to el in6culo con el medio de cultivo (14).

Después del primer momento de evaluacion (12h)
se aprecia como el hongo crece continuamente, ex-
perimentando un crecimiento rapido a partir de las 60h,
donde comienza lo que se conoce como fase de cre-
cimiento exponencial. A partir de las 108h, aumenta
la produccion de biomasa hasta un punto donde pa-
rece estabilizarse dicha produccion (fase de meseta).

Segun los resultados de este ensayo, el medio
sdlido se puede inocular, cuando la produccién de
micelios en medios liquidos en agitacion alcanza un
tiempo que va de las 48 a las 96 horas, intervalo de
tiempo que constituye la fase del crecimiento
exponencial; siendo este momento el mas adecuado
para inocular el medio soélido en la produccion bifasica
de hongos entomopatdgenos (14).

Virulencia del aislamiento Nr-003 de N. rileyi sobre
larvas de S.frugiperda

El andlisis estadistico realizado con los datos de
mortalidad para el aislamiento Nr-003 del hongo
entomopatdgeno N. rileyi mostré diferencias signifi-
cativas en todos los momentos de evaluacion, no ocu-
rriendo ninguna muerte en el testigo (Tabla 1).
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FIGURA 2. Dindmicade produccién de biomasadel aislamiento Nr-003 deN. rileyi./ Dynamics of the biomass production

by the strain Nr-003 of N. rileyi.

Medias con letrasiguales, dentro de cada serie, no difieren significativamente de (p<0.05).
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TABLA 1. Mortalidad (%) de larvas de S. frugiperda por el aislamiento Nr-003 de N. rileyi en diferentes momentos./
Mortality (%) of S. frugiperda larvae by the strain Nr-003 of N. rileyi at different moments

Dosis 4 dias 5 dias 7 dias
(Conidios.mL™) X orig. (%) X transf. X orig. (%) X transf. X orig. (%) X transf.
4.25 x 10’ 30.00 0.63 a 56.66 0.91a 90.00 135a
4.25 x 10° 13.33 0.44b 46.66 0.80 a 66.66 1.02b
4.25x 10° 6.66 0.34bc 26.66 0.60b 40.00 0.73¢c
4.25 x 10" 0.00 0.23c 26.66 0.60 b 26.66 0.60c
Testigo 0.00 0.23c 0.00 0.23¢ 0.00 0.23d
ESx - 0.05* - 0.06* - 0.05*
C.V. (%) - 19.44 - 13.56 - 10.30

Medias con letras igual es, dentro de cada columna, no difieren significativamente de (p< 0.05)

En la evaluacion realizada a los cuatro dias, se
observan diferencias significativas entre la dosis ma-
yor con relacién a las demés. Con la menor concen-
tracién no se produjo mortalidad. Estos resultados
corroboran lo sefialado por distintos autores al eva-
luar la mortalidad producida por otros aislamientos,
aunque con un porcentaje mas bajo, al emplear un
aislamiento nativo de esta especie obtenido en la mis-
ma localidad (9).

A los cinco dias se aprecia que no hay diferencias
significativas entre las dosis mayores, mientras que
las dosis menores tampoco difieren entre si, porque
no logran sobrepasar el 30% de mortalidad. A los sie-
te dias se alcanzé una mortalidad del 90% en la dosis
mas alta, valor este que lo hace diferir del resto de los
tratamientos. En otros trabajos realizados se ha lo-
grado hasta un 96% de mortalidad en igual tiempo
cuando se han empleado aislamientos nativos de N.
rileyi (7, 11, 17).

Los datos de mortalidad acumulada a las 168h,
evidencian que existe una correlacion positiva entre
la concentracion de conidios y la mortalidad segun
nos indica el coeficiente de regresion. La DL, a las
168h fue de 9.7x10° conidios.mL* (Tabla 2).

TABLA 2. Virulencia del aislamiento Nr-003 de N.
rileyi sobre larvas de S frugiperda./ Virulence of the
strain Nr-003 of. N. rileyi on S. frugiperda larvae

Indicadores
Ecuacién: dosis-mortalidad Y =2.3+ 0.68x
DLs, (conidios. mL™) alas 9.7x 10°

168h
Ecuacion: tiempo-mortalidad
TLs, en horas (10")

Y=-38.98 + 10.87x
111.5
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En el caso del analisis tiempo-mortalidad, realiza-
do con los datos obtenidos para la concentracion
4.25x107 conidios.mL?, también se evidencio que exis-
te una relacion positiva entre el tiempo y la mortalidad
de las larvas de S. frugiperda registrandose una TL_,
de 111.5h.

Los resultados obtenidos para el aislamiento Nr-
003 en cuanto a la dosis letal media son similares a
los informados por otros autores (18). Sin embargo,
estos parametros pueden variar de acuerdo al
hospedante y la resistencia del mismo al
entomopatdgeno (21,22). Trabajando con un aisla-
miento nativo de N.rileyi (Nr-001) se obtuvo una DL
a las 168h de 4.9x10° conidios.mL?, resultado muy
similar al obtenido con el aislamiento Nr-003 (9).

Comparando los resultados con estos mismos
autores respecto ala TL,, podemos constatar que Nr-
003 puede provocar mortalidad en la mitad de la po-
blacién en 111.5 h (4.6 dias), mientras que Nr-001 y
Nr-002 tienen como TL., 137.5 h (5.72 dias) y 164 h
(6.87 dias), respectivamente. Todo lo anterior confir-
ma que distintos aislamientos de un microorganismo
entomopatdgeno pueden presentar diferencias en su
virulencia sobre un mismo insecto (2, 15).
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