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RESUMEN: El presente trabajo se desarrollé con € objetivo de evaluar € efecto de la temperatura en
la accion del aisamiento Nr-003 de Nomuraea rileyi (Farlow) Samson sobre larvas de Spodoptera
frugiperda J. E. Smith en condiciones de laboratorio. Mediante un disefio completamente aleatorizado,
con tres repeticiones, se evalud € efecto de lastemperaturasde: 22 + 1°C, 24 + 3C, 27+ 1°C y 30 + 1°C
sobre la mortalidad, € desarrollo del hongo sobre € insecto y la produccion de conidios en las larvas
muertas por la accion de N. rileyi, asi como la virulencia sobre larvas ddl tercer instar de S. frugiperda.
Dentro de la condiciones ensayadas se encontré un mar cado efecto de la temperatura sobre la mortalidad
de larvas de S. frugiperda por e aisamiento N-003 de N. rileyi, observandose que, tanto € porcentaje
de mortalidad como el de larvas cubiertas por el hongo, asi como la virulencia (TL,), se vieron
favorecidas por las temperaturas mas bajas. Asimismo, se demostré que la temperatura y la
concentracion del indculo utilizado no tuvieron efecto sobre la produccién de conidios de N. rileyi en
larvasde S. frugiperda.
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EFFECT OF TEMPERATURE ON THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS
Nomuraea rileyi (FARLOW) SAMSON AND ITSEFFECTIVENESS ON
Spodoptera frugiperda J.E. SMITH

ABSTRACT: The present work was developed with the objective of evaluating the effectiveness of the isolate
Nr-003 of the entomopathogenic fungus N. rileyi (Farlow) Samson on S. frugiperda J. E. Smith larvae in
laboratory. With a completely randomized design, with three repetitions, the effect of different temperatures
22 + 1°C, 24 + 3C, 27 £+ 1°C and 30 £ 1°C on larvae mortality, the development of the fungus on the dead
larvae, the conidial production and virulence of the isolate Nr-003 of N. rileyi were evaluated. Among the
conditions assayed, therewas an evident effect of temperatureon S. frugiperda larvae mortality by the isolate
Nr-003 of N. rileyi. The percentage of larval mortality, as well as the sick larvae and the virulence (TL.),
were favored by lower temperatures. It was also demonstrated that the temperature and the inoculum
concentration used did not have any effect on the conidial production on dead larvae surfaces.
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INTRODUCCION animal (2,3). Diversos son los organismos nocivos que
afectan al cultivo, pero el de mayor importancia es S.

El maiz (Zea mays L.), después del trigo, es con- frugiperda o “palomilla del maiz” (4). La importancia

siderado el cereal mas cultivado en el mundo ya que
en el afio 2006 su produccion fue de 692,338 millo-
nes de toneladas (1). Este cereal es utilizado tanto en
Cuba como en el mundo en la alimentacion humanay

de esta Ultima esta dada no solo a los dafios que cau-
sa, sino especialmente a lo dificil de su control (5).
Durante muchos afios, en el mundo se han utilizado
los plaguicidas quimicos para minimizar los dafios que



producen esta y otras plagas (6). Estos plaguicidas,
frecuentemente, no han sido completamente efecti-
vos y han traido consigo perjuicios econémicos y per-
turbacion a los agroecosistemas.

Los hongos entomopatégenos constituyen una al-
ternativa potencial en el control bioldgico de insectos
plagas en la agricultura siendo la mayoria, ademas,
inocuos al medio ambiente, el hombre y los animales
(7, 8). Por su potencialidad como agente de control
de insectos nocivos de importancia en Cuba se en-
cuentra, entre otros, la especie N. rileyi, la cual ha
sido sefialada como un eficaz agente de control bio-
I6gico, fundamentalmente contra larvas de
lepidopteros de la familia Noctuidae (9, 10). Algunos
de los aislamientos estudiados de N. rileyi son el Nr-
001, Nr-002 y Nr-003, llegandose a conocer aspectos
importantes de su virulencia y produccion (11). Dos
de los aspectos mas importantes en el uso exitoso de
estos hongos en el control biologico de plagas son su
efectividad y la persistencia del indculo en el campo;
por lo tanto, una de las principales limitantes para su
utilizacion es la eventual ocurrencia de condiciones
ambientales adversas tales como altas temperaturas,
baja humedad relativa, radiacion ultravioleta, entre
otros (12).

El presente trabajo se desarrollé con el objetivo
de evaluar el efecto de la temperatura sobre la efecti-
vidad del aislamiento Nr-003 de N. rileyi en larvas de
S. frugiperda, en condiciones de laboratorio.

MATERIALESY METODOS

Para la realizacién de los ensayos se utilizé el ais-
lamiento Nr-003 de N. rileyi obtenido a partir de larvas
infectadas por S. frugiperda colectadas en el munici-
pio de Quivican, La Habana. Este aislamiento es con-
servado en el cepario del laboratorio de Sanidad Ve-
getal de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Agraria de La Habana (UNAH).

Efecto de la temperatura sobre la mortalidad de
larvas de S. frugiperda por el aislamiento Nr-003
de N.rileyi

Para este ensayo se localiz6 un campo cultivado
de maiz, no sometido a tratamientos quimicos, ni bio-
I6gicos, donde se colectaron larvas del tercer instar
de S. frugiperda, las cuales se llevaron al laboratorio
y se sometieron a un proceso de seleccién, de acuer-
do a su talla, color y vigor para obtener una muestra
homogénea. Se utilizé un disefio completamente
aleatorizado con cuatro tratamientos, con tres repeti-
ciones, colocando 10 insectos por repeticion, para un
total de 120 larvas de S. frugiperda.
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Para la inoculacion, las larvas se colocaron en una
placa Petri sobre una ldmina fina de una suspension
de esporas del hongo, con una concentracion de 8 x
107 conidios.mL?, durante 1 min. Las larvas se extra-
jeron y se colocaron individualmente en placas Petri
que contenian suficiente alimento (maiz), el cual se
cambio diariamente. Los grupos formados se coloca-
ron en incubadoras con diferentes condiciones de tem-
peratura: 22 + 1°C, 27 + 1°Cy 30+ 1°C y 24 + 3,1°C
(temperatura ambiente).

En naimero de larvas muertas se determiné cada
24 horas y se calculo el porcentaje de mortalidad a
los 3, 5, 7 y 9 dias post-inoculacién. Los resultados
obtenidos se transformaron segun la expresion
arcsen(p y se procesaron mediante un Andlisis de
Varianza de Clasificacion Simple y las medias se com-
pararon mediante la prueba de Tukey al 5%.

Ademas, se determind el porcentaje de larvas cu-
biertas por el micelio delhongo alos 5, 7, 9y 16 dias,
para lo cual se mantuvieron dentro de las incubado-
ras y se contaron aquellas que comenzaban a adqui-
rir una coloracion blanquecina.

Efecto de la temperatura sobre la virulencia del
aislamiento Nr-003 de N.rileyi sobre larvas de S.
frugiperda

El procedimiento para el montaje y evaluacion de
este ensayo fue similar al descrito anteriormente, ex-
cepto que se utilizé un total de 90 larvas, las cuales
fueron expuestas a dos condiciones de temperatura
24+ 3.1 (temperatura ambiente) y 27 + 1°C, seleccio-
nadas a partir de las exigencias del andlisis a realizar.
Se utilizo un disefio completamente aleatorizado con
dos tratamientos y un testigo. Se determino la rela-
cién tiempo-mortalidad para la dosis utilizada (8 x 107
conidios.mL?, a través de un andlisis de Probitas,
calculandose el tiempo letal medio (TL,)). Este al ser
un andlisis de regresion no admite valores cero ni cien,
y solo en estas dos condiciones de temperatura exis-
tian los tres 0 mas pares de datos necesarios.

Produccidén de conidios del aislamiento Nr-003 de
N. rileyi sobre larvas muertas de S. frugiperda en
dos condiciones de temperatura

Se colectaron larvas del tercer instar de S.
frugiperda en un campo de maiz, ubicado en el huer-
to y organopoénico de la granja “El Guayabal”, en los
meses de febrero a marzo de 2007. Las larvas colec-
tadas se seleccionaron en el laboratorio y se inocula-
ron con una suspension de conidios de N. rileyi de 8 x
107 conidios.mL?, divididas en dos grupos de 30 y
expuestas a dos condiciones de temperatura: 22 + 1y
24 + 3,1°C, para un total de 60 larvas de S. frugiperda.
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Después de 17 dias, de cada grupo se seleccionaron
20 larvas infectadas para determinar la produccion
de conidios. Las larvas se pesaron individualmente
en una balanza analitica, y se colocaron en frascos
erlenmeyers de 100 mL que contenian 50 mL de una
solucion de agua destilada mas Tween 80 al 0,05%.
Posteriormente, estos se colocaron en una zaranda
durante 15 min., a 120 golpes.min?. Una vez obteni-
das las suspensiones conidiales se realizo el conteo
de conidios en una camara de Neubauer.

Con los datos obtenidos se determin6 el nimero
de conidios por gramo de larva y para el procesamiento
de los mismos, previamente fueron transformados a
su logaritmo (log, ). Se utilizé un Andlisis de Varianza
de Clasificacion Simple.

RESULTADOSY DISCUSION

Efecto de la temperatura sobre la mortalidad de
larvas de S. frugiperda con el aislamiento Nr-003
de N.rileyi

Los andlisis estadisticos realizados para el primer
(tres dias) y segundo (cinco dias) momento de eva-

luacién no mostraron diferencias significativas entre
los tratamientos como puede observarse en la Tabla
1. Para el tercer momento de evaluacion el resultado
de la comparacion de medias muestra diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos y los mayores por-
centajes se obtuvieron en las temperaturas inferio-
res. Es de destacar que a los siete dias se alcanzé el
100 % de larvas muertas en la variante 22°C, difirien-
do esta del resto de los tratamientos. El analisis esta-
distico realizado para el cuarto momento de evalua-
cién (nueve dias) mostré diferencias significativas
entre los tratamientos, obteniéndose la mayor morta-
lidad en la condicién de 24°C. Como se puede obser-
var, hubo mortalidad de larvas de S. frugiperda en este
momento para las cuatro condiciones de temperatu-
ra evaluadas. La menor mortalidad se alcanzé en la
variante de 30°C, en la cual se detectaron larvas muer-
tas solo a los nueve dias, y no sobrepasé el 10%.

Los resultados obtenidos corroboran lo informado
por Devi (13), quien afirma que el rango optimo de
temperatura de este y otros hongos entomopatdgenos,
para su desarrollo, patogenicidad y sobrevivencia, fluc-
ta entre 20 y 30°C.

TABLA 1. Mortalidad en larvas de S. frugiperda por la accién de N. rileyi en diferentes momentos y temperaturas./
Mortality of S. frugiperda larvae by N. rileyi at different moments and temperatures

Momentos de evaluacion (dias) Temperaturas °C X orig. (%) X transf.
22+1 16,66 0,292
24+ 3 3,33 0,239
3 27+1 13,33 0,277
30+1 0,00 0,226
ESx 0,019 ns
C.V. (%) 12,65
22+1 30,00 0,337
24+ 3 23,33 0,311
5 27+1 16,66 0,289
30+1 0,00 0,226
ESx 0,029 ns
C.V. (%) 17,19
22+1 100,00 0,524 a
24+ 3 53,33 0,397 b
7 27+1 43,33 0371 b
30+1 0,00 0,226 ¢
ESx 0,031
C.V. (%) 14,24
24+ 3 96,66 0,516 a
9 27+1 60,00 0,422 b
30+1 10,00 0,268 ¢
ESx 0,028
C.V. (%) 7,64

Medias con letras iguales, dentro de cada momento, no difieren significativamente, (p® 0.05).
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En otros estudios se sefala que el valor 6ptimo
para la infeccion de Helicoverpa armigera (Boddie),
por N. rileyi es 20°C, donde encontraron el menor
porcentaje de mortalidad en aquellos tratamientos con
mayores valores de temperatura, como es el caso de
30°C, afirmando que esta no es una temperatura 6p-
tima para la infeccion del hongo (14).

En la Figura 1 se puede observar la dinamica de
aparicion de las larvas atacadas por N. rileyi en los
diferentes momentos de evaluacion. Como se apre-
cia, los mayores porcentajes se obtuvieron a las tem-
peraturas de 22 y 24°C, los cuales fueron de 100 y
97%, respectivamente, seguido por la temperatura de
27°C, con un 60%.

A partir del quinto dia, se puede observar que co-
mienza a aparecer el hongo sobre el integumento de la
larva muerta para las diferentes temperaturas utilizadas,
excepto para 30°C, en la cual no se aprecio efecto del
hongo durante todo el periodo de evaluacion. En otros
estudios los resultados alcanzados a temperaturas de
30 y 34°C, muestran una baja mortalidad en larvas de
Anticarsia gemmatalis Hiibner y no observaron el micelio
del hongo cubriendo las larvas muertas (15).

En otros estudios de laboratorio se analiz6 la viru-
lencia de N. rileyi en Spodoptera litura (Fabricius) bajo
condiciones reguladas de temperatura, encontrandose
gue a 25 + 1°C N. rileyi indujo micosis, lo que demuestra
gue esta es una temperatura en la que se desarrolla
este entomopatogeno, coincidiendo con los resultados
obtenidos en este estudio. Sin embargo a 32 + 2°C no
observaron la accion de N. rileyi, debido a los efectos
adversos que provocan las altas temperaturas sobre la
accion patogénica de este hongo (16), aspecto este que
coincide con los resultados obtenidos en este trabajo
cuando se utiliza temperatura de 30°C.
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Las larvas enfermas, después de varios dias ad-
quirieron una coloracion verde pélido a verde mala-
quita. Se sefala, ademas, que después de la accion
de N. rileyi las larvas inicialmente tienen una colora-
cién blanca, y posteriormente, los conidios verde pé-
lido producidos son facilmente desprendidos y trans-
portados por el viento (17).

Los resultados obtenidos indican que el aislamiento
Nr-003 de N. rileyi pudiera ser efectivo contra las lar-
vas de S. frugiperda en aquellos periodos del afio en
gue las temperaturas promedios se encuentren alre-
dedor de los 24°C, como suele suceder en la provin-
cia de La Habana, durante el invierno.

Efecto de la temperatura sobre la virulencia del
aislamiento Nr-003 de N. rileyi sobre larvas de S.
frugiperda

Como se puede apreciar en la Tabla 2, para am-
bas condiciones, existié una correlacion positiva en-
tre el tiempo y la mortalidad de las larvas, aunque el
coeficiente de regresion de la ecuacién resultd mayor
para la temperatura de 24°C, sugiriendo una mayor
respuesta del proceso evaluado en estas condicio-
nes. El tiempo letal medio (TL,,) calculado fue de 5,94
dias para la variante de 24°C, mientras que cuando la
temperatura fue de 27°C, result6 ser de 7.78 dias, o
sea, el hongo resulté més virulento en la temperatura
mas baja, resultado este que corrobora lo encontrado
en el ensayo anterior, donde se obtuvo un mejor efec-
to del hongo en las temperaturas mas frescas.

Por otro lado, coincide con otros autores que afir-
maron haber obtenido con las temperaturas mas al-
tas un menor porcentaje de mortalidad y valores mas
altos de tiempo letal medio, y sefialaron que el va-
lor 6ptimo de temperatura para el efecto del hongo
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TABLA 2. Virulencia de Nr-003 sobre larvas de S. frugiperda, en diferentes temperaturas./ Virulence of Nr-003 on S.

frugiperda larvae at different temperatures

Indicadores 24+ 3°C 27+1°C
Ecuacion tiempo-mortalidad * = -28.81+ 8.14 x = -8.01+ 3.05x
TLyg, (dias) 5.94 7.78

Intervalo de confianza (dias) 5.47-6.45 6.20—9.75

* Con una concentracion de 8 x 107 conidios. mL™

sobre H. armigera fue de 20°C, con un 95% de mor-
talidad y un TL, de 5,8 dias, mientras que a 30°C se
obtuvo solo un 18% de mortalidad, significando que
esta no es una temperatura favorable para la infec-
cion de este hongo (14).

Otros autores obtuvieron valores similares de tiem-
po letal medio con el aislamiento Nr-003 de N. rileyi
sobre larvas de S. frugiperda, 4,6 y 4,9 dias (18, 19),
mientras que, para una dosis de 107 conidios. mL?,
los valores de tiempo letal medio para larvas de H.
armigeray S. litura F. fueron de 6,33y 6,67 dias, res-
pectivamente (12). Para la primera de estas dos es-
pecies, también se ha sefialado una efectividad del
hongo de un 70% (20).

Para otros aislamientos nativos de N. rileyi, Nr-
001 y Nr-002, en trabajos anteriores con larvas de
S. frugiperda se han obtenido valores de TL, de 5,72
y 6,87 dias, respectivamente (21), con lo cual se co-
rrobora que distintos aislamientos de un mismo mi-
croorganismo entomopatdgeno pueden presentar di-
ferencias en su virulencia sobre un mismo insecto
(12, 22).

Por otro lado, se sugiere que el efecto de la tem-
peratura en el proceso infectivo depende de la
interaccién hospedante-aislamiento fungoso, y que la
seleccion de cepas candidatas para el control
microbiano debe tener en cuenta no solo la tempera-
tura Optima para el crecimiento del hongo, sino tam-
bién la temperatura Optima para la infeccién del in-
secto por el mismo (23, 24), sin olvidar el posible efecto
gue puede ejercer la planta hospedante, el llamado
"efecto tritrofico” (25, 26).

Los resultados obtenidos muestran que S.
frugiperda pudiera expresar una mayor susceptibili-
dad al aislamiento Nr-003 de N. rileyi en aquellas
épocas del afio donde los valores de temperaturas
estén alrededor de los 24°C, ya que en estas condi-
ciones, el hongo demora menos tiempo en ejercer su
accion patogénica sobre el insecto, en relacion con
temperaturas mas altas.
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Produccidén de conidios del aislamiento Nr-003 de
N. rileyi sobre larvas muertas de S. frugiperdaen
dos condiciones de temperatura

El analisis estadistico realizado no mostro diferen-
cias significativas entre los tratamientos, como pue-
de apreciarse en la Tabla 3. En ambos tratamientos,
la produccién de conidios alcanzé valores del orden
de 10% conidios.g? de larva muerta, aunque fue algo
superior en la variante de 22°C.

TABLA 3. Produccién de conidios de Nr-003 sobre
larvas de S. frugiperda, a diferentes temperaturas./
Conidia production of Nr-003 on S. frugiperda larvae at
different temperatures

Temperatura | Mediaoriginal Media
(°C) (conidios. g* delarva) | transf.
22+1 5,02 x 10" 10,27
24+3 1,59 x 10" 10,03
CV. (%) 5,82
ESx 0,152 NS

Los resultados obtenidos en este ensayo son Si-
milares a los informados cuando se comparo6 la pro-
duccién de conidios por larva en distintos instares
larvales de S. litura, donde se obtuvo una produccion
de 3,5 x 10 conidios.g* de larva (27). Por otro lado,
se registro, en condiciones de campo, una
esporulacion de 3,80 x 10°y 7,01x 10° conidios.g* de
cadaver, mientras que en condiciones de laboratorio
la méxima esporulacion fue de 5,67 x 10° conidios.g*
de cadaver y la minima fue de 2,0 x 108 (28). Es im-
portante destacar que estos resultados dependen en
gran medida de las condiciones bajo las cuales estén
sometidas las larvas inoculadas y de la virulencia del
aislamiento.

Es importante tener esto en cuenta para una futu-
ra utilizacion del hongo como agente de control, ya
que el indculo inicial podria tener una baja concentra-



cién, pero si se dan las condiciones, el potencial de
in6culo podria resultar considerable, siendo esto ven-
tajoso para propiciar epizootias tempranas del hongo
en el campo, ya que cuando las larvas mueren, se
convierten en fuente de indculo y foco de la infeccién
@an.

Es de destacar que la informacién obtenida en este
ensayo es de gran importancia, pues se demostro que
en las condiciones evaluadas el aislamiento Nr-003
de N. rileyi es capaz de producir gran namero de
conidios sobre los cadaveres de S. frugiperda. La
capacidad de un hongo entomopatégeno de esporular
profusamente sobre el cadaver del insecto hospedante
brinda la posibilidad de contar con el potencial de
indculo requerido para el desarrollo de futuras
epizootias en el campo.
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