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RESUMEN

Se evaluod en laboratorio la patogenicidad de un formulado en emulsion del hongo
Metarhizium anisopliae y la virulencia de los nematodos Steinernema riobrave y Rhab-
ditis blumi en capsulas de alginato contra larvas de tercer instar del gusano del fruto
del tomate Heliothis virescens (Fabricius). Se determind el porcentaje de mortalidad
de larvas a diferentes tiempos. En campo, se evaluo la efectividad de los tratamientos
testigo (agua), Abatec (control quimico), M. anisopliae en emulsion, M. anisopliae
Metasin y S. riobrave encapsulado para el control de H. virescens. En laboratorio, M.
anisopliae en emulsion causo 90 % de mortalidad de larvas a una concentracion de 1
x 108 esporas/mL a las 120 h, mientras que en S. riobrave encapsulado fue de 100 % y
en R. blumi de 85 % a dosis de 100 y 500 juveniles infectivos/mL post infeccion a las
144 h. En campo, Abatec mostr6 la menor cantidad de frutos dafiados por el gusano
del fruto (2.31 t/ha), seguido de S. riobrave encapsulado (2.7 t/ha), M. anisopliae en
emulsion (2.85 t/ha) y M. anisopliae (3.5 t/ha). En la produccion total de tomate no
hubo diferencias significativas, pero si entre los frutos de calidad comercial, siendo
Abatec el mejor tratamiento seguido de M. anisopliae en emulsion, S. riobrave en-
capsulado y M. anisopliae. La formulacion de M. anisopliae en emulsion y la de S.
riobrave encapsulado fueron efectivas para el control del gusano del fruto H. virescens
a las dosis evaluadas.
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ABSTRACT

In the laboratory, the pathogenicity of an emulsion formulation of the fungus Metarhi-
zium anisopliae and the virulence of the nematodes Steinernema riobrave and Rhabditis
blumi in alginate capsules were tested against three instar larvae of the fruit tomato worm
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Heliothis virescens (Fabricius). The percentage of larvae mortality at different times was
determined. The treatments’ effectivity was evaluated in the field: control (water), Abatec
(chemical control). M. anisopliae in emulsion, M. anisopliae Metasin, and encapsulated
S. riobrave. In the laboratory, M. anisopliae in emulsion caused 90% of larvae mortality
at a concentration of 1 x 10° spores/mL at 120 h, while encapsulated S. riobrave caused
100% mortality, and R. blumi 85% at a dose of 100 and 500 infective juvenile/mL
post-infection at 144 h. In the field, Abatec showed less fruit damage by fruit worms
(2.310 t/ha), followed by encapsulated S. riobrave (2.7 t/ha), M. anisopliae in emulsion
(2.850 t/ha), and M. anisopliae (3.5 t/ha). No statistical differences were found in the
tomato production, unlike the observed effects in commercial fruit quality, since the better
treatment was Abatec followed by M. anisopliae in emulsion, encapsulated S. riobrave,
and M. anisopliae. The formulations of M. anisopliae in emulsion and encapsulated S.
riobrave were effective against the fruit worm H. virescens at the evaluated doses.

INTRODUCCION

El tomate Solanum lycopersicum (L.) es uno de los
cultivos horticolas mas importantes en México por los
elevados beneficios econdomicos que genera (Reyes-
Cortés etal. 2017). Durante 2023, el estado de Sinaloa
aport6 561 124.58 t de la produccién de tomate con una
superficie sembrada de 11655.4 ha y un rendimiento de
55.05 t ha (SIAP 2023); sin embargo, los cultivos son
afectados por plagas que ocasionan una disminucion
en su produccion, como la del gusano del fruto He-
liothis virescens (F.), que es una plaga polifaga, capaz
de sobrevivir y desarrollarse en plantas que pertenecen
a mas de 37 familias diferentes (Blanco et al. 2007).
El control de este patdgeno se realiza con insecticidas
convencionales sintéticos (Viteri et al. 2019), aunque el
uso de insecticidas bioldgicos es cada vez mas comun
debido a que son eficientes y amigables con el medio
ambiente (Anjos et al. 2022).

Los hongos y nematodos entomopatégenos son
agentes que causan enfermedades letales a varias es-
pecies de plagas, por lo que son usados en su manejo
integrado (Piza y Tarasco 2023). Dentro de los prin-
cipales hongos destacan Beauveria bassiana (Vuill)
y Metarhizium anisopliae (MetschnikofY), los cuales
pueden matar a gusanos de plagas en un lapso de cuatro
a siete dias debido a las esporas y toxinas fingicas,
ademas de formar nuevas esporas que se dispersan en
el ambiente (Quesada-Moraga et al. 2020). La mayoria
de los micoinsecticidas producidos comercialmente
estan elaborados a base de hongos entomopatégenos
como Beauveria spp., Metarhizium spp., Lecanicillium
spp. (anteriormente Verticillium) e Isaria spp. (antes
Paecilomyces) (Espinel et al. 2018). Especificamente,
M. anisopliae ha demostrado ser efectivo en el control
de langostas, termitas y saltamontes en EUA, Australia
y Brasil (van Lenteren et al. 2017). Asimismo, los ne-
matodos entomopatdgenos son utilizados comunmente

como agentes de control bioldgico de plagas. Las es-
pecies Steinernema riobrave Poinar y Raulston (1994)
y Rhabditis blumi (Sudhaus) son parasitos obligados
de insectos (Poinar 1979). Los estados juveniles son
infecciosos, penetran por la boca o el ano de los insec-
tos, los invaden y liberan a las bacterias para causar
sumuerte en 24 a 48 h, reproduciéndose en el cadaver
(Gaugler 2002). Steinernema carpocapsae ataca a
Agrotis ipsilon; Phyllotreta striolata, S. longicaudum
y H. bacteriophora a larvas de escarabeidos (Guo et
al. 2015, 2016). Estos organismos pueden producirse
en masa utilizando diferentes métodos (Shapiro-Ilan
etal. 2016, 2023), por lo que requieren ser formulados
para su uso en campo.

Se ha demostrado que los hongos y nematodos son
efectivos como controladores de plagas en campo,
por lo que es muy importante que en su formula-
cion se consideren las condiciones ambientales, las
especies de plagas objetivo y el momento justo de
aplicacion para lograr resultados optimos (Pluza y
Tarasco 2023). Estos dependen también de otros fac-
tores como los portadores adecuados, la temperatura,
el contenido de agua, las concentraciones del estadio
infectante y la aireacion del organismo (Kim y Jaffuel
2015, Peters 2016, Cruz-Martinez et al. 2017).

En este trabajo se evaluo la efectividad de un for-
mulado en emulsion del hongo Metarhizium anisopliae
y la de un formulado de los nematodos Steinernema
riobrave y Rhabditis blumi en capsulas de alginato
contra larvas de H. virescens en laboratorio y en campo.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se llevd a cabo en el Centro Interdisci-
plinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional del Instituto Politécnico Nacional (CIIDIR-
IPN), unidad Sinaloa. Durante 2017 se realizaron
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recolecciones de larvas de H. virescens en cultivos
de tomate, tomatillo y garbanzo por utilizarlos como
hospederos del insecto. Las larvas fueron alimentadas
con dieta artificial a base de harina de maiz y trigo,
levadura, vitaminas y bacteriostaticos hasta la for-
macion de pupas y adultos.

En la evaluacién en laboratorio se uso6 la cepa
Metarhizium anisopliae (CIDSMO1) con nimero de
acceso (KR998522). Las especies de nematodos uti-
lizadas en la prueba de virulencia fueron Steinernema
riobrave y Rhabditis blumi. En la prueba de campo
se utilizé tnicamente S. riobrave. En campo se esta-
blecieron cinco tratamientos: testigo (agua), Abatec
(testigo quimico), formulacién en emulsion de M.
anisopliae, M. anisopliae Metasin y la formulacion
de S. riobrave en capsulas de alginato.

Produccion, formulacién y evaluaciéon del hongo
entomopatogeno

La propagacion del hongo M. anisopliae
(CIDSMO1) se realizo siguiendo el método bifasico
estandarizado por Garcia et al. (2006). En la fase li-
quida se prepar6 un medio de cultivo a base de melaza
de cafia de azucar y sales minerales. Para propagar
el hongo se tomaron 25 mL del inoculo de la fase
liquida y se agregaron a 300 g de arroz previamente
precocido en bolsas de plastico y esterilizado en au-
toclave a 1.5 psiy 121 °C por 15 min. La viabilidad
de las esporas se midi6 utilizando la técnica de Inglis
et al. (2012). En el bioensayo de patogenicidad del
hongo M. anisopliae (CIDSMO1) se utilizaron larvas
de tercer instar de H. virescens con tres réplicas de
diez larvas cada una, aplicandose 1 x 10® esporas/mL
sobre el insecto.

La formulacion de M. anisopliae en emulsion
se realizo siguiendo la metodologia de Batta et al.
(2011). Los compuestos se mezclaron previamente
por separado y luego las dos fases se combinaron en
proporciones de 1:1. La fase acuosa consistio en la
mezcla de agua destilada estéril (45 %), dispersante
no idnico InexA (2 %) y emulsionante soluble en
agua Tween 80 (3 %), mientras que en la fase oleo-
sa se mezclaron aceite de soya (47 %) y lecitina (3
%). Posteriormente fueron agitadas durante 30 min
a 200 rpm con un agitador magnético, para final-
mente agregar la suspension de esporas del hongo y
obtener la formulacion en emulsion que contenia
1 x 10® esporas/mL.

Evaluacion de la efectividad de los formulados
en laboratorio

La evaluacion de la efectividad del formulado se
realiz6 mediante un bioensayo usando larvas de H.

virescens de tercer instar criados en laboratorio; se usa-
ron diez larvas por tratamiento con tres repeticiones.
Se aplico 1 mL de la emulsion conteniendo 1 x 10%
esporas/mL sobre el cuerpo de las larvas durante 10 s.
Después las larvas se individualizaron en una caja
Petri, adicionando una porcion de dieta artificial y se
incubaron a 27 = 1 °C por 72 h. Cada 24 h se observd
el mimero de larvas muertas (Céspedes et al. 2008).

Produccion y formulacion de los nematodos ento-
mopatogenos

Los nematodos S. riobrave y R. blumi se propagaron
en una caja Petri de 60 mm de diametro invertida dentro
de otra caja Petri de 100 x 15 mm en las cuales se les
colocaron larvas de G. mellonellay S. frugiperda. Estas
se pusieron en papel filtro Whatman num. 1 situadas
dentro de la caja Petri de 60 mm. Después se agregaron
5 mL de agua destilada estéril a la primera caja. Los
insectos infectados permanecieron en la trampa durante
una semana, para lograr la emergencia y migracion de
los juveniles infectivos (JI) hacia el agua. El procedi-
miento se repitio varias veces para obtener una mayor
cantidad de cada especie (Matha y Agek 1984).

Para la cuantificacion de los nematodos se tomo
1 mL de la solucion inicial para formar una dilucién
1:100 en agua destilada estéril, homogenizandola
manualmente durante 30 s. Luego se tomo6 1 mL y se
coloc6 en una caja de Petri con cuadricula. Se contaron
los JI vivos bajo el estereoscopio, repitiendo esto en
cinco ocasiones. Para determinar la concentracion de
nematodos en la solucion se utilizo la siguiente formula:

A=D *C/B (1)

donde A representa los mililitros de suspension de
la concentracion conocida y de la suspension a ser
diluida, B el nimero de nematodos/mL de solucion a
ser diluida, C el volumen final de la nueva dilucion en
mililitros, y D la concentracion deseada de la nueva
dilucion. C — A representan los mililitros de agua
que deben agregarse para hacer la nueva dilucion
(Woodring y Kaya 1988).

Para realizar la prueba de virulencia de los nema
todos entomopatogenos se utilizaron cajas Petri de
60 x 15 mm con un circulo de papel filtro Whatman
nim. 1 de 5 cm de didmetro. Después se agrego la
dieta artificial y posteriormente se coloco una larva
de tercer instar de H. virescens por caja con tres ré-
plicas. Los tratamientos fueron S. riobrave y R. blumi
a dosis de 100, 250 y 500 JI/mL, con diez unidades
experimentales por réplica y agua destilada como
control. Las larvas fueron inoculadas y colocadas
en una caja de Petri e incubadas a 23 + 3 °C durante
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siete dias, registrando la mortalidad de larvas cada
24 h (Caccia et al. 2014).

Analisis estadistico

La mortalidad de las larvas se analiz6 con el pa-
quete estadistico SAS v. 9.0. Se realiz6 un andlisis de
varianza (ANDEVA) y después una prueba de compa-
racion de medias Tukey (0. <0.05). Como los datos no
presentaban normalidad se tuvieron que transformar al
arco seno para cumplir los supuestos parael ANDEVA.

Formulacion de los nematodos entomopatégenos

Para la formulacion de los nematodos entomo-
patogenos S. riobrave y R. blumi se parti6 de larvas
de G. mellonella, S. frugiperda y H. virescens, las
cuales fueron almacenadas en frascos ambar de 50
mL. Para la encapsulacion se utilizaron alginato de
sodio y cloruro de calcio. Las cépsulas se formaron
mezclando 10 mL de una suspension de nematodos a
una concentracion de 500 JI/mL y 10 mL de alginato
de sodio al 3 %, con lo cual se obtuvo una mezcla de
alginato al 1.5 % y una concentracion de nematodos
de 250 JI/mL. La mezcla se goted sobre una solucion
de cloruro de calcio al 4 % (Leyva-Hernandez et al.
2018). Las capsulas formadas se almacenaron en refti-
geracion a 15 ° C para prolongar asi la vida ttil de los
nematodos, facilitando ademas el transporte de estos
agentes de control biologico a la evaluacion de campo.

Evaluacion de la efectividad de los formulados
en campo

La evaluacion de la efectividad del hongo y los
nematodos se realiz6 en una parcela de tomate varie-
dad saladette en un lote experimental de 0.5 ha en el
CIIDIR-Sinaloa. El terreno se preparo6 considerando
la metodologia regional (comunicacion personal) con
una distancia entre surcos de 1.6 x 10 m de largo y
una distancia de 25 cm entre plantas. El trasplante
de las plantulas a campo se realizé 30 dias después
de la siembra, y se utilizé un sistema de riego por
goteo. Los tratamientos evaluados fueron: testigo
(agua), Abatec (testigo quimico), formulacion de
M. anisopliae en emulsion, M. anisopliae Metasin y
la formulacion de S. riobrave en alginato, por haber
resultado esta especie mas virulenta que R. blumi.
Los tratamientos se aplicaron una sola vez cuando el
cultivo se encontraba en floracion y en la formacion
de frutos a los 45 dias, utilizando una bomba de
mochila marca Truper de 3.8 L.

Evaluacion del rendimiento de los frutos
La cosecha de frutos se realiz6 a los 60 dias, reco-
lectando frutos maduros de la parcela Util. Después

se pesaron en una bascula digital marca Torrey y se
clasificaron de acuerdo con la calidad comercial y/o
dafios producidos por la plaga. Los resultados de
rendimiento se extrapolaron a toneladas/hectéarea. La
evaluacion de los frutos con dafios de H. virescens se
realizo después de obtener el rendimiento del tomate
(Garcia-Gutiérrez et al. 2020).

Analisis estadistico

Los datos del numero de frutos dafiados se so-
metieron a un ANDEVA y posteriormente se hizo la
comparacion de sus medias mediante una prueba de
Tukey con un nivel de significancia del 95 % (p <
0.05) en el programa estadistico SAS v. 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de patogenicidad de la cepa M. aniso-
pliae sin formular y en emulsion

La cepade M. anisopliae (CIDSMO1) sin formular
y la cepade M. anisopliae en emulsion fueron patogé-
nicas contra larvas del tercer instar de H. virescens a
1 x 10% esporas/mL, alcanzando la maxima morta-
lidad de larvas a las 120 h sin diferencia estadistica
significativa (Tukey p < 0.05). Este ensayo indic¢ la
efectividad de ambas cepas desde las 48, 72,96y 120 h
después de su aplicacion y mostro la efectividad del
hongo en emulsion (Fig. 1).

Evaluacion de la virulencia de S. riobrave y R.
blumi en capsulas de alginato contra H. virescens
en laboratorio

En laboratorio, los nematodos S. riobrave y R.
blumi fueron virulentos para larvas del tercer instar
de H. virescens. R. blumi presentd mortalidad desde
las 48 hy alas 144 h alcanz6 los mayores porcentajes
de larvas muertas en las tres concentraciones (100,
250 y 500 JI/mL), mientras que para S. riobrave, la
mortalidad de las larvas se present6d desde las 24 h
(pi), alcanzandose el 90 % de mortalidad las 48 h,
con diferencia estadistica en la prueba de Tukey (p <
0.05) (Fig. 2). Por esta razon se eligio a S. riobrave
para elaborar la formulacion en capsulas de alginato
auna concentracion de 250 JI/mL, ademas de que la
mortalidad de larvas fue estadisticamente igual a la
del tratamiento con 500 JI/mL (Fig. 2).

Evaluacion de la efectividad de nematodos y hon-
gos entomopatégenos en campo

Los datos de produccion de tomate y dafios en
fruto en cada tratamiento aparecen en el Cuadro 1.
La menor cantidad de frutos dafiados por H. virescens
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Fig. 1. Evaluacion de la efectividad a diferentes tiempos de M. anisopliae en emulsion (formulacion) y hongo sin formular (S/F) sobre
larvas de tercer instar de H. virescens.
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Fig. 2. Porcentaje de mortalidad a diferentes tiempos de larvas de tercer instar de H. virescen en laboratorio causada por Steinernema
riobrave (Sr) y Rhabditis blumi (Rb) a concentraciones de 100, 250 y 500 JI/mL. (JI: juveniles infectivos.)
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CUADRO L. PRODUCCION COMERCIAL DE TOMATE, PRODUCCION DE FRUTOS DANADOS
POR H. virescens Y PRODUCCION TOTAL DE TOMATE EN LA EVALUACION DE
CAMPO DE TRATAMIENTOS APLICADOS.

NOm. de  Tratamiento Produccion Produccion de Frutos Produccion total*

tratamiento comercial* (ha) dafiados™ (t/ha) (t/ha)
1 Abatec 35.86% 2.31° 38.17%
2 S. riobrave (encapsulado) 27.88% 2.70b° 30.59*
3 M. anisopliae 30.10%° 3.50% 33.60°
4 M. anisopliae (emulsion) 29.34% 2.85b° 32.19*
5 Testigo (agua) 23.66" 3.99 27.66°

*Comparacion de medias.

Medias con letras iguales dentro de cada columna son iguales (Tukey p < 0.05).

se obtuvo con Abatec, con diferencias estadisticas
significativas respecto al testigo. Los tratamientos
con nematodos y hongos no presentaron diferencias
entre si ni con Abatec®, aun cuando este Ultimo, en
promedio, tuvo mayor numero de frutos dafiados.
En cuanto a la produccion comercial de tomate, las
formulaciones del hongo en emulsion y el nematodo
en capsulas de alginato fue estadisticamente igual
a los del hongo comercial. En lo que respecta a la
produccion total, estos mismos productos y el control
fueron estadisticamente iguales (Tukey p< 0.05).

La formulacion en emulsion de M. anisopliae tue
patogénica a dosis de 1 x 108, alcanzando 90 % de
mortalidad de larvas a las 120 h. Al respecto, Fite
et al. (2020) usaron una concentracién de 1 x 10°
esporas/mL, obteniendo 71% de mortalidad de larvas
de Helicoverpa armigera (Hubner) a los 11 dias. Por
su parte, Shanker et al. (2023) aplicaron una concen-
tracion de 1 x 10'* esporas/mL, obteniendo 87.7 %
de mortalidad a las 120 h en este mismo insecto.
Segun Yasin et al. (2019), entre mas elevada sea la
concentracion utilizada del hongo, mas eficiente sera
el control del insecto.

Por otro lado, se observd que la formulacion
del hongo en emulsion mejord la adhesion de las
esporas al follaje, a la vez que protegi6 al hongo de
la radiacion solar, reduciendo el efecto hidrofobico
de las esporas. De esta manera se obtuvo una mayor
dispersion del ingrediente activo y una mayor cober-
tura en el follaje de la planta, resultado que ha sido
mencionado por Batta et al. (2012).

El nematodo S. riobrave provocd una morta-
lidad de 90 % a las 48 h en larvas de tercer instar
de H. virescens, y fue mas virulento que R. hlumi a
100, 250 y 500 JI/mL a los siete dias. Al respecto,
Leyva-Hernandez et al. (2018) usaron 500 JI de S.
riobrave, causando 90 % de mortalidad a larvas de S.

frugiperda a las 96 h. Sin embargo, con R. blumi no
se registro mortalidad de larvas de este insecto. Por
su parte, Fallet et al. (2022) reportaron mortalidad
de 58 % de larvas de S. frugiperda con S. riobrave
(10 JI). Lo anterior indica la importancia de la con-
centracion de JI en la formulacion y la especie de
insecto a controlar.

En este trabajo, la infectividad de R. blumi en-
capsulados inici6 a las 48 h. Al respecto, Lalitha et
al. (2023) obtuvieron 96 % de sobrevivencia de S.
carpocapsae, S. monticolum 'y R. blumi después de
tres semanas de haber sido encapsulados con goma
arabiga y perlas de gel de alginato de sodio. Este re-
traso, en comparacion con la accion de S. riobrave de
24 h, se puede deber al tiempo que tarda el nematodo
en salir de la capsula. Bogantes et al. (2018) utilizaron
10 y 20 capsulas con 40 J1 por capsula, obteniendo
4 y 12 % de infeccion, respectivamente, a las 48
h. En este estudio, los tratamientos de nematodos
en capsulas y nematodos sin formular presentaron
una mortalidad acumulada superior al 30 % a las
48 h, lo cual indica que las concentraciones de los
nematodos utilizados fueron efectivos para infectar
a H. virescens. Esto resultados confirman que para
el control de una plaga es importante la especie y la
concentracion de nematodos para utilizar (Yasin et
al. 2019; Acharya et al. 2020).

El mejor tratamiento para el control del gusano del
fruto del tomate fue Abatec, con el cual se obtuvo el
menor numero de frutos dafiados por larvas y la ma-
yor produccién de tomate comercial. Las formulacio-
nes de nematodos y hongos no mostraron diferencia
estadistica con el insecticida Abatec. Estos datos son
similares a los reportados por Garcia et al. (2020),
quienes no encontraron diferencias estadisticas entre
los tratamientos de hongos entomopatégenos sin
formular y el insecticida Abatec.
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CONCLUSIONES

En laboratorio, el hongo M. anisopliae en emul-
sion causo 90 % de mortalidad de larvas del fruto
del tomate a las 120 h con 1 x 10® esporas/mL,
mientras que S. riobrave caus6 mortalidad del 100 %
y R. blumi de 85 % a las 144 h con 100 y 500 JI/mL
(pi1). En condiciones de campo, el insecticida Aba-
tec mostro la menor cantidad de frutos dafiados por
el gusano (2.310 t/ha), seguido de S. riobrave en
capsulas de alginato (2.700 t/ha) y M. anisopliae en
emulsion (2.850 t/ha), entre las cuales se presenta-
ron diferencias estadisticas; sin embargo, no hubo
diferencias en la produccion total, mientras que entre
los frutos de calidad comercial si hubo diferencias
estadisticamente significativas, siendo el mejor tra-
tamiento Abatec seguido del hongo en emulsion S.
riobrave encapsulado y M. anisopliae®, por lo que las
formulaciones elaboradas del hongo en emulsion y
los nematodos encapsulados fueron efectivas contra
el gusano del fruto a las dosis evaluadas.
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