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RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) vy los baculovirus pueden mejorar la
calidad de los cultivos agricolas y controlar eficazmente algunos insectos plaga,
respectivamente. El nucleopoliedrovirus miltiple de Spodoptera frugiperda (SfMNPV)
ha sido aislado de poblaciones naturales del gusano cogollero (Spodoptera frugiperda J.
E. Smith; Lepidoptera: Noctuidae) y, debido a las caracteristicas infectivas y de alta
especificidad, este patdgeno tiene un alto potencial para ser utilizado como un
bioinsecticida. En el presente estudio se determind, bajo la influencia de dos niveles de
fertilizacion de nitrogeno, el efecto de un consorcio nativo de HMA sobre el desarrollo
de las plantas de maiz (Zea mays L.), la herbivoria por S. frugiperda y la condicion del
insecto (ganancia de peso). Para ello, se disefid un experimento multifactorial con tres
factores y dos o tres niveles para cada uno: i) condicion del suelo (suelo estéril y suelo
con HMA), ii) fertilizacion con nitrogeno (50 y 100% del requerimiento de la planta) y
iif) insecto (presencia y ausencia de S. frugiperda). Los tratamientos se mantuvieron
bajo condiciones de invernadero. Las plantas tratadas con los HMA tuvieron una menor
biomasa comparado con las no tratadas. El nivel de dafio foliar y el peso del insecto
dependieron del nivel del nitrdgeno aplicado. Por otro lado, se evalué el efecto de los
HMA vy la nutricion vegetal sobre la interaccion maiz-insecto-SfMNPYV. En este caso, se
incluyeron los mismos dos primeros factores descritos en el experimento anterior.
Ademds, la mortalidad larvaria por virus se incluyd6 como un tercer factor con tres
niveles: ausencia del SAIMINPV, concentracion letal 25 (CLys = 4,065.8 OBs [cuerpos de
inclusion por sus siglas en inglés}/ml) y concentracion letal 50 (CLso = 2,6575 OBs/m).
El cultivo de las plantas de maiz y la aplicacion del virus se realizaron en condiciones
de invernadero y laboratorio, respectivamente. Las larvas que se alimentaron con
plantas de maiz tratadas con los HMA + 100% de nitr6geno presentaron una mortalidad
por virus significativamente menor comparado con las que se alimentaron con las
plantas tratadas con los HMA + 50% vy las no tratadas con HMA. En conclusion, el
presente estudio demostré que la interaccion maiz-HMA puede depender de la calidad
nutricional de las plantas. Ademéas, la presencia de los HMA y una alta tasa de nitrdgeno
en las plantas de maiz pueden causar una menor susceptibilidad de S. frugiperda hacia
su baculovirus. Debido a que este estudio es pionero en la interaccion planta-HMA-
baculovirus, se sugiere continuar con estudios que evallen esta interaccion en
condiciones de campo.

Palabras clave: Simbiosis, maiz, gusano cogollero, micorrizas, efectos letales.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and baculoviruses can improve the quality of
agricultural crops and effectively control some insect pests, respectively. The multiple
nucleopolyhedrovirus of Spodoptera frugiperda (SfMNPV) has been isolated from
natural populations of the fall armyworm (Spodoptera frugiperda J. E. Smith;
Lepidoptera: Noctuidae) and, due to the infective characteristics and high specificity,
this pathogen has a high potential to be used as a bioinsecticide. In the present study, the
effect of a native consortium of AMF on the development of maize plants (Zea mays
L.), the herbivory by S. frugiperda, and the insect condition (weight gain) was
determined, under the influence of two levels of nitrogen fertilization. For this, a
multifactorial experiment was designed with three factors and two or three levels for
each: i) soil condition (sterile soil and soil with AMF), ii) fertilization with nitrogen (50
and 100% from plant requirement), and i) insect (presence and absence of S.
frugiperda). The treatments were maintained under greenhouse conditions. Plants
treated with AMF had a lower biomass compared to untreated plants. The level of foliar
damage and the weight of the insect depended on nitrogen level. On the other hand, the
effect of AMF and plant nutrition on the maize-insect-SfIMNPYV interaction was
evaluated. In this case, the same first two factors that were described in the previous
experiment were included. In addition, larval mortality from the viruses was included as
a third factor with three levels: STMNPV absence, lethal concentration 25 (LCys =
4,065.8 OBs [occlusion bodies])/ml), and lethal concentration 50 (LCso = 2,6575
OBs/ml). The crop of maize plants and the application of the virus were carried out in
greenhouse and laboratory conditions, respectively. The larvae that fed on crop plants
treated with AMF + 100% nitrogen showed significantly lower virus mortality than
plants treated with the AMF + 50% and those not treated with AMF. In conclusion, the
present study demonstrated that the maize-AMF interaction can depend of the
nutritional quality of the plants. In addition, the presence of AMF and a high nitrogen
level in maize plants can cause a lower susceptibility of S. frugiperda to its baculovirus.
Because this study is a pioneer in the plant-AMF-baculoviruses interaction, more

studies should be conducted to evaluate this interaction under field conditions.



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION GENERAL

El maiz, Zea mays L. (Gramineae), es uno de los granos con mayor demanda a
nivel mundial (Ledén et al., 2012). En México es el cultivo mas importante, ya que es
utilizado en la dieta tanto humana como animal, ademas de utilizarse en la
agroindustria. El 50% de la produccion nacional de este grano se obtiene principalmente
de ocho estados que incluyen: Sinaloa, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Chiapas,
Guanajuato, Chihuahua y Veracruz (Salinas et al., 2010; Vargas-Aguirre, 2016).

Diversos insectos de plagas y enfermedades atacan el maiz afectando
sustancialmente su desarrollo y rendimiento (De Ledn, 2008). Entre estas plagas destaca
el gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), el
cual puede alimentarse de la planta desde las primeras etapas de desarrollo hasta la

etapa de produccion (Pacheco, 1993; Murla et al., 2006; Nexticapan et al., 2009).

El uso de insecticidas quimicos ha sido la forma mas utilizada para el control del
gusano cogollero (Bahena et al., 2010). Sin embargo, el mal empleo de esos insecticidas
ha ocasionado diversos problemas, tales como: la intoxicacién de los productores, el
desarrollo de resistencia y el dafio al medio ambiente (Pérez, 2000; Leon et al., 2012).
Debido a lo anterior, se ha incrementado la necesidad de estudiar alternativas que
permitan establecer métodos de control de plagas, que sean seguras para los agricultores
y compatibles con la conservacion del medio ambiente. Dentro de estas alternativas se
pueden mencionar al uso de entomopatdgenos como agentes potenciales de control
bioldgico (Del Rincon et al., 2006).

Los baculovirus son virus ocluidos que poseen ADN de doble cadena y que
afectan a invertebrados, especialmente a insectos (Miller, 1997; Caballero et al., 2001).
Actualmente, estos patogenos son ampliamente usados a nivel mundial como
bioinsecticidas, ya que son altamente patogénicos y tienen un rango limitado de
hospederos para el control de diferentes plagas de importancia agricola (Vanarsdall et
al., 2007). El nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda (STMNPV) ha sido
explorado para el control de su huésped homologo (Escribano et al., 1999; Garcia-
Banderas, 2016). Willams et al. (1999) y Armenta et al. (2003) sefialaron, que la
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aplicacién del STIMNPV en etapas tempranas del cultivo del maiz, puede ocasionar
niveles significativos de mortalidad en las larvas sin afectar a las poblaciones de

enemigos naturales.

La amplia perspectiva de los baculovirus como agentes de control bioldgico se
basa en su alta capacidad infectiva y en su especificidad (Moscardi, 1999; Szeweczyk,
2006; Williams, 2018). Sin embargo, la interaccién de estos patdgenos con los insectos
puede ser modulada por las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de la planta
huésped (Cory y Hoowver, 2006), fendmeno que se ha observado en larvas de S.
frugiperda cuya susceptibilidad al SfMNPV puede ser distinta al alimentarse de varias
especies de gramineas como maiz, sorgo, Sorghum bicolor L., soya, Glycine max L., y
algunos pastos (Fuxa et al., 2007). Unas de las principales caracteristicas de las plantas,
gue pueden alterar la susceptibilidad de los insectos a la infeccion por baculovirus,
incluyen composicion quimica, pH y calidad alimenticia (Fuxa, 2004; Cory y Hoover,
2006).

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos simbioticos
que proporcionan una mayor ventaja fisiologica a las plantas (Hernandez y Chailloux,
2004; Ferraris et al., 2006; Celebi et al., 2010). En el ambito agricola, éstos tienen un
gran potencial, debido a que transfieren minerales inmoviles del suelo y ayudan a que
las plantas incrementen el area de exploracion del suelo, mejoren la absorcion y
transporte de nutrientes como: fosforo, nitrdgeno, cobre, zinc y agua del suelo (Ferraris
et al., 2006; Barrer, 2009). Ademas, los HMA constituyen una asociacion cuyo
beneficio va méas alld de los aspectos nutricionales, puesto que ademas generan
beneficios ambientales, tales como: el mejorar las condiciones fisico-quimicas del suelo
y la proteccién fitosanitaria de los cultivos (Finlay, 2008; Zorer et al., 2010).

La presente investigacién estd enfocada en explorar el efecto de las asociaciones
micorrizicas sobre la interaccion maiz-insecto-nucleopoliedrovirus (SfIMNPV), con un
enfoque en la herbivoria, nutricion y niveles de infeccion provocada por el patdgeno.
Ademas, la vision de este estudio es practica, puesto que una planta con mejores
caracteristicas es méas productiva; asi mismo, el uso de alternativas para el control de
plagas es importante tanto para la sanidad del cultivo como para el medio ambiente y la

salud humana y animal.



2. ANTECEDENTES

2.1 El maiz

El maiz es el segundo cultivo més importante a nivel mundial después del trigo,
Triticum spp. (Paliwal, 2001). El centro de origen del maiz es Mesoamérica; sin
embargo, por su gran productividad y adaptabilidad, éste se extendié rapidamente y hoy
se desarrolla a nivel mundial (Miramontes, 2012). Este grano se cultiva en mas de 140
millones de ha (FAO, 2010). En el ciclo comercial 2016-2017 alcanzé una produccion
de 1,025.6 millones de toneladas a nivel mundial (FIRA, 2016). Actualmente, el 75.5 %
del consumo total mundial se concentra en ocho paises: Estados Unidos, China, Europa,
Brasil, México, India, Japony Egipto (SAGARPA, 2013).

En Meéxico, se producen diversas variedades del maiz, aunque la mas importante
es el maiz blanco, puesto que es la base de una gran cantidad de productos de consumo
humano y pecuario, ademas de su uso industrial (Aragon et al., 2006). Durante el afio
agricola 2015, la produccion de maiz en México crecid a una tasa anual de 6.1 % para
totalizar en 24.69 millones de ton (FIRA, 2016).

Uno de los factores que pueden reducir sustancialmente la produccion del maiz,
es el ataque por diversas plagas, entre las que destacan: trips, Frankliniella sp.
(Thysanoptera: Thripidae); gusano soldado, Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae); gusano trozador, Agrotis sp.; la gallina ciega, Phyllophaga sp. (Coleoptera:
Melolonthidae); el gusano elotero, Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae);
el barrenador del tallo, Diatraea sp. (Lepidoptera: Pyralidae); el gusano alffilerillo,
Diabrotica virgifera zeae (Krysan y Smith) (Coleoptera: Chrysomelidae) y finalmente

S. frugiperda que se considera una de las mas importantes (Garcia et al., 2012).

2.2 El gusano cogollero, S. frugiperda

2.2.1 Biologia y habitos

Spodoptera frugiperda es una especie nativa del tropico americano, con una amplia
distribucion geografica que va desde el norte de Argentina y Chile hasta el sur de los
Estados Unidos (Cave, 2012), llegando al borde con Canada (Nagoshi et al., 2012).
aunque hay reportes que llego a Africa en el 2016 (Goergen, 2016). Las larvas de esta
especie se alimentan de hojas y brotes tiernos, aunque especialmente prefiere las hojas
centrales que se desarrollan en el periodo vegetativo y conforman el cogollo; de ahi su

nombre. Presenta un amplio rango de plantas hospederas, entre las que destacan el maiz,



sorgo, Sorghum Bicolor L. (Poaceae), algodon Gossypium barbadense L. 1753
(Malvaceae), soya Glycine max L. (Fabaceae), papa Solanum tuberosum L. 1753
(Solanaceae), tomate Solanum lycopersicum L. (Solanaceae) y varias especies de pastos
(Pacheco, 1993). El ciclo de vida del gusano cogollero oscila entre 19 y 48 dias,
dependiendo de la temperatura de las distintas fases (Murla, 2006) (Figura. 1). Su ciclo
es de aproximadamente 30 dias en verano, 60 en primavera y 90 durante el invierno
(SAGARPA, 2005). Las fases del ciclo de vida (Figura. 1), se describen a continuacion:

2.2.1.1 Huevecillo. Son de forma semiesférica, con estrias radiales de color rosado que
se torna gris a medida que se aproxima la eclosion y miden aproximadamente 0.5 mm
de didmetro (Pacheco, 1993). Las hembras depositan sus huevos durante las primeras
horas de la noche, tanto en el haz como el envés de las hojas, éstos son puestos en
grupos o masas cubiertas por segregacion del aparato bucal y escamas de su cuerpo, que
sirven como proteccion contra algunos enemigos naturales o factores ambientales
adversos. En las masas de huevecillos se pueden encontrar entre 100 a 200 individuos

(Negrete y Morales, 2003). La etapa de huevo dura de tres a cinco dias (Montes, 1999).

2.2.1.2 Larva. Las larvas al eclosionar, se alimentan del corion (cubierta protectora del
huevecillo), pasan normalmente por seis estadios o mudas (Guzman et al., 2016).
Tienen como caracteristica, que el octavo segmento abdominal presenta los cuatro
pinaculos dorsales formando un cuadrilatero, la cabeza es reticulada mide de 2.6 a 2.8
mm de ancho y se observa una mancha amarillenta en forma de “Y” invertida
(Sarmiento-Ruiz, 2018). La fase de larva dura de entre 26 a 32 dias dependiendo de la
temperatura (Montes, 1999).

2.2.1.3 Pupa. Las pupas son de tipo obtectas (los apéndices estan unidos al cuerpo),
miden 15 mm de largo y 5 mm en su parte mas ancha, el tegumento es liso y el color
por lo general es castafio obscuro. Los espiraculos, se ubican en el apice de una
proyeccion del tegumento que se recurva hacia el extremo posterior, se encuentran
desde el segundo al séptimo segmento abdominal, el octavo es apenas visible, esta fase

se desarrolla entre ocho y 10 dias (Negrete y Morales, 2003).

2.2.1.4. Adulto. El adulto es de habitos nocturnos y posee una gran capacidad para

vigjar, que incluso, puede llegar a ser de varios kilometros, prefieren climas templados


https://www.google.com/search?sa=X&biw=1366&bih=657&q=Malvaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMwuzClexMrpm5hTlpicmpgKADzZVnIZAAAA&ved=2ahUKEwjzuvi2kIrjAhVCrZ4KHX3XBJEQmxMoATAcegQICxAK
https://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/L.

con un alto porcentaje de humedad relativa en el ambiente. Los machos pueden
diferenciarse de las hembras (dimorfismo sexual) por notables caracteres fisicos: las
hembras son de color gris obscuro y presentan un color mas homogéneo, tienen alas
posteriores de color blancuzco, mientras que los machos tienen figuras irregulares
llamativas en las alas traseras que son blancas. Dependiendo de las condiciones del
ambiente, el adulto vive de cinco a 10 dias (Montes, 1999; Negrete y Morales, 2003;
Guzmén et al., 2016).

Adulto
(10-12dias)

P

Pupa
(9-13 dias)

=,

Huevos
(3-S5 dias)

Duracion total:
(35-40 dias)

i g

-

Larva
(6 instares: 2-3 semanas)

Figura 1. Ciclo de vida de S. frugiperda (imagen tomada de Huerta-Valdovinos, 2015).

2.2.2 Daiios causados por el gusano cogollero

Las larvas que son activas tanto de dia como de noche, se pueden comportar como
trozadoras de la planta en etapas tempranas, lo cual ha provocado que el agricultor tenga
que resembrar el cultivo de maiz y con ello incrementar los costos de produccion
(Willink et al., 1993). En el afio 2013, se reportaron al menos 18 entidades federativas
afectadas por el gusano cogollero. Por ejemplo, en la region del Bajio, donde se registrd
un total de 846,450 ha dafiadas con incidencias de ataque que oscilan del 13 al 60%. En
diversas entidades de México, se han registrado pérdidas de produccion causadas por
este insecto que van de un 13 a 60%, y en ocasiones totales del cultivo, especialmente
cuando este se encuentra en la etapa fenologica de floracion (F. Tamayo, comunicacion

personal).

Dr. Fernando Tamayo Mejia, Sanidad Vegetal del Estado de Guanajuato



2.2.3 Métodos de control contra S. frugiperda

2.2.3.1 Quimico. En Meéxico, el control de S. frugiperda se realiza mediante la
aplicacién de distintos insecticidas quimicos, los cuales requieren desde una hasta seis
aplicaciones durante todo el ciclo (Bahena et al., 2010). Sin embargo, se ha observado

que su control es dificil de lograr de forma eficiente mediante el uso de agroquimicos.

Esto se debe, a que las larvas a partir de tercer estadio se introducen al cogollo, donde se
refugian y de esta forma se reduce la exposicion al insecticida (Morillo y Notz, 2001).
Aunado a ello, el uso de insecticidas quimicos provoca graves problemas de
contaminacion al medio ambiente y a la salud de las personas y animales, resistencia de
las plagas y la eliminacion de enemigos naturales, entre otros (Pérez et al., 2000; Le6n
et al., 2012).

El uso generalizado de insecticidas en los cultivos elimina insectos que son
benéficos para las plantas, lo que propicia que otras especies nocivas al cultivo se
incrementen. Por ejemplo, numerosas investigaciones, tanto en Meéxico como en otros
paises han demostrado la presencia de parasitoides que regulan en forma natural las

poblaciones del gusano cogollero, cuando ataca al cultivo de maiz (Bahena et al., 2012).

2.2.3.2 Cultural. El control cultural consiste en la utilizacion de las préacticas agricolas
ordinarias, o algunas modificaciones de ellas, con el propésito de contribuir a prevenir
los ataques de los insectos, hacer el ambiente menos favorable para su desarrollo,
destruirlos, o disminuir sus dafios (Cisneros, 1995; Rios-Velasco et al., 2011). En este
método de control, se incluyen labores de preparacion de tierras; métodos de siembra;
seleccion de variedades; ejecucion de cultivos y aporques; manejo del agua y de los
fertilizantes; oportunidades de cosecha; el manejo de genotipos resistentes y tolerantes y
labores de preparacién de la tierra en general (Cisneros, 1995).

2.2.3.3 Biologico. El uso de enemigos naturales, como alternativa al control quimico,
se define como: la manipulacién deliberada por el hombre para reducir las poblaciones
de insectos plaga a un umbral que no produzca dafios econdmicamente importantes
(Badii, 2000). El gusano cogollero es susceptible a mas de 16 especies de patdgenos,
entre los mas importantes se encuentran los hongos como Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin 'y Entomophthora aulicae (Reich.), protozoarios; Nosema
laphygmae Weiser, nematodos; Hexamermis sp., bacterias como Bacillus thuringiensis

(Berliner) y diversos virus (Garden y Fuxa, 1980).



2.3 Los baculovirus

La familia Baculoviridae incluye virus ocluidos que poseen ADN de doble
cadena y que afectan invertebrados especialmente insectos (Caballero et al., 2001). Se
les conoce con este nombre, debido a la forma de baston o baculo de sus viriones. De
los virus patdgenos de insectos, esta familia es la mas numerosa (Caballero et al., 2001).
El material del genoma oscila entre 85 y 166 kb (Blissard y Roman, 1990). Después de
un cambio en su clasificacion en el afio 2006, la familia baculoviridae constd de cuatro
géneros:  Alphabaculovirus  (nucleopoliedrovirus  especificos para  lepidopteros),
Betabaculovirus (granulovirus especificos para lepidopteros), Gammabaculovirus
(nucleopoliedrovirus  especificos para himenopteros fitofagos) y Deltabaculovirus

(nucleopoliedrovirus especificos para dipteros) (Jehle et al., 2006).

2.3.1 Estructura y composicion de los Baculovirus

La nucleocapsida. Su funcion consiste en transportar la informacion genética del virus
de una forma compactada a la célula huésped. Esta estructura consiste en una vaina o
capsida cilindrica, tapada en ambos extremos (base y tapa). La estructura de la cépsida

consiste en una serie de anillos apilados perpendicularmente (Federici, 1986).

Los viriones. Estos son los principales elementos infecciosos de los baculovirus y cuya
funcion es la dispersion de la infeccion a todos los 6rganos y tejidos dentro del huésped
(Caballero et al., 2001). El viribn se forma cuando la nucleocapsida adquiere una
envuelta o membrana que tiene una estructura trilaminar tipica, compuesta por una capa
de lipidos entre dos capas de proteinas (Federici, 1986). Existen dos tipos de viriones,
con funciones diferentes: los viriones brotantes (BVs) y los viriones derivados de
cuerpos de oclusion (ODVs), ambas abreviaciones por sus siglas en inglés. Los BVs
inician las infecciones secundarias y dispersan la infeccion a través de la hemolinfa por
todo el hospedero, mientras que los ODVs son los elementos infecciosos responsables
de la transmision horizontal entre los individuos susceptibles de la poblacién (Blissard y
Rohrman, 1990).

Morfoldgicamente los ODVs se dividen en dos tipos: los que presentan una
nucleocapsida por virion, a los cuales se les denomina denominados viriones simples y
los que presentan un numero variable de nucleocépsidas que se les denomina viriones
multiples (Granados y Williams, 1986). Por otro lado, los BV presentan una sola

nucleocédpsida y todos son morfoldgicamente iguales, éstos se originan a partir de



nucleocapsidas que una vez sintetizadas se mueven y abandonan las células del
huésped. Ademas, son los responsables de diseminar la infeccion entre los 6rganos y los

tejidos de la cavidad hemocélica del insecto (Blissard y Rohrmann, 1990).

Cuerpos de inclusion (OBs). En los OBs, se incluyen uno 0 varios viriones
dependiendo del tipo de virus, lo que les permite preservar su capacidad infecciosa fuera
del huésped, los OBs son insolubles en agua y resistentes a la putrefaccion y
desintegracion por agentes quimicos (Benz, 2001) y tambien a tratamientos fisicos

como la congelacién, desecacion o liofilizacion (Jacques, 1985).

2.3.2 Ciclo de infeccion del baculovirus

El ciclo de infeccion inicia cuando el insecto se alimenta de una planta
previamente contaminada, y adquiere los cuerpos de inclusion (Figura 2). Una vez
ingeridos y, debido a que el insecto huésped presenta un alto pH alcalino en los jugos
intestinales, se disuelven los cuerpos de inclusion (Caballero et al., 2001). Una vez
liberados los viriones, estos deben atravesar la membrana peritréfica del mesenteron
(intestino medio) (Wang y Granados, 2000; Haas-Stapleton et al., 2005).
Posteriormente, se unen por fusion a la membrana citoplasmatica de Ilas
microvellosidades de las células del intestino medio. Una vez que la fusion se produjo,
las nucleocépsidas entran por la membrana de la ceélula dirigiendose al nicleo
(Volkman, 2007). Ahi, dejan la nucleocépsida y liberan ADN a través de los poros
nucleares. El nicleo aumenta de tamafio, los nucléolos se dirigen a la periferia nuclear y
disminuye su tamafio, se activa la replicacion del ADN y se genera una nueva progenie
viral produciendo alteraciones fisioldgicas en el insecto, provocando un mejor
desarrollo de la infeccion (Caballero et al., 2001). Una vez producida la primera
progenie, da inicio la dispersion del virus a las células y tejidos como hemocitos, cuerpo
graso, traquea, entre otros (Caballero et al., 2001; Passarelli, 2011). En el nicleo de
estas células se lleva a cabo la replicacion y transcripcion viral ensamblandose nuevas
nucleocapsidas. En una fase més avanzada del proceso infeccioso se acumulan OBs

en la célula y finalmente tras la lisis celular se liberan al ambiente (Miller, 1997).
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Figura 2. Esquematizacion del ciclo de infeccion de un nucleopoliedrovirus
(modificado de Motoko et al., 2014).

2.4 Los baculovirus y suinteraccion con el huésped y las plantas hospederas

Una gran parte de los estudios sobre la ecologia de los BVs se han enfocado en
entender la interaccidn hospedero-patdgeno. Sin embargo, este conocimiento soélo
representa una parte de una compleja interaccion, que se da entre las especies con sus
insectos huésped, las plantas y el medio ambiente (Cory et al., 1997). Las plantas son
ambientes muy complejos para la supervivencia de los BVs y los entomopatogenos en
general. La importancia de las plantas se manifiesta especialmente, en funcion de su
morfologia, de la composicion quimica y de su calidad nutricional. Sobre éstos Ultimos,
la composicion quimica de la planta tiene influencia no sélo en la actividad del virus si
no también la fisiologia del insecto huésped (Cory y Hoover, 2006). Estudios de
laboratorio han demostrado que distintas sales y taninos pueden reducir la infectividad
del virus. Similarmente, los exudados de las plantas incrementan el pH foliar con un

consecuente efecto sobre el virus (Keating et al., 1988; Hunter y Schultz, 1993).

Por otro lado, estudios con un NPV sobre Lymantria dispar L. (Lepidoptera:
Lymantriidae) mostraron que la infeccion fue negativamente relacionada con los niveles

de defoliacion, sugiriendo una elevada concentracion de taninos puede incrementar la



resistencia del insecto hacia el propio virus (Cory y Hoover, 2006). Otros compuestos
que se relacionan con lo anterior incluyen: proteinas, acido clorogenico, y enzimas tales
como peroxidasas y fenoloxidadas (Dias-Vasconcelos, 2001). Un aspecto que ha sido
muy poco estudiado es la relacion entre la calidad nutricional de las plantas y los niveles
de infeccién, en donde se podria esperar que una alta calidad nutricional, pudiera
incrementar los niveles de ingestion de las hojas tratadas con virus o presentes de forma

natural.

2.5 Las micorrizas

El término micorriza proviene del griegp mykes-riza (hongo-raiz), incluye a
microorganismos que se forman de la interaccion entre un hongo y una planta (Smith y
Read, 1997). En 1885, el patologo aleman Albert Bernard Frank propuso el término
micorriza para describir un fendmeno comin que observd en las raices de ciertos
arboles de los bosques templados de Norteamérica. Anteriormente, estas asociaciones
entre hongos del suelo y las raices de los arboles fueron las Unicas que se reconocian
como micorrizas, pero trabajos posteriores mostraron que existia una gran diversidad de
asociaciones de este tipo, no sélo en plantas lefiosas, sino en la mayoria de los
vegetales. En las simbiosis mutualistas de este tipo, los hongos se benefician con los
nutrimentos sintetizados por la planta y a su vez acarrean minerales del suelo para
cederlos a la raiz (Aguilera-Gomez et al., 2007).

Las micorrizas pueden ser de tres tipos: ectomicorriza, endomicorriza y
ectoendomicorriza. Las primeras se caracterizan porque desarrollan una espesa capa de
micelio sobre la zona cortical de las raices absorbentes de la planta, las hifas del hongo
no penetran en el interior de las células de la raiz, sino que se ubican sobre y entre las
separaciones de éstas. Se pueden observar a simple vista.

Las endomicorrizas se caracterizan por colonizar intracelularmente el cortex
radical 0 sea que no hay manto externo que pueda verse a simple vista. Las
ectendomicorrizas presentan caracteristicas intermedias entre las Ectomicorrizas y las
Endomicorrizas, ya que presentan un manto externo como las ectomicorrizas, pero
también penetran en el interior de las células, como las endomicorrizas y no existen
vesiculas ni arblsculos (Read, 1999).

Las endomicorrizas se caracterizan por colonizar intracelularmente el cortex
radical o sea que no hay manto externo que pueda verse a simple vista. Las hifas se

introducen inicialmente entre las células de la raiz, pero luego penetran en el interior de
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éstas, formando vesiculas alimenticias y arbusculos. Por ello, este grupo se las conoce

también como hongos micorrizicos arbusculares (HMA).

2.5.1 Los HMA

Los HMA son importantes para la agricultura, por su potencial como promotores
de crecimiento vegetal. Estos son microorganismos del suelo que forman simbiosis con
el 80% de las plantas terrestres, formando arbusculos, vesiculas (en algunas especies) e
hifas, dentro de las celulas corticales de las plantas que colonizan (Smith y Read, 1997;
Barrer, 2009). Registros fosiles indican que esta asociacion tiene aproximadamente 400
millones de afios y actla como una extension de la raiz de la planta, en la exploracion y
toma de nutrientes minerales (fosforo y nitrdgeno, entre otros) y aguas procedentes del
suelo. A cambio, la planta le retribuye al hongo carbohidratos derivados de la

fotosintesis en forma de exudados (Barrer, 2009).

Las micorrizas  constituyen una  asociacion  multifuncional  simbidtica
generalmente mutualista, cuyo beneficio va mas alla de los aspectos nutricionales,
puesto que ademas generan beneficios ambientales, tales como el mejorar las
condiciones fisicoguimicas del suelo. Algunos estudios han demostrado los efectos
benéficos de esta asociacion simbidtica entre las micorrizas arbusculares y las plantas,
por ejemplo, la defensa de los suelos contra la degradacion y la proteccion fitosanitaria
de los cultivos (Zorer et al., 2010). Especificamente, los HMA pueden transferir
minerales inmoviles del suelo y ayudar a que las plantas incrementen la exploracion y

aumenten la absorcion y transporte de nutrientes (Ferraris et al., 2006; Barrer, 2009).
2.5.1.1 Ciclo de vida de los HM A

El ciclo de vida puede dividirse en dos etapas. La primera etapa es simbibtica y
se inicia con la formacion de propagulos (esporas, hifas o raices con HMA) cuando las
condiciones son favorables, las esporas germinan y establecen contacto con la raiz,
desarrollando una estructura llamada apresorio, iniciando una nueva simbiosis, que es
una acumulacién de hifas en la epidermis de las raices que permite el paso de las hifas
al cortex, sin provocar la muerte de las células. El establecimiento de propagulos puede
ser afectado por factores ambientales. La segunda fase se lleva a cabo dentro de las
raices, en las cuales se desarrollan sus estructuras (hifas, arblsculos y vesiculas). En

esta fase es donde se establece el intercambio de minerales del hongo a la planta y los
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fotosintatos de la planta al hongo, ademas se desarrollan las hifas en la rizosfera. Al
final del ciclo se forman nuevamente propagulos y esporas de resistencia (Requena et
al., 2007)

Los HMA pueden ayudar a la absorcion de nutrientes especialmente fosforo que es
nutriente limitante. Sin embargo, este nutriente es aplicado frecuentemente (Herrera et
al., 2016). Sieverding (1991), Alarcén et al. (1993) y Smith y Read (1997) mencionaron
que en algunas plantas de consistencia herbacea, la aplicacion de fosforo reduce la
colonizacion micorrizica y el beneficio de los HMA. A si mismo, la asociacién con
hongos micorrizicos, al mejorar el estatus nutricional de las plantas, podria facilitar la
respuesta de defensa de las plantas contra los herbivoros (Bennett et al., 2006). Es
importante resaltar que utilizar una fertilizacion alta en nitrogeno, puede afectar
negativamente al desarrollo de los HMA (Sieverding, 1991). Por otro lado, los efectos
del nitrdgeno no son constantes y pueden variar de un lugar a otro (Espinosa-Cuéllar,
2015).
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HIPOTESIS

Las asociaciones micorrizicas y la nutricion de las plantas afectan positivamente la

herbivoria y la efectividad de un nucleopoliedrovirus en plantas de maiz.

OBJETIVOS DE LA TESIS

General

Evaluar el efecto de los hongos micorrizicos con dos niveles de fertilizacion de
nitrbgeno en plantas de maiz sobre la herbivoria de S. frugiperda y la

adquisicion de la infeccion por su nucleopoliedrovirus.

Especificos

e Evaluar el efecto de los HMA sobre el crecimiento de plantas de maiz

fertilizadas con dos niveles de nitrdgeno (objetivo integrado en el Capitulo 1I).

e Evaluar la herbivoria de S. frugiperda sobre plantas de maiz micorrizadas y

fertilizadas con dos niveles de nitrogeno (objetivo integrado en el Capitulo 11).
e Evaluar el grado de infeccion del nucleopoliedrovirus sobre larvas de S.

frugiperda alimentadas con plantas de maiz micorrizadas y fertilizadas con dos

niveles de nitrogeno (objetivo integrado en el Capitulo 111).
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CAPITULO 11

EFECTO DE LOS HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES SOBRE LA
INTERACCION PLANTA-INSECTO: INFLUENCIA DE LA NUTRICION DE
LAS PLANTAS

RESUMEN

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son organismos del suelo que
conviven simbidticamente con la mayoria de las plantas terrestres. Esta asociacion actua
como un complemento de la raiz de la planta en la toma de nutrientes, aumento de la
tolerancia a condiciones de estrés abiotico y aumento en la productividad de estas.
Ademéds, la asociacion de las plantas con los HMA, al mejorar el estatus nutricional de
sus hospederos, podria facilitar el despliegue de respuestas de defensa contra los
insectos herbivoros. En el presente estudio, se evaludé el impacto de un consorcio de
HMA nativos sobre la herbivoria causada por el gusano cogollero, Spodoptera
frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), en plantas de maiz. Asi mismo, se
evalud la interaccion entre la nutricion de las plantas micorrizadas, con el desarrollo de
estas, la herbivoria y la condicion del insecto. El gusano cogollero, fue seleccionado
como modelo de estudio, debido a su importancia como herbivoro en los cultivos de
maiz. Se disefid un experimento multifactorial al azar con tres factores y dos niveles
para cada factor en el cual se incluyeron: 1) Condicién del suelo (suelo estéril y suelo
con HMA), 2) Fertilizacion con nitrogeno (50 y 100% del requerimiento de la planta) y
3) Insecto (presencia y ausencia de S. frugiperda). Las plantas tratadas con HMA
presentaron una menor biomasa comparadas con las no tratadas. En relacion al nivel de
dafio foliar, las plantas de maiz que se trataron HMA + 50% de nitrogeno tuvieron
significativamente menor dafio comparado con el testigo. En contraste, las plantas que
se trataron con el doble del nitrdgeno tuvieron un mayor dafio comparado con el testigo.
Por lo anterior, se concluye que el menor desarrollo de las plantas de maiz asociadas
con los HMA, puede relacionarse con procesos propios de la simbiosis o con las
caracteristicas de las especies de HMA y su distinta interaccion con las plantas.
Ademés, el nivel de dafio foliar por S. frugiperda tuvo una mayor relacién con la

nutricion de las plantas que con la presencia de los HMA. Finalmente, el presente
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estudio demuestra que la interaccidbn maiz-micorriza puede ser mediada tanto por la
propia presencia de los hongos como por la calidad nutricional de las plantas.

Palabras clave: Simbiosis, maiz, gusano cogollero, micorrizas.

1. INTRODUCCION

Los HMA son microorganismos del suelo que forman simbiosis con mas del 90% de las
plantas superiores (Pérez et al., 2016; Bertolini et al., 2018). Estos microorganismos
forman arbusculos, vesiculas e hifas dentro de las células corticales de las plantas que
colonizan (Smith y Read, 1997; Barrer, 2009). Las vesiculas, estan presentes en la
corteza de la raiz y se consideran reservorios de nutrimentos para el hongo (Walker et
al., 1992; Aguilera-Gomez et al., 2007; Bazaldua, 2011). En la agricultura, el uso de
HMA tiene un gran potencial biotecnoldgico debido a que incrementan la productividad
y la calidad en producciones méas sostenibles (Barrer, 2009). Algunas de las funciones
mas importantes de los HMA incluyen: i) Promocion del crecimiento de las plantas
mediante el incremento de la incorporacion de nutrimentos (fosforo y nitrégeno, entre
otros), ii)Mejoramiento de las relaciones hidricas (Allen et al., 2003, 2007) y, a cambio,
la planta le proporciona al hongo carbohidratos derivados de la fotosintesis (Barrer,
2009), iii) Transferencia de minerales inmdviles y ayudan a que las plantas incrementen
la exploracion del suelo (Ferraris et al., 2006; Barrer, 2009), y iv) Resistencia a
condiciones ambientales adversas, tales como el ataque de microorganismos
fitopatdgenos y organismos herbivoros (Finlay, 2008; Zorer et al., 2010) y, a cambio, la
planta le proporciona al hongo hidratos de carbono derivados de la fotosintesis (Barrer,
2009).

En relacion a los herbivoros, se conoce que la asociacion de las plantas con los
HMA, al mejorar el estatus nutricional de las mismas, podria facilitar el despliegue de
respuestas de defensa contra estos organismos (Bennett et al., 2006; Bennett, 2007,
Hoffmann, 2011), lo que a su vez podria disminuir el nivel de herbivoria (Aguilar-
Chama et al., 2016). Ademas, la asociacion simbidtica puede incrementar los recursos
de las plantas para tener una mayor capacidad para reponer el tejido vegetal dafiado
(Herms y Mattson, 1992; Strauss y Agrawal, 1999; Parra-Tabla et al., 2004). Al
respecto, Garrido et al. (2010) sefialaron, que la asociacion de plantas con HMA se ha
considerado un factor que aumenta la tolerancia de las plantas a la herbivoria; sin

embargo, esto puede depender de la densidad de la colonizacién. Ademés, el éxito de la
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colonizacion de los HMA en las plantas puede depender de varios factores, entre ellos,
el contenido de humedad, la salinidad del suelo y la adquisicion de nutrientes (Aguilera-
Gomez et al., 2007; Lopez-Carmona et al., 2019).

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de un consorcio
de HMA nativos sobre el desarrollo de plantas de maiz, Zea mays L. (Poaceae), y la
herbivoria causada por el gusano cogollero, Spodoptera frugiperda J. E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae), la plaga mas importante del maiz en el continente americano
(Blanco et al., 2010). Asi mismo, se evalud la interaccion entre la nutricion de las

plantas micorrizadas, la herbivoria y la condicion del insecto.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio experimental

Se realizd un disefio multifactorial (3x2) con tres factores y dos niveles para cada factor
en el cual se incluyeron: 1) Condicion del suelo (suelo estéril y suelo con HMA) 2)
Fertilizacion con nitrégeno (50 y 100% del requerimiento de la planta) y 3) El insecto
(presencia y ausencia de S. frugiperda). En total se obtuvieron ocho tratamientos con
seis repeticiones, dando un total de 48 unidades experimentales (2x2x2x3). Con dos
bloques. Este experimento se realizO en dos etapas, en cada una se incluyeron tres
repeticiones por cada factor, pero con dos semanas de diferencia. Todo el experimento

se realizd en un invernadero.

2.2 Materiales bioldgicos

Cria del insecto. Se usaron larvas de S. frugiperda de segundo estadio (~ 8 h después de
la ecdisis) provenientes de una colonia establecida en el laboratorio de Interacciones
Bioticas en Habitats Alterados del Instituto de Investigacibn de Ecosistemas y
Sustentabilidad de Universidad Nacional Autonoma de Meéxico (IIES-UNAM), Campus

Morelia. Los adultos se alimentaron con una solucién con miel de abeja a 15%.

S. frugiperda. Las larvas se alimentaron con una dieta semisintética modificada de la
propuesta por Poitout y Bues (1974) y publicadas por Isidro-Irene et al. (2019), la cual
se elabord con base en harina de soya, germen de trigo, levadura de cerveza, agar,
vitaminas, antibiético y conservadores (acido benzoico, nipagin y &cido acético). Las
condiciones ambientales de cria fueron de 25+ 2°C, 60+ 5% de HRy 12:12 (L: O).
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Maiz. Se utiliz6 un hibrido variedad PUMA proveniente de la empresa ASGROW®, esta
semilla es de uso amplio en el pais, especialmente en los valles altos. (Martinez, 1999)

HMA. El suelo que se utilizd para el experimento se obtuvo de parcelas de maiz
establecidas en el Centro Regional Universitario Centro Occidente (CRUCO)
coordenadas Latitud 19°41°13.614" Longitud 101°14°716.8144, en este suelo se ha
confirmado la presencia de HMA nativos pertenecientes a los géneros Acauloespora,
Megaespora, Gigaespora e Intraespora (LOopez- Carmona, 2013). Cabe sefialar que,
para obtener las muestras del suelo, se realizaron excavaciones de ~ 10 cm de
profundidad entre los surcos del cultivo eliminando las malezas. Posteriormente, el

suelo se coloco en costales de polipropileno para ser transportado al IIES-UNAM.

2.3 Establecimiento de los experimentos

Los experimentos se realizaron en el IIES-UNAM. El suelo colectado en campo con
presencia de HMA se dividio en dos partes, una parte se esterilizd y la otra se conservo
para utilizarla en los tratamientos que contenian micorrizas. La esterilizacion se realizd
en un esterilizador eléctrico (Pro-Grow® modelo SS-30) a una temperatura de 93°C
durante 72 h, siendo 24 en el esterilizador, seguido de 24 de descanso y finalmente otras
24 en el esterilizador. Para la siembra del maiz, las semillas previamente germinadas se
colocaron en una mezcla de 600 g de suelo estéril de los cuales 25% era suelo no estéril
(con el fin de obtener el inoculo micorrizico) + 600 g de arena silicada de rio. Otra parte
se sembré en el mismo suelo, pero en suelo estéril (sin micorrizas). El suelo se colocd
en una maceta de plastico de 1.5 L. Después de dos semanas de la siembra, a todas las
plantas se les aplico un filtrado de microorganismos provenientes de las mismas
muestras de suelo no estéril. Estos microorganismos se extrajeron del suelo y se
aplicaron con la finalidad de que todos los tratamientos los incluyeran. Para ello, 100 g
de suelo se mezclaron en 1 L de agua estéril y, posteriormente, el suelo se filtrd a través
de varios tamices (1, 0.425, 0.25 y 0.035 mm) y finalmente, se filtrd utilizando un papel
filtro. A partir de este filtrado, se aplicaron 50 ml a cada una de las plantas, agitando
cada vez que se tomada este volumen. Cabe sefialar que, con este filtrado, se eliminaron
las esporas de hongos para obtener solamente el filtrado con bacterias (L6pez-Carmona,
2019).

El suelo se fertilizO con una solucion mineral completa (Cuadro 1). La formula

se aplico al inicio del experimento con excepcidén del NH4sNOs3, el cual se aplicé desde la
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fase de plantula semanalmente hasta el fin del experimento. Cabe sefialar que, las

soluciones de nitrégeno (50 y 100%), fosforo, potasio y la mezcla de micronutrientes se

prepararon por separado en vasos de precipitado. Toda la fertilizacion se aplicé sobre el

suelo antes de la siembra, a excepcion del nitrogeno que se aplicd cuando la plantula

tenia las dos primeras hojas. Cabe sefialar que, en el caso del fosforo, la tasa aplicada

corresponde a la mitad de la requerida por planta, puesto que se conoce que las

micorrizas son especialmente sensibles al compuesto, ya que los niveles bajos del

nutriente promueven la simbiosis de los HMA, mientras que los niveles altos podrian
inhibirla (Nouri et al., 2014; Mustafa, 2016).

Cuadro 1. Solucion mineral completa que se aplico a las plantas de maiz.

Aplicacion
Concentraciéon (ml) por
Compuestos (mg)
(g/ml) maceta de
1200¢g
Sulfato de potasio kSO, 25 75 3
Cloruro de calcio CaCl, 25 75 3
Microelementos 3
Sulfato de cobre CuS0O, x 2H,0 0.7 2.1 --
Sulfato de zinc ZnSO, x 7TH,0 1.8 5.4 --
Sulfato de manganeso MnSO, x H,0O 35 10.5 --
Sulfato de cobalto CoS0O, x 7 H,0 0.13 0.39 --
Sulfato de magnesio  MgSO, x 7H,0 15 45 -
Molibdato de sodio Na,MoO x 2H,0 0.06 0.18 --
Nitrato de amonio NH4NO; 28.57 86.2 3
Fosfato de potasio KH,PO, 43.93 100 3
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2.4 Efecto de los HMA sobre eldesarrollo de las plantas de maiz, la herbivoria
causada por S. frugiperda y la condicion del insecto

Una vez que las plantas de maiz tuvieron siete semanas de edad (V10), se colocaron
siete larvas de segundo estadio (L) de S. frugiperda, recién mudadas, por cada planta,
sobre las plantas que correspondian a los tratamientos que incluyeron las larvas y se
dejaron sobre las mismas alimentandose durante dos semanas. Para evitar su escape,
cada planta se cubri6 con una tela tergal-francés de un diametro de poro de 0.2 mm.
Posteriormente, la malla de tela se retird, y de cada planta se recuperaron las larvas para
registrar el estadio larvario y su peso.

Posteriormente, a la novena semana, las plantas se cortaron desde su base y se
registré su altura, peso seco de la parte aérea y peso fresco de la raiz. Ademas, se realizd
una estimacion visual del nivel de dafio de acuerdo a la escala de Dirzo y Dominguez
(1995) [1 (0%), 2 (1-6%), 3 (6-12%), 4 (12-25%), 5 (25-50%) y 6 (50-100%)]. El tejido
foliar se sec6 en un horno (Fisher-Scientific. Hampton, Nuevo Hampshire, Estados
Unidos) durante 72 h a 80 °C y después cada muestra se pesO en una balanza analitica
de la marca Ohaus®. Posteriormente, las raices se almacenaron en un congelador a -20

°C para su consiguiente analisis.

2.5 Determinacion del nitrogeno y fosforo en el tejido vegetal

Las plantas previamente deshidratadas en el horno se trituraron en un molino manual de
la marca Thomas Scientific (Swedesboro, Nueva Jersey, Estados Unidos) y se colocaron
individuamente en bolsas de papel estraza. Estas se colocaron nuevamente en el horno a
80 °C durante 24 h. Posteriormente, 2 g de cada muestra se pesaron para procesarlas
mediante el método de Micro-Kjeldahl propuesto por Murphy y Riley (1962). Para ello,
las muestras se colocaron en tubos de ensayos de 75 ml y, a cada una, se le colocaron
1.1 g de la siguiente mezcla digestora: 1.0 g de sulfato de cobre (CuSo4) y 10 g de
potasio monobasico (KH2PO4) en una proporcion 1:10, dicha mezcla se triturd en un
mortero de &gata hasta obtener una mezcla fina. Simultaneamente, se prepararon dos
tubos que servian como blanco y que sélo contenian la muestra digestora sin materia
organica. Después, se afladieron 3 ml de perdxido de hidrogeno (H2O>) al 30% a cada
tubo por 10 min para llevar a cabo la accion de oxidacion. Finalmente, se agregaron 7

ml de &cido sulfurico (H2SO4) conel fin de disociar los compuestos nitrogenados.
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La concentracién de nitrdgeno y fosforo en las plantas se determind con el
método de (Murphy y Riley 1962). Posteriormente, las muestras de los tubos digestores
se colocaron en un bloque digestor para elevar la temperatura gradualmente a 50°C cada
20 minutos hasta alcanzar 375°C. Se mantuvo esta temperatura durante tres horas, hasta
que los solidos adquirieran una coloracion blanquecina y una fase liquida transparente.
Las muestras se dejaron en reposo durante 24 horas. Después, el extracto se filtrd en
discos de papel Whatman de nimero 1 (0.125 mm) en viales de cristal. Se diluyeron 0.2
ml de la muestra en 9.8 ml de agua destilada para obtener una proporcion 1:50. Para el
caso del fosforo, se utilizaron 2 ml del extracto en 8 ml de agua destilada para obtener
una proporcion 15. Los extractos se homogenizaron con el agitador mecanico de la

marca Eberbach, a 300 rpm durante 30 min.

Para cuantificar la cantidad de amonio presente en la muestra, se utilizd el
método colorimétrico en un autoanalizador de la marca Bran Luebbe a una longitud de
onda de 660 nm. Para la cuantificacion de nitrdgeno total se utilizd la siguiente
solucion: salicilato-nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CN)sNO] hipoclorito de sodio
(NaClO), agua, solucién de lavado con &cido sulfirico (H,SO4) al 4%. La cuantificacion
del fosforo se hizo de la misma manera que la de nitrdgeno, con la diferencia de que se

usé hipoclorito molibdato después de la reduccion con el acido ascérbico.

2.6 Tincion de las raices y lectura de colonizacion de raices con HM A

Para confirmar presencia de micorrizas en las raices de las plantas, éstas se
descongelaron y se procesaron de acuerdo con la técnica modificada de clareo y tincion
propuesta por Phillips y Hayman (1970). Para ello, las raices se lavaron hasta eliminar
todos los residuos de suelo, posteriormente, con unas tijeras se cortaron en fragmentos
de aproximadamente 1 c¢cm y se homogenizaron fragmentos de cada raiz en una cubeta
con agua. Después, se extrajeron 2 g de raiz y se colocaron en tubos Falcon® a los
cuales se les adiciond6 KOH al 10 %, los tubos se taparon y se colocaron en bafio Maria
durante 15 minutos a 70 °C. Al terminar este tiempo, las raices se enjuagaron con agua
corriente. Posteriormente, se les adiciond agua oxigenada (H,O;) en lugar de &cido

clorhidrico HCI, durante 30 min a temperatura ambiente.

Finalmente, las raices se enjuagaron y después se les adiciond azul de tripano al
0.05% hasta cubrirlas. Después las raices se colocaron en bafio Maria durante 10 min a

70 °C. Se elimin6 el exceso de colorante y las raices se enjuagaron cuidadosamente para
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colocarlas en tubos colonizadores de plastico con glicerina con el fin de almacenarlas en

refrigeracion a4 °C para posteriormente realizar la cuantificacion micorrizica.

Para el conteo de esporas en la raiz se realizd un conteo por el método de linea-
intercepto (Giovannetti y Mosse, 1980), basado en la presencia y ausencia de estructuras
micorrizicas, en las raices, que interceptaron sobre las lineas de una cuadricula
dibujadas en una caja Petri (1 x 1 cm). La cuantificacion se efectué con un microscopio

estereoscopio de la marca AmScope a 4X.

2.7 Analisis estadisticos

Para ambos experimentos se emplearon andlisis tipo ANOVA de tres vias, para buscar
diferencias significativas, se aplicO la prueba de Bartlett para la verificacion de
homogeneidad de varianza y la prueba de Tukey para encontrar diferencias entre
medias. Todos los andlisis se realizaron en el programa Statgraphic Centurion XV

version 2.06 (Statpoint®) y Sigma Plot 11.0 para hacer las graficas.

3 RESULTADOS

3.1 Efecto de los HM A sobre el desarrollo de las plantas de maiz, la herbivoria
causada por larvas de S. frugiperda y la condicion del insecto

Se observd una respuesta significativa de los HMA en las variables peso seco de raiz,
peso seco aéreo, biomasa, altura y longitud del tallo (Cuadro 2) (P < 0.01). En todos los
parametros, las plantas que se trataron con los HMA tuvieron un valor promedio
significativamente menor comparado con las plantas no tratadas (Figuras 1 A-F).
Ademas, se observd una respuesta significativa de los HMA en el nivel de dafio (P <
0.05). Las plantas de maiz que se trataron HMA + 50% de nitrdgeno tuvieron
significativamente menor dafio (1.2-veces) comparado con el testigo (Figura 2 A). En
contraste, las plantas que se trataron con HMA + 100% de nitrégeno tuvieron un mayor

dafio (1.4 veces) comparado con el testigo.

En relacion a la condicién del insecto, se observd un peso significativamente
mayor cuando se alimentaron con plantas tratadas HMA + 100% de nitrbgeno que
cuando se alimentaron con las plantas testigo (P<0.01); sin embargo, no se observaron
diferencias con respecto al tratamiento HMA + 50% de nitrdgeno. Asi mismo, no se

observaron diferencias significativas entre los tratamientos HMA + 50% de nitrGgeno,
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HMA + 100% de nitrégeno vy el testigo 100% de nitrdgeno (Figura 5B). Unicamente en
las interacciones HMA + nitrogeno se observaron diferencias significativas en el peso
de larvas (F1 28 = 7.95, P< 0.001) y la categoria de dafio (F1,92 = 4.33, P < 0.05) (Cuadro
2).
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Cuadro 2. Probabilidades resultantes de los andlisis ANOVA con los factores hongos micorrizicos arbusculares (HMA) (suelo esteril y

HMA, nitrégeno (50 y 100) e insecto (cony sin insecto).

o HMA X
Nitrogeno X
HMA Nitrégeno Insecto HMAX Nitrégeno HMA X Insecto Nitrégeno
Variables Insecto
X Insecto
Peso Seco aéreo (g) el 0.35 0.35 0.87 0.50 0.40 0.42
Peso seco deraiz (g) **x 0.78 0.91 0.69 0.09 0.93 0.27
Biomasa i 0.30 0.67 0.99 0.43 0.64 0.89
Coeficiente
. ) 0.23 0.78 0.31 0.92 0.66 0.13 0.11
(biomasa/peso aéreo)
Altura (cm) i 0.20 0.20 0.13 0.95 0.77 0.33
clorofila 0.96 * 0.47 0.96 0.54 0.66 0.40
Peso de larvas (g) 0.07 0.38 _ wx _ _ _
Categoria de dafio (rango) 0.69 * _ * _ _ _
Longitud de hoja (cm) *x 0.16 0.57 0.82 0.12 0.99 0.49
Ancho de tallo (cm) e 0.34 0.34 0.22 0.63 0.14 0.14
Nitrégeno il il 0.38 0.39 0.11 0.38 0.12
Fosforo il 0.85 0.76 0.06 0.27 0.37 0.06

* P <0.05, **p<0.01, ***p<0.001; *Rango establecido por Dirzo y Dominguez (1997): 1 = (0%), 2= (1-6%), 3 = (6.1-12%), 4 = (12.1-25%)
5 = (25.1-50%), 6 = (50.1-100%).
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Figura 1. Peso de raiz (A), peso aéreo (B) y biomasa (C), altura (D), longitud del tallo
(F) y largo de hoja (G) (xEE) de plantas de maiz tratadas con hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) y dos niveles de nitrogeno (50 y 100%). Barras encabezadas con la
misma letra no son significativamente diferentes (ver estadisticos en el cuadro 2). 33
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Figura 2. Categoria de dafio (xEE) provocada por larvas de S. frugiperda (A) y peso de
larvas del mismo insecto (xEE) (B) establecidas sobre plantas de maiz tratadas con
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y dos niveles de nitrogeno (50 y 100%).
Barras encabezadas con la misma letra no son significativamente diferentes (ver

estadisticos en el cuadro 2).

3.2. Determinacion de nitrogeno y fosforo en el tejido vegetal

Las plantas que se trataron con 100% de nitrbgeno presentaron mayor cantidad del
compuesto en comparacion con las plantas tratadas con 50% (Cuadro 2, Figura 3A). Las
plantas que se trataron con HMA presentaron una mayor cantidad de nitrogeno y
fosforo que las plantas que no fueron tratadas con HMA (P <0.001) (Cuadro 2, Figura
3B-C).

3.3. Porcentaje de micorrizacion

Todas las plantas tratadas con los HMA presentaron colonizacion intra-radical (Figura
4); sin embargo, no se observd una diferencia significativa en los tratamientos que
fueron fertilizados con 100 y 50% de nitrogeno (p > 0.05), obteniendo un porcentaje de
micorrizacion de 33.4 y 30.4%, respectivamente. Ninguno de los testigos tuvo

colonizacién por los hongos.
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Figura 3. Contenido de nitrdgeno foliar en relacion a la concentracién aplicada (+EE)
(A), contenido de nitrogeno foliar en relacion a las plantas tratadas con HMA (x EE)
(B) y contenido de fosforo foliar en relacion a las plantas tratadas HMA (x EE) (C).
Barras encabezadas con la misma letra no son significativamente diferentes (ver
estadisticos en el cuadro 2).
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Figura 4. Presencia de los HMA (esporas, micelio y wvesiculas) en plantas de maiz

fertilizadas con nitrégeno (40X).
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4. DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de los HMA sobre el desarrollo de
plantas de maiz y la herbivoria causada por el gusano cogollero. Ademés, se analizd la
interaccion entre la nutricion de las plantas micorrizadas con la herbivoria y la
condicion del insecto. Los resultados mostraron que, independientemente del nitrdgeno
aplicado, las plantas que estuvieron asociadas a los HMA presentaron un menor
desarrollo en términos de su peso seco de raiz y aéreo, altura, longitud del tallo y
biomasa total comparadas con las plantas no asociadas. Similarmente, Veiga et al.
(2011) observaron que un consorcio de HMA Glomus intraradices (N.C. Schenck y
G.S. Sm.) C. Walker y A. SchiBle, Glomus claroideum (Schenck y Smith emend.
Walker y Vestberg) y Glomus Mosseae (T.H. Nicolson y Gerd.) C. Walker y A.
Schifdler influyeron negativamente en el crecimiento (entre -22 y -23%) y la biomasa de
algunos cultivos como el trigo, Triticum aestivum L., y trébol rojo, Trifolium pratense
L., y el maiz, ademas de varias especies de malezas sembradas en condiciones de
invernadero.

A diferencia de los estudios anteriores, incluyendo el presente, Wu et al. (2005)
observaron que plantas de maiz tratadas con los hongos G. mosseae y G. intraradices,
en combinacion con un fertilizante organico (FO), tuvieron una mayor biomasa seca
total (50-60 g) y altura (~100 cm) comparadas con las plantas tratadas con el FO (~2 g
de biomasa; 70 cm de altura) y las plantas testigo (~1 g de biomasa; 40 cm de altura).
Mora y Leblanc (2012), también observaron que las plantas de maiz presentaron mayor
altura y biomasa total, cuando éstas se inocularon con Glomus fasciculatum (Thaxter
sensu Gerd). Sin embargo, la biomasa de la raiz no difirid6 entre plantas tratadas y no
tratadas con los hongos. Similarmente, Villacrés et al. (2014) observaron que los HMA
incrementaron el nimero de hojas, el diametro del tallo y la altura de plantas de maiz, lo
cual se relacion6 con el beneficio que ofrece el hongo con la fijacion de nitrogeno,
fosforo y otros minerales del suelo (Barrer, 2009). En otras asociaciones por ejemplo,
Solis-Dominguez et al. (2011) observaron que las plantas de mezquite, Prosopis
juliflora (Sw.) DC., sembradas en condiciones de invernadero, tuvieron una biomasa
(brote + raiz) significativamente mayor (11-13 g/planta) cuando se trataron con los
hongos G. intraradices y una mezcla de éste con G. deserticola comparado con el
testigo (~7.5 g/planta).
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Posiblemente, en nuestro estudio las plantas expuestas a los HMA invirtieron
gran parte de su energia para realizar la simbiosis (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988), a
diferencia de las plantas no expuestas que posiblemente utilizaron parte de ésta para su
crecimiento (J. Larsen, comunicacion personal). Por otro lado, el impacto negativo
sobre las plantas de los hongos presentes en el suelo (Vatovec et al., 2005; Jordan y
Huerd., 2008), incluyendo los HMA (Rinaudo et al., 2010; Salinas et al., 2010; Veiga et
al. 2011), también puede relacionarse con las caracteristicas propias de las especies y la
diversidad de sus comunidades, lo cual a su vez tiene un fuerte impacto sobre la
interaccion hongo-planta (Veiga et al. 2011).

En el presente estudio se observd que las plantas micorrizadas y tratadas con
50% de nitrogeno presentaron un menor nivel de dafio por herbivoria en comparacion
con las plantas no micorrizadas. En contraste, las plantas con HMA y 100% de
nitrdgeno presentaron un mayor dafio, comparado con su propio testigo. Aunado a ello,
las larvas de S. frugiperda que se alimentaron con estas plantas, obtuvieron un mayor
peso corporal. Posiblemente, lo anterior se relaciona con el nivel de nutricion de las
plantas como se ha observado en otros estudios, por ejemplo, una planta con mayor
nivel de nitrbgeno o nutrientes en general puede ser mas apetecible para los insectos. Al
respecto, Castellanos et al. (2015) observaron que, un aumento de la concentracion de
nitrogeno (rango entre 10-16 mmol L) aplicado en una solucion nutritiva en plantas de
maiz, incrementé el promedio de dafio por S. frugiperda. Asi mismo, Sampaio et al.
(2007) observaron que una concentracion alta de nitrdgeno (60 kg/ha) en cultivos de
maiz, provocd un incremento de los niveles de dafio foliar por S. frugiperda, con
algunas variaciones dependiendo de la etapa fenoldgica del cultivo. En contraste, Chen
et al. (2008) observaron que aunque las larvas de S. exigua fueron capaces de detectar y
preferir plantas de algodon con una mayor calidad nutricional, éstas tendieron a
consumir una mayor cantidad de tejido foliar en plantas con una menor nutricion, lo
cual se relaciond con una compensacion para lograr acumular una mayor proporcion de
nutrientes.

Los niveles de dafio foliar causado por S. frugiperda en el presente estudio
fueron relativamente bajos (entre el 0-6% y 6-12% del dafio total por planta). Estos
resultados son similares a los observados por Penagos et al. (2011) y Garcia-Banderas
et al. (2016), quienes observaron un dafio < 10% en plantas de maiz establecidas en
campo. Sin embargo, estos valores son menores a los observados por Real-Santillan

(2014) cuando determin6 una categoria de dafio por el gusano cogollero entre 25 y 50%
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en plantas de maiz fertilizadas con NPK (29:44:25 g/L) y establecidas bajo condiciones
de invernadero. Cabe sefialar que en ninguno de estos estudios, se tuvo una interaccion
experimental entre plantas y micorrizas.

En general, la herbivoria causada por el gusano cogollero puede afectar
significativamente la productividad de las plantas; sin embargo, el nivel de dafio se ha
relacionado con la etapa fenologica del cultivo (Hruska y Gould 1997). Ademés, se ha
demostrado que la recuperacion de las plantas ante el ataque por herbivoria (Herms y
Mattson, 1992) y la generacion de metabolitos para evadirlos (Camarena-Gutiérrez,
2009) puede ser mayor cuando éstas se encuentran en asociacion con los HMA. Sin
embargo, Aguilar-Chama et al. (2016) observaron que los niveles de herbivoria
causados por varios insectos (e.g. crisomélidos, lepidépteros y homdpteros) sobre
Datura stramonium L. (Solanaceae) no se relacionaron significativamente con la
intensidad de la colonizacién micorrizica.

Se conoce ampliamente que el nitrogeno y el fosforo son unos de los elementos
mas importantes para el desarrollo de las plantas (Valverde, 1991; Abdolzadeh et al
2009; Bobbink et al. 2010) y, que en conjunto, son esenciales en el proceso de la
colonizacion simbidtica de los HMA (Aguilera-Goémez et al., 1999; Alarcon y Ferrera
Cerrato, 2003; Quifiones-Aguilar, 2012); sin embargo, esta colonizacion puede
depender de la concentracion de ambos compuestos (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 2003;
Mora y Leblank, 2012). Al respectd, Mustafa et al. (2016) observd que con una
disminucion de fosforo en las plantas de trigo, mejord significativamente la
colonizacion por Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson y Gerd.) C. Walker y A.
Schidler. En el presente estudio, el porcentaje de colonizacién se mantuvo alrededor de
30%, pero no se observd una diferencia significativa en los tratamientos que fueron
fertilizados con 50 y 100% de nitrdgeno. Similarmente, Pérez-Luna et al. (2012)
observaron que el porcentaje de colonizacion de un consorcio natural de HMA en el
cultivo de maiz, no fue distinto en plantas sembradas con o sin la influencia de un abono
verde (77 y 76%, respectivamente). Si bien, lo anterior puede indicar que la
colonizacion de los HMA puede llevarse a cabo en suelos con poca aportacion de
nitrdgeno; también se conoce que el nivel de colonizacion puede incrementarse a ciertas
tasas del compuesto (Blanke et al. 2005) y/o declinar en altas concentraciones del
mismo (Espinosa-Cuéllar et al., 2015).

En general, los niveles de colonizacion del presente estudio son menores a los

observados en otros estudios. Por ejemplo, Veiga et al., (2011) observaron un alto
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porcentaje de colonizacion radicular (75 y 80%) en plantas de maiz y trigo,
respectivamente, y entre el 43 y 97% para siete especies de malezas en un experimento
bajo condiciones de invernadero. En otros sistemas, Pedraza et al. (2001) sefialaron, que
cuando las plantas de Gerbera jamesonii L. (Asteraceae) se fertilizaron con 32 y 64 mg
kgt de NPK, el porcentaje de colonizacion de los HMA fue 72 y 63%, respectivamente.
Blanke et al. (2005) observaron un nivel de colonizacién de 20 y 80% de un consorcio
natural de HMA en raices de Artemisia vulgaris L. (Asteraceae), cultivadas en distintos
lotes experimentales. Ldpez-Carmona (2013) observd 40% de colonizacion de un
consorcio nativo de HMA proveniente de CRUCO en plantas de maiz, mientras que la
especie Rhizophagus irregularis logré un 80% de colonizacion. Lépez-Carmona et al.
(2019) observaron un porcentaje de micorrizacion entre 40 y 50% cuando plantas de
maiz, establecidas en condiciones de invernadero, se fertilizaron con nitrdgeno e
inocularon con distintas comunidades de microorganismos de la rizosfera. En general,
las diferencias en los porcentajes de colonizacion de los HMA entre los anteriores
estudios y, el nuestro, pueden relacionarse con la diversidad de los hongos evaluados,
las distintas condiciones del suelo, las distintas especies de plantas hospederas y las
diferencias experimentales.

De acuerdo a lo esperado, en el presente estudio la mayor concentracion del
contenido de nitrogeno en las hojas de maiz se observo en las plantas que se trataron
con la mayor tasa de este elemento (100%). Ademds, la simbiosis con los HMA
incrementd la asimilacion de ambos compuestos en las plantas de maiz. Asi mismo, Wu
et al., (2005) observaron que la acumulacion del nitrégeno en las plantas de maiz fue
mayor en aquellas asociadas con los hongos G. mosseae G. (2.3%) y G. intraradices
(Ri) Schenck y Smith (2.3% por planta), comparado con las plantas testigo (1.5% por
planta). En el caso del fosforo, las plantas micorrizadas tuvieron un mayor nivel del
compuesto (2.8 y 3.0 mg/g), pero no fue significativamente distinto al testigo (1.6
mg/g). En general, estos resultados son relevantes debido a que la asociacion planta-
HMA puede incrementar la asimilacion de los nutrientes en las plantas (Blanke et al.,
2005), especialmente en ambientes en donde el desarrollo de las mismas es limitado
debido a la baja fertilidad de los suelos (Hell y Hillebrand, 2001)
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CAPITULO III

EFECTO DE LAS ASOCIACIONES MICORRIZICAS Y LA NUTRICION
VEGETAL SOBRE LA INTERACCION MAIZ-INSECTO-BACULOVIRUS

RESUMEN
El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) es la
principal plaga del maiz Zea mays L. (Poaceae), y para su control se utilizan insecticidas
quimicos. Una de las alternativas para reducir el uso de estos productos es el uso de los
enemigos naturales. El nucleopoliedrovirus mdltiple de S. frugiperda (SfMNPV)
(Baculoviridae) ha sido aislado de poblaciones del gusano cogollero en diversos paises
y, por sus caracteristicas infectivas y de especificidad, este patdgeno es una promisoria
alternativa para ser utilizado como bioinsecticida. Sin embargo, es conocido que la
efectividad de los baculovirus como agentes de control puede depender de distintos
factores, entre los que destaca las caracteristicas fisioldgicas de la planta huésped. La
presente investigacion tuvo el objetivo de explorar el efecto de las asociaciones
micorrizicas y la nutricion vegetal sobre la interaccion maiz-insecto-SfIMNPV. Para
esto, se realizd un disefio multifactorial con tres factores con dos o tres niveles para cada
factor: 1) Tipo de suelo con dos niveles (suelo estéril y suelo HMA), 2) Fertilizacion
con nitrégeno (50 y 100%) y 3) Concentracion letal del nucleopoliedrovirus mditiple de
S. frugiperda (STMNPV) con tres niveles (Sin STIMNPV, CL,s [4065.8 OBs/ml] y CLsg
[26575 OBs/ml]). El cultivo de las plantas de maiz se realizd en un invernadero cubierto
y la aplicacion del virus se realizd en condiciones de laboratorio. Las larvas que se
alimentaron con plantas de maiz tratadas con 50% de nitrogeno, presentaron una mayor
mortalidad que las que se alimentaron con 100% del compuesto. Asi mismo, las larvas
que se alimentaron continuamente con plantas de maiz, sin presencia de HMA,
presentaron una mortalidad mayor en comparacion con las larvas que se alimentaron
con plantas de maiz con HMA. Bajo las condiciones del presente experimento, se
concluye que la interaccion de los HMA con altos niveles de nitrdgeno puede afectar
negativamente la capacidad insecticida del SfIMNPV para controlar al gusano cogollero.
Esta investigacion es uno de los primeros estudios que relaciona el impacto de las
micorrizas y la nutricion vegetal sobre la capacidad infectiva de un baculovirus; sin
embargo, por la naturaleza de los resultados, es importante incluir la respuesta de los

herbivoros en términos de la calidad del alimento y su estado fisioldgico.

Palabras clave: gusano cogollero, nucleopoliedrovirus, fertilizacion, control bioldgico.
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1. INTRODUCCION

El maiz, Zea mays L. (Poaceae), es uno de los granos con mayor demanda a nivel
mundial (Leon et al., 2012). En México, la aportacion de este cultivo es relevante ya
que es utilizado en la dieta humana, como alimento forrajero y como insumo industrial.
El 50% de la produccion nacional de este grano se obtiene principalmente de ocho
estados que incluyen: Sinaloa, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Chiapas,
Guanajuato, Chihuahua y Veracruz (Salinas et al., 2010; Vargas-Aguirre, 2016).

Uno de los principales problemas a los que se enfrentan los productores de este
cultivo es la incidencia de diversos insectos plaga y enfermedades, los cuales pueden
afectar su desarrollo y rendimiento (De Ledn, 2008). Entre estas plagas destaca el
gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), el cual
puede atacar a las plantas de maiz desde sus primeras etapas de desarrollo hasta la
formacion del fruto (Pacheco, 1993; Murta et al., 2006; Nexticapan et al., 2009).

El uso de insecticidas quimicos ha sido la forma mas utilizada para el control del
gusano cogollero (Bahena et al., 2010). Sin embargo, el uso intensivo de estos
compuestos ha originado varios problemas tales como el desarrollo de resistencia, dafios
al ambiente y pérdida de los insectos benéficos (Williams et al., 1999). Esta situacion ha
incrementado la necesidad de estudiar alternativas ecolégicamente aceptables para el
control de insectos como parte de programas de manejo integrado de plagas (Del
Rincén et al., 2006; Caballero et al., 2001).

La familia Baculoviridae agrupa virus de ADN de doble cadena que afectan a
invertebrados, especialmente a insectos (Miller, 1997; Caballero et al.,, 2001).
Actualmente, estos patogenos son ampliamente usados a nivel mundial como
bioinsecticidas, ya que son altamente patogénicos y tienen un rango limitado de
hospederos para el control de diferentes plagas de importancia agricola (Vanarsdall et
al., 2007; Valderrama y Villamizar, 2013; Williams, 2018).

El nucleopoliedrovirus multiple de S. frugiperda (STMNPV) ha sido aislado de
poblaciones del gusano cogollero en diversos paises: Estados Unidos de América,
Nicaragua, Colombia, Argentina (Shapiro et al., 1991; Berretta et al., 1998; Escribano
et al.,, 1999; Barrera et al., 2011) y Meéxico (Rios-Velasco et al., 2011). Algunos de

estos aislados han sido evaluados bajo condiciones de campo en el sureste de México
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para el control de S. frugiperda, lo cual ha resultado en niveles importantes de
mortalidad larvaria sin afectar a las poblaciones de enemigos naturales (Williams et al.,
1999; Armenta et al., 2003).

Si bien, el uso de baculovirus tiene una gran expectativa para el control de
plagas, la actividad de estos patogenos puede estar modulada, entre otros factores, por
las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de la planta huésped (Cory y Hoover,
2006; Cory y Evans, 2007). Este fenomeno ha sido observado en larvas de S. frugiperda
cuya susceptibilidad al SIMNPV puede ser distinta al alimentarse de varias especies de
gramineas (e. ¢., maiz, sorgo, soya y algunos pastos) (Fuxa et al., 2007). Algunas
caracteristicas de las plantas que pueden alterar la susceptibilidad de los insectos a la
infeccion por baculovirus, incluyen su composicion quimica, pH y calidad alimenticia
(Fuxa, 2004; Cory y Hoover, 2006).

Por otro lado, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), son
microorganismos simbi6ticos que proporcionan una mayor ventaja fisiologica a las
plantas (Hernandez y Chailloux, 2004; Ferraris et al., 2006; Celebi et al., 2010). En el
ambito agricola, éstos tienen un gran potencial debido a que transfieren minerales
inmdviles del suelo y ayudan a que las plantas incrementen la exploracion del suelo,
aumenten la absorcion y transporte de nutrientes como fosforo, nitrégeno, cobre y zinc,
entre otros (Ferraris et al., 2006; Barrer, 2009). Ademés, los HMA ofrecen multiples
beneficios, puesto que las plantas son mas resistentes a condiciones ambientales
adversas provocadas por la falta de agua y nutrimentos esenciales, ataque de
microorganismos fitopatdgenos y algunas plagas (Finlay, 2008).

En el Capitulo Il de la tesis se observd que la tasa de consumo del gusano
cogollero se incrementd significativamente cuando éste se alimentd sobre plantas de
maiz micorrizadas y enriquecidas con altos niveles nitrogeno. En el presente estudio se
plante6 la hipotesis que este evento impacta positivamente sobre el grado de infeccion
del SAIMNPV debido a que se tiene una mayor posibilidad de consumir el inoculo viral
por parte del insecto. Ademés, esta investigacion esta sustentada en que, para el control
de plagas, bajo un esquema de control bioldgico, es necesario tener en cuenta mas de
dos niveles troficos cuando es implementado un programa para controlar un insecto
dafino (Price, 1980; Letorneau, 1988; Rojas y Malo, 2012).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion del estudio y disefio experimental

Los experimentos se realizaron en el Instituto de Investigaciones Agropecuarias Yy
Forestales de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (IIAF-UMSNH) y
en el Instituto de Investigacion de Ecosistemas y Sustentabilidad de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (IIES-UNAM). Este experimento se realizd en dos
fases; en la primera, las plantas se desarrollaron en condiciones de invernadero y, en la
segunda, éstas se transportaron al laboratorio para ser sometidos a los distintos
tratamientos. Para ello, se realizd un disefio multifactorial con tres factores y con dos o
tres niveles para cada factor: 1) Tipo de suelo con dos niveles (suelo estéril y suelo con
HMA), 2) Fertilizacion con nitrdgeno (50 y 100%) y 3) Concentracion letal del
SfIMNPV con tres niveles (Sin SIMINPV, CLys [4065.8 OBs/ml] y CLso [26575
OBs/ml]). En total se obtuvieron 12 tratamientos con cinco repeticiones, dando un total
de 60 unidades experimentales (2x2x3x5).

2.2 Material biologico

Cria del insecto. Se usaron larvas de S. frugiperda de segundo estadio (~ 8 h después de
la ecdisis) provenientes de una colonia establecida en el IIES-UNAM. Los adultos se
alimentaron con una solucién con miel de abeja a 15%. Las larvas se alimentaron con
una dieta semi-sintética modificada de la propuesta por Poitout y Bues (1974). Las
condiciones ambientales de cria fueron de 25+ 2°C, 60 £5 % de HR y 12:12 (L: O).

Maiz. Se utilizo un hibrido de la variedad PUMA proveniente de la empresa
ASGROW®, esta semilla es de uso amplio en el pais. La produccion de las plantas y las
condiciones de su fertilizacion (50 y 100% de nitrdgeno) se realizaron bajo la misma

metodologia descrita en el capitulo 1.

HMA. El suelo que se utilizo para cultivar las plantas de maiz se obtuvo de cultivos de
maiz establecidos en el Centro Regional Universitario Centro Occidente (CRUCO). En
este suelo, se ha confirmado la presencia de HMA nativos pertenecientes a los géneros
Acauloespora, Megaespora, Gigaespora e Intraespora (Lopez-Carmona, 2013; Aguilar,
2017).

SfMNPV. El virus se obtuvo del laboratorio de Patologia de Insectos del HAF-

UMSNH, el cual procede de muestras de suelo colectadas en Meérida, Yucatan
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(Hernandez-Camargo, 2019). Para la replicacion se emplearon larvas de S. frugiperda
de cuarto estadio criadas en el 1IAF (8-12 h despues de la ecdisis), éstas se colocaron
individualmente en celdas cilindricas (2 cm®) de cajas para cultivo de tejido de 24
celdas. Estas larvas se dejaron sin alimento cuatro horas antes de la inoculacién. Cada
celda contenfa un trozo de dieta de aproximadamente 1 cm® tratado uniformemente con

15 pl de una concentracion de 1x10® OBs/m.

Después de tres dias, las larvas se transfirieron individualmente a celdas limpias
provistas con dieta libre del virus. Las larvas se mantuvieron en las mismas condiciones
ambientales descritas previamente y se observaron diariamente hasta la manifestacion
de los sintomas de la infeccion (pérdida de movilidad y cambio en la coloracién de
blanquecino o amarillento a café oscuro) (Garcia-Banderas, 2016). Estas larvas se
maceraron, suspendieron en agua destilada y purificaron por filtracién con el uso de dos
mallas finas de acero; una de 80 y otra 120 micra. La cuantificacion de los OBs se
realizd en una camara de Neubauer Improved (Hawskley, Lancing, Reino Unido) a 40x
con un microscopio con contraste de fases Olympus BX41 (fase 2). La suspension de

cada uno de los aislados del SAMINPV se almacend a -20 ° C hasta su posterior uso.

2.3. Bioensayos para determinar las concentraciones letales del SS MNPV

Previo al experimento, se realizaron bioensayos para determinar las dos concentraciones
letales anteriormente sefialadas (CLys 0 Clsg) para larvas de segundo estadio de S.
frugiperda. Para ello, se utilizd la técnica de contaminacion de hoja descrita por Evans y
Shapiro (1994) con algunas modificaciones. Las hojas de maiz se obtuvieron de plantas
cultivadas en invernadero y se utilizaron cuando tuvieron seis semanas de edad. Se
utilizaron cinco concentraciones del SIMNPV (1 x 10%, 1 x 10%, 1 x 10°, 1 x 10°y 1 x
10" OBs/ml), mismas que se prepararon en 15 ml de una solucién de sodio duodecil
sulfato (SDS) al 0.01% en frascos de vidrio ambar de 35 ml de capacidad. Un lote de 12
piezas de hojas de maiz (rectangulos de 20 mm? X 15 mm?) se sumergidé en cada
concentracion durante 10 min. Los rectdngulos se colocaron sobre mallas de plastico
para su secado durante 30 min. Posteriormente, éstos se colocaron individualmente en
cajas de 12 celdas para cultivo de tejidos (Corning®, New York, New York, EU), las
cuales contuvieron en su base papel fitro himedo para evitar su desecacion. Se coloco

una larva de segundo estadio sobre cada rectangulo de hoja de maiz y se utilizaron 12
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larvas por concentracion con tres réplicas. Las hojas testigo se trataron Unicamente con

agua con SDS.

Después de 72 h de exposicion al tratamiento, las larvas se transfirieron a placas
provistas con dieta semisintética para continuar su observacion. La mortalidad larvaria
se registrd en periodos de 24 h y los datos se analizaron mediante un analisis Probit
(Finney, 1972) con el programa POLO PC (LeOra Software, 1987). Mediante este
programa se obtuvieron las lineas de regresion y el grado de heterogeneidad calculado

mediante la prueba de x* para un nivel de significancia de 95%.

2.4. Bioensayos para determinar el efecto de las micorrizas y la nutricion de las
plantas sobre la interaccion maiz-insecto-virus

Metodologia 1. Las aplicaciones de las CLys 6 CLsy del STMNPV se realizaron sobre
las plantas de maiz que se establecieron en condiciones de invernadero con los factores
anteriormente sefialados. Como testigo, se utilizaron plantas sin la aplicacion del virus.
Se utilizaron un total de cinco repeticiones por tratamiento (una planta por repeticion).
La aplicacidn se realizd a punto de goteo con la ayuda de un aspersor manual de plastico
de 0.5 L de capacidad. Para aumentar la deposicion del virus sobre las hojas, se utilizd
SDS al 0.01%. Después de las aplicaciones, las plantas se dejaron secar por una hora y
se cortd una hoja por planta desde su base. Cada hoja se colocd en un contendor de
plastico (1 L de capacidad), el cual se cubrié con papel servitoalla y con una tapa
perforada que permita una adecuada ventilacién. A cada contendor, se le colocé un
rectangulo de papel filtro 20 x 10 cm? humedecido con agua destilada con el fin de
evitar la desecacion de las hojas. Por cada hoja, se colocaron 12 larvas de segundo
estadio de S. frugiperda, las cuales estuvieron previamente en ayuno durante 8 h y se
mantuvieron en este sistema durante 36 h. Posteriormente, las larvas se transfirieron
individualmente a cajas de cultivo de tejido de 12 celdas, provista con piezas de hoja
maiz (~20 x 10 mn?) del mismo tratamiento, pero sin virus. Las celdas se cubrieron una
capa de papel filtro himedo para evitar la desecacion de las piezas y después se coloco
la tapa. En este sistema, se dejaron durante 24 h y, posteriormente, se cambiaron a
celdas provistas con dieta semi-sintética libre de virus. La mortalidad larvaria se
cuantifico diariamente a partir del tercer dia durante siete dias posteriores a la aplicacion

del virus.

53



Metodologia 2. Esta metodologia fue similar a la descrita en la metodologia
anterior, con las siguientes diferencias: las hojas de maiz se cortaron desde su base y se
colocaron en un recipiente (25 x 15 x 9.5 cm®) que contenia la concentracién letal del
virus (CLyzs 0 CLsg) en un volumen de 700 ml de agua + SDS al 0.01%. Las hojas se
mantuvieron en un movimiento suave (100 rpm) durante un min en un agitador MAX Q
2000 Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Posteriormente, las
hojas se dejaron secar sobre una malla de plastico hasta el secado de las mismas. Cada
hoja, se coloco en recipiente redondo de medio litro de capacidad y se les colocaron 25
larvas de segundo estadio de S. frugiperda, las cuales se mantuvieron previamente en
ayuno durante 8 h. Cada contenedor contenia un papel filtro hdimedo en su base y se

cubrié con una pelicula pléastica y una tapa para evitar el escape de las larvas.

Cabe sefialar, que previamente se realizaron observaciones para garantizar que
en este sistema se conservara la turgencia de la hoja y se tuviera un adecuado desarrollo
de los insectos. Las larvas se mantuvieron en este sistema durante 40 h y después se
transfirieron individualmente a placas de cultivo de tejidos de 24 celdas. En cada celda
se colocé una pieza rectangular de hoja de maiz (1 x 2 cm?) proveniente del mismo
tratamiento, pero en ausencia del virus. Las placas se mantuvieron en temperatura
ambiente y cada tercer dia se realizd un cambio de pieza de hoja maiz hasta el décimo
dia post-tratamiento (dpt). A partir del 11° dpt, las larvas se pesaron individualmente y
se colocaron en nuevas cajas de cultivo de tejidos de 24 celdas, a las cuales se les
suministr6 un cuadro de dieta semi-sintética propuesta por Poitout y Bues (1974). Todos
los individuos se revisaron diariamente hasta la formacion de la pupa. Ademéas, cuando

el adulto emergio se registrd el sexo y dia de la emergencia.

2.5. Tincion de las raices y lectura de colonizacion de raices con HMA

Para confirmar presencia de micorrizas en las raices de las plantas, éstas, se
descongelaron y se procesaron de acuerdo con la técnica modificada de clareo y tincion
propuesta por Phillips y Hayman (1970). Para ello, las raices se lavaron hasta eliminar
todos los residuos de suelo, posteriormente, con unas tijeras se cortaron en fragmentos
de aproximadamente 1 cm® y se homogenizaron los fragmentos de cada raiz en una en
un recipiente con agua. Después, se extrajeron 2 g de raiz y se colocaron en tubos falcon

a los cuales se les adiciond6 KOH al 10%, los tubos se taparon y se colocaron en bafio
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Maria durante 15 minutos a 70 °C. Al terminar este tiempo, las raices se enjuagaron con
agua corriente. Posteriormente, se les adiciond agua oxigenada (H,O) durante 30 min a
temperatura ambiente. Finalmente, las raices se enjuagaron y después se les adiciond
azul tripano al 0.05% hasta cubrirlas. Después las raices se colocaron en bafio Maria
durante 10 min a 70 °C. Se elimind el exceso de colorante y las raices se enjuagaron
cuidadosamente para colocarlas en tubos colonizadores de plastico con glicerina con el
fin de almacenarlas y posteriormente realizar la cuantificacion micorrizica. Para el
conteo de esporas en la raiz se realizd un conteo por el método de linea-intercepto
(Giovannetti y Mosse, 1980), basado en la presencia y ausencia de estructuras
micorrizicas, en las raices, que interceptaron sobre las lineas de wuna cuadricula
dibujadas en una caja Petri (1 x 1 cm?). La cuantificacién se efectué con un microscopio

estereoscopio de la marca AmScope a 4X.

2.6. Analisis estadisticos

Para ambos experimentos se emplearon analisis tipo ANOVA de tres vias para buscar
diferencias significativas, y se aplicO la prueba de Bartlett para la verificacion de
homogeneidad de varianza y la prueba de Tukey para encontrar diferencias entre
medias. Todos los andlisis se realizaron en el programa Statgraphic Centurion XV

version 2.06 (Statpoint®) y Sigma Plot para el disefio de los graficos.

3. RESULTADOS

3.1 Bioensayos para determinar la susceptibilidad de las larvas de segundo estadio
de S. frugiperda al SIMNPV
El inicio de la mortalidad larvaria se observd a partir de las 120 h posteriores a la
realizacion del bioensayo (Figura 1). En general, se observd una relacion positiva entre
la mortalidad y la concentracion, con excepcion de la concentracion 1 x 10° OBs/ml,
cuya mortalidad fue menor a la concentracion que le antecedié (1 x 10* OBs/ml). El
ajuste al modelo Probit se obtuvo a las 168 h (Cuadro 1). Los valores de las CLso y CLys
se utilizaron para evaluar el efecto de las micorrizas sobre la interaccion maiz-insecto-

Virus.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad acumulada por SfMNPV-MER en larvas de

segundo estadio. Las concentraciones se estimaron en OBs/ml.

Cuadro 1. Andlisis de regresion a las 168 h en larvas de segundo estadio de S.
frugiperda muertas por la exposicion a los aislados de SfTMNPV-MER.

OBs/ml Limites de Pendiente-
XZ
confianza. al 95% Ordenada al origen + EE
Clsp 26575 2246.4-2.28X10’ 0.82+0.11-3.6£0.51 42.43
Clys 4065.8 44.6-26458 e —

a\/alores de la X se encuentran dentro de los valores tabulados al 95% de confianza.

3.2 Efecto de las micorrizas y la nutricion de las plantas sobre la interaccion maiz-
insecto-virus

Metodologia 1. No se observaron diferencias significativas entre la mortalidad larvaria
por virus y el factor HMA (Cuadro 2, Figura 2A). En contraste, la mortalidad y el factor
nitrogeno fueron significativamente distintos (P < 0.05). En este caso, se observd una
mortalidad menor en la mayor concentracion de nitrogeno (1.6 veces) comparado con la
menor concentracion (Figura 2B). Asi mismo, se observaron diferencias significativas
entre la mortalidad larvaria y las diferentes concentraciones aplicadas (P <0.001).

Contrario a lo esperado, las larvas que presentaron un mayor porcentaje de mortalidad
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fueron aquellas que se trataron con la concentracion CL,s (Figura 2C). La mortalidad
del testigo no superd el 10%. No se observaron diferencias significativas entre ninguna

de las interacciones (Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis ANOVA (metodologias 1 y 2) con los factores hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) (suelo estéril y HMA), nitrdgeno (50 y 100%) y concentracion
letal (CL) (0, 25y 50).

Mortalidad por

virus HMA  Nitrogeno CL HMAXN HMAXCL NXCL HMAXNXCL
Metodologia 1 0.21 * Fhx 0.73 0.67 0.29 0.70
Metodologia 2 ** * il 0.44 0.54 0.44

* P <0.05**P<0.01***P<0.001.

Metodologia 2. Similar a lo observaron en la metodologia 1, no se observaron
diferencias significativas en ninguna de las interacciones (Cuadro 1). En contraste, si se
observaron diferencias entre la mortalidad por el virus y los factores HMA, nitrogeno y
concentracion (P < 0.05) (Cuadro 1). Asi mismo, las larvas que se alimentaron con
plantas de maiz tratadas con 50% de nitrogeno presentaron una mortalidad
significativamente mayor (1.4 wveces) que las que se alimentaron con 100% de
nitrdgeno. Por otro lado, las larvas que se expusieron a la CLsp presentaron un
porcentaje de mortalidad significativamente mayor que las larvas expuestas a la
concentracion menor (CLys) (P < 0.001) (Figura 2). La mortalidad del testigo no supero
el 17%. No se observaron diferencias significativas en el tiempo de desarrollo y el peso
de S. frugiperda cuando las larvas se alimentaron con las hojas de maiz tratadas con la

CLys y dos niveles de nitrdgeno (Cuadro 3).

57



A

I Control B
S0 7 3 HvA

40

20

Mortalidad (%)
w
o
|

10

0 T T
Metodologial Metodologia 2
HMA

60

1

=
o
o
oy}

50

40

4‘

20

Mortalidad (%)
w
o
|

—o

10

Metodologia 1 Metodologia 2

Nitrégeno

100

80

|
anN o
(&)}

60 -

40

Mortalidad (%)

20

~ Metodologia 1 Metodologia 2

Concentracion Letal
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alimentarse con hojas de maiz de plantas tratadas con hongos micorrizicos arbusculares

(HMA) y dos niveles de nitrdgeno (50 y 100%); influencia del nitrégeno (A) y de la
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concentracion letal (B). Barras encabezadas con la misma letra no son

significativamente diferentes (ver estadisticos en el cuadro 2).

Se obtuvo una diferencia significativa en el peso de las larvas antes de alimentarse
con dieta (p < 0.05). Las larvas gue se alimentaron con HMA presentaron un mayor

peso larval en comparacion con las testigos (Figura 3)
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Figura 3. Peso larval de larvas alimentadas con hoja al 50 y 100% de nitrdgeno y de la

concentracion letal.

Cuadro 3. Desarrollo de S. frugiperda después que las larvas de segundo estadio se

inocularon con el virus.

» Duracién de Duracién de

] Concentracion Peso pupa + EE

Suelo Nitrégeno larva-pupa + EE pupa = EE .

letal b (mg)

(mg)* (dias)
50 0 2648 £035a 1112 £+0.27 a 17637 £6.59 a
VA 25 2663 £032a 11.0+038a 17765 +2314 a
100 0 2715 +£025a 1113 +028a 16579 +6.58a
25 2737 £+037a 1113 +029a 16198 +875a
50 0 29.77 £329 a 110 £052 a 19215 +7.26 a
Estéril 25 270 +049a 1101044 a 166.25 + 13.37 a
téri

100 0 2547 +027a 114 +078 a 152.46 +6.90 a
25 2533 £033a 1233 +145a 17356 +£1251 a

Letras iguales dentro de la misma columna no difieren significativamente.  Chi-
cuadrado = 19.86, g.l.= 7; p = 0.006" F = 1.50, g.L.= 7,91; p = 402.°F = 1.76, g.1.=7,94; p
= 0.105).
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3.3 Porcentaje de colonizacion de los HMA

Todas las plantas tratadas con los HMA presentaron colonizacion intra-radical; sin
embargo, esta colonizacion se cuantifico con base en la presencia de micelio, ya que en
ningln caso se observaron esporas ni vesiculas. No se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de colonizacion de los HMA entre las plantas fertilizadas
con 50 y 100% de nitrogeno. El nivel de colonizacion se observo de 32 y 30% (P =
0.18) en las plantas destinadas para la metodologia 1, mientras que en las plantas
destinadas para la metodologia 2, la colonizacion se observd entre 22 y 24%,
respectivamente (P = 4.22). En ningln caso se observo la presencia de los HMA en las

plantas testigo.

4. DISCUSION
Debido a la importancia de los baculovirus para el control de plagas, la mayoria de los
estudios se han enfocado en la asociacion insecto-patdgeno (Dias-Vasconcelos, 2001).
Sin embargo, esto representa una simplificacion de la compleja red de interacciones que
existe entre las especies en las poblaciones naturales (Cory et al., 1997, 2010),
especialmente porque las plantas tienen un fuerte impacto sobre la persistencia de estos
patdgenos (Cory et al., 1997; Dias-Vasconcelos, 2001; Cory y Evans, 2007). Contrario
a nuestra hipotesis, la asociacion de los HMA en las plantas de maiz provoc6 una
disminucién en la tasa de infeccion por el baculovirus; sin embargo, esta solo fue
significativa cuando el insecto se alimentd continuamente con las plantas tratadas con
los HMA (metodologia 2). Por otro lado, en ambos experimentos, el nitrdgeno fue un
factor que también influyd negativamente sobre el nimero de individuos muertos por el
patdgeno. En este caso, la tasa de muerte fue menor cuando las larvas se alimentaron

con la mayor concentracion del compuesto (100%).

Aunque las razones de los anteriores resultados no son claras, posiblemente se
relacionan con la respuesta del insecto al consumir plantas con un alto nivel nutricional,
el cual quizas fue adquirido tanto por el nivel de fertilizacion como por la influencia de
los HMA (Allen et al., 2003; Ferraris et al., 2006; Barrer, 2009; Wang, 2016; Liu,
2019). En el capitulo Il de la tesis fue claro que los HMA favorecieron la acumulacion
de fosforo y nitrégeno en las hojas, por lo tanto, no se descarta que esto haya ocurrido

en el presente estudio. Aunado a ello, se conoce que la incorporacion de nitrdgeno en
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las plantas tiene la funcién de inducir un mejor efecto de los HMA (Espinosa-Cuéllar et
al. 2015).

En general, el papel de la nutricion del insecto hospedero en el proceso de
infeccion de los baculovirus ha sido poco estudiado. Sin embargo, la calidad alimenticia
de las plantas podria influir en la adquisicion de la enfermedad, ya que las proteinas,
derivadas de la plantas (Paungfoo-Lonhienne, 2008), pueden fortalecer el sistema
inmunoldgico y el desarrollo de los insectos en general (Siva-Jothy y Thompson, 2002)
y desencadenar un importante mecanismo de defensa contra los baculovirus (Lee, 2002;
Cory y Myers, 2003; Cory, 2010; Ribeiro et al., 2017). Cabe sefialar que debido a que el
indice proteico de las plantas estd relacionado con el aumento de los niveles de
nitrégeno (AtanasovaAtananova, 2008), esto posiblemente influyd en la resistencia de

S. frugiperda hacia el patgeno.

Al respecto, Peng et al., (1999) observaron que las larvas de Anticarsia
gemmatalis (Hubner, 1818) alimentadas con Vicnia luteola (Jang.) Benth (Fabaceae)
fueron mas resistentes a su nucleopoliedrovirus (AgMNPYV) comparado con insectos
alimentados con hojas de soya, Glicine max L., (Fabacea). Asi mismo, Powey et al.
(2014) observaron que las larvas de Spodoptera exempta (Walker) expuestas a dietas
con un alto contenido proteico fueron mas resistentes a su nucleopoliedrovirus
(SpexNPV). En relacion a S. frugiperda, también se ha observado que, al alimentarse
con distintas especies de plantas, la susceptibilidad de las larvas hacia el STMNPV es
significativamente distinta (Richter et al., 1987). Sin embargo, el efecto de las plantas
sobre la dinamica de los baculovirus adn amerita futuros estudios, sobre todo aquellos

relacionados con la resistencia hacia éstos patdgenos.

Aunque en el presente estudio la respuesta inmune de las larvas de S. frugiperda
hacia el SfIMNPV posiblemente se incrementd al ser alimentadas continuamente con
plantas con un alto nivel nutricional, no se observd un efecto significativo en el tiempo
de desarrollo y el peso de pupas cuando las larvas se alimentaron con las hojas de maiz
de plantas tratadas los HMA, dos niveles de nitrdgeno y una concentracion del virus
(CL2s5). Esto posiblemente puede indicar que los insectos sobrevivientes a la infeccion
pueden adaptarse a cambios en la calidad de su dieta, posiblemente compensando su
tasa de ingestion. Similarmente, Hernandez-Camargo (2019) observd que el peso

promedio de las pupas de S. frugiperda (150 mg) de individuos sobrevivientes a una
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infeccion por el mismo aislado del SIMNPV utilizado en el presente estudio no fue
significativamente  distinto al testigo (152 mg). Asi mismo, Murray et al. (1991)
determinaron que el peso de las pupas de Lymantria dispar L. (Lepidoptera: Erebidae)
de individuos sobrevivientes a dosis subletales de su nucleopoliedrovirus (LAMNPYV) no
fue significativamente distinto al testigo. En contraste, Myers et al. (2000) observaron
que un grupo de pupas de L. dispar que sobrevivieron a una infeccion causada por el
LAMNPV fueron significativamente mas pequefias (1.58 @) que las pupas de control
(191 g). Las diferencias entre estos estudios, incluyendo el nuestro, posiblemente se
relacionen con las caracteristicas de los distintos aislados, la concentracion utilizada y el

desarrollo experimental.

En general, los promedios de pesos pupas de S. frugiperda (rango de 153 a 192
mg) tiempo de desarrollo de larva-pupa (25 a 30 dias) y tiempo de desarrollo de pupa
(11 a 12 dias) del presente estudio, fueron menores o similares comparados con otros
estudios. Por ejemplo, Martinez et al. (2004) y Huerta-Valdovinos et al. (2016)
obtuvieron un rango de peso de pupas entre 200 y 224 mg en crias del gusano cogollero
alimentadas con una dieta semisintética. Lopez et al. (1999) observaron pesos en un
rango de 156 a 215 mg entre cinco poblaciones mexicanas alimentadas con un genotipo
de maiz. Da Rosa et al. (2012) observaron una mayor variabilidad en el peso de pupas
(20 a 134 mg) de una poblacion brasilefia alimentada con distintas variedades de maiz.
Arévalo y Zenner (2009) evaluaron los parametros biologicos de una poblacion de S.
frugiperda colectada en Colombia en condiciones de laboratorio. En este estudio, la
duracién de larvas y pupas se observo en un rango de 19.55 + 1.17 a 30.1 + 4.62 dias y
10.94 a 14.68 dias, respectivamente, cuando las larvas se alimentaron con distintas
dietas, incluyendo hojas de maiz y dieta artificial. Es claro que las diferencias en el
desarrollo del insecto pueden relacionarse con las caracteristicas biologicas de cada
poblacion, el tipo de dieta y las condiciones ambientales.

Por otro lado, el efecto de los metabolitos secundarios producidos por las plantas
sobre la actividad de los baculovirus es un factor que ha sido ampliamente estudiando
(Duffey et al., 1995; Cory y Hoover, 2006; Cory, 2010). Por ejemplo, estudios de
laboratorio indicaron que una proporcidn de caseina, sales (Keating et al., 1988) y
taninos (Hunter y Schultz, 1993) pueden reducir la infectividad de los baculovirus. Asi
mismo, los compuestos fendlicos se han relacionado con la susceptibilidad del huésped

hacia los baculovirus (Raymond et al., 2002 ). Sin embargo, la influencia de los
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metabolitos secundarios es extremadamente compleja, ya que ellos interactlan entre si y
muchas veces el efecto de una sola sustancia puede ser enmascarada (Dias-Vasconcelos,
2001).

Por la naturaleza del presente estudio, la influencia de los metabolitos
secundarios por efecto de la herbivoria y los HMA (Camarena-Gutiérrez, 2009; Jinfeng,
2018) no se descarta. Especialmente, porque la sintesis de varios compuestos
secundarios puede estar relacionadas con la presencia de estos hongos. Por ejemplo,
Ramirez-Gémez y Rodriguez (2012) sefialaron, que las plantas pueden activar una linea
de sistémica de defensa, conocida como ‘resistencia inducida”, la cual puede ser
activada por organismos benéficos, entre ellos los HMA vy rizobacterias. La activacion
de respuesta de defensa acompafiada de una estrategia efectiva es fundamental para el
control de plagas, ya que se generan metabolitos secundarios que pueden alterar la
herbivoria (Camarena-Gutiérrez, 2009). Sin embargo, en algunos sistemas, los niveles
de herbivoria causados por varios insectos (e.g. crisomélidos, lepidopteros y
homopteros) sobre Datura stramonium L. (Solanaceae) no se relacionaron
significativamente con la intensidad de la colonizacion micorrizica (Aguilar-Chama et
al., 2016).

Por otro lado, en ambas metodologias de bioensayo, se observé una similar
influencia de los HMA y los niveles de nitrdgeno sobre la mortalidad larvaria de S.
frugiperda; sin embargo, el mayor porcentaje de muerte (35-40%) ocurri6 en la
metodologia 2, lo cual posiblemente se relaciona con una mejor deposicion del virus
sobre las hojas y/o un mayor tiempo de exposicion al virus. Asi mismo, en dicha
metodologia las larvas se alimentaron durante un tiempo mas prolongado (10 dias) con
hojas de maiz, lo cual posiblemente tuvo un impacto sobre su susceptibilidad. Como se
menciond anteriormente, las plantas son componentes altamente activos en la
interaccion insecto-baculovirus, ya que exhiben respuestas bioquimicas y fisiologicas
que pueden afectar las tasas de infeccion de estos patogenos, lo cual puede ocurrir en la
fase previa y la infectiva (Duffey et al. 1995; Dias-Vasconcelos, 2001).

En relacion al nivel de colonizacion de los HMA en las plantas de maiz, la
presencia del hongo no fue distinta entre las plantas tratadas con 50 (22%) y 100%
(24%) de nitrogeno, lo cual podria indicar que el crecimiento de los HMA puede
inducirse con niveles mas bajos del compuesto. Al respecto, Usuga-Osorio et al. (2008)
observaron que la fertilizacion de plantas de banano, Musa AAA cv. Gran Enano

(Musaceae), con base en nitrdgeno, fosforo y nitrato de potasio, no afectd

63



significativamente la asociacion de los HMA (35 y 37%) cuando el fertilizante se aplicd
con la dosis completa requerida por planta y la mitad de esta, respectivamente.
Similarmente, Pérez-Luna et al. (2012) observaron que el porcentaje de colonizacion de
un consorcio natural de HMA no varié significativamente entre parcelas de maiz con o
sin la aplicacion de un fertilizante vegetal (70 y 76%, respectivamente). En contraste,
Montafio-Arias et al., (2001) observaron un mayor porcentaje de colonizacion
micorrizica en genotipos en maiz y trigo con baja eficiencia nutrimental de nitrégeno y
fosforo. Asimismo, Pedraza et al. (2001) sefialaron, que cuando las plantas de G.
jamesonii L. (Asteraceae) se fertilizaron con 32 y 64 mg kg de N, P,Os y K50, el
porcentaje de colonizacion de los HMA fue mayor en la tasa mas baja (72 y 63%,
respectivamente). Las diferencias en el porcentaje de colonizacion entre estos estudios y
el nuestro, posiblemente se relacionan con varios factores, entre ellos, las distintas
especies de plantas, las diferentes condiciones del suelo, la diversidad de los hongos y
las condiciones de establecimiento de los experimentos. Cabe sefialar que, en el presente
estudio, sélo se observo la presencia de los HMA por su micelio intra-radical, lo cual
posiblemente se atribuye al tiempo de colonizacién y a la edad de las plantas analizadas
(entre 54 y 45 dias para ambas metodologias). Al respecto se conoce que las esporas
aparecen en etapas posteriores del desarrollo simbiético (Jakobsen, 1992).

En general, el uso de los baculovirus (Moscardi, 1999; Zamora-Avilés et al.,
2017; Williams, 2018) y las micorrizas (Cuenca, 2007; Barrer, 2009) en la agricultura
es muy amplio y con importantes expectativas en la mejora de la calidad de los cultivos
y su productividad. Sin embargo, bajo las condiciones del presente experimento, se
concluye que su presencia, en combinacion con altos niveles de nitrdgeno, puede afectar

la capacidad insecticida del SIMNPYV para controlar al gusano cogollero.
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CAPITULO 1V

6. DISCUSION GENERAL

Los ecosistemas terrestres se caracterizan por una gran riqueza de especies y su
consecuente diversidad de interacciones que estan presentes en ellos (Hernandez-Ortiz.
2019). El estudio de las interacciones tritroficas constituye una parte esencial para poder
comprender de una forma mas realista el funcionamiento de los sistemas mas
complejos. En la agricultura, dicha interaccion esta principalmente representada por las
relaciones alimenticias entre las plantas, insectos herbivoros y sus enemigos naturales
(patogenos depredadores y parasitoides). Sin embargo, todavia hay pocos estudios

enfocados en comprender a este complejo (Cuevas-Reyes et al., 2007).

En este estudio se realizaron experimentos para analizar la interaccion maiz-
hongos micorrizicos arbusculares (HMA)-insecto-baculovirus con el fin de utilizar este
conocimiento para el manejo del gusano cogollero, la plaga més importante del maiz en
América. Dicho andlisis se fundamenté en la hipdtesis de que las asociaciones
micorrizicas y la nutricion de las plantas afectan su desarrollo, la herbivoria y la
efectividad de un nucleopoliedrovirus en plantas de maiz. La primer parte del estudio
mostré datos no esperados, puesto que las plantas que estuvieron asociadas a los HMA
presentaron un menor desarrollo en términos de su peso seco de raiz y aéreo, altura,
longitud del tallo y biomasa total comparadas con las plantas no asociadas. Tal efecto se
relaciond6 mayoritariamente con la asociacion simbiética, puesto que posiblemente
enfocaron mayormente su energia en establecer dicha asociacion que en su propio

desarrollo.

Por otro lado, se observd que la simbiosis con los HMA incrementd la
asimilacion del nitrégeno y el fosforo en las plantas de maiz. Al respecto se sabe que la
asociacion planta-HMA pueden aumentar la acumulacion de los nutrientes en las
plantas (Blanke et al., 2005), especialmente en ambientes en donde el desarrollo de
éstas mismas es limitado debido a la baja fertilidad de los suelos (Hell y Hillebrand,
2001). Ademés, se ha estudiado que las la simbiosis con HMA aumentan la
acumulacion de nutrientes en las plantas de maiz (Wu et al., 2005). Todas las plantas
tratadas con los HMA presentaron colonizacion intra-radical y los porcentajes (22-30%)
coinciden con los niveles de colonizacion observados en distintas especies de plantas

(Usuga-Osorio et al. (2008), pero fueron menores que otros estudios realizados con
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plantas de maiz (Veiga et al., 2011). Es ampliamente conocido que las diferencias en los
porcentajes de colonizacion de los HMA entre plantas pueden relacionarse con la
diversidad de los hongos evaluados, las distintas condiciones del suelo, las distintas
especies de plantas hospederas y las diferencias experimentales.

En previos estudios se ha observado que las plantas que presenta un mayor nivel
de nitrbgeno o nutrientes en general pueden ser méas apetecibles para los insectos
(Castellanos et al. 2015). Esto fue claramente observado en el presente estudio, ya que
las plantas tratadas con HMA y 100% de nitrdgeno presentaron un mayor dafio foliar.
Consecuentemente, las larvas de S. frugiperda que se alimentaron con estas plantas,

obtuvieron un mayor peso corporal.

Por otro lado, la asociacion de los HMA en las plantas de maiz provocd una
disminucién en la tasa de infeccion por el baculovirus; sin embargo, esta sélo fue
significativa cuando el insecto se alimentdé continuamente con las plantas tratadas con
los HMA. Ademés, el nitrdgeno fue un factor que también influyd negativamente sobre
el nimero de individuos muertos por el patdgeno. En este caso, la tasa de muerte fue
menor cuando las larvas se alimentaron con la mayor concentracion del compuesto
(100%), lo cual se relacion6 con una mejor condicién nutricional por parte del insecto
(Siva-Jothy y Thompson, 2002; Paungfoo-Lonhienne, 2008) y, por lo tanto, con una
mayor defensa contra el patdgeno (Lee, 2002; Cory y Myers, 2003; Cory, 2010; Ribeiro
et al., 2017). Si bien, la respuesta inmune de las larvas de S. frugiperda hacia el
SfMNPV posiblemente se incrementd al ser alimentadas continuamente con plantas con
un alto nivel nutricional, en este estudio no se observd un efecto significativo en el
tiempo de desarrollo y el peso de pupas cuando las larvas se alimentaron con las hojas
de maiz de plantas tratadas los HMA, dos niveles de nitrogeno y una concentracion del
virus (CLps). Esto posiblemente puede indicar que los insectos sobrevivientes a la
infeccion pueden adaptarse a cambios en la calidad de su dieta, posiblemente

compensando su tasa de ingestion (Hernandez-Camargo, 2019).

En otros sistemas insecto-baculovirus ha sido ampliamente demostrado que la
presencia de algunos metabolitos secundarios de las plantas (e.g., fenoles, caseina, sales
y taninos, entre otros) pueden reducir la infectividad de los baculovirus (Keating et al.,
1988; Duffey et al., 1995; Hunter y Schultz, 1993; Raymond et al., 2002; Cory y
Hoover, 2006; Cory, 2010). Por las caracteristicas del presente estudio, la influencia de

los metabolitos secundarios sobre la actividad del SfMNPV no se descarta,
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especialmente porque la sintesis de varios compuestos secundarios puede estar
relacionadas con la presencia de estos hongos (Camarena-Gutiérrez, 2009; Jinfeng,
2018). En general, la nutricion de las plantas fue uno de los factores que influyd
significativamente sobre la herbivoria, la condicion del insecto y la susceptibilidad del
gusano cogollero hacia el STMNPV, debido a ello se sugiere continuar con estudios que

evallen este efecto bajo condiciones experimentales mas reales.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

+ Las plantas de maiz asociadas con los HMA tuvieron el menor desarrollo aéreo y
radical, lo cual posiblemente se relaciona con la inversion de energia de la planta
para realizar la simbiosis 0 con las propias caracteristicas de las especies de

HMA presentes en el consorcio Yy su distinta interaccion con las plantas.

+ El nivel de dafio foliar por S. frugiperda en plantas de maiz y la condicién del
insecto tuvieron una mayor relacién con la nutricion de las plantas que con la

presencia de los HMA.

=+ Bajo las condiciones del presente estudio, la interaccion de los HMA con un alto
nivel de nitrogeno afectd negativamente la capacidad insecticida del SIMNPV

para controlar al gusano cogollero.

== No se obtuvo ninglin efecto significativo sobre la condicion del insecto huésped
cuando las larvas se alimentaron con hojas de maiz de plantas tratadas los HMA,

dos niveles de nitrdgeno y una concentracion del virus.
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8. PERSPECTIVAS
Esta investigacion es uno de los primeros estudios que relaciona el impacto de las
micorrizas y la nutricibn vegetal sobre la capacidad infectiva de un baculovirus. Para
una mejor comprension de la interaccién planta-micorriza-insecto-patdgeno, son
necesarias futuras investigaciones que analicen los mecanismos la defensa de las plantas
y su relacién con los HMA vy los distintos niveles de nutricion. Asi mismo, se debe
profundizar en los mecanismos de resistencia del insecto hacia el baculovirus,
principalmente en términos de la calidad nutricional de sus plantas hospederas vy

condiciones fisiologicas del propio insecto.
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