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EFECTIVIDAD DE VERMICOMPOSTA EN EL CULTIVO DE MAIZ Y
SUSCEPTIBILIDAD DE Metarhizium anisopliae EN Phyllophaga sp.

RESUMEN GENERAL

El maiz, Zea mays (L.), es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se
conocen, y debido a sus propiedades nutritivas para la produccién de proteina
animal, el consumo humano y el uso industrial, se ha convertido en uno de los
productos mas importantes en los mercados internacionales. Alrededor del 24%
de las hectareas sembradas en México se destina en la siembra de maiz blanco,
con una produccién anual de 21.1 millones de toneladas. En el 2015 en Morelos
se sembraron 31,249 ha y se obtuvo un rendimiento promedio de 2.92 t-ha™.
(SAGARPA-INEGI 2016). Sin embargo, las practicas convencionales empleadas
en este cultivo, basadas en el uso de fertilizantes e insecticidas, han contribuido
al deterioro de la estructura y agotamiento de los nutrientes del suelo,
ocasionando ademas resistencia en los insectos, contaminacion en el ambiente
y dafios a la salud de la poblacion. Ante esta problematica, es necesaria la
aplicacion de técnicas que eviten estos efectos adversos, por lo que el objetivo
de este trabajo fue: evaluar los efectos de la aplicacion de vermicomposta de
residuos vegetales del mercado sobre el crecimiento y rendimiento del cultivo de
maiz, asi como la susceptibilidad de las larvas de tercer estadio de Phyllophaga
sp. a dos aislamientos nativos de Metarhizium anisopliae. Para ello se llevaron
a cabo tres experimentos, el primero consistié en evaluar en macetas el efecto
de la aplicacién de cinco dosis de vermicomposta sobre doce variables del cultivo
de maiz en suelo arcilloso y franco en el ciclo agricola de otofio-invierno 2013/14
en Ayala Morelos, México. El experimento se establecié en un disefio de bloques
completos al azar con un arreglo de parcelas subdivididas en tres repeticiones.
Los resultados indicaron que en la etapa reproductiva dos (R2), la altura de
planta en los tratamientos con vermicomposta igualaron al tratamiento de
fertilizacion inorganica. Las dosis de 5y 10 t-ha* de vermicomposta junto con la
fertilizacion inorganica produjeron las mazorcas de mayor diametro, peso y

rendimiento de grano. Se detectd para el rendimiento de grano un efecto
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significativo en la triple interaccion entre los factores estudiados (suelo, variedad,
dosis de fertilizacion), y entre los factores de tipo de suelo y la dosis de
fertilizaciéon. Tomando como dosis de aplicacién 5 t-hal, se evalué el efecto de
los factores ciclos agricolas y tipo de fertilizacibpn sobre caracteristicas
cuantitativas de germoplasma de maiz, se determiné la presencia de
interacciones entre ciclos agricolas, tipo de fertilizacion y variedades de maiz y
se comprobd si la fertilizacion con vermicomposta aplicada sola o en
combinacion con fertilizante inorganicos pueden sustituir o disminuir el uso de
fertilizantes organicos, durante los ciclos agricolas otofio-invierno 2014/15 y
primavera-verano 2015, en un arreglo de tratamientos de parcelas subdivididas,
bajo un disefio experimental de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones. Los resultados mostraron que la mayor altura de la planta y de
diametro de tallo se presentaron con la fertilizacion inorganica y la fertilizacion
integrada de vermicomposta y fertilizante mineral, y que los genotipos evaluados
respondieron de manera distinta a estos mismos tratamientos, siendo las
variedades H-515 y UAEM-BDL1 las que presentaron rendimientos mas altos. El
efecto positivo de la vemicomposta dependié mas del genotipo que del ciclo
agricola de aplicacion, y aun cuando el tratamiento con vermicomposta no
reportd los rendimientos més altos, el tratamiento combinado podria ser una
alternativa en el corto y mediano plazo, ya que se reducirian los costos por el uso
de fertilizantes quimicos y se mejorarian las caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo, ademas de que se aprovecharian residuos que ocasionan
un gran problema ambiental en la zona.

Por otra parte, el experimento tres consisti6 en determinar la patogenicidad,
virulencia y la interaccién entre cepas nativas de Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana del estado de Morelos contra P. vetula. El aislamiento de
M. anisopliae fue mas patogénico que el de B. bassiana. M. anisopliae aislado
del hospedero Phyllophaga sp. fue mas patogénico (46.66 a 73.33%) que el que
se aislo del insecto trampa G. mellonella (00.00 a 20%). La mortalidad causada

por el aislamiento de M. anisopliae, con mayor patogenicidad, HI-019 (86.06%),
Vi



disminuy6 significativamente (P < 0.05) cuando se inocul6 simultdneamente con
B. bassiana HI-113 (61.06%), pero estadisticamente fue la misma que cuando
las larvas fueron inoculadas solo con B. bassiana (52.73%). Los valores
estimados de las CLso de los aislamientos de M. anisopliae Mal7 y Mal9 contra
las larvas de P. vetula fueron de 4.749 x 107 conidios/mL y 7.684 x 108

conidios/mL, respectivamente, siendo iguales estadisticamente.
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EFFECTIVENESS OF VERMICOMPOSTA IN THE MAIZE CULTURE AND
SUSCEPTIBILITY OF Metarhizium anisopliae IN Phyllophaga sp.

GENERAL SUMMARY

Maiz, Zea mays (L.), is one of the oldest food grains known, and due to its
nutritional properties for the production of animal protein, human consumption
and industrial use, it has become one of the most important products in
international markets. About 24% of the hectares planted in Mexico are destined
for the sowing of white corn, with an annual production of 21.1 million tons. In
2015 in Morelos, 31,249 ha were sown and an average yield of 2.92 t-ha! was
obtained. (SAGARPA-INEGI 2016). However, the conventional practices used in
this crop, based on the use of fertilizers and insecticides, have contributed to the
deterioration of the structure and depletion of soil nutrients, causing also insect
resistance, environmental contamination and damage to the environment. health
of the population. Faced with this problem, it is necessary to apply techniques
that avoid these adverse effects, so the purpose of this work was: to evaluate the
effects of the application of vermicompost of vegetable waste from the market on
the growth and yield of the maize crop, as well as as the susceptibility of the third
stage larvae of Phyllophaga sp. to two native isolates of Metarhizium anisopliae.
For this, three experiments were carried out, the first consisted of evaluating in
pots the effect of the application of five doses of vermicompost on twelve
variables of the cultivation of maize in clay soil and loam in the agricultural cycle
of autumn-winter 2013/14 in Ayala Morelos, Mexico. The experiment was
established in a randomized complete block design with an arrangement of plots
subdivided into three repetitions. The results indicated that in the reproductive
stage two (R2), the plant height in the treatments with vermicompost equaled the
treatment of inorganic fertilization. The doses of 5 and 10 t-ha! of vermicompost
along with the inorganic fertilization produced the ears of greater diameter, weight
and grain yield. A significant effect was detected for the grain yield in the triple
interaction between the studied factors (soil, variety, fertilization dose), and

between the soil type factors and the fertilization dose. Taking as application dose
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5 t-ha?, the effect of agricultural cycle factors and type of fertilization on
quantitative characteristics of corn germplasm was evaluated, the presence of
interactions between agricultural cycles, type of fertilization and corn varieties
was determined and it was verified whether vermicompost fertilization applied
alone or in combination with inorganic fertilizers can substitute or reduce the use
of organic fertilizers, during the autumn-winter 2014/15 and spring-summer 2015
agricultural cycles, in a treatment arrangement of subdivided plots , under an
experimental design of randomized complete blocks with four repetitions. The
results showed that the highest height of the plant and stem diameter were
presented with inorganic fertilization and integrated fertilization of vermicompost
and mineral fertilizer, and that the genotypes evaluated responded differently to
these same treatments, being the varieties H- 515 and UAEM-BD1 those that
presented higher yields. The positive effect of the vemicomposta depended more
on the genotype than on the agricultural cycle of application, and even when the
treatment with vermicompost did not report the highest yields, the combined
treatment could be an alternative in the short and medium term, since it would
reduce the costs for the use of chemical fertilizers and the physical, chemical and
biological characteristics of the soil would be improved, as well as waste that
would cause a great environmental problem in the area.

On the other hand, experiment three consisted of determining the pathogenicity,
virulence and interaction between native strains of Metarhizium anisopliae and
Beauveria bassiana of the state of Morelos against P. vetula. The isolation of M.
anisopliae was more pathogenic than that of B. bassiana. M. anisopliae isolated
from the host Phyllophaga sp. was more pathogenic (46.66 to 73.33%) than the
one that was isolated from the trap insect G. mellonella (00.00 to 20%). The
mortality caused by the isolation of M. anisopliae, with higher pathogenicity, HI-
019 (86.06%), decreased significantly (P < 0.05) when inoculated simultaneously
with B. bassiana HI-113 (61.06%), but statistically it was the same as when the
larvae were inoculated only with B. bassiana (52.73%). The estimated values of
the LC50 of the isolates of M. anisopliae Mal7 and Mal9 against the larvae of P.
vetula were 4,749 x 107 conidia/ mL and 7,684 x 108 conidia / mL, respectively,

being statistically equal.



CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

El maiz, Zea mays (L.), es uno de los granos alimenticios mas importantes
en los mercados internacionales. A nivel mundial, es el segundo cultivo por su
produccion, el primer cereal en rendimiento de grano por hectarea y el inico que
puede ser usado como alimento en distintas etapas del desarrollo de la planta
(Paliwall, 2001; FIRA,2014). En 2016 la produccion mundial de maiz fue de
1067.21 millones de toneladas (t), siendo el principal productor Estados Unidos

(357,267,000 t), y en séptimo lugar México, con 25 millones de t.

La produccion de maiz en México involucra el uso de diversas técnicas para
realizar las labores agricolas correspondientes como son: la roza, tumba y
guema, la traccion animal y el tractor (Cruz-Ledn et al, 2004), asi como la
aplicacion de fertilizantes quimicos para cubrir los requerimientos nutricionales
de las plantas y aumentar la produccién. Sin embargo, estas practicas conllevan
efectos negativos relacionados con la compactacion del suelo y la disminucién
de nutrimientos y materia organica disponibles, lo que repercute en la
productividad de este. Ademas de que los fertilizantes nitrogenados y fosfatados
pueden infiltrarse en las aguas subterraneas o ser arrastrados a otros cuerpos
de agua cuando se utilizan en cantidades superiores a las que pueden absorber
los cultivos, lo que provoca la eutrofizacion de lagos, embalses y estanques y da
lugar a una explosion de algas que suprimen otras plantas y animales acuaticos
(FAO, 2014).

Ante esta problematica es necesario implementar practicas de gestion de la
fertilidad del suelo que controlen su degradacion y aumenten la productividad del

campo, como el uso de abonos e insumos organicos, la aplicacion de técnicas
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de rotacidn de cultivos con leguminosas y el empleo de germoplasma mejorado,
asi como saber como adaptar esas practicas a las condiciones locales (FAO,
2014).

La vermicomposta es considerada un abono orgénico alternativo al uso de
fertilizantes quimicos, y se define como el “producto resultante de la
transformacion digestiva y metabdlica de la materia organica, mediante la
crianza sistematica de lombrices de tierra, denominada lombricultura” (NMX-FF-
109-SCFI-2007; SEMARNAT, 2007), considerandose esta Ultima como una eco-
tecnologia sencilla que tiene como finalidad aprovechar y reducir los volimenes

de residuos organicos que generan problemas ambientales (Capistran, 2004).

En la Central de Abastos de Cuautla, considerada como la mas grande del
estado de Morelos y la décima mas importante de México en flujo comercial, se
generan de 3 a 5 t diarias de residuos sdlidos en tan solo una de las 5 plazas
que alberga, los cuales son en su mayoria frutas y verduras o restos de éstas
(hojas, céascaras, tallos y semillas) que no cumplen con los estandares de
comercializacién (INEGI, 2013). Estos residuos no pueden almacenarse por
largos periodos de tiempo, debido a su rapida descomposicién que genera malos
olores y libera gases que contribuyen a la contaminacion atmosférica, ademas
de que atraen fauna nociva y al poseer un alto grado de humedad, son los

principales generadores de lixiviados dentro de un relleno sanitario.

Esta clase de residuos contienen muchos nutrientes organicos e
inorganicos, que son especialmente adecuados para diferentes procesos de
biodegradacion que conducen a la obtencion de productos de valor agregado
como etanol, metano, composta (Huang et al., 2014; Cardona et al., 2004) y
vermicomposta, la cual puede ser utilizada como acondicionador del suelo y

como fuente de nutrimentos para las plantas en la agricultura (Garg et al., 2006).
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También actia como inoculo de microorganismos que pueden producir
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, fijar nitrégeno y solubilizar
fésforo (Patriquin et al., 1995).

Por otro lado, uno de los principales problemas sanitarios en la produccion
de granos son las plagas del suelo, entre las que destaca el complejo “gallina
ciega”, que agrupa a inmaduros de varias especies de los géneros Phyllophaga
y Paranomala (Anomala), y que representan un serio problema en el cultivo del
maiz, ya que atacan las semillas y afectan a la planta en la germinacion y durante
el crecimiento vegetativo, lo que ocasiona el escaso desarrollo del sistema
radicular y deformidad en las plantas, facilitando el acceso a fitopatégenos y

provocando bajos rendimientos (Rios-Rosillo y Romero-Parra, 1982).

De las 369 especies de Phyllophaga enumeradas por Morén (2003), se
considera que menos de 20 son las responsables de dafos de intensidad
variable en cerca de 18 cultivos bésicos, industriales o de exportacion. Estos
incluyen P. obsoleta (Blanchard), P. ravida (Blanchard), P. vetula (Horn) y P.
crinita (Burmeister), que se distribuyen a lo largo de las tierras altas de México.
En 20 localidades de los municipios de Tlaquiltenango, Zacatepec, Jojutla,
Cuernavaca, Yautepec, Puente de Ixtla, Amacuzac, Jiutepec, Tlayacapan,
Axochiapan, Cuautla y Tepoztlan, en el estado de Morelos, se registraron 110
especies dentro del complejo “gallina ciega”, con larvas rizéfagas o facultativas;
concentrandose el mayor nimero de especies en los géneros Phyllophaga,
Macrodactylus, Paranomala, Diplotaxis y Cyclocephala. De las 47 especies de
Phyllophaga registradas para el estado, solo nueve estan consideradas en la
categoria de plagas: P. obsoleta, P. brevidens, P. vetula, P. setifera, P. pruinosa,

P. lenis, P. ravida, P. fulviventris y P. ilhicaminai (Deloya, 2010).



En la zona maicera del altiplano mexicano cada afo se ven afectadas
entre 400,000 a 500,000 hectéareas por “gallina ciega” (Ruiz-Vega et al., 2012).
En el estado de Morelos no se tiene informacién que cuantifique de manera
exacta el dafio ocasionado, Villalobos et al. (2001) valoraron pérdidas en el
cultivo del maiz entre un 40 y 70% en nueve localidades de los municipios de
Cuernavaca (Buenavista del Monte), Ocuituco, Jiutepec, Puente de Ixtla,
Xochitepec y Yecapixtla, y Rodriguez-Segura (2012) realizé una encuesta a
productores en 40 localidades y estimé que en el afio 2000 un 46% de las
hectareas muestreadas fueron afectadas durante el ciclo primavera-verano;

perdiéndose el 32% de la produccion de grano a causa de esta plaga.

Aun cuando la “gallina ciega” es considerada como plaga agricola, debido a
que consume las raices de los cultivos de importancia econémica, cumple una
funcién importante en el suelo al trasladar a la superficie elementos minerales de
las capas inferiores del edafon y elementos organicos de la superficie a éstas
dltimas, ademas de que las excavaciones que realizan permiten una mejor
circulacién del agua y del aire (Moron, 2010). Por otra parte, la “gallina ciega”
puede consumir de 45 a 80 veces su peso en raices o materia organica para
completar su desarrollo, por lo que pueden llegar a evacuar proporciones
importantes de heces enriquecidas con bacterias o productos nitrogenados de
facil asimilacion, contribuyendo significativamente al ciclo de nutrientes del suelo
y promoviendo su fertilidad en un corto, mediano y largo plazo (Villalobos, 1994;
Moron, 2001).

La distribucién de las especies del complejo “gallina ciega” esta muy
relacionada con la disponibilidad de materia organica y humedad en el suelo,
derivada de las practicas de manejo del sistema de produccion, tienden a
ovipositar en terrenos con gramineas, siendo P. obsoleta la mas euritdpica,

presente en terrenos abiertos o perturbados (Morén, 2001, Ramirez-Salinas y
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Castro-Ramirez, 2000). Sin embargo, en suelos con un alto contenido de
materia organica o abonados con composta se disminuye el dafio a las raices
del maiz que causa este complejo, permitiendo mejor desarrollo de la planta y
un alimento alternativo para las especies que no son rizéfagas estrictas (Gémez
et al., 1999; Urias, 2000). Ademas de que la composta contiene esporas de
hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae,
lo que resulta ser una alternativa agroecologica de manejo para P. ravida, P.

obsoleta y P. tenuipilis (Veldzquez-Cruz et al., 2006).

En México, los mayores esfuerzos para el combate de “gallina ciega” se
enfocan hacia el control quimico utilizando carbofuran y fosforoditioato, que ya
han sido prohibidos por su alta toxicidad y residualidad (Albert, 1988; Solis et al.,
1999). Aungque también son susceptibles a la infeccién por microorganismos
como virus, bacterias, protistas, hongos y nematodos; siendo uno de los agentes
de control microbiano mas promisorios el hongo entomopatégeno Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin (1883). Sin embargo, el efecto de su control
no siempre es estable debido a que los hongos entomopatégenos son facilmente
afectados por las condiciones de temperatura, humedad, microorganismos
antagonistas o las interacciones en el suelo, ademas de que se utiliza una gran
cantidad de in6culo (Hiromori and Nishigaki, 2001), y de que se requiere mayor
tiempo después de la aplicacion para el control del insecto, durante el cual los
insectos infectados pueden causar serios dafios a los cultivos (St. Leger et al.,
1996).

En la Republica Mexicana se han aislado mas de 190 cepas de M. anisopliae

y B. bassiana de “gallinas ciegas” en diversas entidades, de las cuales 18
presentan un buen potencial de control con base en evaluaciones de laboratorio,
entre las que destacan MAGL3N y MAGL4N de la Coleccion de Hongos
Entomopatégenos del Centro Nacional de Referencia de Control Biol6gico de M.
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anisopliae, debido a su alta virulencia contra diversas especies de Phyllophaga
y Paranomala en el norte y sur del pais (Rodriguez et al., 2005; Hernandez et
al., 2010). Sin embargo, es importante la obtencion de cepas nativas, ya que
estas estdn adaptadas a las condiciones edafoclimaticas y a las labores
culturales de la regién, ademas de que se tiene la certeza de que fueron aisladas

de alguna especie en patrticular.

En Morelos se identifico el complejo de especies de “gallinas ciegas”
presentes en maiz y se aislaron las cepas de hongos entomopatégenos nativos
de M. anisopliae HI-017 y HI-019, de especies de Phyllophaga (Coleoptera-
Melolonthidae); en los municipios de Tetela del Volcan, y en la localidad de San
Andrés de la Cal, municipio de Tepoztlan, respectivamente. La virulencia de
ambas cepas fue probada en un bioensayo en larvas de tercer estadio (L3) de
P. vetula, en dosis de 1 X 107 conidios/mL, reportandose el 60% de mortalidad
para HI-017 y el 73.33% para HI-019 después de 30 dias de inoculacion
(Hernandez et al., 2011).

De acuerdo con lo anteriormente descrito, es necesario el planteamiento
de alternativas basadas en la aplicacion de técnicas enfocadas a la proteccion y
conservacion del suelo y del agua, y de métodos de control biolégico para el
control de las plagas, que eviten efectos adversos en la salud humana y en los

alimentos que se consumen.

JUSTIFICACION

El maiz es uno de los cultivos mas importantes en la agricultura y la
economia nacional, sin embargo el uso intensivo de agroquimicos que se utilizan
con la finalidad de incrementar su produccion ha provocado que el suelo deje de

ser fertil y productivo, por lo que es necesario implementar alternativas de
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fertilizacion que proporcionen un aporte adecuado y continuo de nutrimentos; y
de control biolégico para regular las poblaciones de “gallina ciega”; para
aumentar la productividad del maiz y promover un equilibrio en los ecosistemas.
Una alternativa es la vermicomposta, cuyo aporte de materia orgénica y
nutrimentos puede mejorar las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del
suelo, estimular el crecimiento de las plantas e incrementar el rendimiento en el
cultivo del maiz, y el hongo entomopatdégeno Metharizium anisoplae para el

control de Phyllophaga spp.

HIPOTESIS

Hi: La incorporacion al suelo de la vermicomposta proveniente de los
residuos vegetales de los mercados de abasto, permitira obtener rendimientos

de grano similares que con fertilizacion quimica en maiz.

H2: Las larvas de Phyllophaga sp. son susceptibles a las dos cepas (HI-017

y HI-019) de Metharizium anisoplae.

OBJETIVOS

GENERAL

» Evaluar los efectos de la aplicacion de vermicomposta de residuos
vegetales del mercado sobre el crecimiento y rendimiento del cultivo de
maiz, asi como la susceptibilidad de las larvas de tercer estadio de

Phyllophaga sp. a dos aislamientos nativos de Metarhizium anisopliae.



ESPECIFICOS

>

Evaluar el efecto de la aplicacion de cinco dosis de vermicomposta sobre
doce variables de cultivo de maiz en macetas.

Evaluar el efecto de los factores ciclos agricolas y tipo de fertilizaciopn
sobre caracteristicas cuantitativas de germoplasma de maiz.

Determinar la presencia de interacciones entre ciclos agricolas, tipo de
fertilizacion y variedades de maiz.

Comprobar si la fertilizacibn con vermicomposta aplicada sola o en
combinacion con fertilizante inorganico pueden sustituir o disminuir el uso
de fertilizantes organicos.

Determinar la patogenicidad y virulencia de dos cepas nativas de

Metarhizium anisopliae del estado de Morelos contra P. vetula.



CAPITULO Il

METODOLOGIA GENERAL

El presente trabajo de investigacion consistio en dos estudios, el primero
involucra la evaluacion de la vermicomposta proveniente de los residuos
vegetales del mercado de abasto como sustituto del fertilizante inorganico en el
cultivo del maiz; y el segundo, la virulencia del hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae para el control de “gallina ciega” (Figura 1). Cabe
mencionar que los dos primeros articulos relacionados con la efectividad de la
vermicomposta se han enviado a una revista cientifica y el del hongo

entomopatdégeno ya ha sido publicado.

EFECTIVIDAD DE LA VERMICOMPOSTA EN EL CULTIVO DE
MAIZ Y PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA DE Metarhizium
anisopliae EN Phyllophaga sp.

Establecimiento del Metarhizium anisopliae (HI-017 y
vermicompostaje HI-019)
Obtencién de vermicomposta Virulencia (CLsg, TLgp)

Dosificacion (Experimento en
Macetas)

Evaluaciéon en Condiciones de
Campo

Figura 1. Estrategia experimental del trabajo de investigacion.



» Sitios de evaluacién de los experimentos

Los experimentos relacionados con la evaluacion de la vermicomposta se
llevaron a cabo en el Campo Experimental de la Escuela de Estudios Superiores
de Xalostoc (EESuX), de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos
(UAEM), el cual se localiza en el municipio de Ayala, Morelos, México (18°46°01”
Latitud Norte; 98°58’56” Longitud Oeste), a una altitud de 1218 m, con un clima
tipo tropical calido-subhimedo con lluvias en verano, con una temperatura
promedio anual de 21,5 °C, y con una precipitacion media anual de 887,1 mm
(INEGI, 2015); y los bioensayos para determinar la CLso y el TLso se desarrollaron
en el Laboratorio de Control Biol6gico del Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CEIB) de la UAEM.

» Establecimiento del vermicompostaje

La vermicomposta utilizada en los experimentos se produjo de la siguiente
manera (Figura 2): se recolectaron los residuos vegetales en el mercado de
abasto “Plaza Solidaridad” en Cuautla, Morelos, y se trasladaron a las
instalaciones de la EESuX; se vaciaron a un contenedor de 1.125 m3 hecho con
bloques de hormigén, donde se cubrieron con un plastico negro durante 15 dias
(Figura 3), al término de los cuales se destaparon, se airearon introduciendo un
bieldo para voltear los residuos y se les colocé encima una capa de
vermicomposta de 3 cm de grosor, conteniendo lombrices epigeas del género
Eisenia sp. en distintas etapas de desarrollo (Figura 4). Durante este proceso
se realizaron riegos diarios 0 tres veces por semana, dependiendo de la
humedad ambiental, con 12 L de agua. Aproximadamente a los tres meses de
haber iniciado el vermicompostaje, se suspendio el riego y se procedid a separar
las lombrices de la vermicomposta mediante cribado, utilizando un harnero de 5
mm de abertura. La vermicomposta se colocé dentro de bolsas de plastico
negras, y estas a su vez al interior de costales de rafia que se almacenaron en
un lugar sombreado hasta el momento de su utilizacion (Figura 5).
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Recoleccion de los Vaciado dentro de Precompostaje de
residuos organicos los contenedores dos semanas

Cribadoy . '
almacenamiento de - Vermicompostaje

la vermicomposta

Figura 2. Proceso de transformacion de los residuos vegetales en
vermicomposta.

Figura 4. Proceso de vermicompostaje
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Figura 5. Cribado y almacenamiento de la vermicomposta.

» Evaluacion de la vemicomposta como sustituto del fertilizante

inorganico.

El germoplasma evaluado en este estudio lo constituyeron una variedad

hibrida (H-515), una variedad de polinizacion libre (UAEM-BD1) y una variedad

criolla, cuyas caracteristicas se presentan a continuacion (Cuadro 1), y en las

cuales se evaluaron los caracteres morfologicos y fisioldgicos descritos en el

Cuadro 2.

Cuadro 1. Caracteristicas del germoplasma evaluado.

Caracteristicas H-515 UAEM-BD1 NIM1
Variedad Hibrido Polinizacién libre  Criollo
Color de grano Blanco cristalino Blanco Negro
Potencial de

o 10.0 t-ha't 7.0 t-hat 2.2 t-hat
rendimiento
Altura de planta (cm) 230-260 229-320 225-230
Dias a floracién 54-57 75-76 58-60
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Cuadro 2. Variables de respuesta evaluadas en las plantas de maiz.

Variable

Procedimiento

Altura de Planta
(AP)

Diametro de Tallo
(DT)

Contenido de
Clorofila (CC)

Didmetro de
mazorca (DM)

Longitud de
mazorca (LM)

Peso de la mazorca
(PM)

Numero de granos
por mazorca (NGM)

Diametro de olote
(DO)

Peso de 100
semillas (P100S)

Peso volumétrico
(PV)

Rendimiento de
grano (RG)

Se midi6 desde la base del tallo hasta el verticilo de la
planta y se expreso en centimetros.

Se tomaron dos medidas inmediatamente después del
primer nudo del tallo para obtener un promedio de
ambas y se expreso en centimetros.

Se midié con un Spad modelo 502 (KonicaMinolta
Sensing, Inc.) en la Ultima hoja extendida y fue
expresado en unidades absolutas.

Se midi6 la parte media de la mazorca y se expresé en
centimetros.

Se midi6 el largo de la mazorca y se expresé en
centimetros

Se obtuvo un promedio del peso de las mazorcas y se
expreso en kilogramos

contd el numero de granos en una hilera vertical y se
multiplic6 por el nimero de hileras de la mazorca; se
expreso en unidades absolutas

Se midié la parte media del olote y se expres6 en
centimetros

Se seleccionaron al azar 100 semillas y se pesaron. Se
expreso en kilogramos

Se pesé medio litro de los granos y se expresé en
kilogramos

Se peso el grano y se hizo la estimacion de rendimiento
de grano mediante la formula de lowa. Se expresé en
t-ha-1.

En lo que respecta al suelo, se tomo6 una muestra previa a la incorporacion

de la vermicomposta y del fertilizante inorganico, asi como también de la
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vermicomposta utilizada, a las que se les realizé un andalisis fisico y quimico que

incluyé lo siguiente (Cuadro 3):

Cuadro 3. Parametros fisicoquimicos que se determinaron en las muestras del
suelo y de la vermicomposta.

Parametro Método
pH Potenciometrico
CE Conductimetro
Materia organica Método de Walkley y Black
Potasio disponible Espectrofotdmetro de flama
Fosforo disponible Método de Olsen
Nitrégeno total Método Kjeldahl
Carbono organico Calculo
Célculo a partir de los
Relacion C/N resultados de materia organica
y nitrégeno.

Capacidad de intercambio catiénico Método del acetato de amonio

Las variables de respuesta se analizaron mediante un ANOVA y comparacion
de medias de Tukey (0.05).

» Determinacion de la ClLso y TLso del hongo entomopatdogeno

Metarhizium anisopliae para el control de “gallina ciega”.

En este estudio se utilizaron las cepas del hongo entomopatégeno
Metarhizium. Anisopliae HI-017 Ma y HI-019 Ma (Figura 6) y larvas de tercer
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estadio de Phyllophaga sp. (Figura 7), las cuales se recolectaron en unas
parcelas cultivadas con maiz en el municipio de Ayala Morelos (N 18°44°36.4”;
98°54’39.2” a 1285 msnm). Para su traslado al laboratorio las larvas se
colocaron en botes de 2 L con suelo del lugar y cuadritos de zanahoria.
Posteriormente, cada larva fue separada de acuerdo con la forma del raster y
colocada individualmente en vasos de plastico transparente conteniendo peat
moss esterilizado y un cuadrito de zanahoria. Se aliment6 a las larvas con la
zanahoria una vez por semana hasta el momento de llevar a cabo el bioensayo
(Figura 10).

-

Figura 6. Cepas HI-017 y HI-019 de Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin

Figura 7. Phyllophaga sp. de tercer estadio (lado izquierdo) y los palis que
conforman el raster (lado derecho).
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Figura 8. Larvas colectadas de Phyllophaga sp. en periodo de cuarentena.

De las larvas colectadas se seleccionaron aquellas que habian alcanzado el
tercer estadio y que en funcién de su estado de salud, movilidad y capacidad de
alimentacion eran aptas para el bioensayo. Se formaron grupos de 15 larvas para
cada dilucion. Cada larva se sumergio durante 15 segundos en la dilucion
correspondiente y se depositd en recipientes individuales colocando ademas un
cuadrito de zanahoria como alimento. Las larvas se mantuvieron a 25°C+1°C,

alimentandolas dos veces por semana y registrando la mortalidad.

Este experimento se establecié bajo un disefio experimental completamente
al azar, donde los tratamientos evaluados fueron las siete concentraciones y un
testigo (agua destilada con tween), en tres repeticiones. La unidad experimental
estuvo confomada por 15 larvas de Phyllophaga sp. (21 pali puntiagudos). Las
variables de respuesta a evaluar fueron: porcentaje de mortalidad, concentracion

letal media y tiempo letal medio.
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CAPITULO Ill. RESPUESTA AGRONOMICA DE VARIEDADES
MEJORADAS DE MAIZ A LA FERTILIZACION CON VERMICOMPOSTA

AGRONOMICAL RESPONSE OF IMPROVED MAIZE VARIETIES TO
FERTILIZATION WITH VERMICOMPOST

RESUMEN

En el ciclo agricola de otofio-invierno 2013/14 en Ayala Morelos, México,
se evaluaron dos variedades de maiz (H-515 y UAEM-BD1), en dos tipos de
suelo (arcilloso y franco) y con siete dosis de fertilizacion (sin fertilizacion,
fertilizacion inorganica: 170 N-70 P-00 K; y 5, 10, 15, 20 y 25 t-ha! de
vermicomposta) en un sistema experimental y riego por goteo. El experimento
se establecié en un disefio de bloques completos al azar con un arreglo de
parcelas subdivididas en tres repeticiones. Se midieron altura de planta, diametro
y peso de la mazorca, y rendimiento de grano. Se realizaron analisis de varianza
y comparacion de medias (Tukey, 0,05). Los resultados indicaron que en la
etapa reproductiva dos (R2), la altura de planta en los tratamientos con
vermicomposta igualaron al tratamiento de fertilizacion inorganica. Las dosis de
5y 10 t-hat de vermicomposta junto con la fertilizacién inorganica produjeron las
mazorcas de mayor diametro, peso y rendimiento de grano. Se detect6 para el
rendimiento de grano un efecto significativo en la triple interaccion entre los
factores estudiados (suelo, variedad, dosis de fertilizacién), y entre los factores
de tipo de suelo y la dosis de fertilizacion.

Palabras clave: Zea mays, fertilizacidon organica, caracteristicas cuantitativas,

sistema experimental.
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ABSTRACT

In the agricultural season of autumn-winter 2013/14 in Ayala, Morelos,
Mexico, were evaluated two varieties of corn (H-515 and UAEM-BD1), in two type
soil (clay and loamy) and seven doses of fertilization (without fertilization,
inorganic fertilization: 170 N-70 P-00 K; and 5, 10, 15, 20 and 25 t-ha-1 of
vermicompost) in an experimental system and drip irrigation. The experiment was
established in a Randomized Complete Block design with a treatment design of
split-split plots subdivided in three replicates. Plant height, diameter and weight
of the ear, and grain yield were measured. They were carried out analysis of
variance and means comparison (Tukey, 0.05). The results indicated that in stage
reproductive two (R2), the height of plant of the treatments with Vermicompost
equalized to inorganic fertilization treatment. Doses of 5 and 10 t-ha! of
vermicompost along with inorganic fertilization produced ears of larger diameter,
weight and grain yield. A significant effect on the triple interaction between the
studied factors (soll, variety, dose of fertilization), and between the factors of soil

type and dosage of fertilization was detected for grain yield.

Keywords: Zea mays, organic fertilization, quantitative traits, experimental

system.
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INTRODUCCION

El maiz es el cultivo de mayor importancia alimentaria y socioeconémica
en México, contribuye con el 18% del valor de la produccion del sector agricola
y concentra el 33% de los 7,5 millones de hectareas sembradas con este cereal.
En el afio 2017 se registro una produccion de 23,3 millones de toneladas, con un
rendimiento promedio de 3,8 t-ha?! (SIAP-SAGARPA, 2016). El rendimiento
agronomico del cultivo esta relacionado con la fertilidad del suelo, las
necesidades nutrimentales de la especie cultivada y del grado de disponibilidad
de los nutrimentos. Sin embargo, debido a la pérdida significativa de la fertilidad
de los suelos en México, se requiere la aplicacion de fertilizantes quimicos para
obtener los niveles de produccion rentables. Por otro lado, la quema de residuos
agricolas y la pobre o nula incorporacion de materia organica a los suelos se han
relacionado con el deterioro de la fertilidad del suelo. Se estima que el 92.7% de
los 34,0 millones de hectareas agricolas en México presentan degradacion
qguimica; causada principalmente por el balance negativo entre el aporte de
nutrimentos y materia organica al suelo, y la extraccion de estos por los cultivos,
adicionalmente a las pérdidas causadas por la quema de residuos de cosechas

0 por procesos de lixiviacion en el suelo (SEMARNAT, 2006).

Los abonos organicos constituyen una alternativa de manejo y
rehabilitacion de la capacidad productiva de suelos degradados (Leblanc et al.,
2007). Sin embargo, la disponibilidad de los nutrimentos que contienen es

usualmente baja y variable, por lo que las dosis de aplicacion de este tipo de
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abonos son generalmente mas altas en comparacion con los fertilizantes
quimicos (Castro et al., 2009). Entre los abonos organicos mas utilizados se
encuentran: la composta, el bocashi, la vermicomposta, las excretas de animales
y los abonos verdes (Soto y Meléndez, 2004). La vermicomposta es un sustrato
de alto contenido de materiales orgénicos, alta tasa de mineralizacién y de
retencion de agua, ademas proporciona una adecuada porosidad en el suelo
(Dominguez, 2004). Las caracteristicas de la vermicomposta producida a partir
de residuos orgénicos de cocina, agricolas e industriales, indican que puede ser
utilizada como acondicionador del suelo y como fuente de nutrimentos para las

plantas (Garg et al., 2006).

La calidad nutrimental de un abono organico depende de la cantidad y la
disponibilidad de los nutrimentos para las plantas cultivadas (Leblanc et al.,
2007). Una forma préctica para determinar la calidad de estos abonos como
fuente de nutrimentos, es la evaluacion de la respuesta de las plantas cultivadas
en contenedores a diferentes proporciones de composta-suelo (Soto y

Meléndez, 2004).

En experimentos de maiz cultivado en contenedores se determiné la
eficiencia agronémica relativa de los fertilizantes organicos: composta, gallinaza
y vemicomposta. Los resultados indicaron que los dos primeros, tanto en forma
individual como mezclados con fertilizante inorganico, mostraron el mayor peso

seco a los 63 dias, en comparacion con el tratamiento de fertilizante inorganico
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(Matheus et al., 2007). En otro estudio de dos ciclos agricolas se incorpord
vermicomposta en un suelo Fluvisol Haplico, mostrando un efecto positivo, tanto
Gnicamente la vermicomposta como combinada con nitrato de amonio vy
dolomita, sobre las variables de altura de la planta, didmetro del tallo, contenido
de clorofila, biomasa y contenido de macroelementos; efecto que fue mayor en
el segundo ciclo agricola después de la aplicacion (Kmet'ova et al., 2014). El
resultado de la aplicacion de 20 t-ha* de vermicomposta durante tres afios, sobre
la produccién de biomasa y el rendimiento del maiz fue significativo en el
segundo afio de prueba; y en un afio de evaluacidn con presencia de estrés
hidrico, los tratamientos con vermicomposta mostraron el mejor comportamiento
agronémico (Thu et al.,, 2015). Sin embargo, el efecto positivo de la
vemicomposta depende de un gran numero de factores ambientales, ademas de
que las plantas responden de manera distinta a la calidad o el grado de
mineralizacion de la materia organica, por ello las variedades evaluadas pueden
resultar con respuestas diferentes a la fertilizacion organica (Lazcano et al.,

2011).

Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo evaluar las variables
cuantitativas relativas a la planta (altura en tres estados fenoldgicos V8, R2 y
R6); los componentes de rendimiento (diAmetro de mazorca, peso de la mazorca
y rendimiento de grano) y el efecto de las interacciones entre los tipos de suelo,

variedades y dosis de fertilizacion.
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MATERIALES Y METODOS

Los tipos de suelos evaluados fueron: suelo arcilloso (arena: 25,2%,
arcilla: 57,4% y limo: 17,4%) y suelo franco (arena: 49,2%, arcilla: 17,4% y limo:
33,4%). El material bioldgico que se uso en la evaluacion estuvo constituido por
las variedades mejoradas H-515 y UAEM-BD1. La variedad H-515 es una
variedad hibrida trilineal desarrollada por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en tanto que la UAEM-BD1 es una
variedad del tipo de polinizacion libre, obtenida por la EESuX. Los tratamientos
considerados se constituyeron por la combinacién de los factores y niveles que

se muestran en el Cuadro 4.

El experimento se llevo a cabo en el ciclo agricola otofio-invierno 2013/14,
en el campo experimental de la EESuX, el cual se localiza en el municipio de
Ayala, Morelos, México (18°46°01” Latitud Norte; 98°58’56” Longitud Oeste), a
una altitud de 1218 m, con un clima tipo tropical calido-subhimedo con lluvias
en verano, con una temperatura promedio anual de 21,5 °C, y con una

precipitacion media anual de 887,1 mm (INEGI, 2014).
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Cuadro 4. Factores y niveles considerados en el disefio del experimento.

Factores Niveles
Arcilloso
Suelo
Franco
. H-515
Variedades UAEM-BD1

170 N-70 P-00 K (Dosis recomendada)
25 t-ha-1 de vermicomposta
20 t-ha-1 de vermicomposta
Fertilizaciéon 15 t-ha-1 de vermicomposta
10 t-ha-1 de vermicomposta
5 t-ha-1 de vermicomposta
Sin fertilizacion

Se evaluaron los 28 tratamientos en un sistema experimental instalado a
“cielo abierto”, se utilizaron 840 bolsas de polietileno negro de 20 L de capacidad
como contenedores, de las cuales 420 se llenaron con suelo franco y 420 con
suelo arcilloso. Antes de la siembra, se deposité la vermicomposta o el fertilizante
inorganico segun las dosis indicadas (Cuadro 4) y se mezclaron uniformemente.
Las dosis de vermicomposta y de fertilizacion inorganica se estimaron con base

en una densidad poblacional de 50 000 plantas por ha.

La vermicomposta se obtuvo a partir de residuos de frutas y verduras. Las
caracteristicas quimicas de la vermicomposta y de los tipos de suelo se muestran
en el Cuadro 5. De acuerdo con estos valores los suelos se consideraron como
moderadamente alcalinos, sin problemas de salinidad, de bajo a medio
contenido de materia organica y contenido medio de nitrégeno total
(SEMARNAT, 2000), y la vermicomposta como moderadamente alcalina, sin
problemas de salinidad y con alta disponibilidad de nitrégeno (SEMARNAT,

2007).
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Cuadro 5. Caracteristicas quimicas de los suelos y de la vermicomposta.

S C\j/ea:;:l CE Mo co N Ptotal Relacion
(mS-cm?) %
Suelo arcilloso 8.1 0.228 1.07 0.48 0.15 0.20 3.2
Suelo franco 7.2 0.450 2.74 1.23 0.15 0.14 8.2
Vermicomposta 7.6 0.003 7.77 3.48 0.50 0.90 6.9

CE=Conductividad Eléctrica, MO=Materia Orgénica, CO=Carbono Orgénico, N=Nitrogeno,
P=Fdsforo.

La siembra de las variedades (H-515 y UAEM-BD1) se realizo
depositando dos semillas por contenedor a una profundidad aproximada de 4
cm; posterior a la emergencia, en la etapa fenoldgica V3 (Ritchie, 1992), se
realizd un “aclareo” de plantas para dejar solo una. El manejo de la humedad de
los contenedores se llevé a cabo mediante un sistema de riego por goteo (Figura
9). El control de maleza se realizO de manera manual durante todo el ciclo

bioldgico del maiz.

Figura 9. Diferentes aspectos del sistema experimental basado en contenedores
de plastico y riego por goteo, utilizado para evaluar los tratamientos de
fertilizacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los ANOVA para la variable altura de planta (Cuadro 6) mostraron
diferencias estadisticas significativas en la fuente de variacion que evalla los
efectos de la triple interaccion entre los factores estudiados. Se observé que en
la etapa vegetativa 8 (V8), las diferencias fueron altamente significativas (P <
0.01), sin embargo, esta misma interaccion en la etapa fenolédgica reproductiva
2 (R2), solo indicé diferencias significativas (P < 0.05), y nulas diferencias se
detectaron en la etapa reproductiva 6 (R6). En lo que se refiere a las dobles
interacciones, se detectaron diferencias estadisticas altamente significativas (P
< 0.01) exclusivamente en las interacciones de Suelo x Fertilizacién y Variedad
x Fertilizacion, en las etapas fenoldgicas V8 y R2, y diferencias no significativas
en la etapa R6. En cuanto al comportamiento de los factores principales
evaluados (Tipo de suelo, tipo de variedad y tipo de fertilizacion); el tipo de suelo
(arcilloso vs. franco) a través de las tres etapas fenolégicas evaluadas, no mostro
ningun efecto sobre la variable de altura de planta. En tanto que en el factor de
tipo de variedad (hibrido vs. variedad de polinizacién libre), el efecto sobre la
altura de planta se observd Unicamente en las dos etapas reproductivas
estudiadas (R2 y R6). Sin embargo, en el tipo de fertilizacién el efecto fue
significativo en las tres etapas del estudio. Con respecto a los coeficientes de
variacion en las tres etapas evaluadas, los valores fueron bajos, en tanto que los

valores de los coeficientes de determinacion fueron convenientemente altos.
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Cuadro 6. Cuadrados medios de la variable altura de planta evaluada en las
etapas fenolégicas V8, R2 y R6, durante el ciclo otofio-invierno
2013/14, en Ayala, Morelos, México.

Fuentes de  Grados de Altura de Planta (cm)

Variacion Libertad V8 R2 R6
Repeticion 2 60.1 NS 932.2 NS 1626.1 NS
Suelo 1 8.3NS 542.6 NS 257.9 NS
Error (1) 2 10.2 733.7 838.9
Variedad 1 242.8 NS 3465.0* 4447.2*
S*V 1 153.1 NS 109.9 NS 109.3 NS
Error (2) 4 46.3 185.6 293.3
Fertilizacion 6 838.7** 441 .4** 315.0**
S*F 6 240.5** 167.0** 149.7 NS
V*F 6 54.3** 135.2** 146.4 NS
S*V*F 6 53.7** 118.5* 143.7 NS
Error 48 15.7 49.9 68.0
CV (%) 5.8 4.9 4.4
R? 0.9 0.8 0.8

cm=centimetros, S=Suelo, V=Variedad, F=Fertilizacion, *=Significativo al 0.05 de probabilidad,
**=Significativo al 0.01 de probabilidad, NS=No significativo, V8=etapa vegetativa de ocho hojas,
R2=etapa de llenado de grano, R6=etapa de madurez fisiolégica.

La significancia estadistica detectada en la triple interaccion entre factores
(S x V x F), tiene origen en la presencia de las dobles interacciones entre los
diferentes tipos de fertilizacién evaluados y los tipos de germoplasma y suelo
considerados en este estudio. Particularmente las interacciones se originan por
las diferencias altamente significativas detectadas entre los diferentes
tratamientos de fertilizacion; los que incluyen diferentes dosis de vermicomposta
(fertilizacion organica) y los tratamientos testigos (fertilizacion inorganica y no

fertilizacion). El andlisis de medias para la interaccion Suelo x Variedad x
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Fertilizacion (Cuadro 7) en la etapa Reproductiva 2 (R2) para la misma variable,
indico que la variedad UAEM-BD1 tuvo la mayor altura de planta en respuesta a
la fertilizacion inorganica en ambos tipos de suelo y a la dosis de 10 t-ha de
vermicomposta en suelo arcilloso. La interaccion detectada entre factores fue del
tipo de diferencias en magnitud, debido principalmente a que la variedad UAEM-
BD1, que es una variedad de polinizacion libre y de mayor altura que la variedad
hibridad H-515, en todas las combinaciones entre los factores variedad x
fertilizacion resulté con la mayor altura de planta. Asi mismo, los resultados
indicaron que a partir de la etapa fenoldgica R2, comienza a definirse la altura

de planta en el cultivo de maiz.

Cuadro 7. Promedio de las interacciones de los factores Suelo x Variedad x
Fertilizacion para la altura de planta en la etapa reproductiva 2 (R2),
durante el ciclo otofio-invierno 2013/14, en Ayala, Mor.

Factores Altura de
Suelo Variedad Fertilizacion Plfr?]ta
Franco UAEM-BD1 170N-70P-00K 165.8 a
Arcilloso UAEM-BD1 170N-70P-00K 163.0 a
Arcilloso UAEM-BD1 10 t-ha! de vermicomposta 160.5 a
Arcilloso H-515 5 t-ha! de vermicomposta 129.8 b
Arcilloso H-515 Sin fertilizacion 1198 b

Medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (Tuckey 0.05).

En lo que respecta a las diferencias estadisticas significativas
identificadas en el factor fertilizacion (Cuadro 6), los tratamientos que en las tres
etapas evaluadas indujeron una mayor altura de planta, fueron aquellos que
incluyeron la fertilizacion inorganica. El efecto fue mayor en la etapa V8, sin

embargo, a partir de la etapa R2, la altura de las plantas fertilizadas con las dosis
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mas altas de vermicomposta igualaron a los tratamientos de fertilizacion
inorganica. El tratamiento con 5 t-ha?* de vermicomposta no mostré efecto
alguno en la altura de planta y manifest6 un comportamiento similar al
tratamiento sin fertilizacién. Estos efectos pueden originarse por el hecho de que
los fertilizantes quimicos son sales solubles altamente concentradas, disponibles
en forma inmediata para las plantas; en tanto que los abonos organicos liberan
lentamente los nutrimentos (Chaoui et al., 2003; Matheus et al., 2007). Los
resultados obtenidos en este estudio coinciden con los reportados en otras
investigaciones; como lo observado de que el tratamiento con fertilizante
inorganico produjo una mayor altura en maiz a los 21 y 43 dias y en los
tratamientos con abonos organicos el efecto se observo hasta los 63 dias
(Matheus et al., 2007). Similar comportamiento en la altura de planta se reporta
con la comparacion de fertilizacion inorgénica y organica, donde la inorgéanica
produjo una mayor altura en etapas vegetativas, y en etapas fenoldgicas finales
se igualaron las alturas en las plantas fertilizadas por ambos tipos de fertilizantes

(Kannan et al., 2013).

Con relacién a las caracteristicas de peso de mazorca (PM) y rendimiento
de grano (RG), los resultados de los ANOVAs (Cuadro 2), indicaron presencia
de interaccion entre los tres factores analizados (S x V x F), altamente
significativa (P < 0.01) para el PM y significativa (P < 0.05) para el RG. En tanto
que, para la interaccion entre el tipo de suelo y fertilizacion (S x F), se

encontraron diferencias altamente significativas (P < 0.01) para PM y RG; y
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unicamente significativas (P < 0.05) para diametro de mazorca (DM). Respecto
a la interaccion de Variedad x Fertilizacion (V x F), solo se identificaron
diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) para peso de mazorca y
rendimiento de grano. Referente a la interaccion de Suelo x Variedad (S x V), en
ninguna las tres -caracteristicas se detectaron diferencias estadisticas

significativas.

En lo que respecta a los factores principales para las caracteristicas de
DM, PM y RG (Cuadro 8), el factor Suelo (arcilloso, franco) no mostrdé ninguin
efecto en las tres caracteristicas; sin embargo, para el factor Variedad (H-515,
UAEM-BD1) el efecto fue altamente significativo (P < 0.01) en RG vy significativo
(P =0.05) en el PM; y no significativo para DM. En cuanto al factor fertilizacion,
resulté altamente significativo (P < 0.01) el efecto en las tres caracteristicas. Los
coeficientes de variacion en todas las variables mostraron valores relativamente
bajos, en tanto que los coeficientes de determinacion mostraron valores

aceptables con un valor minimo de 0.62 en la caracteristica de DM.

El analisis de la triple interaccién entre factores (Cuadro 6) para peso de
mazorca (PM), revel que las mazorcas de mayor peso fueron producidas por la
variedad UAEM-BD1 cultivada en suelo arcilloso y fertilizada con 5 t-ha? de
vermicomposta, cuyo comportamiento fue igual cuando se usé la fertilizacién
inorganica (170N - 70P - 00K). Similar comportamiento se observé en la variedad

H-515 cultivada en suelo arcilloso y fertilizada con la dosis mas alta de
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vermicomposta (25 t-ha?); y asimismo cuando se fertiliz6 con el tratamiento
testigo de fertilizacion inorganica (170 N-70 P-00 K). En contraste el menor peso
de mazorca se observo en la combinacion suelo arcilloso, variedad UAEM-BD1
y los tratamientos de fertilizacion de 15 t-ha y con el tratamiento testigo sin
fertilizacion.

Cuadro 8. Cuadrados medios para las caracteristicas de rendimiento de grano

(RG), didmetro (DM) y peso de mazorca (PM), medidas en el ciclo
otofio-invierno 2013/14 en Ayala, Morelos, México.

Fuentes de Grados DM PM RG
Variacion de cm g t-hat
Libertad

Repeticion 2 0.1 NS 2056.1** 0.3 NS
Suelo 1 0.1 NS 133.8 NS 0.2NS
Error (1) 2 0.1 19.0 0.1
Variedad 1 0.1 NS 2080.0* 18.4**
SxV 1 0.1NS 10.7 NS 0.8 NS
Error (2) 4 0.1 240.3 0.4
Fertilizacion 6 0.2** 1198.9** 2.6%**
SxF 6 0.1* 1408.9** 1.6**
VXxF 6 0.0NS 756.1* 0.8*
SxXVxF 6 0.0NS 1356.2** 0.8*
Error 48 0.0 271.6 0.3
CV (%) 4.8 11.5 9.9
R? 0.6 0.7 0.8

RG=rendimiento de grano, DM=diametro de mazorca, PM=peso de mazorca, g=gramos S=suelo,
V=variedad, F=fertilizacién, *=Significativo al 0.05 de probabilidad, **=Significativo al 0.01 de
probabilidad, NS=No significativo.

Los resultados obtenidos tanto en los analisis de varianza (Cuadro 8)

como el andlisis de triple interaccion (Cuadro 9), indican que el tipo de suelo no
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tuvo un efecto sobre el rendimiento de grano y sus componentes de diametro y
peso de mazorca; las interacciones entre los factores estudiados fueron
originadas fundamentalmente por el tipo de germoplasma de maiz usado en el
presente estudio y por los tratamientos de fertilizacion evaluados. En general, la
mejor respuesta a la fertilizacién inorganica (170N-70P-00K), se asocio a la
variedad H-515, que es un tipo de germoplasma hibrido el que por su origen
genético tiene un mayor potencial de rendimiento que la variedad UAEM-BD1,
sobre todo cuando se utilizan altas dosis de fertilizacidén inorgéanica. Sin embargo,
cuando la variedad UAEM-BD1 fue fertilizada con los tratamientos de
vermicomposta, igualé el comportamiento de H-515 en cualquier tipo de suelo.
Lo que es esperado debido a que la vermicomposta es una fuente de
nutrimentos, lo que permite potenciar el desarrollo de las plantas; ademas de
incorporar materia organica al suelo (Harris et al., 1990). Aunque el efecto de la
vermicomposta en el suelo y en el crecimiento vegetal dependerd de las
propiedades iniciales que éste presente (Duran y Enriquez, 2007). Por otro lado,
los suelos utilizados en el experimento se consideran moderadamente alcalinos,
sin problemas de salinidad, con un contenido de materia organica de mediano a
muy bajo; ademas de contenido medio de nitrégeno total (SEMARNAT, 2000), lo
que explica las nulas diferencias estadisticas encontradas en todas las
caracteristicas analizadas. Asi mismo lo anterior explica el efecto positivo
observado cuando se adiciono la vermicomposta y el fertilizante inorganico. Por
otro lado, los valores de los coeficientes de variacion (CV) y de determinacion

(R?) sugieren la confiabilidad en los resultados obtenidos y en el disefio
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experimental usado para evaluar los efectos combinados de los tres factores de
estudio.
Cuadro 9. Valores promedio de las interacciones entre los factores Suelo x

Variedad x Fertilizacion para el peso de la mazorca, durante el ciclo
otofio-invierno 2013/14, en Ayala, Mor.

Factores PM
Suelo Variedad Fertilizacion g

Arcilloso UAEM-BD1 5that 177.3 a
Arcilloso H-515 25 t-ha' 170.0 a
Franco UAEM-BD1 15 t-ha' 164.3 a
Arcilloso H-515 170N - 70P - O0OK 163.3 a
Franco H-515 10 t-ha't 162.0 a
Arcilloso UAEM-BD1 170N - 70P - 00K 160.3 a
Arcilloso UAEM-BD1 15 t-ha' 101.0 b
Arcilloso UAEM-BD1 Sin fertilizacion 1003 b
DMSH (0.05) 51.6

En lo que respecta al rendimiento de grano (RG), el analisis de varianza
(Cuadro 8) mostro diferencias altamente significativas (P < 0.01) en la interaccién
Suelo x Fertilizacion; por lo que se realizdé un andlisis detallado para RG en la
interaccidn que se presenta entre los diferentes tipos de suelo (arcilloso y franco)
y los tratamientos de fertilizacion, que incluyeron los testigos sin fertilizacion,
fertilizacion inorganica y cinco dosis de vermicomposta para el rendimiento de
grano (Figura 10). EI comportamiento del tratamiento de fertilizacion inorganica
(170N - 70P - 00K) a través de los dos tipos de suelo, fue el que produjo el mas
alto RG, en contraste el que proporcioné el mas bajo RG en ambos ambientes

correspondio al tratamiento testigo sin fertilizacion. En cuanto al tratamiento de
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25 t-ha, en suelo arcilloso produjo un efecto similar al tratamiento de fertilizacion
inorgénica, sin embargo, ese mismo tratamiento en suelo franco produjo un RG
similar al tratamiento sin fertilizacion. Aun cuando la grafica muestra tipos de
interaccion estadistica de cambio de rango, las nulas significancias estadisticas
de algunos de los tratamientos en un mismo tipo de suelo indican que el tipo de

interaccion que prevalece es la de diferencias en magnitud.

< 6.5
T
S 6.0 Tipos de
5 < / fertilizacion
&b
e 5.5 XA —&—Sin fertilizaci6n
2 ——170N-70P-00K
= 5.0
= ¢>< —&—5 t-ha-1
ERR v — —e—25 tha-1
o~
4.0 T T
Franco Arcilloso
Tipo de suelo

Figura 10. Tipo de interaccion entre suelos y diferentes dosis de fertilizacion con
vermicomposta y fertilizacién inorganica.

Las respuestas diferenciales entre tipos de fertilizacion pudieron haberse
originado por las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (Duran y Enriquez,
2007), ya que los tipos de suelo utilizados en esta evaluacion presentan diferente
grado de fertilidad, como se puede observar en la Cuadro 5. En otro sentido, el
comportamiento de los tratamientos testigo (fertilizacion inorganica y sin
fertilizacion) fue de acuerdo con lo esperado, lo que demuestra que el nivel de

fertilidad de los suelos dedicados al cultivo de maiz, requieren de la fertilizacion
33



gue garantice la sustentabilidad del sistema de produccion. Por otro lado, el
presente estudio proporciona evidencia a favor de que el uso de la
vermicomposta es factible para proveer nutrimentos para las plantas; mas adn,
que es posible que la vermicomposta pueda sustituir a los fertilizantes
inorganicos. Sin embargo, la respuesta del maiz a la fertilizacibn con
vermicomposta, dependera del tipo de suelo y de la variedad que se utilice en el
agroecosistema. Debido a que como se demuestra, que dosis altas de
vermicomposta solo tuvieron un efecto similar al tratamiento con fertilizacion
inorganica, cuando se trataba de suelo arcilloso; aunque la aplicacion de dosis
altas de vermicomposta permite tener una mayor disponibilidad de nitrégeno, lo
que se refleja en el crecimiento de las plantas y por consecuencia en un
incremento en el rendimiento del maiz (Ghosh et al., 2013). Finalmente, entre las
caracteristicas que definen la calidad de un abono organico estan una relacion
C: N menor de 20:1, més del 2 % de nitrogeno y de 0,15 a 1,5 % para fésforo
(Paul y Clark, 1996), aunque dichos valores dependeran del tipo de materia
prima utilizada, las mezclas y el proceso de obtencién del abono; que en el caso
de los desechos verdes caseros se reportan contenidos que van del 0,8 al 2%
de nitrégeno (Soto y Meléndez, 2004). En este estudio, la respuesta positiva a la
fertilizacion con vermicomposta sobre el rendimiento de maiz pudo ser debida al
aporte de N y P por mineralizacién (Alvarez-Solis et al., 2010), ya que al
momento de su incorporacion presento 0,50% de N, 0,90% de P y una relacion

C: N <10.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indicaron que la mayor altura de planta de maiz
durante la etapa vegetativa ocho (V8), la produjo la fertilizacién inorganica; sin
embargo, en la etapa reproductiva dos (R2), las dosis de 15, 20 y 25 t-ha! de
vermicomposta indujeron una altura de planta similar a la fertilizacién inorganica.
Por otro lado, las dosis de 5 y 10 t-ha' de vermicomposta produjeron las
mazorcas de mayor didmetro y peso, equivalente respuesta se observé en el
rendimiento de grano, lo que igual6 el efecto del tratamiento de fertilizacion
inorganica. La variedad hibrida H-515 super6 en 16.3% el rendimiento de la
variedad de polinizacion libore UAEM-BD1. En el rendimiento de grano, se
identificé la presencia de interaccion estadistica entre los tres factores de estudio
(tipo de suelo, variedad y dosis de fertilizacion), asi como la interaccion doble
entre tipo de suelo y dosis de fertilizacion; detectandose en ambos casos una
interaccion de diferencias en magnitud, lo que permite identificar la mejor

combinacion entre factores.
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CAPITULO IV. EFECTO DE LA VERMICOMPOSTA SOBRE EL
RENDIMIENTO DE GRANO EN MAiZ EN CONDICIONES DE RIEGO Y DE

TEMPORAL

RESUMEN

Durante los ciclos agricolas otofio-invierno 2014/15 y primavera-verano 2015 en
Ayala Morelos, México, se evaluaron tres variedades de maiz bajo cinco niveles
de fertilizacion. El experimento se establecié en un arreglo de tratamientos de
parcelas subdivididas, bajo un disefio experimental de bloques completos al azar
con cuatro repeticiones. Se evaluaron 11 variables de respuesta en dos etapas
reproductivas. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza y de medias,
para este Ultimo se utilizé el procedimiento de Diferencia Minima Significativa
(DMSo.05) con el paquete estadistico Statistical Analysis System. La mayor altura
de la planta y de didmetro de tallo se presenté con la fertilizacién inorganica y la
fertilizacion integrada de vermicomposta vy fertilizante mineral. Por otro lado, los
genotipos evaluados respondieron de manera distinta a estos mismos
tratamientos, siendo las variedades H-515 y UAEM-BD1 las que presentaron
rendimientos mas altos. Los resultados obtenidos muestran que el efecto
positivo de la vemicomposta dependio mas del genotipo que del ciclo agricola de
aplicacion. Por otra parte, las plantas respondieron de manera distinta a la fuente
de aporte de nutrimentos y al grado de mineralizacion de estos, y aun cuando el
tratamiento con vermicomposta no reportd los rendimientos mas altos, el

tratamiento combinado podria ser una alternativa en el corto y mediano plazo,
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ya que se reducirian los costos por el uso de fertilizantes quimicos y se
mejorarian las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, ademas
de que se aprovecharian residuos que ocasionan un gran problema ambiental
en la zona.
Palabras clave: Maiz, vermicomposta, residuos de mercado, fertilizacion
combinada.

ABSTRACT

During the autumn-winter 2014/15 and spring-summer 2015 agricultural cycles in
Ayala Morelos, Mexico, three varieties of maize were evaluated under five levels
of fertilization. The experiment was established in an arrangement of treatments
of subdivided plots, under an experimental design of randomized complete blocks
with four repetitions. Eleven response variables were evaluated in two
reproductive stages. The data were subjected to an analysis of variance and
means, for the latter the Minimum Significant Difference procedure (DMSo.05) was
used with the statistical package Statistical Analysis System. The highest height
of the plant and stem diameter was presented with inorganic fertilization and
integrated fertilization of vermicompost and mineral fertilizer. On the other hand,
the genotypes evaluated responded differently to these same treatments, with
the varieties H-515 and UAEM-BD1 having the highest yields. The results
obtained show that the positive effect of the vemicomposta depended more on
the genotype than on the agricultural cycle of application. On the other hand, the
plants responded differently to the source of nutrient supply and the degree of
mineralization of these, and even when the treatment with vermicompost did not
report the highest yields, the combined treatment could be an alternative in the
short and medium term, since the costs would be reduced by the use of chemical
fertilizers and the physical, chemical and biological characteristics of the soil
would be improved, as well as the use of waste that causes a great environmental

problem in the area.

Key words: maize, vermicompost, market waste, combined fertilization.
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INTRODUCCION

El maiz es uno de los cuatro principales cultivos a nivel mundial, la produccion
global la encabeza Estados Unidos con 343 millones de toneladas, seguido de China
(229), Brasil (79), Ucrania (28), Argentina (25) y México con 23.5 millones de
toneladas. En el 2015 aproximadamente el 24% de la superficie sembrada en México
se destino a la siembra de maiz blanco, con una produccion anual de 21.1 millones
de toneladas. En el estado de Morelos se sembraron 31,249 ha y se obtuvo un
rendimiento promedio de 2.92 t-hat. (SAGARPA-INEGI 2016).

Con base en estimaciones realizadas por la SEMARNAT (2011), 138 mil ha en
el estado de Morelos presentan degradacion quimica, dicho proceso se ha
relacionado con actividades del sector agricola, como son la quema, la labranza del
suelo y el inadecuado uso de insumos quimicos, lo que ha ocasionado deterioro en
la estructura del suelo y una disminucion de nutrimentos y materia organica

disponible, lo que ha reducido la fertilidad de los suelos agricolas de Morelos.

Por otro lado, los abonos organicos como la vermicomposta, se consideran
como una alternativa para mantener la productividad del suelo, debido al aporte de
materia organica, nutrimentos y microorganismos. Sin embargo, la disponibilidad de
los nutrimentos que contiene es usualmente baja y variable, por lo que las dosis de
aplicaciéon son altas, en comparacion con los fertilizantes inorganicos (Castro et al,
2009; Bertsch, 1998). Se han realizado pruebas que estiman el efecto de la
vermicomposta en el comportamiento de los cultivos, como en la evaluacion en
hibridos de maiz bajo un régimen integrado, reportdndose similares niveles de
produccion con el tratamiento convencional (Lazcano et al., 2011); en otro estudio los
resultados mostraron un mayor rendimiento de grano al aplicar el 25% de la dosis de
fertilizacién recomendada con 5.5 t-ha'! de vermicomposta (Patra y Biswas, 2012). De
igual manera la aplicacion de la dosis recomendada de fertilizante inorganico junto

con 6 t-ha de vermicomposta, no solo mejor6 la productividad del maiz, sino también
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la fertilidad del suelo en términos de mayor disponibilidad de macronutrientes y
carbono organico (Kannan et al., 2013). Méndez-Moreno et al. (2012) reportaron un
mayor rendimiento de grano en las plantas fertilizadas con vermicomposta en
comparacion con las plantas sin biofertilizacion en una variedad nativa de maiz de la
raza Oloton, bajo condiciones de temporal; adicionalmente la vermicomposta
combinada con la aplicacion foliar del extracto de vermicomposta estimuld la

produccion de materia fresca.

Con base en la evidencia experimental de que los suelos agricolas del estado
de Morelos practicamente no contienen materia organica y a que €stos muestran una
baja fertilidad como consecuencia del uso intensivo de los terrenos agricolas, y a la
no implementacion de un programa de mantenimiento o restitucion de la fertilidad de
suelos, es necesario buscar estrategias que contribuyan a disminuir o a solucionar la
problematica descrita. Por lo que, lo reportado en la presente investigacion es un
intento de evaluar la efectividad de la vermicomposta como fertilizante organico sobre
el rendimiento final en germoplasma de maiz. Los objetivos principales fueron: 1)
evaluar el efecto de los factores ciclos agricolas y tipo de fertilizacion sobre
caracteristicas cuantitativas de germoplasma de maiz, 2) determinar la presencia de
interacciones entre ciclos agricolas, tipo de fertilizacion y variedades de maiz, y 3)
comprobar si la fertilizacion con vermicomposta aplicada sola o en combinacién con

fertilizantes inorganicos pueden sustituir o disminuir el uso de fertilizantes inorganicos.

MATERIALES Y METODOS

En la presente investigacion se evaluo el efecto de tres factores de estudios 1)
ciclos agricolas, 2) diferentes dosis de fertilizacién, y 3) variedades; en el Cuadro 10
se describen los niveles de cada factor de estudio. La combinacién de factores se
evaluo bajo condiciones de campo; los experimentos se establecieron en el campo

experimental de la EESuX, dependiente de la UAEM, el cual se localiza en el
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municipio de Ayala, Morelos, México (18°46°01” Latitud Norte; 98°58°'56” Longitud
Oeste), a una altitud de 1218 m, con un clima tipo tropical calido-subhimedo con
lluvias en verano, con una temperatura promedio anual de 21.5 °C, y con una

precipitacion media anual de 887.1 mm (INEGI, 2015).

Cuadro 10. Factores y niveles evaluados en el experimento de campo en los ciclos
agricolas otofo-invierno 2014/15 y primavera-verano 2015, en Ayala,

Morelos.
Factores Niveles Descripcion
Otofo-invierno 2014/15 Ambiente de riego
Ciclo Primavera-verano 2015 Ambiente de temporal
170-70-00 Dosis recomendada
5 t-ha! Vermicomposta Dosis vermicomposta
o 2.5 t-ha' Vermicomposta + 85-35-00  Dosis combinada
Fertilizacion _
85-35-00 50% dosis recomendada
Sin fertilizacion Tratamiento testigo
H-515 Hibrido triple
Variedades UAEM-BD1 Variedad experimental
NJM1 Accesion nativa

En ambos ciclos agricolas, previo a la preparacion del terreno, se tomo una
muestra compuesta de suelo del sitio experimental para determinar la textura y
caracteristicas quimicas del mismo (NOM-021; SEMARNAT, 2000); de igual forma se
realiz6 un analisis fisicoquimico de la vermicomposta (NMX-FF-109-SCFI-2007;

SEMARNAT, 2007) producida a base residuos de frutas y verduras (Cuadro 11).

44



Cuadro 11. Caracteristicas quimicas del suelo del Campo Experimental de la EESuX
y de las vermicompostas procedentes de los residuos de frutas y verduras.

N P K

Sustrato ?jlglglr—l i Re(lga;lc\]ién total MO €O extractable extractable
(dS'm*; % ppm
Suelo O-| 5.9 04 118 04 85 51 78.6 20.9
Suelo P-V 6.4 04 120 03 61 36 66.9 13.6
\é‘_elrmicomp“ta 7.3 06 116 22 436 253 546.3 No disponible
\Ffir/micompOSta 7.2 08 116 19 388 225 680.7 48

O-1=0tofio-Invierno, P-V= Primavera-Verano, CE=conductividad eléctrica, N=nitrégeno, P=fésforo,
K=potasio, MO=materia organica, CO=carbono orgénico.

El genotipo H-515 es una variedad comercial desarrollada por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP); el UAEM-
BD1 es una variedad experimental de polinizacion libre generada por la EESuX; y
NJM1 es una poblacion nativa de grano color negro colectada en el municipio de

Jonacatepec, Morelos.

En cuanto a la preparacion del terreno, en el ciclo agricola de otofio-invierno
2014/15 se realizé un barbecho, una rastra y el surcado, en tanto que en primavera-
verano 2015 solo se realizé una rastra y el surcado. El terreno que se usé para
realizar el experimento fue el mismo para ambos ciclos agricolas. La densidad de
siembra establecida fue de 50,000 plantas por hectarea. Para ello se sembraron dos
semillas cada 0.25 my en la etapa vegetativa 2 (V2) se realiz6 un “aclareo” para dejar

una sola planta.
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La dosis de fertilizacion inorganica que se usé en ambos ciclos agricolas fue la
170-70-00 aplicada en banda en dos partes; en la primera aplicacion se us6 la dosis
de 85-70-00 (utilizando como fuentes de Nitrégeno y Fosforo, sulfato de amonio y
fosfato diamodnico, respectivamente) al momento de la siembra. Previo a la escarda
en la etapa fenoldgica vegetativa 6 (V6) se realizd la segunda aplicacion del
fertilizante mediante el uso de urea. Los tratamientos de vermicomposta (5 t-ha! de
vermicomposta y 2.5 t-ha! de vermicomposta + 85-35-00) se aplicaron de igual forma
en banda al momento de la siembra en cada ciclo agricola. En lo que respecta al
control de malezas, en ambos ciclos agricolas se aplico el herbicida pre-emergente
Gesaprim Combi después de la siembra, a una dosis de 6 L-ha! y posteriormente, el
control se llevo a cabo de manera manual durante todo el ciclo; para el control de

gusano cogollero se aplicé el insecticida Palgus a una dosis de 75 mL-ha™.

Con respecto a los experimentos de campo, ambos se establecieron en un
arreglo de tratamientos de parcelas subdivididas y bajo un disefio experimental de
bloques completos al azar. Las parcelas grandes las representaron los ciclos
agricolas (otofio-invierno, primavera-verano), las parcelas intermedias la dosis de
fertilizacion (12 surcos por nivel de fertilizacién) y las parcelas chicas estuvieron
representadas por las variedades de maiz (cuatro surcos para cada variedad),
haciendo un total de 30 tratamientos con cuatro repeticiones por tratamiento. Las
variables de respuesta fueron: contenido de clorofila (CC) en la etapa reproductiva 2
(R2); y en la R6 diametro de tallo (DT) y altura de planta (AP) y de mazorca (AM); a

la cosecha, longitud (LM) y diametro de la mazorca (DM), diametro de olote (DO),
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namero de granos por mazorca (NG), peso volumétrico (PV), peso de 100 granos
(P100G) y rendimiento de grano (RG). La totalidad de datos generados por ambos
experimentos se sometieron a andlisis de varianza de acuerdo con el disefio
experimental y arreglo de tratamientos utilizado, para posteriormente realizar un
andlisis de comparacion mdultiple de medias, para este Ultimo se utilizd el
procedimiento de Diferencia Minima Significativa (DMSo.0s). Los analisis estadisticos

se realizaron con el paquete estadistico Statistical Analysis System [SAS, 1999].

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 12 se muestran los resultados de los analisis de varianza
(ANOVA), los que indicaron diferencias estadisticas altamente significativas (P <0.01)
para la variable contenido de clorofila en los factores de Ciclo Agricola (C),
Fertilizacion (F) y para Variedad (V); no detectando diferencias para todas las
interacciénes; el coeficiente de variacion (CV) tuvo un valor de 9.01%. En cuanto a
las variables de didmetro de tallo (DT), altura de planta (AP) y de mazorca (AM) todas
mostraron diferencias estadisticas a uno de los dos niveles de significancia (0.05 y
0.01) para las fuentes de Ciclos, Fertilizacién y Variedades, y Unicamente en la
interaccién ciclo x variedad se encontraron diferencias altamente significativas (P <
0.01) en las tres caracteristicas evaluadas en la etapa R6. En la interaccion
Fertilizacion x Variedad la Unica variable que resultdé con diferencias estadisticas al
0.05 fue la de altura de mazorca. Respecto a los coeficientes de variacion para esas

tres variables oscilaron entre 5.36 y 9.69%.

47



Cuadro 12. Cuadrados medios de los caracteres evaluados en las etapas R2 y R6
durante los ciclos agricolas otofio-invierno 2014/15 y primavera-verano

2015 en Ayala, Mor.

Fuer_1te§ de Grg\gos ETQZPA ETAPA R6
Variacion Libertad CC DT AP AM
ua cm

Repeticiones 3 118.0 NS 0.5 NS 6875.3* 2126.9*
Ciclos (C) 1 1275.9** 7.1* 5262.9* 17367.0**
Error (1) 3 17.8 0.3 297.1 72.3
Fertilizacion (F) 4 698.0** 0.9** 4736.9** 2545.4**
CxF 4 39.2 NS 0.2 NS 237.4 NS 265.6 NS
Error (2) 24 20.1 0.1 240.4 131.3
Variedades (V) 2 70.9** 1.3%* 11066.0**  16537.0*
CxV 2 35.4 NS 0.8** 2908.4** 1165.9**
FxV 8 8.6 NS 0.0 NS 233.7 NS 151.9*
CxFxV 8 9.5NS 0.0 NS 67.0 NS 37.8 NS
Error (3) 60 14.2 0.0 130.9 72.2
CV (%) 9.0 7.7 5.4 9.7
R? 0.9 0.9 0.9 0.9

CC=Contenido de Clorofila, ua=unidades absolutas, AP=Altura de Planta, DT=Diametro de Tallo,
cm=centimetros, C=Ciclos agricolas, F=Fertilizacion, V=Variedades, CV=Coeficiente de Variacion,
*=gignificativo al 0.05 de probabilidad, **significativo al 0.01 de probabilidad, NS= No Significativo.

El analisis de medias para las variables evaluadas (Cuadro 13) indica que las
plantas con un mayor contenido de clorofila (50.91 ua) fueron las que se fertilizaron
quimicamente, dicho valor es considerado como adecuado para alcanzar el 95% del
rendimiento maximo. Por otro lado, los valores menores registrados en los
tratamientos sin fertilizacion (38.10 ua) y con vermicomposta (38.04 ua), superan en

casi tres unidades a los valores que se consideran como criticos para el maiz (de 35.3

ua 0 menos) y que indican la necesidad de aplicar nitrogeno (Novoay Villagran 2002).
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En lo que respecta al analisis de los factores principales las plantas con mayor
altura y didmetro de tallo menor fueron las del ciclo agricola primavera-verano, siendo
la variedad NJM1 la que presentd estas caracteristicas, lo cual era de esperarse dado
que dicha poblacion no ha sido mejorada genéticamente. Con relacién al factor
fertilizacion, las unidades experimentales fertilizadas con la dosis recomendada de
fertilizante inorganico fueron las de mayor altura de planta y mayor diametro de tallo;
por el contrario, las unidades experimentales que mostraron la menor altura y
diametro correspondieron al tratamiento testigo sin ningun tipo de fertilizacién. Este
comportamiento pudo ser ocasionado por que los fertilizantes quimicos son sales
solubles altamente concentradas y disponibles casi de forma inmediata para las
plantas (Chaoui et al., 2003). Por otro lado, aun cuando se menciona que los abonos
organicos liberan lentamente los nutrimentos y qué estos estan disponibles para la
planta cuando se requieran (Matheus et al., 2007), el efecto de la vermicomposta no
fue el mismo que el tratamiento combinado de vermicomposta y fertilizante inorganico;
lo que sugiere que el fertilizante inorganico acelero los procesos de mineralizacion de
la vermicomposta en el suelo (Kmet'ova et al., 2014), por lo que las plantas que
recibieron ambos tipos de fertilizacion presentaron una mayor altura y diametro que

las que se fertilizaron organicamente.
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Cuadro 13. Comparacion de medias de los caracteres evaluados en las etapas R2 y
R6 durante los ciclos agricolas otofio-invierno 2014/15 y primavera-verano
2015 en Ayala, Mor.

ETAPA R2 ETAPA R6
Factores Niveles CC DT AP AM
ua cm
) Otofio-invierno 2014/15 449 a 24a 2069 b 99.7 a
Ciclos Primavera-verano 2015 384 b 19 b 220.2 a 756 b
DMS 1.4 0.1 4.2 3.1
170-70-00 50.9 a 24 a 220.2 a 97.2a
2.5thalV + 85-35-00 417 b 23 b 2069 b 94.4a
Fertilizacion 85-35-00 394 ¢ 23 b 2188 b 92.7 a
5 t-ha! Vermicomposta 380 ¢ 20 c 2039 ¢ 81.2 b
Sin fertilizacion 381 ¢ 19 ¢ 194.5 d 728 ¢
DMS 2.2 0.1 6.6 4.9
H-515 42.1 a 24 a 1956 c 684 ¢
Variedades UAEM-BD1 40.1 b 22 b 2169 b 85.7 b
BJM1 42.7 a 20 c 2294 a 108.9 a
DMS 1.7 0.1 51 3.8

CC= contenido de clorofila, DT= diametro de tallo, AP= altura de planta, AM= altura de mazorca,;
medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (DMS 0.05).

El analisis de medias para la interaccion Ciclo x Variedad (Cuadro 14),

indic6 que en el ciclo agricola primavera-verano, la variedad NJM1 tuvo la mayor

altura de planta y de mazorca, y el menor didmetro de tallo. La interaccién que

se observo entre estos factores fue del tipo de diferencias en magnitud, debido

a que la variedad NJM1 es una variedad criolla de mayor altura y de tallo mas

delgado que la UAEM-BD1, que es una variedad de polinizacion libre y que la

variedad hibrida H-515; sin embargo, los valores alcanzados de estas dos

Ultimas variedades se acercan a los reportados en las fichas técnicas.
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Cuadro 14. Promedios de la interaccion de los factores Ciclo x Variedad para el
didmetro de tallo, altura de planta y de mazorca en la etapa reproductiva
6 (R6), durante los ciclos otofio-invierno 2014/15 y primavera-verano
2015 en Ayala, Mor.

ETAPA R6
Ciclo Variedad DT AP AM
cm
Otofo-Invierno H-515 2.7 a 195.8 d 60.6 d
UAEM-BD1 25 b 211.5 c 75.4 c
NJIM1 2.1 C 212.6 c 90.8 b
Primavera-Verano H-515 1.9 C 194.4 d 76.1 c
UAEM-BD1 1.9 c 222.2 b 95.9 b
NJM1 1.9 C 2441 a 127.0 a
DMSH (0.05) 0.2 9.2 7.0

cm=centimetros, medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (DMS
0.05).

En lo que se refiere a los componentes de rendimiento y rendimiento de grano
(Cuadro 15), el analisis para los factores evaluados indica que hubo diferencias
altamente significativas (P < 0.01) y significativas (P < 0.05) en las variables
evaluadas, con excepcion del didmetro de olote y peso de la mazorca, para el factor
Ciclo; altamente significativas (P < 0.01) para el rendimiento de grano en la
Fertilizacion y también altamente significativas (P <0.01) en la Variedad, excepto para
diametro de mazorca, donde no hubo diferencias estadisticas. En la comparacion de
medias (Cuadro 16), las variables evaluadas presentan los mejores resultados
durante el ciclo otofio-invierno, y en el tratamiento con fertilizacion inorganica,
sobresaliendo la variedad H-515; por lo que se discuten solo la interaccion

Fertilizacion x Variedad para el rendimiento de grano (Cuadro 17).
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Cuadro 15. Cuadrados medios de los componentes de rendimiento y rendimiento de
grano de los ciclos agricolas otofio-invierno 2014/15 y primavera-verano
2015 en Ayala, Mor.

\F/:(raigtceignde GL tlj](i_l NG LM DCI\r/In DO PM P;/
Repeticion 3 2.4NS 3916.7 NS 21NS 0.1NS 0.1NS 10.9 NS 3361.5 NS
Ciclos 1 20.3** 19203.0* 135.9** 4.7  0.2NS 0.0 NS 2243794.0**
Error (1) 3 0.6 1575.5 15 0.0 0.0 6.8 2854.8
Fertilizacion 4 4.1** 3569.2 NS 22NS 0.1 0.0 NS 7.3 NS 500.9 NS
CxF 4 0.4 NS 521.7 NS 0.7NS 0.1 NS 0.1* 3.3NS 753.6 NS
Error (2) 24 05 2624.5 11 0.0 0.0 5.2 1664.1
Variedades 2 22.9** 79198.0** 105.7** 0.1 NS 3.5* 39.3* 82457.0**
CxV 2 0.5NS 23.4 NS 1.INS 0.3* 0.0NS 3.6 NS 7423.4**
FxV 8 0.8** 2570.9 NS 0.7NS 0.INS O0.0NS 7.8 NS 900.2 NS
CxFxV 8 0.4 NS 5178.9* 0.6 NS 0.1** 0.0NS 2.7NS 1255.3NS
Error (3) 60 0.3 2235.1 1.0 0.0 0.0 4.2 884.3
CV (%) 13.9 11.6 712 42 5.2 18.8 5.2

R2 0.9 0.7 0.9 0.8 0.9 0.6 0.9

C=Ciclos, F=Fertilizacion, V=Variedades, CV=Coeficiente de Variacién, GL= Grados de Libertad,
RG=Rendimiento de Grano, NG= Numero de Granos, LM= Longitud de mazorca, DM= Diametro de
Mazorca, DO= Didmetro de Olote, PM= Peso de la Mazorca, PV= Peso Volumétrico, *=significativo al
0.05 de probabilidad, **significativo al 0.01 de probabilidad, NS= No Significativo.
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Cuadro 16. Medias de los componentes de rendimiento y rendimiento de grano
durante los ciclos agricolas otofio-invierno 2014/15 y primavera-verano

2015 en Ayala, Mor.
RG NG LM DM DO PM PV
Factores Niveles 1
t-ha cm
Otofio-invierno
4.2a 419.6 a 153 a 4.4a 2.5a 109a 703.4 a

2014/2015
Ciclos

Primavera-verano

3.3b 3943 b 132 b 41 b 24 b 109a 4299 b

2015
DMS 0.2 17.3 0.4 0.1 0.1 0.7 10.9

170-70-00 4.3a 413.5 ab 14.7 a 4.4a 2.4 ab 11.3ab 566.5 a

2.5thalv +85-35-00 4.0 b 413.9 ab 141 b 43ab 24a 11.2 ab 568.2 a
Fertilizacion 85-35-00 36 c 417.0a 141 b 42 b 2.4 ab 114 a 566.2 a

5 tha-1 34 ¢ 4029ab 142ab 42 b 24ab 10.5 ab 550.8 a

vermicomposta

Sin fertilizacion 34 ¢ 3873 b 139 b 42 b 24 b 101 b 5725a
DMS 0.3 27.30 0.6 0.1 0.1 1.2 17.2

H-515 4.4 a 450.4 a 15.2 a 4.2 a 26a 11.7 a 600.9 a
Variedades UAEM-BD1 39 b 408.9b 151 b 43a 25 b 11.2 b 583.8 b

BIM1 29 ¢ 3614 c 123 b 4.2a 2.1 9.8 515.7 ¢
DMS 0.2 21.1 0.5 0.1 0.1 0.9 13.3

RG=Rendimiento de Grano, NG= Numero de Granos, LM= Longitud de mazorca, DM= Diametro de
Mazorca, DO= Didmetro de Olote, PM= Peso de la Mazorca, PV= Peso Volumétrico, cm=centimetros,
g=gramos. Medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales (DMS o.05).
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Cuadro 17. Promedio de la interaccion de los factores Fertilizacion x Variedad para
el Rendimiento de Grano, durante los ciclos otofio-invierno 2013/14 y

primavera-verano 2015 en Ayala, Mor.

Fertilizacion Variedad RG t-ha

H-515 5.4 a

170-70-00 UAEM-BD1 4.6
NJM1 3.0 e f g
H-515 4.4 c

2.5 t-halV + 85-35-00 UAEM-BD1 4.3 C
NJM1 3.3 d e f
H-515 4.4 c

85-35-00 UAEM-BD1 3.8 c d
NIM1 2.7 f g
H-515 4.0 C

5 t-hal Vermicomposta UAEM-BD1 34 e
NJM1 2.6 g
H-515 3.8 C

Sin fertilizacion UAEM-BD1 3.5 e
NJIM1 2.9 e fg

DMSH (0.05) 0.7

RG=Rendimiento de Grano, medias con la misma letra en la columna son estadisticamente iguales

(DMS 0.05).

Los analisis obtenidos para esta interaccion indican que la variedad H-515

respondié positivamente a la fertilizacion inorganica en la dosis recomendada; sin

embargo, el tratamiento de 5 t-ha! de vermicomposta tuvo un comportamiento muy

semejante al tratamiento con el 50% de esta dosis, al igual que las 2.5 t-ha™ de

vermicomposta combinadas con 85-35-O0 de fertilizante mineral. No obstante, pese

a gue los mayores rendimientos en las tres variedades se alcanzaron con la

fertilizacion inorganica, como se puede apreciar en la figura 11, UAEM-BD1 y NJM1
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presentaron rendimientos similares en los tratamientos con fertilizacién inorganica y
combinado. A este respecto Lazcano et al. (2011) mencionan que con el 75% de
fertilizante mineral combinado con un 25% de vermicomposta se obtuvo el mismo
nivel de productividad que con el 100% de fertilizacion mineral en un hibrido de maiz
dulce; y Sanjivkumar (2014) reporta mayores rendimientos para una variedad hibrida
al aplicar 5 t-ha! de vermicomposta combinada con un 75% de la dosis recomendada
de fertilizante inorganico; lo que sugiere que ciertos genotipos o variedades son mas
adecuados que otros para conducirlos en sistemas organicos o integrados (organico-
mineral) (Lazcano et al.,2011); y aun cuando estas dos variedades presentan una
respuesta semejante en el tratamiento con el 50% de la dosis recomendada, la
incorporacion de la vermicomposta traeria consigo el mejoramiento de las

caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del suelo.

Figura 11. Interaccion entre los tratamientos con fertilizacién inorganica y combinada
y las variedades, para el rendimiento de grano, durante los ciclos otofio-
invierno 2013/14 y primavera-verano 2015 en Ayala, Mor.
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Por otro lado, Paul y Clark (1996), mencionan que un abono organico de
calidad debe tener una relacién C/N <20 y un contenido de nitrégeno mayor del 1.8%
en promedio, pero aun cuando los valores registrados en el analisis de la
vermicomposta que se utilizé en este estudio la sitian en esta categoria, el efecto que
tuvo en comparacion con el fertilizante inorganico (Figura 12) no fue como el

reportado por diversos autores.

Figura 12. Interaccion entre los tratamientos con fertilizacion inorganica y
vermicomposta y las variedades, para el rendimiento de grano,
durante los ciclos otofio-invierno 2013/14 y primavera-verano 2015
en Ayala, Mor.
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En el presente estudio los rendimientos de grano obtenidos con la
incorporacion de la vermicomposta no demuestran el efecto positivo de este abono
organico (Figura 13) como lo manifiestan Méndez-Moreno et al. (2012) y Patra y
Biswas (2009), a este respecto Castro et al., (2009) y Soto (2003), demuestran que
menos del 25% de los elementos contenidos en los abonos organicos estan
disponibles para las plantas a corto plazo, Sullivan et al. (1998) sefialan que las
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compostas con relaciones de C/N bajas una vez aplicadas tendran del 5-25% del
nitrégeno total disponible para la planta; Sikora y Enkiri (2001) mencionan que el
contenido de N de las compostas es de 1-3% y la tasa de mineralizacion de este
elemento es cercana al 10%, por lo cual solo una fraccion tanto del nitrgeno como
de otros elementos esta disponible el primer afio después de su aplicacion, asi que
el efecto de este tipo de abonos podria manifestarse en periodos largos de tiempo y

no ser observados en afios individuales (Duran y Henriquez, 2010).

Al igual que en este estudio, Duran y Enriquez (2007) no encontraron una
respuesta significativa entre los tratamientos sin fertilizacion y con la incorporacion de
vermicomposta, ya que por un lado el suelo no presentaba limitantes de fertilidad y
por el otro encontraron que la relacién C/N muy baja de la vermicomposta proveniente
de residuos domésticos provoco la pérdida de nitrégeno debido a su rapida liberacion;
por lo que para determinar a partir de qué momento hay una respuesta favorable en

el rendimiento es necesario realizar el experimento durante mas ciclos agricolas.
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Figura 13. Interaccion entre los tratamientos con vermicomposta y el tratamiento sin
fertilizacion y las variedades, para el rendimiento de grano, durante los ciclos
otofio-invierno 2013/14 y primavera-verano 2015 en Ayala, Mor.

Particularmente, en lo que respecta a los rendimientos de grano alcanzados
por la variedad NJM1, estos son semejantes en los tratamientos evaluados (Cuadro
17) y aun cuando los valores del contenido de clorofila no denotaron una posible
deficiencia de nitrégeno, es evidente que este comportamiento se debio a la influencia
del medio agroecoldgico, ya que durante el ciclo de Primavera-Verano se presentaron
fuertes vientos en tres ocasiones, lo que propicié6 el acame de varias plantas,
mermando el rendimiento en algunos tratamientos; pese a esta situacion comparados
con los reportados por Broa-Rojas et al. (2013) para esta misma variedad pero en un
sistema de riego por goteo y fertirrigacion (2.2 t-ha' con 140N-160P-110K), son
mayores. Garcia et al. (2013), observaron el mismo comportamiento al aplicar solo 6
t-ha' de vermicomposta; 3 t-ha** de vermicomposta en combinacién con 120N-60P-
00K; y la mitad de la dosis recomendada en un maiz criollo, obteniendo de 1.5 a 2

toneladas mas que la media experimental registrada en una region del Valle de
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Sinaloa, con un suelo tipo Vertisol, lo que pone en evidencia que las variedades
criollas requieren menos agroquimicos a diferencia de las semillas mejoradas e

hibridas (Soleri et al., 2006 y Perales et al., 2003).

CONCLUSIONES

La mayor altura de la planta y de didmetro de tallo se present6 con la
fertilizacion inorganica y la fertilizacion integrada de vermicomposta y fertilizante
mineral. Por otro lado, los genotipos evaluados respondieron de manera distinta a
estos mismos tratamientos, siendo las variedades H-515 y UAEM-BD1 las que

presentaron rendimientos mas altos.

Los resultados obtenidos muestran que el efecto positivo de la vemicomposta
dependié mas del genotipo que del ciclo agricola de aplicacién. Por otra parte,
tomando en cuenta las propiedades quimicas de la vermicomposta y la fertilidad del
suelo, las plantas respondieron de manera distinta a la fuente de aporte de

nutrimentos y al grado de mineralizacion de estos.

Aun cuando el tratamiento con vermicomposta no reporto los rendimientos mas
altos, el tratamiento combinado podria ser una alternativa en el corto y mediano plazo,

ya que se reducirian los costos por el uso de fertilizantes quimicos y se mejorarian
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las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, ademas de que se

aprovecharian residuos que ocasionan un gran problema ambiental en la zona.
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CAPITULO V. PATOGENICIDAD, VIRULENCIA E INTERACCION DE
Metarhizium anisopliae Y Beauveria bassiana CONTRA Phyllophaga

vetula (COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE)

RESUMEN

Phyllophaga spp. causa severos dafios al maiz, sorgo, trigo, cafia de
azucar, frijol, amaranto y cacahuate en México, América Central y Estados
Unidos. Los métodos de control para las larvas de “gallina ciega” han dependido
principalmente de quimicos persistentes. Una estrategia ecoldégicamente segura
es el uso de entomopatégenos para combatir las plagas del suelo, la cual esta
basada en la identificacion de un complejo de especies plaga y sus patdégenos
nativos, para seleccionar posteriormente, los microorganismos con el mayor
potencial para este propésito. El objetivo de este estudio fue determinar la
patogenicidad, virulencia y la interaccién entre cepas nativas de Metarhizium
anisopliae y Beauveria bassiana del estado de Morelos contra P. vetula. Los
aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana mostraron diferente patogenicidad
contra P. vetula. El aislamiento de M. anisopliae fue méas patogénico que el de
B. bassiana. El hongo entomopatégeno M. anisopliae aislado del hospedero
Phyllophaga sp. fue mas patogénico (46.66 a 73.33%) que el que se aislé del
insecto trampa G. mellonella (00.00 a 20%). La mortalidad causada por el
aislamiento de M. anisopliae, con mayor patogenicidad, HI-019 (86.06%),
disminuyo significativamente (P < 0.05) cuando se inocul6 simultaneamente con
B. bassiana HI-113 (61.06%), pero estadisticamente fue la misma que cuando

las larvas fueron inoculadas solo con B. bassiana (52.73%). Los valores
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estimados de las CLso de los aislamientos de M. anisopliae Mal7 y Mal9 contra
las larvas de P. vetula fueron de 4.749 x 107 conidios/mL y 7.684 x 108
conidios/mL, respectivamente, siendo iguales estadisticamente.

Palabras clave: “gallina ciega”, bioensayo, hongo entomopatdgeno,

concentracion letal.

ABSTRACT

Phyllophaga spp. cause severe damage to maize, sorghum, wheat,
sugarcane, bean, amaranth and peanut in Mexico, Central America and the USA.
Control measures for white grubs depended mainly on persistent chemicals. An
ecologically safe strategy is the use of entomopathogens to contend with soil
pests, which is based on the identification of a complex of pest species and their
native pathogens and to subsequently select the microorganism with the greatest
potential for this purpose. The purpose of this study was to determine the
pathogenicity, virulence and the interaction between native strains of Metarhizium
anisopliae and Beauveria bassiana from Morelos State against P. vetula. The
fungal isolates of M. anisopliae and B. bassiana showed differential pathogenicity
against P. vetula. The M. anisopliae isolates were more pathogenic than those of
B. bassiana. M. anisopliae isolates from a Phyllophaga sp. host were more
pathogenic (46.66 to 73.33%) than those from an insect tramp, G. mellonella
(00.00 to 20%). The mortality caused by the most highly pathogenic isolate of M.
anisopliae, HI-019, (86.06%) decreased significantly (P < 0.05) when the

inoculation was simultaneous with B. bassiana HI-113 (61.06%), but the mortality
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was statistically the same as that when the grubs were inoculated with only B.
bassiana (52.73%). The estimated LCso values of M. anisopliae isolates Mal7
and Mal9 against P. vetula larvae were 4.749 x 107 conidia/mL and 7.684 x 108

conidia/mL, respectively, which are statistically equivalent.

INTRODUCCION

Las larvas de Melolonthidae tienen cuerpos en forma de “C” ligera o
fuertemente curvados, patas distintivas, y capsula cefalica endurecida, y se
conocen como “gallinas ciegas”. México es un centro de diversidad para los
Melolonthidae (Mordén, 1986), y se han registrado un gran nimero de especies
del género Phyllophaga (386 en México). Solo pocas especies causan dafios
econdémicos (Moron, 2010), entre ellas se encuentran P. obsoleta (Blanchard),
P. ravida (Blanchard) y P. vetula (Horn), que se distribuyen por todo el altiplano

mexicano (Jackson y Klein, 2006).

Phyllophaga spp. causa severos dafios al maiz, sorgo, trigo, cafia de
azucar, frijol, amaranto y cacahuate en México, America Central y los Estados
Unidos. Histéricamente, las medidas de control para las “gallinas ciegas” han
dependido principalmente de productos quimicos persistentes, pero debido a la
preocupacion sobre seguridad y contaminacion ambiental, se han propuesto

otras formas de control como el control biologico (Jackson y Klein, 2006).
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Debido a su hébitat subterrdneo durante el desarrollo, las larvas son
susceptibles a la infeccion por microorganismos tales como virus, bacterias,
protistas, nematodos y hongos (Jackson y Klein, 2006; Allsopp, 2010), teniendo
este Ultimo grupo un alto potencial de uso en el control microbiano de insectos
(Johnson y Rasmann, 2015). Una estrategia ecologicamente segura para
combatir las plagas del suelo es el uso de entomopatdgenos, basadndose en la
identificacion de un complejo de especies de plagas y sus patégenos nativos,
para posteriormente seleccionar el microorganismo con mayor potencial para
este proposito, tomando como referencia la virulencia, la persistencia, la

especificidad y los costos de produccion del patégeno (Villalobos, 1992).

Las condiciones de humedad, la temperatura relativamente estable y la
proteccion contra la luz ultravioleta del suelo favorecen la infeccion de
melolontides larvales por hongos entomopatégenos (Villani et al.,1992),
proporcionandoles un alto potencial para actuar como agentes de control contra
larvas riz6fagas. Los trabajos previos que involucran bioensayos con
melolontidos larvales han sido inconsistentes, en gran parte porque estos
bioensayos se han realizado utilizando larvas recolectadas en el campo, ya que
la cria de estas especies es dificil debido a su ciclo anual y habito subterraneo.
El objetivo de este estudio fue determinar la patogenicidad, la virulencia y las
interacciones entre las cepas nativas del estado de Morelos de Metarhizium

anisopliae y Beauveria bassiana contra P. vetula.
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MATERIALES Y METODOS

» Aislamiento de hongos

Se utilizaron siete aislamientos de M. anisopliae y 20 de B. bassiana que
se obtuvieron previamente en un estudio realizado en el estado de Morelos, para
recolectar aislamientos nativos de hongos entomopatégenos en larvas de
“gallina ciega” o en el insecto trampa Galleria mellonella, en un campo de maiz
(Hernandez et al., 2011). Los hongos se cultivaron en agar de dextrosa
Sabouraud (ADS) que incluia 5 g/L de peptona suave, 5 g/L de caseina peptona,
40 g/L de dextrosay 1.5 g/L de agar. El cultivo se ajusté a pH 5.6 + 0.2, se incubd
en un cuarto oscuro a 27 £ 1 ° C durante 15 dias para inducir la esporulacion, y
a continuacion se conservé a 4 + 2 ° C. Los conidios fueron recuperados de las
placas de Petri usando agua destilada (con Tween 80 al 0.05%) en una camara
de flujo laminar (CFLV-80, Aparatos de Laboratorio BG, México). Los conidios

fueron contados en una camara de Neubauer.

> Larvas de P. vetula

Se requirié un gran numero de insectos para realizar los bioensayos. Para
el experimento de patogenicidad e interaccion, se colectaron 1000 larvas de P.
vetula en el campo en Villa de Ayala, Morelos, México, y se colocaron
individualmente en vasos de plastico de 30 ml cubiertos con tapas de plastico,

se transportaron al laboratorio y se mantuvieron a 25+1°C durante 7dias antes
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del bioensayo. Las larvas colectadas se separaron con base en la presencia de
palidios (23-30 pali) casi paralelos en el dltimo segmento abdominal (raster)
(Hernandez-Cruz et al., 2016). Un trozo pequefio de zanahoria fue agregado a

cada vaso como alimento.

Para los bioensayos de las CLso, un total de 600 larvas del primer instar
de P. vetula se colectaron en el mismo sitio pero se mantuvieron a 25+ 1 °C

hasta el tercer estadio.

» Bioensayos

El procedimiento para inocular cada aislamiento fue el mismo para todos
los experimentos. Para el analisis de la patogenicidad, se analizaron 27
tratamientos (siete aislados de M. anisopliae y 20 de B. bassiana) con 15 larvas
para cada uno. Las larvas recolectadas en el campo se desinfectaron
superficialmente con una solucién de NaCl al 2%, se lavaron con agua destilada
y se colocaron sobre toallas de papel para eliminar el exceso de agua. El
bioensayo siguié una metodologia modificada de "ensayo de prueba méaxima",
que es Util para separar los aislamientos virulentos de los no virulentos en las
primeras etapas de los programas de deteccion de entomopatdégenos (Milner,
1992). Debido a la gran variabilidad en los aislamientos (Catrrillo et al., 2013), se
usaron varias densidades de conidios en el bioensayo en lugar de cepas

esporuladas.
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Para el bioensayo de interaccion, los conidios de M. anisopliae (HI-019) y
B. bassiana (HI-113) se evaluaron solos y en dosis combinadas de 1 x 108
conidios/ mL, y se emple6 agua destilada (con Tween 80 al 0.05%) como control.
Se utilizé un disefio completamente al azar, donde cada unidad experimental
estaba compuesta por 15 larvas de P. vetula de tercer instar. Cada tratamiento
se aplico de la misma manera que en los bioensayos de patogenicidad. Todos
los bioensayos se realizaron por triplicado. La mortalidad de las “gallinas ciegas”

se determino a los 8 y 12 dias.

Después del tratamiento, las larvas se colocaron individualmente en
vasos de 30 ml con una pieza de zanahoria como fuente de alimento. Las larvas
se mantuvieron a 25 +1°C, y la mortalidad se evalu6 tocando la larva en los

segmentos toracicos con una sonda.

» Bioensayos de virulencia (CLso)

La virulencia se determin6 en cuatro concentraciones, y se utilizé agua
destilada (con Tween 80 al 0.05%) como control. Se evaluaron cuatro
densidades de conidios del aislamiento Mal7 de M. anisopliae: 1x10%, 1x10°,
1x108 y 1x108 conidios/mL, y cuatro densidades de conidios del aislamiento
Mal9: 1x104, 1x10°, 1x107 y 1x108 conidios / mL. Cada tratamiento se aplic6 de
la misma manera que en los bioensayos de patogenicidad. Todos los bioensayos

se realizaron por triplicado. La mortalidad se determiné a los 30 dias. Un total
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de 45 larvas de tercer estadio de P. vetula fueron utilizadas por tratamiento, y

225 por bioensayo.

» Andlisis estadistico

Los datos del porcentaje de mortalidad se transformaron en arco seno
para el analisis estadistico. Después de procesar los datos, se realiz6 el analisis
de varianza (ANOVA) y la comparacion multiple de medias deTukey, a un nivel
de significancia de 0.05, utilizando el paquete estadistico SAS 9.1 (2003). Se
realiz6 un analisis de Probit para estimar la concentracion letal media 50 (CLso),
y se generaron intervalos de confianza (IC) utilizando el paquete estadistico Polo

Plus (Robertson et al., 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

La patogenicidad es una medida cualitativa de la capacidad de un
patbgeno o parasito para causar enfermedad en un huésped (Johnson y
Rasman, 2015). Los aislados fungicos de M. anisopliae y B. bassiana mostraron
patogenicidad diferente frente a P. vetula. En general, los aislamientos de M.
anisopliae (Cuadro 18) fueron mas patogenos que los de B. bassiana (Cuadro
19), corroborando otros estudios con Phyllophaga spp. (Poprawskiy Yule, 1991).
Los aislamientos de M. anisopliae de Phyllophaga sp. como huésped fueron mas
patdgenos (46,66 a 73,33%) que los del insecto trampa G. mellonella (00,00 a

20%). De esta manera, la susceptibilidad diferencial de Phyllophaga spp. a la
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infeccion por hongos ha sido reportada en otros lugares (Rodriguez-del-Bosque
et al., 2005), y en P. polyphylla, la infeccién larvaria nunca superé el 30% para

B. bassiana o M. anisopliae (Guzméan-Franco et al., 2012).

Cuadro 18. Mortalidad de larvas de tercer estadio de P. vetula causadas por los
conidios de siete aislamientos de Metarhizium anisopliae 30 dias
después de la inoculacién. La concentracion de conidios fue de 1x108
conidios/mL (n = 15). Todos los aislamientos obtenidos para este
estudio fueron de localidades dentro de Morelos, México.

Aislamiento Origen geografico Hospedero % mortalidad
HI-010  Ocuituco Galleria mellonella 20.00
HI-011  Yecapixtla Galleria mellonella 13.33
HI-014  Chalcatzingo Galleria mellonella 0.00
HI-016  Tlayca Anomala sp.2 L2 26.66
HI-017  Tetela del Volcan Phyllophaga sp. L3 60.00
HI-019  San Andrés de la Cal Phyllophaga sp.3 L2 73.33
HI-020  San Andrés de la Cal Phyllophaga sp.5 L3 46.66
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Cuadrol19. Mortalidad de las larvas de tercer estadio de P. vetula causadas por
los conidios de siete aislamientos de Beauveria bassiana hasta 30
dias después de la inoculacién. La concentracion de conidios fue
1x108 conidios/mL (n = 15). Todos los aislamientos obtenidos para
este estudio fueron de localidades dentro de Morelos, México.

Aislamiento  Origen geografico Hospedero % mortalidad
HI-113 Yecapixtla Galleria mellonella 53.33
HI-114 Totolapan Galleria mellonella 0.00
HI-115 Ocuituco Galleria mellonella 40.00
HI-116 Ocuituco Galleria mellonella 26.66
HI-118 Jumiltepec Galleria mellonella 26.66
HI-119 Campus UAEM Lygus sp. 40.00
HI-121 Campus UAEM Lygus sp. 13.33
HI-122 Campus UAEM Lygus sp. 20.00
HI-123 Campus UAEM Lygus sp. 6.66
HI-124 Campus UAEM Lygus sp. 40.00
HI-125 Campus UAEM Lygus sp. 13.33
HI-126 Campus UAEM Lygus sp. 13.33
HI-127 Campus UAEM Lygus sp. 6.66
HI-128 Campus UAEM Lygus sp. 20.00
HI-129 Yautepec Galleria mellonella 26.66
HI-133 Jonacatepec Galleria mellonella 6.66
HI-134 Temoac Galleria mellonella 33.33
HI-135 Temoac Galleria mellonella 6.66
HI-136 Tenextepango Galleria mellonella 33.33
HI-137 Tenextepango Galleria mellonella 33.33

La mortalidad causada por el aislamiento altamente patégeno de M.
anisopliae HI-019 (86,06%) disminuyd significativamente (P<0,05) cuando la

inoculacion fue simultanea con B. bassiana HI-113 (61,06%), pero la mortalidad
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fue estadisticamente igual cuando se inocularon las larvas sélo con B. bassiana
(52,73%) (Cuadro 20). En el control biolégico de plagas de insectos, la eficacia
del tratamiento con patdgenos multiples no se ha investigado con frecuencia,
pero puede tener cierto potencial en los esfuerzos de manejo eficaces. La co-
infeccién en el campo no es comunmente reportada; sin embargo, la co-infeccion
por Entomophthora aulicae y Paecilomyces canadensis se reportd para
Lymantria dispar en las observaciones de campo de epizootia en una poblacién
de polillas gitanas en Japon (Aoki, 1974). En la rizosfera, las larvas de
Phyllophaga spp. estan frecuentemente sujetas a la co-infeccion por patdégenos
de especies distintas (Johnson y Rasmann, 2015). De los experimentos
presentados aqui, ningun efecto benéfico fue evidente en el uso de los dos
hongos juntos. Se han reportado resultados similares para otros insectos
hospederos (Maheswara et al., 2006). La informacion reciente sobre la actividad
antimicrobiana de los metabolitos secundarios aislados de B. bassiana y M.
anisopliae ha identificado sustancias potencialmente bioactivas con actividad
antimicrobiana (Tae-Young et al., 2013), que pueden hacer que una infeccién
fungica compita con otra.

Cuadro 20. Mortalidad causada por aislamientos de M. anisopliae (HI-019) y B.

bassiana (HI-113) solos y en combinacién, en densidades conidiales
de conidios mL frente a larvas de tercer estadio de P. vetula.

Tratamiento 8 d (DE) 12 d (DE)
Ma 52.74(£17.33) a 86.06(+9.58) a
Bb 44.4(+4.84) a 52.73(+9.64) ab
Ma + Bb 38.86(+9.64) ab 61.06(x17.37) b
Control 13.86(+9.64) b 22.2(x4.84) ¢

Para 8 dias, ANOVA (P=0.0149), C.V. = 30.13.
Para 12 dias, ANOVA (P=0.0007), C.V. = 20.60.
Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas (P<0.05)
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Los valores estimados de las CLso de los aislamientos Mal7 y Mal9 de
M. anisopliae frente a larvas de tercer estadio de P. vetula fueron 4.749 x 10’
conidios/mL y 7.684 x 10% conidios/mL, respectivamente, que son
estadisticamente iguales (Cuadro 21). Por lo tanto, se deben realizar estudios
adicionales para evaluar aun mas estos aislamientos contra las larvas de “gallina
ciega” en condiciones de invernadero y/o campo (Milner, 1992; Shannon et al.,
1993). De manera similar, las cepas mas virulentas pueden ser consideradas
como candidatos para una agricultura sostenible basada en una estrategia de

control biolégico de conservacion (Meyling y Eilenberg, 2007).

Cuadro 21. Concentracion letal 50 (CLso) de los conidios de los aislamientos
Mal7 y Mal9 de Metarhizium anisopliae contra larvas de tercer
estadio de P. vetula.

95% CI CLso

Aislamiento CLso
(c/mL) Limite inferior Limite superior
Mal7 4.749 x 10/ 4.735 x 10° 3.303 x 10°
Mal9 7.684 x 108 3.721 x 108 1.389 x 10°
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES GENERALES

El efecto de la vermicomposta a dosis similares de aplicacion varia de
acuerdo con el medio y el tipo de suelo donde se suministre, ya que en los
contenedores la respuesta de la planta a este abono fue positiva, y en el campo
no se manifesté durante los dos ciclos agricolas que se evaluaron, lo que sugiere
gue bajo estas condiciones el efecto podria manifestarse en periodos de tiempo
mas largos; por lo que la aplicacion de la vermicomposta como sustituto del
fertilizante inorganico de manera continua podria ser una alternativa para
mantener la fertilidad del suelo, ademéas del beneficio ambiental que traeria
consigo al transformar los residuos organicos de los mercados de abasto; en la
medida en que éstos no se descargarian en vertederos ni se quemarian, sino

que se podrian considerar un recurso que se puede reciclar.

Por otro lado, el uso de cepas nativas para el control de gallina ciega, al estar
adaptadas a las condiciones edafoclimaticas y a un determinado grupo de

hospederos podrian ser consideradas como una alternativa al control de esta

plaga.
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CAPITULO VII. PERSPECTIVAS

1. Conducir el experimento de campo durante varios ciclos agricolas, con la
finalidad de determinar el tiempo en el que se observa el efecto positivo
de la vermicomposta tanto en el rendimiento del cultivo como en las

caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del suelo.

2. Probar combinaciones de residuos ricos en carbono con los residuos del

mercado para mejorar la composicion nutrimental de la vermicomposta.

3. Una vez seleccionada la cepa con mayor virulencia se tendrian que
realizar evaluaciones de persistencia, patogenicidad, virulencia y
viabilidad combinando el hongo con la vermicomposta en bioensayos de
laboratorio, invernadero y campo, ya que esto podria representar una
alternativa agroecoldgica para el manejo de “gallina ciega” en el cultivo de

maiz.
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Abstract

Phyllophaga spp. cause severe damage to maize, sorghum, wheat, sugarcane,
bean, amaranth and peanut in Mexico, Central America and the USA. Control
measures for white grubs have depended mainly on persistent chemicals. An

ecologically safe strategy is the use of entomopathogens in combating soil pests,
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which is based on the identification of a complex of pest species and their native
pathogens and to subsequently select the microorganism with the greatest
potential for this purpose. The objective of this study was to determine the
pathogenicity, virulence and the interaction between native strains of Metarhizium
anisopliae and Beauveria bassiana from Morelos State against P. vetula. The
fungal isolates of M. anisopliae and B. bassiana showed differential pathogenicity
against P. vetula. The M. anisopliae isolates were more pathogenic than those of
B. bassiana. M. anisopliae isolates from a Phyllophaga sp. host were more
pathogenic (46.66 to 73.33%) than those from an insect tramp, G. mellonella
(00.00 to 20%). The mortality caused by the most highly pathogenic isolate of M.
anisopliae, HI-019, (86.06%) decreased significantly (P < 0.05) when the
inoculation was simultaneous with B. bassiana HI-113 (61.06%), but the mortality
was statistically the same as that when the grubs were inoculated with only B.
bassiana (52.73%). The estimated LCso values of M. anisopliae isolates Mal7
and Mal9 against P. vetula larvae were 4.749 x 107 conidia/mL and 7.684 x 108

conidia/mL, respectively, which are statistically equivalent.

Introduction

Melolonthidae larvae have slightly to strongly curved, C-shaped bodies,
distinctive legs, and hardened head capsules, and they are referred to as white
grubs. Mexico is a centre of diversity for the Melolonthidae (1), and a large
number of species of the genus Phyllophaga have been recorded (386 in

Mexico). Only relatively few species cause economic damage (2); these include
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Phyllophaga obsoleta (Blanchard), P. ravida (Blanchard), and P. vetula Horn,

which are distributed throughout the Mexican highlands (3).

Phyllophaga spp. cause severe damage to maize, sorghum, wheat, sugarcane,
bean, amaranth and peanut in Mexico, Central America and the USA. Historically,
control measures for white grubs have depended mainly on persistent chemicals,
but because of concerns regarding safety and environmental contamination,

other forms of control such as biological control have been proposed (3).

Due to their underground habitat during development, the grubs are susceptible
to infection by microorganisms such as viruses, bacteria, protists, fungi and
nematodes (3,4), with the latter having a high potential for use in the control of
microbial growth (5). An ecologically safe strategy in combating soil pests, the
use of entomopathogens, is based on the identification of a complex of pest
species and their native pathogens and to subsequently select the microorganism
with the greatest potential for this purpose, taking as benchmarks the virulence,

mobility, persistence, specificity and production costs of the pathogen (6).

Moist conditions, a relatively stable temperature, and protection against
ultraviolet light from the soil favour the infection of larval melolonthids by
entomopathogenic fungi (7), providing them with a high potential to act as control

agents against rhizophagous larvae. Previous work involving bioassays with
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larval melolonthids has been inconsistent, largely because these bioassays have
been performed using larvae collected in the field because breeding these
species is difficult as a result of their annual cycles and underground habit. The
objective of this study was to determine the pathogenicity, virulence and
interactions between native Morelos state strains of Metarhizium anisopliae and

Beauveria bassiana against P. vetula.

Materials and Methods

Fungal isolates

Seven isolates of M. anisopliae and 20 of B. bassiana that were previously
obtained in a survey conducted in Morelos State to collect native isolates of
entomopathogenic fungi from infected white grubs or an insect tramp (Galleria
mellonella) in a maize field were used (8). The fungi were grown on Sabouraud
dextrose agar (SDA) that included 5 g/I of mild peptone, 5 g/l casein peptone, 40
g/l dextrose, and 1.5 g/l agar. The culture was adjusted to pH 5.6 £ 0.2, was
incubated in a dark room at 27 + 1 °C for 15 d to induce sporulation, and was
then preserved at 4 + 2 °C.- Conidia were recovered from the Petri dishes using
distilled water (with 0.05% Tween 80) in a laminar flux chamber (CFLV-80;
Aparatos de Laboratorio BG, Mexico). The conidia were counted in a Neubauer

chamber.
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P. vetula larvae

A large number of insects were required to perform the bioassays. For the
pathogenicity and interaction experiment, a total of 1000 third-instar larvae of P.
vetula were collected in the field in Villa de Ayala, Morelos, Mexico, placed
individually in 30-ml plastic cups covered with plastic lids, transported to the
laboratory, and maintained at 25+1°C for 7d before the bioassay. The collected
larvae were separated based on the presence of palidia that were almost parallel
in the last abdominal segment (raster) and 23-30 pali (9). A small piece of carrot

was added to each cup for food.

For the LCso bioassays, a total of 600 first-instar larvae of P. vetula were field-

collected at the same site but were maintained at 25+1°C up to the third instar.

Bioassays

The procedure to inoculate each isolate was the same for all of the experiments.
For the analysis of pathogenicity, 27 treatments (seven isolates of M. anisopliae
and 20 of B. bassiana) with 15 larvae each were tested. Field-collected larvae
were surface-sterilized with a 2% NacCl solution, washed with distilled water, and
placed on paper towels to eliminate excess water. The bioassay followed a
modified “maximum challenge test” methodology, which is useful for separating
virulent from non-virulent isolates at the early stages of entomopathogen

screening programmes (10). Because of the great variability in isolates (11),
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various conidial densities were used in the bioassay rather than sporulating

strains.

For the interaction bioassay, the conidia of M. anisopliae (HI-019) and B.
bassiana (HI-113) were evaluated alone and in combined doses of 1 x 108
con/ml, and distilled water (with 0.05% Tween 80) was used as a control. A
completely randomized design was used, and each experimental unit was
composed of 15 third-instar larvae of P. vetula. Each treatment was applied in
the same way as in the pathogenicity bioassays. All bioassays were carried out

in triplicate. The mortality of white grubs was determined at 8 and 12 d.

After treatment, the larvae were placed individually into 30-ml cups with a piece
of carrot as a food source. The larvae were maintained at 25+1°C, and mortality

was evaluates by touching the grub on the thoracic segments with a probe.

Virulence bioassays (LCso)

Virulence was determined at four concentrations, and distilled water (with 0.05%
Tween 80) was used as a control. Four M. anisopliae isolate Mal7 conidial
densities were evaluated: 1 x 104, 1 x 10% 1 x 108, and 1 x 108 conidia/ml, and
four conidial densities of isolate Ma19 were evaluated: 1 x 104, 1 x 10%, 1 x 107,
and 1 x 108 conidia/ml. Each treatment was applied in the same way as in the
pathogenicity bioassays. All bioassays were carried out in triplicate. The mortality
was determined at 30 d. A total of 45 third-instar larvae of P. vetula were used

per treatment, and 225 were used per bioassay.
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Statistical analysis

The percentage mortality data were arcsine transformed for statistical analysis.
After processing the data, we performed analysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s multiple comparisons of means at a significance level of 0.05 using the
statistical package SAS 9.1 (2003). Probit analysis was performed to estimate
the mean lethal concentration 50 (LCso0), and confidence intervals (Cls) were

generated using the statistical package Polo Plus (12).

Results and Discussion

Pathogenicity is a qualitative measure of the ability of a pathogen or parasite to
cause disease in a host (5). The fungal isolates of M. anisopliae and B. bassiana
showed different pathogenicity against P. vetula. In general, the M. anisopliae
isolates (Table 1) were more pathogenic than those of B. bassiana (Table 2),
corroborating other studies with Phyllophaga spp. (13,14). M. anisopliae isolates
from a Phyllophaga sp. host were more pathogenic (46.66 to 73.33%) than those
from an insect tramp, G. mellonella (00.00 to 20%). In this way, differential
susceptibility of Phyllophaga spp. to fungal infection has been reported elsewhere
(15, 16), and in P. polyphylla, larval infection never exceeded 30% for B. bassiana

or M. anisopliae (17).
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Table 1. Mortality of third-instar larvae of P. vetula caused by the conidia from
seven isolates of Metarhizium anisopliae up to 30 d after inoculation. The conidial
concentration was 1 x 108 ¢/mL (n=15). All isolates obtained for this study were
from locations within Morelos, Mexico.

Isolate Geographical origin Host % mortality
HI-010 Ocuituco Galleria mellonella 20.00
HI-011 Yecapixtla Galleria mellonella 13.33
HI-014 Chalcatzingo Galleria mellonella 0.00
HI-016 Tlayca Anomala sp.2 L2 26.66
HI-017 Tetela del Volcan Phyllophaga sp. L3 60.00
HI-019 San Andrés de la Cal  Phyllophaga sp.3 L2 73.33
HI-020 San Andrés dela Cal Phyllophaga sp.5 L3 46.66
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Table 2. Mortality of third-instar larvae of P. vetula caused by the conidia from
seven isolates of Beauveria bassiana up to 30 d after inoculation. The conidial
concentration was 1 x 108 ¢/mL (n=15). All isolates obtained for this study were

from locations within Morelos, Mexico.

Isolate Geographical origin Host % mortality
HI-113 Yecapixtla Galleria mellonella 53.33
HI-114 Totolapan Galleria mellonella 0.00
HI-115 Ocuituco Galleria mellonella 40.00
HI-116 Ocuituco Galleria mellonella 26.66
HI-118 Jumiltepec Galleria mellonella 26.66
HI-119 Campus UAEM Lygus sp. 40.00
HI-121 Campus UAEM Lygus sp. 13.33
HI-122 Campus UAEM Lygus sp. 20.00
HI-123 Campus UAEM Lygus sp. 6.66
HI-124 Campus UAEM Lygus sp. 40.00
HI-125 Campus UAEM Lygus sp. 13.33
HI-126 Campus UAEM Lygus sp. 13.33
HI-127 Campus UAEM Lygus sp. 6.66
HI-128 Campus UAEM Lygus sp. 20.00
HI-129 Yautepec Galleria mellonella 26.66
HI-133 Jonacatepec Galleria mellonella 6.66
HI-134 Temoac Galleria mellonella 33.33
HI-135 Temoac Galleria mellonella 6.66
HI-136 Tenextepango Galleria mellonella 33.33
HI-137 Tenextepango Galleria mellonella 33.33

The mortality caused by the highly pathogenic isolate of M. anisopliae HI-019

(86.06%) decreased significantly (P < 0.05) when the inoculation was
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simultaneous with B. bassiana HI-113 (61.06%), but the mortality was statistically
the same as when a grub was inoculated with only B. bassiana (52.73%) (Table
3). In the biocontrol of insect pests, the efficacy of treatment with multiple
pathogens has not been frequently investigated but may have some potential in
effective management efforts. Co-infection in the field is not commonly reported;
however, co-infection by Entomophthora aulicae and Paecilomyces canadensis
was reported for Lymantria dispar in field observations of epizootic disease in a
gypsy moth population in Japan (18). In the rhizosphere, Phyllophaga spp. are
frequently subject to co-infection by pathogens of distinct species (5). From the
experiments presented here, no beneficial effect was apparent in using the two
fungi together. Similar results have been reported for other insect hosts (19).
Recent information about the antimicrobial activity of secondary metabolites
isolated from B. bassiana and M. anisopliae has identified potentially bioactive
substances with antimicrobial activity (20), which can cause one fungal infection

to outcompete another.

Table 3. Mortality caused by isolates of M. anisopliae (HI-019) and B. bassiana
(HI-113) alone and in combination at conidial densities of conidia/mL against
third-instar larvae of P. vetula.

Treatment 8 d (DE) 12 d (DE)
Ma 52.74(x17.33) a 86.06(+9.58) a
Bb 44.4(+4.84) a 52.73(+9.64) ab
Ma + Bb 38.86(+9.64) ab 61.06(x17.37) b
Control 13.86(+9.64) b 22.2(+4.84) ¢
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For 8 d, ANOVA (P=0.0149), C.V. = 30.13. For 12 d, ANOVA (P= 0.0007), C.V. = 20.60.

Different letters between columns indicate significant differences (P < 0.05)

The estimated LCso values of M. anisopliae isolates Mal7 and Mal9 against
third-instar larvae of P. vetula were 4.749 x 107 conidia/mL and 7.684 x 108
conidia/mL, respectively, which are statistically equivalent. Thus, additional
studies must be conducted to further evaluate these isolates against white grubs
under greenhouse and/or field conditions (10, 14). Similarly, the more virulent
strains can be considered as candidates for sustainable agriculture based on a

strategy of conservation biological control (21).

Table 4. Lethal concentration 50 (LCso) of conidia of Metarhizium anisopliae
isolates Mal7 and Mal9 against third-instar larvae of P. vetula.

95% CI LCso

Strain LCso Lower limit Upper
(c/mL) limit

Mal7 4.749 x 107 4.735 x 3.303 x

108 10°
Mal9 7.684 x 108 3.721 x 1.389 x
108 10°
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