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I. RESUMEN GENERAL

El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), es la principal plaga que afecta el
cultivo de maiz en todo el mundo. El método de control mas utilizado para disminuir los
niveles poblacionales de este insecto es la aplicacion de insecticidas quimicos; sin embargo,
estos compuestos generan contaminacion ambiental y pueden favorecer el desarrollo de
resistencia. El hongo entomopatogeno Metarhizium rileyi (Farlow) es altamente infectivo y
prevalece de forma natural sobre las poblaciones de S. frugiperda. Debido a ello, este hongo
se considera una alternativa ecoldgica para ser utilizado como un bioinsecticida para el
control de este insecto. El objetivo general de este estudio fue caracterizar biologica y
genéticamente aislamientos mexicanos de M. rileyi obtenidos a partir de larvas de S.
frugiperda recolectadas en cultivos de maiz en cinco localidades de distintos municipios del
estado de Michoacan, México. Para esto, se evaluo la eficacia de los distintos aislamientos en
larvas de S. frugiperda en condiciones de laboratorio (primera etapa). Posteriormente, se
seleccionaron los aislamientos més promisorios para determinar sus caracteristicas genéticas y
evaluar su eficacia en condiciones de invernadero y campo (segunda y tercera etapa,
respectivamente). En la primera etapa de este estudio se recolectaron en campo 295 larvas de
S. frugiperda, de las cuales se identificaron morfologicamente, 89 aislamientos de M. rileyi.
Veinticuatro de estos aislamientos se seleccionaron por poseer la mayor tasa de germinacion
(96-98.5%). Su actividad biologica se determino a través de bioensayos con larvas de segundo
instar de S. frugiperda, las cuales se expusieron a una concentracion de 1.0 x 10%
conidios/mL. La mortalidad causada por estos aislamientos estuvo comprendida entre 70% y
98.7% vy la esporulacion fue entre 60.5% y 98.7%. Posteriormente, y con base en estos
resultados, se determinaron las relaciones filogenéticas de cinco aislamientos (T9-21, Z30-21,
PP48-21, J10-22 y L8-22) mediante el analisis del gen f-tubulina, asi como la concentracion
letal media (CLso), tiempo letal medio (TL.) y supervivencia larval. Los aislamientos de M.
rileyi T9-21, PP48-21 y J10-22 se agruparon dentro del mismo clado, mientras que los
aislamientos Z30-21 y L8-22 se ubicaron en clados separados. Ademads, se observo que los
aislamientos que pertenecian al mismo clado provenian de la misma region geografica o de
sitios de recoleccion cercanos. Por otro lado, los valores de la CLsq de los cinco aislamientos
de M. rileyi sobre larvas de S. frugiperda estuvieron comprendidos entre 2.04 x 10°y 1.05 x
106 conidios/mL. Los valores del TLs, para los aislamientos T9-21, J10-22 y L8-22 fueron de
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7.40, 7.04 y 7.49 d, respectivamente, mientras que para los aislamientos PP48-21 y Z30-21
fueron de 9.46 y 9.65 d, respectivamente. En la segunda etapa de este estudio se evaluo la
patogenicidad de los aislamientos T9-21 y L8-22 sobre larvas del segundo estadio larval de S.
frugiperda bajo condiciones de invernadero. Estos aislamientos se seleccionaron debido a la
alta mortalidad causada y esporulacion, asi como por sus diferencias filogenéticas. Una
suspension de 1 x 10® conidios/mL se aplic por aspersiéon a plantas de maiz (etapa de
desarrollo V6), previamente infestadas con seis larvas de segundo instar. No se observaron
diferencias significativas en la supervivencia de las larvas entre los dos aislamientos (13.33 %
y 23.33 % para T9-21 y L8-22, respectivamente). Sin embargo, el aislamiento T9-21 presento
significativamente mas cadaveres esporulados comparado con lo registrado en el aislamiento
L8-22 (97% vs. 69%). Con base en estos resultados, se selecciono al aislamiento T9-21 de M.
rileyi y se evaluo en condiciones de campo a pequefia escala en un cultivo de maiz (tercera
etapa), en donde se incluyeron los siguientes tratamientos: i) aislamiento T9-21 (1 x 10"
conidios/mL), ii) spinetoram, como tratamiento de referencia (75 mL ha™') y iii) agua como
tratamiento testigo. El aislamiento T9-21 causé una probabilidad de mortalidad de 0.49 a los 9
d posteriores al tratamiento. Spinetoram caus6 una probabilidad de mortalidad de 0.72; sin
embargo, no hubo diferencias significativas respecto al aislamiento T9-21. El tratamiento
testigo mostr6 una probabilidad de mortalidad de 0.07, atribuida por la contaminacién con M.
rileyi. Por otro lado, el depredador Doru taeniatum y los insectos fitéfagos Diabrotica
virgifera Zae, Diabrotica balteata, Euschistus heros y éafidos fueron los mas frecuentes. La
presencia de enemigos naturales e insectos fitéfagos fue significativamente menor en los
tratamientos con spinetoram y el aislamiento T9-21 en comparacion con el testigo en todos
los tiempos de muestreo. A los 2 y 4 d post-aplicacion, no se observaron diferencias
significativas entre el aislamiento T9-21 (0.50 + 0.1 y 0.22 + 0.03, respectivamente) y el
testigo (0.58 = 0.09 y 0.50 + 0.05, respectivamente). La mayor densidad de insectos fitofagos
se observo en el testigo (0.45 = 0.05), seguida del aislamiento T9-21 (0.30 + 0.0) y spinetoram
(0.04 £ 0.02). Durante el estudio, la temperatura y la humedad relativa oscilaron entre 19 y 21
°C y entre 70 y 84.4%, respectivamente. Se concluye que existe una alta prevalencia de M.
rileyi en cultivos de maiz en los sitios donde se realizaron las colectas de las larvas. La
mayoria de los aislamientos obtenidos poseen una elevada patogenicidad sobre de las larvas
de S. frugiperda. Sin embargo, la efectividad del aislamiento T9-21 destacé por su capacidad
infectiva y velocidad de accidon, lo que lo convierte en una alternativa viable para ser
considerado en la inclusion de programas de manejo integrado de plagas dirigido a S.
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frugiperda. Se requieren mas estudios para evaluar el impacto de M. rileyi sobre la mortalidad
de este insecto bajo diferentes condiciones climaticas, asi como para determinar los posibles

efectos subletales que pudiera causar.

Palabras clave: Control biologico, hongos entomopatogenos, manejo integrado de plagas,

Lepidoptera: Noctuidae, enemigos naturales.

viii



I1. ABSTRACT

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), is the main pest affecting maize
crops worldwide. The most commonly used control method to reduce the population levels of
this insect is the application of chemical insecticides; however, these compounds cause
environmental pollution and may promote the development of resistance. The
entomopathogenic fungus Metarhizium rileyi (Farlow) is highly infective and naturally
prevalent in populations of S. frugiperda. Therefore, this fungus is considered an ecological
alternative for use as a bioinsecticide for controlling this insect. The general objective of this
study was biologically and genetically to characterize Mexican isolates of M. rileyi obtained
from S. frugiperda larvae collected in maize fields from five localities in different
municipalities of the state of Michoacan, Mexico. For this purpose, the efficacy of the
different isolates on S. frugiperda larvae under laboratory conditions was evaluated (First
Part). Afterwards, the most promising isolates were selected to determine their genetic
characteristics and evaluate their efficacy under greenhouse and field conditions (Second and
Third Parts, respectively). In the first part of this study, 295 S. frugiperda larvae were
collected in the field, from which 89 isolates of M. rileyi were morphologically identified.
Twenty four of these isolates were selected based on their high germination rate (96-98.5%).
Their biological activity was determined through bioassays with second-instar S. frugiperda
larvae, which were exposed to a concentration of 1 x 10® conidia/mL. The mortality caused by
these isolates ranged between 70% and 98.7%, and sporulation ranged between 60.5% and
98.7%. Subsequently, based on these results, the phylogenetic relationships of five isolates
(T9-21, Z30-21, PP48-21, J10-22, and L8-22) were determined through p-tubulin gene
analysis, as well as the median lethal concentration (LCso), median lethal time (LTso), and
larval survival. The M. rileyi isolates T9-21, PP48-21, and J10-22 were grouped within the
same clade, while isolates Z30-21 and L8-22 were located in separate clades. Moreover, it
was observed that isolates belonging to the same clade originated from the same geographical
region or nearby collection sites. On the other hand, LCso values for the five M. rileyi isolates
on S. frugiperda larvae ranged from 2.04 x 10° to 1.05 x 10° conidia/mL. LTso values for
isolates T9-21, J10-22, and L8-22 were 7.40, 7.04, and 7.49 d, respectively, while for isolates
PP48-21 and Z30-21 were 9.46 and 9.65 d, respectively. In the second part of this study, the
pathogenicity of isolates T9-21 and L8-22 was evaluated on second-instar S. frugiperda
larvae under greenhouse conditions. These isolates were selected based on their high

mortality and sporulation, as well as their phylogenetic differences. A suspension of 1 x 10®
ix



conidia/mL was applied by spraying onto maize plants (V6 developmental stage) previously
infested with six second-instar larvae. No significant differences were observed in larval
survival between the two isolates (13.33% and 23.33% for T9-21 and L8-22, respectively).
However, isolate T9-21 showed significantly more sporulated cadavers compared to isolate
L8-22 (97% vs. 69%). Based on these results, isolate T9-21 of M. rileyi was selected and
evaluated under small-scale field conditions in a maize crop (Third Part), where the following
treatments were included: 1) isolate T9-21 (1 x 10" conidia/mL), ii) spinetoram as the
reference treatment (75 mL/ha), and iii) water as the control treatment. Isolate T9-21 caused a
mortality probability of 0.49 at 9 d post-treatment. Spinetoram caused a mortality probability
of 0.72; however, there were no significant differences compared to isolate T9-21. The
control treatment showed a mortality probability of 0.07, attributed to contamination with M.
rileyi. In addition, the predator Doru taeniatum and the phytophagous insects Diabrotica
virgifera zeae, Diabrotica balteata, Euschistus heros, and aphids were the most frequently
observed. The presence of natural enemies and phytophagous insects was significantly lower
in the spinetoram, and T9-21 treatments compared to the control at all sampling times. At 2
and 4 d post-application, no significant differences were observed between isolate T9-21
(0.50 £ 0.1 and 0.22 + 0.03, respectively) and the control (0.58 = 0.09 and 0.50 + 0.05,
respectively). The highest density of phytophagous insects was observed in the control (0.45 £
0.05), followed by isolate T9-21 (0.30 & 0.0) and spinetoram (0.04 £ 0.02). During the study,
temperature and relative humidity ranged between 19 and 21 °C and 70% and 84.4%,
respectively. In conclusion, there is a high prevalence of M. rileyi in maize crops at the sites
where larval collections were carried out. Most of the isolates obtained showed high
pathogenicity against S. frugiperda larvae. However, the effectiveness of isolate T9-21 stood
out due to its infective capacity and speed of action, making it a viable alternative for
inclusion in integrated pest management programs targeting S. frugiperda. Further studies are
needed to evaluate the impact of M. rileyi on the mortality of this insect under different

climatic conditions, as well as to determine the possible sublethal effects it may cause.

Keywords: Biological control, entomopathogenic fungi, integrated pest management,

Lepidoptera, Noctuidae, natural enemies.



III. INTRODUCCION GENERAL

I11. 1 Planteamiento del problema

El maiz, Zea mays L., representa uno de los cereales mas consumidos por la poblacion
mundial (Mattoo et al., 2023). Este constituye el tercer cultivo agricola en orden de
importancia después del trigo, Triticum aestivum L. y el arroz, Oryza sativa L (Mattoo et al.,
2023). En México, este cultivo es la base de la alimentacioén de su poblacion con un consumo
medio per capita de 319 g diarios (Odjo et al., 2022) y se produce en el 35% de la superficie
cultivable del pais (SIAP, 2020). Para el ciclo agricola 2022, la superficie sembrada de maiz
blanco en México fue de 7,143,102 h'!, con una produccién de 27.2 millones de ton™,
mientras que de maiz amarillo se sembré 553 000 ha™! para un rendimiento de 3 millones de

ton! (INEGI, 2022).

La principal plaga que afecta al cultivo de maiz es el gusano cogollero, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Este insecto puede afectar a las plantas en
cualquiera de sus estados fenoldgicos, aunque prefiere alimentarse del cogollo de esta. La
incidencia de este insecto puede causar pérdidas al cultivo que oscilan entre el 45 al 100%
(Gutiérrez-Moreno et al., 2019). En estudios recientes realizados en 12 paises productores de
maiz se reportd que, si no se realiza ningin método de control, S. frugiperda puede reducir el
rendimiento de este cultivo entre 4.1 y 17.7 millones de ton™ al afio (Rwomushana et al.,
2018). Para el control de esta plaga, se utilizan principalmente insecticidas quimicos
organofosforados (e. g., monocrotofos y diclorvos) que muchas veces resultan ineficientes
(Tambo et al., 2020; Jepson et al., 2020). Sin embargo, el uso excesivo de estos compuestos
causa dafios al ambiente, a la salud humana y animal y reduce las poblaciones de los

enemigos naturales (Jepson ef al., 2020; Afza et al., 2023).

Los hongos entomopatogenos constituyen una alternativa ecologica y viable para
reducir las poblaciones de plagas agricolas debido a que pueden infectar cualquiera de los
estados de vida de sus hospedantes. Estos patégenos actian principalmente por contacto y se
han reconocido entre 750-1,000 especies de hongos patdogenos de insectos (Gupta y Jinda,
2014). Estos microorganismos se encuentran en diversos hébitats, principalmente en la
rizosfera colonizando raices de plantas (Ahmad et al., 2019; Liu et al., 2022) y también se han
encontrado colonizando el tejido endofitico de muchas plantas de interés econdmico, incluido

el maiz (Vega, 2008; Ramos et al., 2020).



La presencia de hongos entomopatogenos en distintos suelos de importancia agricola
en México ha sido ampliamente documentada (Barron-Valle et al., 2014; Gonzalez-Villasefior
et al., 2015; Gonzélez-Cava et al., 2019). Gonzélez-Villasefor ef al. (2015) y Huerta-Ramirez
et al. (2018) identificaron aislamientos en distintas recolectas de suelo realizadas en el estado
de Michoacan. Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre el aislamiento de estos
organismos nativos en las distintas etapas de vida de S. frugiperda (Lezama-Gutiérrez et al.
2001; Molina et al. 2003; Garcia et al. 2011). En la mayoria de estos estudios, los géneros
mas abundantes fueron Beauveria y Metarhizium.

Metarhizium rileyi (Farlow) Kepler S.A. Rehner y Humber (= Nomurea rileyi) es un
hongo altamente virulento y ha sido aislado de aproximadamente 60 especies de lepidopteros
de los cuales mas de la mitad pertenecen a la familia Noctuidae (Fronza et al., 2017).
Ademas, se ha reportado su prevalencia y eficacia para el control natural lepidopteros en
diferentes agroecosistemas, especialmente sobre poblaciones de S. frugiperda en maiz (Barros
et al., 2020; Acharya et al., 2022; Yang-li et al., 2022). Debido a la importancia que
representa S. frugiperda en el cultivo de maiz, asi como a su expansion a nivel mundial,
actualmente se requiere un mayor conocimiento sobre las especies nativas de hongos
entomopatogenos asociadas a este insecto y de la interaccion insecto-planta-patégeno. Lo

anterior, con la finalidad de disefiar un programa de manejo integrado para el control de esta

plaga.
II1. 2 Biologia e importancia de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)

El principal insecto plaga que afecta el cultivo de maiz es el gusano cogollero, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (Pandi ef al., 2024). Es originario del
continente americano y algunos registros sugieren que los brotes mas extendidos y severos de
este insecto posiblemente se originaron en México (Sarkowi y Mokhtar, 2021). En Africa, S.
frugiperda se detectd por primera vez en 2016 en Nigeria (Goergen et al., 2016) y se propagd
rapidamente. Actualmente, su presencia esta confirmada en mas de 40 paises y su expansion
continlla hacia las regiones del norte del continente (Kinkar et al., 2020). En 2018, este
insecto se detectd en Asia, especificamente en India (Ganiger et al., 2018; Kalleshwaraswamy
et al., 2018). Actualmente, S. frugiperda se estd propagando rapidamente por el sudeste
asiatico, y su presencia se ha observado en més de 12 paises. Como resultado, casi todos los
paises productores de maiz en Asia estan en riesgo de infestaciones por S. frugiperda (Lamsal
et al., 2020). En Australia, se reportd este insecto por primera vez en enero de 2020, con una
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distribucion limitada a ciertas areas (Qi et al., 2021). Cabe sefialar que, aunque S. frugiperda
no esta presente actualmente en Europa (Kinkar ez al., 2020), tiene el potencial de propagarse

globalmente a nuevas areas geograficamente similares (Edosa y Dinka, 2021).

Comprender la biologia y ecologia de los insectos plaga, especialmente de S. frugiperda,
juega un papel crucial en el estudio de su distribucion y dinamica poblacional. Recientemente,
algunos investigadores reportaron el impacto de la precipitacion y las practicas agrondmicas
sobre la abundancia y distribucion de S. fiugiperda en Africa Oriental, sugiriendo que
entender la ecologia de este insecto plaga es esencial para planificar opciones adecuadas de

manejo integrado (Edosa y Dinka, 2021).

Spodoptera frugiperda tiene una metamorfosis holometabola, lo que indica que su desarrollo
se divide en cuatro etapas de vida: huevo, larva, pupa y adulto (Hardke et al., 2015) (Figura
1). Las hembras tipicamente ovipositan en el lado inferior de las hojas, en grupos o masas que
van de 100 a 300 y hasta 1000 huevos. La mayor parte de la oviposicion ocurre dentro de un
lapso de 3.5 a 5 d, aunque se ha reportado que algunas hembras ponen huevos durante un
maximo de 17 d. Después de la oviposicion, la hembra cubre los huevos con una capa de
escamas o pelos de su abdomen, que funciona como proteccion (Edosa y Dinka, 2021;

Sarkowi y Mokhtar, 2021).

Figura 1. Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda. Fuente autor.



Las larvas pasan por seis instares que se desarrollan entre 14 y 30 d, dependiendo de la
temperatura. La apariencia fisica y el patron de las larvas son ligeramente diferentes en cada
instar. Generalmente, las larvas son de color verde claro a marrén oscuro con rayas
longitudinales. La cabeza es negra y, a medida que crecen hasta el segundo instar, se vuelve
ligeramente naranja (Kenis et al., 2022). Cuando estd proéximo a llegar al tercer instar larval,
la superficie dorsal se torna marréon y comienzan a aparecer lineas blancas en la superficie
lateral. La cabeza adquiere un color marron rojizo desde el cuarto hasta el sexto instar. El
cuerpo estd moteado con manchas y rayas blancas en la superficie subdorsal y lateral.
Presenta pindculos negros aparentes con setas en la zona dorsal y cuatro manchas negras en el
octavo segmento abdominal, dispuestas en forma de un cuadrado. Las larvas del sexto instar
miden entre 3.8 y 5.1 cm de longitud y se distinguen por una forma de "Y" invertida de color

amarillo en la frente (Figura 2) (Sarkowi y Mokhtar, 2021; Kenis et al., 2022).

Figura 2. Caracteres morfoldgicos tipicos de Spodoptera frugiperda; a: cuatro pinaculos
dispuestos en forma de cuadrado en el octavo segmento abdominal; b: sutura ecdisial en
forma de “Y” invertida en su cabeza; c: manchas blancas en la punta de las alas anteriores de

las polillas machos (adaptado de Kenis et al. 2022).

El estado de pupa tiene lugar en el suelo, a una profundidad de 2 a 8 cm por debajo de la
superficie, aunque en altas densidades de poblacion también puede ocurrir en distintas partes
de las plantas. Aunque la pupaciéon normalmente ocurre en el suelo, también puede tener lugar
en cualquier sitio donde la larva pueda protegerse, como en material de embalaje durante el
transporte de mercancias o en coberturas de invernadero. Esta fase puede durar entre 7 y 37 d

a29 °Cy 15 °C, respectivamente (Baker et al., 2019).



El adulto de S. frugiperda puede vivir entre 7 y 21 d. Las hembras adultas, como la mayoria
de los noctuidos, tienen una vida relativamente corta, pero son muy fecundas. Los adultos
poseen dimorfismo sexual. La longitud del cuerpo del macho es de aproximadamente 1.6 cm
con una envergadura de 3.7 cm y el color de las alas anteriores estd marcado con un moteado
gris y marrén claro. Tiene celdas discales en tres cuartas partes del area de las alas anteriores
con color pajizo, mientras que la otra cuarta parte del area es de color marréon oscuro con
manchas blancas triangulares en la punta y cerca del centro de las alas anteriores. El cuerpo de
la hembra es un poco mas grande que el del macho con una longitud de hasta 1.7 cm y 3.8 cm
de envergadura. El moteado de marrdn grisaceo a gris en las alas delanteras de la hembra es

menos distintivo en comparacion con las del macho (Figura 3) (Sarkowi y Mokthar, 2021).

Figura 3. Adultos de Spodoptera frugiperda; a: hembra, b: macho (adaptado de Lyle J. Buss,
2019, Universidad de Florida).

Se conoce que la temperatura juega un papel importante en la biologia de S. frugiperda ya que
este insecto no entra en diapausa (Du Plessis et al., 2020). Estudios realizados para determinar
el efecto de la temperatura en la biologia de S. frugiperda revelaron que la tasa de desarrollo
aumento linealmente con el aumento de temperaturas entre 18°C y 30 °C y la supervivencia
larvaria fue mas alta entre 26 °C y 30 °C. También se obtuvo como resultado que el rango
optimo para el desarrollo de huevos, larvas y de huevo a adulto fue entre 26 °C y 30 °C. La
temperatura Optima con la tasa de desarrollo larvaria més rapida y la mortalidad mas baja fue
de 30 °C. El periodo de desarrollo de la pupa oscil6 entre 7.82 y 30.68 d (a 32°C y 18 °C,

respectivamente) (Du Plessis et al., 2020).



I11. 3 Dafios causados por Spodoptera frugiperda en maiz

Todos los estadios larvales de S. frugiperda consumen follaje. Sin embargo, también perforan
las partes en crecimiento de la planta, como los brotes y las coronas, lo que dificulta su
desarrollo. Las larvas de primer estadio consumen un lado de la capa epidérmica del tejido
foliar, lo que deja intacta la capa opuesta. En cambio, las larvas de segundo y tercer estadio
pueden consumir toda la capa de la hoja, creando agujeros. Las larvas de estadios mas
avanzados pueden consumir todo el follaje, dejando solo las venas y los tallos. También
dafian la mazorca de maiz al perforar su cubierta y consumir los granos cuando estan en la

etapa de llenado (etapa fenologica R3) (Sarkowi y Mokhtar, 2021).

Este insecto puede causar dafios a las plantas en cualquiera de sus estadios fenoldgicos,
aunque prefiere alimentarse del cogollo de la planta. La incidencia de S. frugiperda puede
causar grandes pérdidas, que oscilan entre el 45 % y el 100 % del cultivo (Gutiérrez-Moreno
et al., 2019); sin embargo, los niveles de dafio dependen en gran medida del genotipo de maiz
(Padilla-Cortes et al., 2024; Zhang et al., 2024). Estudios recientes realizados en 12 paises
productores de maiz reportaron que, sin métodos de control, S. frugiperda puede reducir el

rendimiento anual en entre 4.1 y 17.7 millones de toneladas (Rwomushana et al., 2018).

I11. 4 Principales métodos de control de Spodoptera frugiperda

- Control quimico

Los insecticidas quimicos se han utilizado desde la década de 1940 como el método mas
comun para controlar las plagas de insectos (Paredes-Sanchez et al., 2021). Sin embargo, el
uso excesivo de estos compuestos provoca dafios al medio ambiente, a la salud humana y
animal, y reduce las poblaciones de enemigos naturales (Jepson et al., 2020; Afza et al.,
2023). El empleo de estos insecticidas quimicos también promueve el desarrollo de
resistencia del insecto plaga, por lo que a veces su accidn es ineficiente (Tambo et al., 2020;
Jepson et al., 2020; Carvalho et al., 2022). En el caso de S. frugiperda, su comportamiento
alimentario provoca que las larvas estén "protegidas" por las hojas internas de la planta,
generalmente cubiertas con sus excrementos, lo que dificulta la interaccion con el insecticida.
Por lo tanto, los agricultores deben aplicar estos productos en los primeros dias de siembra,
casi directamente sobre el suelo o a través de granulos aplicados directamente al cogollo de la
planta. Los principales grupos quimicos de insecticidas utilizados para controlar las

poblaciones de S. frugiperda en América Latina incluyen organofosforados, piretroides y
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carbamatos (Abrahams ef al., 2017). En México, se aprobaron productos como cipermetrina,
lambda-cihalotrina + clorpirifos etilico y lambda-cihalotrina y metomilo, entre otros, para
controlar este insecto en el cultivo de maiz (COFEPRIS, 2020). De manera similar, en China
se reportd el uso de lambda-cihalotrina para su control (Zhao et al., 2020). En Brasil, se
informo sobre el desarrollo de resistencia de S. frugiperda a los insecticidas organofosforados

y piretroides (Carvalho et al., 2013).

- Control biolégico

Otro método que ha resultado efectivo en la disminucion de los niveles poblacionales de
insectos plaga es el control biologico. En las tltimas cuatro décadas, el control de plagas y
enfermedades de las plantas mediante agentes biolodgicos ha atraido cada vez mas atencion en
la bisqueda por reducir la dependencia de productos quimicos para la produccion agricola. El
uso de enemigos naturales, como depredadores, parasitoides y entomopatdogenos (por
ejemplo, virus, bacterias y hongos), ha demostrado ser una alternativa viable y sostenible para

el manejo de plagas (Bamisile ef al., 2021).

Para el control de S. frugiperda, la liberacion de parasitoides de huevos es una técnica
prometedora en el manejo integrado de insectos. La especie Telenomus remus (Nixon) destaca
tanto por su efectividad como por su distribuciéon mundial (Cingolani et al., 2014). En cuanto
a los entomopatdgenos, la bacteria mas conocida y empleada para el control de S. frugiperda
es Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), que actua por ingestion, y genera la formacion de
poros y lisis osmética de las células, lo que finalmente causa la muerte del insecto (Pacheco-
Hernandez et al., 2019). Ademas, el uso de virus entomopatogenos es un método eficiente
para el control de S. frugiperda. Dentro de este grupo, los baculovirus (Baculoviridae) son los
mas destacados. Los baculovirus son virus de ADN que se replican en el nucleo de las células
y se caracterizan por ser altamente especificos y virulentos, sin afectar a los humanos, el

medio ambiente ni a los insectos benéficos (Hussain et al., 2021).

Los hongos entomopatogenos son alternativas particularmente prometedoras para el control
de plagas. Estos microorganismos se multiplican en los cadaveres de insectos, creando una
fuente de in6culo que se dispersa a través de diferentes vias e infecta nuevas poblaciones de
sus huéspedes. Algunos de los géneros de hongos entomopatogenos mas estudiados incluyen
Lecanicillium (Hypocreales: Clavicipitaceae), Pandora (Entomophthorales;

Entomophthoraceae), Isaria (Hypocreales: Clavicipitaceae), y los mas utilizados Beauveria
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(Hypocreales: Clavicipitaceae) y Metarhizium (Hypocreales: Clavicipitaceae) (Humber,
2012). Estos hongos requieren una estrategia eficaz para colonizar e infectar a sus huéspedes.
Generalmente, los factores mas importantes para la reproduccion, supervivencia e infeccion
exitosa de estos patogenos son condiciones de temperatura adecuadas (25-28 °C), alta
humedad relativa (>75%) y la susceptibilidad del huésped (Islam et al., 2021). El modo de
accion de estos microorganismos se ha estudiado mediante el empleo de hongos
genéticamente modificados y andlisis del transcriptoma para identificar los genes

involucrados en la capacidad infectiva del patogeno (Yang et al., 2020).

I1I. 5 Ciclo infectivo de los hongos entomopatogenos

La principal via de entrada de los hongos entomopatogenos es a través de la cuticula de sus
huéspedes o mediante heridas y traqueas. Sin embargo, antes de su entrada, es necesario la
adhesion cuticular y la formacion de una estructura llamada apresorio. Para penetrar en la
endocuticula, los hongos entomopatéogenos secretan enzimas que la degradan, como lipasas,
proteasas, aminopeptidasas y quitinasas, entre otras (Skinner et al., 2014). Estudios recientes
han dividido el ciclo infectivo de los hongos entomopatdgenos en las siguientes fases: 1.
Adhesién de conidios, 2. Germinacion y formacion de apresorio, 3. Penetracion de conidios,
4. Supresion de defensas del huésped, 5. Proliferacion dentro del huésped y 6. Crecimiento
externo del micelio y produccion de nuevos conidios (Figura 4) (Shin et al., 2020). Aunque la
adherencia de los conidios no es especifica, los sitios que promueven la invasion varian
dependiendo del insecto huésped. La unién de los hongos al huésped estd determinada por la

influencia de proteinas superficiales hidrofébicas de los conidios (Blango et al., 2019).

Cuando los hongos entomopatogenos ingresan a la hemolinfa del huésped, producen hifas y
propagalos semejantes a levaduras conocidos como blastosporas. Estas estructuras
desempefian un papel crucial en la virulencia de los hongos durante el desarrollo de la
enfermedad. Se forman exclusivamente en la hemolinfa de los huéspedes infectados, lo que
representa una estrategia fungica para la multiplicacion rapida mediante division y gemacion
hasta lograr una colonizacion completa. En la hemolinfa, los hongos producen metabolitos

secundarios toxicos involucrados en la muerte del huésped (Valero-Jiménez et al., 2016).



Figura 4. Ciclo infectivo de un hongo entomopatégeno en una larva de lepidoptero (Adaptado

de Keyser, 2015).

Por ejemplo, B. bassiana produce beauvericina y bassiandlidos (péptidos ciclicos
oligoméricos no ribosomales), una variedad de beauverolidos (péptidos ciclicos), oosporeina
(dibenzoquinona), bassiatina (dicetomorfolina) y tenelina (2-piridona). Por otro lado, las
especies del género Metarhizium producen principalmente destruxinas (hexadepsipéptidos

ciclicos) (Pedrini, 2018).

Después de que los hongos entomopatdgenos matan al insecto plaga, el micelio emerge de su
cuerpo, produciendo conidios que pueden infectar a otros huéspedes (Shin et al., 2020). Estos
conidios tienen propiedades hidrofobicas y se dispersan principalmente por factores abidticos

como el agua y el viento y pueden volver a infectar cualquier etapa de vida de sus huéspedes

(Ma et al., 2024).

I11. 6 Empleo de hongos entomopatdégenos en el control de Spodoptera frugiperda

Se han reconocido aproximadamente 750-1,000 especies de hongos patogenos de insectos
(Gupta y Jinda, 2014). Estos microorganismos habitan diversos ambientes, principalmente en
la rizésfera, donde colonizan las raices de las plantas (Ahmad et al., 2019; Liu et al., 2022).
También se ha encontrado que colonizan el tejido endofitico de muchas plantas de
importancia econdémica, incluido el maiz (Sui et al., 2024). Ademas, las especies nativas de
hongos entomopatogenos tienen una ventaja sobre otros enemigos naturales exoticos: estan

adaptadas al habitat de las plagas y presentan menos riesgos para otros organismos dentro de



los agroecosistemas (Johny et al., 2012). Esto resalta su potencial como una alternativa

ecologica y sostenible para el control de plagas.

La presencia de hongos entomopatogenos ha sido ampliamente documentada en diversos
suelos de importancia agricola en México (Gonzalez-Cava et al., 2019; Serna-Dominguez et
al., 2019). Huerta-Ramirez et al. (2018) identificaron aislamientos de diferentes muestras de
suelo recolectadas en el estado de Michoacéan. Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre
el aislamiento de estos organismos nativos en diversas etapas de vida de S. frugiperda
(Lezama-Gutiérrez et al., 2001). En la mayoria de estos estudios, los géneros Beauveria y

Metarhizium fueron los mas abundantes.

Las especies Beauveria bassiana (Balsamo-Crivelli) Vuillemin y Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff) Sorokin son las mas comunes y efectivas para controlar diversas especies de
insectos plaga (Pacheco-Hernandez et al., 2019), incluyendo S. frugiperda (Fakeer et al.,
2024), y su principal modo de accion es a través del contacto de los conidios con la cuticula
del insecto. Ambas especies de hongos tienen la capacidad de colonizar las plantas de manera
endofitica, y como tal, se ha observado que juegan un papel significativo en la proteccion
contra herbivoria y enfermedades causadas por hongos, virus y bacterias fitopatogenas
(Mwamburi, 2021). Otra especie de hongo de gran interés debido a su alta virulencia y
persistencia en el campo contra las poblaciones de S. frugiperda es Metarhizium rileyi

(Farlow) Kepler S.A. Rehner y Humber (= Nomuraea rileyi) (Peng et al., 2024).

II1. 7 Biologia y ecologia de Metarhizium rileyi (Farlow) Kepler S.A. Rehner y Humber

El hongo entomopatogeno M. rileyi (Farlow) (Ascomycetes: Hypocreales) fue anteriormente
conocido bajo otros nombres taxondémicos, como Botrytis rileyi (Farlow), Spicaria rileyi
(Farlow) Charles y Nomuraea rileyi (Farlow) Samson (Dev ef al., 2021). No obstante, gracias
a estudios morfologicos y filogenéticos realizados por Kepler et al. (2014), se determind que
pertenece al género Metarhizium. Esta especie se encuentra ampliamente distribuida y, al
igual que otras del mismo género, es comun en suelos (Peng et al., 2024). Este hongo se ha
aislado de aproximadamente 60 especies de lepiddpteros, méds de la mitad de las cuales
pertenecen a la familia Noctuidae (Fronza ef al., 2017). Al ser inoculado en un medio de
cultivo rico en maltosa, peptona de caseina y extracto de levadura, se observa una fase inicial

caracterizada por la formacioén de micelio blanco. Posteriormente, se produce la formacién de
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conidios, lo que da lugar a una coloraciéon verde olivacea. En larvas de S. frugiperda sigue
este mismo patron. Estudios microscopicos han revelado que los conidios de este hongo son
ovoides y se disponen en cadenas cortas y divergentes, originadas a partir de fidlides (Figura
5). Para que complete eficazmente su ciclo de infeccién en un huesped, requiere condiciones
ambientales favorables, como temperaturas cercanas a los 25°C y niveles de humedad

relativa superiores al 75 % (Visalakshi et al., 2020; Xu et al., 2025).

Figura 5. Morfologia de Metarhizium rileyi, a: conidios verdes olivaceos cubriendo una larva
de Spodoptera frugiperda, b: Micelio blanquecino producido por M. rileyi seguido por la
formacion de conidios verdes, c¢: conidios ovoides. La flecha destaca la formacion de cadenas

cortas de conidios en forma de fialides. Fuente autor.

Dada la importancia de S. frugiperda en el cultivo de maiz y su expansion global, actualmente
existe la necesidad de comprender mas a fondo los hongos entomopatdégenos nativos
asociados con este insecto y la interaccion insecto-planta-patdégeno. Esto resulta crucial para

disefiar un programa de manejo integrado de este insecto plaga.

Esta investigacion pretende generar tanto conocimiento fundamental como aplicado sobre la
actividad biologica de especies de hongos entomopatogenos aisladas de poblaciones de S.

frugiperda. Esto se lograra mediante un monitoreo sistematico de las larvas de esta plaga en
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zonas productoras de maiz en el norte del estado de Michoacan. Posteriormente, se
seleccionaran a nivel de laboratorio los aislamientos con perspectivas biologicas
prometedoras para su aplicacion, llevando a cabo estudios en condiciones de invernadero y
campo sobre plantas de maiz. Estas investigaciones contribuyen a los esfuerzos nacionales e
internacionales en curso para establecer una estrategia de control dentro del marco de manejo

integrado para S. frugiperda.
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IV. HIPOTESIS

H1. Los hongos entomopatdgenos se encuentran asociados a poblaciones de S. frugiperda en

cultivos de maiz en el norte del estado de Michoacan.

H2. Metarhizium rileyi es altamente patogeno para las larvas de S. frugiperda y su

variabilidad genética estd asociada con su distribucion geografica.

H3. Metarhizium rileyi es un agente potencial para controlar S. frugiperda en condiciones de

invernadero y campo.
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V. OBJETIVOS

V.I. Objetivo General

Caracterizar bioldgica y genéticamente los aislamientos mexicanos de Metarhizium rileyi

obtenidos de larvas de S. frugiperda recolectadas en cultivos de maiz.

V.IIL. Objetivos especificos

1. Determinar la tasa de mortalidad y esporulacién de 24 aislamientos mexicanos de M.
rileyi en larvas de segundo instar de S. frugiperda.

2. Caracterizar, genética y bioldgicamente, a cinco aislamientos de M. rileyi procedentes
de diferentes sitios geograficos del norte del estado de Michoacan.

3. Evaluar la eficacia de un aislamiento promisorio de M. rileyi para el control de S.

frugiperda en plantas de maiz en condiciones de invernadero y campo.
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VI. PREVALENCIA NATURAL, CARACTERISTICAS MOLECULARES Y
ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Metarhizium rileyi FARLOW) AISLADO DE LARVAS
DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) EN MEXICO

RESUMEN

Los hongos entomopatogenos son considerados agentes potenciales de control bioldgico
contra Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), la plaga mas importante del maiz a nivel mundial.
En este estudio, se evalud la infeccion natural, las caracteristicas moleculares y la actividad
biologica de Metarhizium rileyi (Farlow), el cual se aislo de larvas de S. frugiperda
recolectadas en cultivos de maiz en cinco localidades de México. La infeccion natural varid
entre el 23 % y el 90 % en las localidades analizadas. Se evaluaron 24 aislamientos sobre
larvas de S. frugiperda de segundo estadio expuestas a una concentracion de 1.0 x 108
conidios/mL. Se obtuvo una mortalidad entre 70 % y 98.7 % y un nivel de esporulacion entre
el 60.5 % y 98.7 %. Se seleccionaron los aislamientos, T9-21, Z30-21, PP48-21 y L.8-22, para
determinar sus relaciones filogenéticas mediante el analisis del gen S-tubulina y comparar la
concentracion letal media (CLso), el tiempo letal medio (TLso) y la supervivencia larval. El
analisis filogenético agrupd a los aislamientos en tres clados. Los aislamientos T9-21, PP48-
21 y J10-22 estuvieron estrechamente relacionados (clado A), mientras que los aislamientos
730-21 (clado B) y L8-22 (clado C) mostraron una mayor divergencia genética. Sin embargo,
estas diferencias genéticas no siempre se reflejaron en la patogenicidad, ya que no se
observaron diferencias significativas en los valores de CLso. Ademas, los aislamientos T9-21,
J10-22 y L8-22 mostraron una mayor virulencia al reducir el tiempo de la supervivencia
larval. Estos resultados sugieren que los aislamientos nativos de M. rileyi representan una

alternativa prometedora para el control biologico de S. frugiperda.

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los tres cereales mas consumidos a nivel global, junto con el
arroz (Oryza sativa L.) y el trigo (Triticum aestivum L.) (Neupane et al., 2022). Debido a su
alto contenido proteico, representa una fuente esencial de alimento tanto para los humanos
como para el ganado (Panda et al., 2022). México ocupa el séptimo lugar entre los mayores
productores de maiz en el mundo, con una produccién anual que supera los 21 millones de

toneladas y una superficie cultivada de mas de seis millones de hectareas (FAO, 2022).
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Uno de los principales desafios para la produccion de maiz es la presencia del gusano
cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Este lepidoptero,
originario de América, se ha expandido rapidamente desde 2016 y actualmente es considerado
una plaga invasiva de gran impacto en Africa, Asia y Australia (Tay et al., 2023). Las larvas
se alimentan principalmente de las hojas en desarrollo del maiz, lo que puede provocar una
reduccién en la capacidad fotosintética de las plantas y el rendimiento del cultivo hasta en un

58 % (Chimweta et al., 2020).

El manejo de esta plaga se basa principalmente en la aplicacion frecuente de insecticidas de
amplio espectro. No obstante, esta estrategia no garantiza un control efectivo, ya que S.
frugiperda posee una alta capacidad para desarrollar resistencia a la mayoria de los
compuestos quimicos convencionales (Blanco et al., 2014). Ademads, el uso de estos
productos puede tener efectos adversos tanto en la salud humana, en el medio ambiente y la
economia del agricultor, ya que reduce las poblaciones de artropodos benéficos y eleva los
costos de produccion agricola (Cech ef al., 2022). Debido a estas limitaciones, es fundamental
identificar alternativas de control que sean compatibles con el manejo integrado de plagas
(MIP) (Kenis et al., 2022). En este sentido, el uso de hongos entomopatdgenos como agentes

de control biologico ha cobrado especial relevancia (Fronza et al., 2017).

Los hongos entomopatdgenos, un grupo especializado de microorganismos que habitan en el
suelo, representan una estrategia eficaz para el control de diversas plagas agricolas (Islam e?
al., 2021). Estos hongos pueden infectar diferentes etapas del ciclo de vida de sus
hospedadores, se encuentran bien adaptados a los entornos donde habitan los insectos y
presentan un menor impacto sobre organismos no objetivo dentro de los agroecosistemas

(Johny et al., 2012).

Entre los agentes bioldgicos mas utilizados en el control de plagas destacan especies de los
géneros Beauveria (Vuillemin) y Metarhizium (Sorokin), reconocidos por su eficacia como
bioinsecticidas (Ramanujam et al., 2020). Metarhizium rileyi (Farlow) Kepler, S.A. Rehner y
Humber (anteriormente Nomurea rileyi) (Hypocreales: Clavicipitaceae) es un hongo patogeno
de distribucioén global que afecta a multiples especies de lepidopteros (Kepler et al., 2014;
Fronza et al., 2017). Se han registrado brotes naturales de este microorganismo en diversas
plagas de la familia Noctuidae (Wyckhuys y O’Neil, 2006; Dev et al., 2021), incluyendo
Spodoptera frugiperda (Bosa et al., 2004; Visalakshi et al., 2020; Wang et al., 2022; Sun et
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al., 2023). Aunque M. rileyi ha sido identificado como un agente de control efectivo dentro de
las estrategias de manejo integrado de plagas (Fronza et al., 2027), su capacidad para inducir

mortalidad en los insectos varia entre los diferentes aislamientos (Tay et al., 2023).

Por esta razon, es esencial identificar y caracterizar aislamientos nativos de M. rileyi que estén
implicados en epizootias naturales de S. frugiperda. En este estudio, se evaluo la presencia
natural de este hongo en larvas de S. frugiperda recolectadas en cinco regiones productoras de
maiz en México. Ademas, se compard la actividad biologica y la capacidad de esporulacion
de 24 aislamientos en larvas de segundo estadio de la plaga. Posteriormente, se seleccionaron
cinco aislamientos con el objetivo de analizar sus relaciones filogenéticas, a través del gen f-
tubulina (Kepler et al., 2018), y evaluar su actividad bioldgica en términos de concentracion

letal media (CLso), tiempo letal medio (TLso) y supervivencia larval.

En este trabajo, se define la patogenicidad como la capacidad del hongo para invadir el
hospedador, establecer la infeccion, reproducirse y causar la muerte, evaluada mediante
parametros de concentracion-mortalidad. Por otro lado, la virulencia se refiere al tiempo
medio que transcurre entre la infeccion y la muerte del hospedador (Thomas y Elkinton,

2004).

MATERIALES Y METODOS

A menos que se especifiquen condiciones diferentes, el crecimiento fungico (cultivos
polispdricos y monosporicos), los microcultivos, la viabilidad conidial y los bioensayos se
evaluaron en el laboratorio a 25 °C + 2 °C, 75% + 5% de humedad relativa (HR) en total

oscuridad.

- Cria de insectos

Los insectos empleados en este estudio provinieron de una colonia de S. frugiperda mantenida
en el Laboratorio de Entomologia Agricola del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y
Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH),
ubicado en El Trébol, Tarimbaro, Estado de Michoacan, México. Las larvas se criaron de
manera individual en vasos plasticos de 30 mL, donde se les proporcioné un fragmento de
dieta semisintética (Poitout et al., 1974) libre de formaldehido. Las pupas se colocaron en

recipientes plasticos de 0.5 L y, una vez que los adultos emergieron, se trasladaron a bolsas de
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papel kraft (18 x 11 x 40 cm) en una proporcién cercana a 1:1 (macho: hembra). Los adultos
recibieron alimentacion a base de una solucion de miel al 15%. Durante la fase de
oviposicion, las bolsas de papel se reemplazaron diariamente. Todo el procedimiento de cria
se llevo a cabo en una camara climatica bajo condiciones controladas de 25 °C + 2 °C, 70% =+

5% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16:8 h (luz: oscuridad).

- Aislamientos fingicos

Durante la temporada de lluvias en septiembre de 2021 y 2022, se recolectaron 295 larvas de
S. frugiperda en cultivos de maiz ubicados en cinco localidades de los municipios de
Tarimbaro, Zinapécuaro, Patzcuaro y Chucandiro, en el estado de Michoacan, México (Tabla
1). En esta region, la temperatura maxima promedio durante el dia fue de 28 °C, con valores
que oscilaron entre 27 °C y 29 °C, mientras que la temperatura minima nocturna promedio fue
de 9 °C, oscilando entre 9 °C y 10 °C. La humedad relativa promedio en septiembre fue del
79%, con un rango de 76% a 84% (datos obtenidos de www.meteored.mx, consultado el 1 de

marzo de 2024).

Tabla 1. Localidades y fecha de recoleccion de Metarhizium rileyi aislado de larvas de

Spodoptera frugiperda
Sitio de colecta/municipio Fecha de Numero de larvas Coordenadas
recolecta recolectadas
El Trébol, Tarimbaro 02/09/2021 137 N19°46'12.5076"'- W101°09'17.6724""
Pefia del Panal, Tarimbaro 07/09/2021 78 N19°46'27.8976"'-W101°11'04.452"
Zinapécuaro, Zinapécuaro 15/09/2021 44 N19°50'46.2703"'- W101°01'40.2930"
Lagunillas, Patzcuaro 07/09/2022 25 N19°36'40.554"'-W101°25'23.7"
El Jacal, Chucandiro 21/09/2022 11 N19°53'16.3644"'-W101°20'12.1632"

Las larvas se recolectaron directamente de las plantas de maiz mientras se caminaba por el
campo. La recoleccion se realizd en diferentes etapas fenoldgicas del cultivo, entre V10 y
V15 (Ritchie et al., 1993). Tras la recoleccion, las larvas se colocaron en recipientes plasticos
con hojas de maiz y se trasladaron al Laboratorio de Patologia de Insectos-IIAF-UMSNH.
Con un dispositivo GPS se registraron las coordenadas geograficas de cada sitio de
recoleccion.
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En el laboratorio, las larvas se depositaron individualmente en vasos plasticos de 30 mL con
una dieta semisintética y se monitorearon a diario hasta que puparon para detectar posibles
signos de infeccion fungica o la presencia de otros patdogenos. Se obtuvieron 89 aislamientos
fingicos, uno por cada larva infectada (como se detalla en la Seccidn 3). En aquellos casos en
donde las larvas mostraron signos de micosis, se realizaron cultivos polispdricos. Para ello,
con un asa microbiologica estéril, se tomaron conidios de las larvas infectadas y se inocularon
en medio agar peptona y maltosa enriquecido con extracto de levadura (MPLY: 40 g/L de
maltosa, 10 g/L de peptona de caseina, 10 g/L de extracto de levadura y 15 g/L de agar), con
la adicion de los antibidticos sulfato de estreptomicina (0.05%) y cloranfenicol (0.04%)

(Akutse et al., 2013). Todos los cultivos se incubaron durante 14 d.

Posteriormente, se realizaron microcultivos para evaluar la viabilidad de los conidios. Para
esto, se tomo una muestra de conidios de cada cultivo polispdrico y se suspendié en 1.0 mL
de una solucion estéril de Tween 80 al 0.05%. Luego, se tomo6 una alicuota de 100 pL de esta
suspension y ajustd a una concentracion de 1 x 10® conidios/mL, y se depositd sobre 250 pL.
de medio MPLA solidificado en un portaobjetos estéril. A las 24 h de incubacion, se
contabilizaron los conidios germinados. Se considerd que un conidio habia germinado cuando
la longitud del tubo germinativo era al menos dos veces la longitud del conidio (Goettel e
Inglis, 2012). El porcentaje de germinacion de conidios se calculd con la siguiente formula: %
germinacion de conidios = (V/T) x 100 donde V es el numero total de conidios viables y T es
el numero total de conidios viables y no viables en la muestra (Rombach, 1989). Los
aislamientos fungicos se consideraron viables si la germinacion de conidios fue > 95% (Sevim
et al., 2010; Falvo et al., 2016). La identificacion morfologica de los aislamientos se realizo
con el uso de las claves propuestas por Humber (2012) bajo un microscopio 6ptico con un

aumento de 400x.

De los 89 aislamientos obtenidos, se seleccionaron 24 para evaluar su actividad biologica,
basandose en que su viabilidad de conidios estuviera entre 95% y 100%. A partir de estos 24
aislamientos, se realizaron cultivos monospdricos segun la metodologia propuesta por Goettel
e Inglis (2012), con la diferencia de que los conidios se incubaron a 25 + 2 °C en lugar de 28
°C. Los conidios se recuperaron del cultivo con una espatula estéril, siguiendo el método
descrito por Ramakuwela et al. (2020); posteriormente, se resuspendieron en 100 mL de agua

destilada estéril.
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- Bioensayos con una unica concentracion

Se utilizaron grupos de 20 larvas de S. frugiperda de segundo estadio (entre 8 y 10 h después
de la muda), las cuales se sumergieron durante 20 seg en 3 mL de una suspension de conidios
de cada uno de los 24 aislamientos, los cuales se ajustaron a una concentracion de 1 x 108
conidios/mL. Este procedimiento se bas6 en el protocolo descrito por Goettel e Inglis (2012).
La concentracién de conidios se determind en una camara de Neubauer® bajo microscopia
optica y una magnificacion de 400%. Para una adecuada dispersion de los conidios se utilizo
Tween 80 al 0.05% (p/v). Posterior al tratamiento, las larvas se colocaron individualmente en
vasos plasticos ventilados de 30 mL con un fragmento de dieta semisintética. Después de 24
h, las larvas se trasladaron a pocillos cilindricos de 2 cm? en placas de cultivo celular de 24
pocillos, cada uno con dieta semisintética fresca. Cada conjunto de 20 larvas se considerd una
réplica experimental y realizaron cuatro réplicas por aislamiento. Para el grupo control, las
larvas se trataron con agua destilada estéril que contenia inicamente Tween 80 al 0.05%. Los
bioensayos se revisaron cada 24 h durante un periodo de 13 d para realizar el registro de la
mortalidad larval de cada aislamiento evaluado. Las larvas muertas se transfirieron
individualmente a pocillos estériles de placas de 24 pocillos con papel filtro humedecido con
500 pL de agua destilada estéril, con el objetivo de inducir la esporulacion. Posteriormente, se

cuantifico la proporcion de cadaveres con esporas.

A partir de los resultados obtenidos en los bioensayos y considerando los sitios de
aislamiento, se seleccionaron cinco aislamientos (T9-21, Z30-21, PP48-21, J10-22 y L8-22),
representativos de distintas localidades (Tabla 1), para llevar a cabo analisis de
caracterizacion genética mediante secuencias del gen f-tubulina, asi como evaluaciones de su

actividad biologica.

- Caracterizacion genética

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizo6 a partir de micelio de los aislamientos T9-21, Z30-21, PP48-
21, J10-22 y L8-22. Para ello, estos aislamientos se inocularon individualmente 100 mL de
medio liquido Sabouraud dextrosa (SDB) (Bioxon, Ciudad de México, México) con un disco
de 10 mm de diametro, obtenido de cultivos fungicos de 20 d de crecimiento en MPLA. Los

cultivos en SDB se incubaron a 25 °C en condiciones de oscuridad durante siete dias y se
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mantuvieron en agitacion a 120 rpm en un agitador orbital. Posteriormente, el micelio se
recolectd por filtracion (Enkerli y Widmer, 2010), se lavé dos veces con agua estéril y se
almaceno a —70 °C hasta su procesamiento. Para la extraccion, se tomaron 30 mg de micelio
de cada aislamiento, los cuales se colocaron en microtubos de 2 mL y se trataron con el
tampon de extraccion CTAB, previamente calentado a 65 °C, durante 5 min. La mezcla se
tritur6 con un micropistilo y se dejé incubar a temperatura ambiente por otros 5 minutos. A
continuacion, se afiadieron 600 puL de una mezcla fenol-cloroformo—alcohol isoamilico
(25:24:1) y la muestra se agitd vigorosamente durante un minuto. La mezcla se centrifugd a
14,000 rpm durante 12 min a 8 °C. Se recuperaron 400 pL del sobrenadante y se transfirieron
a nuevos microtubos en donde se agregaron 100 pL de acetato de sodio 10 M. Tras invertir
suavemente los tubos, se afiadieron 500 pL de isopropanol, y la mezcla se almacend durante
24 h a —20 °C para favorecer la precipitacion del ADN. Posteriormente, la muestra se
centrifugd nuevamente a 14,000 rpm durante 5 min a 8 °C. El isopropanol se decant6 y se
afadi6o 1 mL de etanol al 70% frio, la muestra se mezcld suavemente y se incubd durante 5
min a temperatura ambiente. Luego, se realizd6 una nueva centrifugacion en las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. El etanol se elimind por decantacién y el pellet
resultante se dejo secar al aire durante una hora. Finalmente, el pellet se resuspendio en 50 uLL
de agua estéril. La concentracion de ADN se determiné en un espectrofotdmetro NanoDrop

Lite (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EE. UU.).

Amplificacion del gen f-tubulina

La amplificacion del gen fS-tubulina se llevd a cabo mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con los siguientes oligonucle6tidos: TUB-F (5-TGG GCY AAR GGY
CAC TAC ACY GA-3') y TUB-R (5'-TCA GTG AAC TCC ATC TCR TCC AT-3’). Las
reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50 pL, que contenia 25 uL de Go
Taq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, EE. UU.), 1.25 uL de cada oligonucledtido
y 10 ng de ADN genomico. Las condiciones del ciclo térmico consistieron en una
desnaturalizacion inicial de 2 min a 95 °C, seguida de 34 ciclos de 10 seg a 95 °C, 30 seg a 50

°C y un minuto a 72 °C, con una extension final de 5 min a 72 °C.

Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0%
utilizando tampon SB (1 M acido borico, 0.25 M hidréxido de sodio, pH 8.5). Las bandas se

visualizaron mediante tincién con bromuro de etidio (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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MA, EE. UU.) y se registraron con el sistema de documentacion de geles GelDoc EQ (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.), utilizando el software Image Lab version 5.2.1
(Bio-Rad Laboratories, CA, EE. UU.). Para estimar el tamafio de las bandas, se utilizd una

escalera molecular de 100 pb (Jena Bioscience, Jena, Alemania).

Los productos de PCR se purificaron empleando el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega), y posteriormente se realiz6 la secuenciacion bidireccional por la técnica
de Sanger en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO,
Irapuato, México), utilizando los iniciadores TUB-R/TUB-F. Las secuencias directa e inversa
fueron ensambladas y editadas para obtener una secuencia consenso, mediante el software

Geneious version 2013.1.2 (Biomatters, Auckland, Nueva Zelanda).

Las secuencias obtenidas para los cinco aislamientos se depositaron en la base de datos
GenBank del Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica (NCBI), bajo los numeros
de acceso consecutivos OR589405 a OR589409. Las secuencias consenso se compararon con
secuencias del gen pf-tubulina disponibles en las bases de datos. Para esto, se utilizd la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST version 2.15.0) del NCBI. Las
secuencias con mayor similitud fueron descargadas en formato FASTA para ser utilizadas

como referencia en los andlisis filogenéticos.

El anélisis filogenético se realizd en el software MEGA 11, version 11.0.13, mediante el
método del vecino mas cercano (Neighbor-Joining), con 1000 réplicas de bootstrap. Las
distancias filogenéticas se calcularon mediante el método de méxima verosimilitud compuesta
(Maximum Likelihood Composite), basado en el niimero de sustituciones por sitio. Se

excluyeron todas las posiciones con huecos o datos faltantes.

- Respuesta de concentracion de conidios—mortalidad y velocidad de muerte

Los bioensayos para evaluar la mortalidad y la velocidad de accion de cada aislamiento sobre
larvas de segundo estadio se realizaron conforme a lo descrito en la Seccion 2.3, con la
diferencia de que se utilizaron cinco concentraciones de conidios, desde 1 x 10° hasta 1 x 10°
conidios/mL. La mortalidad larval se evalu6 a intervalos de 24 h durante un periodo de 14 d.
Para determinar el valor de LTso y la mortalidad acumulada hasta los 14 d de incubacion, se

utilizé una concentracion fija de 1 x 108 conidios/mL.
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- Analisis estadisticos

La mortalidad larval y el nimero de larvas micosadas causadas por los 24 aislamientos
fingicos en los bioensayos con una unica concentracion se analizaron mediante un analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de comparacion de medias de Tukey
HSD (p < 0.05), previa verificacion de la homogeneidad de varianzas mediante la prueba de
Levene. Antes del analisis, los datos se transformaron mediante la formula arco seno de la

raiz cuadrada (arcsin Vx).

Las pruebas estadisticas se realizaron en el software R version 4.0 (https://www.r-project.org/,

consultado el 1 de marzo de 2024). Para evaluar la correlacion entre la mortalidad larval
(basada en el numero total de insectos tratados) y la esporulaciéon (considerando la
esporulacion de los insectos muertos) provocadas por los 24 aislamientos fingicos, se aplico
la prueba de correlacion por rangos de Spearman en el software SPSS version 21 para

Windows.

Los valores de CLso y TLso se calcularon con el software Polo Plus© version 1.0 (LeOra
Software, Berkeley, CA, EE. UU.) y se realizaron pruebas de bondad de ajuste x> para cada
aislamiento. Las diferencias entre los valores de CLso y TLso entre aislamientos se
determinaron en funcioén de la no superposicion de los intervalos de confianza al 95%. El TLso
se calcul6 considerando la concentracion requerida para causar la muerte de aproximadamente

el 90% de los insectos tratados.

Para comparar el efecto de cinco aislamientos sobre la supervivencia de larvas de S.
frugiperda, se utilizaron tanto el andlisis de supervivencia de Kaplan—Meier y Gehan—
Breslow, como el procedimiento no paramétrico LIFETEST. Ademas, se aplic6 una prueba de
comparacion multiple por pares (Long-Rank test, p < 0.05) para detectar diferencias

significativas entre tratamientos (SAS/STAT®, SAS Institute, Cary, NC, EE. UU.).

RESULTADOS

- Recoleccion de hongos en campo

De un total de 295 larvas recolectadas, 89 presentaron infeccion por hongos
entomopatogenos. Con base en sus caracteristicas morfologicas, todos los aislamientos se

identificaron como M. rileyi. Inicialmente, estos aislamientos formaron una cubierta blanca
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solida sobre el medio de cultivo MPLA y desarrollaron una coloracion verde claro
aproximadamente a los 9 d. Al ser observados al microscopio, se identificaron cadenas cortas

y divergentes de conidios ovoides producidos sobre fidlides (Figura 6).

En la primera recoleccion en campo (septiembre de 2021), el porcentaje de larvas de S.
frugiperda infectadas por M. rileyi fue de 23%, 30% y 30% en las localidades de El Trébol,
Pefia del Panal y Zinapécuaro, respectivamente. En la segunda recoleccion (septiembre de
2022), el porcentaje de infeccion fue de 48% y 90% para las larvas recolectadas en El Jacal y
Lagunillas, respectivamente. No se observaron larvas con signos de infeccidon por virus,
bacterias u otras especies de hongos entomopatdogenos en ninguna de las localidades de
muestreo. La germinaciéon de conidios de los 89 aislamientos mencionados anteriormente
vari6 entre 3.3% y 98.5% (Tabla 4 Suplementaria). Del total de larvas recolectadas, el 1.96%

(n = 5) fueron parasitadas por taquinidos (Diptera: Tachinidae).

Figura 6. Caracteristicas morfologicas de cinco aislamientos mexicanos de M. rileyi sobre S.
frugiperda; (A-E) Esporulacion producida por los aislamientos T9-21, Z30-21, PP48-21, J10-
22 y L8-22 sobre larvas de S. frugiperda, respectivamente, 8 d posteriores a la inoculacion. Se
observa micelio blanquecino seguido por esporas de color verde claro. (F) Colonia de M.
rileyi en medio de cultivo MPLA a los 14 d posteriores de la inoculacion. Inicialmente se
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observa una cubierta densa de color blanco que posteriormente se torna verde claro. (G)
Fialides dispuestas en verticilos y conidioforos. (H) Conidios ovoides dispersos, algunos
formando cadenas cortas.

- Bioensayos con una unica concentracion

A una concentracion de 1 x 10® conidios/mL, se observaron diferencias significativas entre
los aislamientos en la mortalidad de larvas de segundo estadio de S. frugiperda (F23,72 = 4.88,
p < 0.0001), asi como en la proporcion de cadaveres que presentaron esporulacion (Faz72 =
6.87, p <0.0001), a los 13 d posteriores a la inoculacién (Tabla 2). La mortalidad causada por
el aislamiento T1-21 (70%) fue significativamente menor en comparacion con el resto de los
aislamientos, los cuales produjeron mortalidades entre 89% y 99%, sin observarse diferencias

significativas entre ellos.

Con respecto a la esporulacion, no se observaron diferencias significativas en la mayoria de
los aislamientos (que variaron entre 85% y 98%) con las siguientes excepciones: (i) el
aislamiento T1-21 (60.5%) fue significativamente inferior en comparacion con los demads
aislamientos (que variaron entre 82% y 98%), con la excepcion del aislamiento PP1-21
(80%); (ii) el aislamiento T69-21 (82%) fue significativamente inferior en comparacion con el
aislamiento J10-22 (97%). Se observo una correlacion positiva y significativa entre la
esporulacion del hongo y la mortalidad las larvas 15 d después de la inoculacion (Spearman

Rho = 0.55, p < 0.0001) (Tabla 2).

Tabla 2. Mortalidad y esporulacion causadas por una concentracion de 1 x 108 conidios/mL

de 24 aislamientos de M. rileyi en larvas de segundo estadio de S. frugiperda.

Aislamientos Mortalidad (%) + EEM Esporulacion (%) + EEM
T1-21 70.0+4.1a 605+1.7a
T69-21 90.0+2.0b 82.0+ 1.0 bed
T70-21 90.0+2.0b 82.0+ 1.0 bed
T72-21 95.0£2.0b 88.0 + 3.6 bedef
T5-21 93.7+2.4b 87.6 = 4.7 bedef
T9-21 97.5+£32b 94.6 + 2.3 bedef
T8-21 95.0+3.5b 81.3+2.2bc
T2-21 97.5+14b 91.1 £ 1.3 bedef
PP1-21 93.7+3.7b 80.2+3.4ab
PP12-21 95.0+2.0b 81.5+ 1.8 bc
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PP18-21 88.7£43b 88.4 + 4.5 bedef

PP48-21 97.5+1.4b 94.9 + 3.0 bedef
72-21 93.7+1.2b 84.0 + 2.1 bedef
730-21 97.5+1.4Db 96.1 + 2.5 cdef
732-21 95.0+£2.0b 88.0 = 2.7 bedef
Z33-21 90.0+2.0b 93.3 £3.4 bedef
J5-22 96.2+2.4b 94.7 £2.1 bedef
J6-22 93.7+1.2Db 92.0 + 1.5 bedef
J9-22 92.5+32Db 90.5 + 2.7 bedef
J10-22 97.5+1.40b 974+ 15ef
L8-22 98.7+1.2Db 98.7 + 1.2 bedef
L9-22 96.2+1.2Db 90.8 + 2.5 bedef
L11-22 975+1.4b 96.2 £ 1.3 def
L12-22 925+1.4b 89.1 + 2.3 bedef

En negritas, los cinco aislamientos seleccionados para determinar sus relaciones filogenéticas
mediante el analisis del gen S-tubulina y para comparar su actividad bioldgica en términos de
concentracion letal media, tiempo letal media y supervivencia larval. Los datos representan
medias + error estdndar de la media (EEM). Dentro de la misma columna, los datos seguidos
por la misma letra no son significativamente diferentes (separacion de medias por prueba

Tukey HSD; p > 0.05).

Los cinco hongos entomopatogenos mexicanos seleccionados de diferentes puntos
geograficos se agruparon con las secuencias de M. rileyi, basdndose en su estructura
molecular mediante las secuencias del gen f-tubulina. El analisis BLASTN mostrd que las
cinco secuencias compartieron una similitud del 99.32%. Ademas, al alinearlas para la
determinacion de vacios, mostraron una similitud del 99.08% y 98.47% con las secuencias de
M. rileyi del GenBank (KX641195 y KJ398566, respectivamente). El analisis filogenético
reveld tres ramas fuertemente soportadas, una de ellas respaldada por los aislamientos de M.

rileyi (Figura 7).

Los hongos entomopatdgenos mexicanos se agruparon con un 100% de soporte de rama con
la secuencia de M. rileyi reportada por Kepler et al. (2014). Las secuencias de los cinco
aislamientos mexicanos fueron clasificadas en tres clados, denominados A, B y C. Los
aislamientos PP48-21, J10-22 y T9-21 mostraron un clado respaldado con un 53% (clado A).

En este clado, los aislamientos PP48-21 y J10-22 estuvieron estrechamente relacionados
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(75%). El aislamiento Z30-21 (clado B) mostré6 una relacion modesta (40%) con el
aislamiento L8-22 y uno utilizado como referencia (KX641195) (clado C). Los aislamientos

L8-22 y KX641195 estuvieron estrechamente relacionados (89%).

75 Metarhizium rileyi PP48-21
53 \_ Metarhizium rileyiJ10-22  — A
94 ‘— Metarhizium rileyi T9-21
N Metarhizium rileyi Z30-21 :- B
100 40 Metarhizium rifeyiL8-22

89 |_sz41 195 Mefarhizium rileyi

KJ39856€ Metarhizium rileyi

/,— KJ398586 Metarhizium pemphigi

KC428998 Mefarhizium acridum
90 ‘
\_‘7 MH711930 Metarhizium brunneum
99

100 L[ KJ398571 Metarhizium majus
92 MW 831676 Metarhizium robertsii

DQO079595 Hirsutefla thompsonii

Figura 7. Arbol filogenético inferido con el método de vecino mas cercano de 13 secuencias
de p-tubulina de aislamientos de hongos entomopatogenos. Cinco secuencias de M. rileyi
(aislamientos T9-21, Z30-21, PP48-21, J10-22 y L8-22) obtenidas de larvas de S. frugiperda
en cinco localidades del norte del estado de Michoacén, México, se agruparon mediante el
modelo de Tamura 3. La longitud de las ramas se presenta como el nimero de sustituciones

de bases por sitio. Las secuencias de M. rileyi se agruparon en tres clados (A, By C).
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Los valores de CLso para las larvas de segundo instar de S. frugiperda no mostraron
diferencias significativas entre los cinco aislamientos de M. rileyi, basado en la superposicion
de los intervalos de confianza del 95% (Tabla 3). Los valores de CLso variaron de 2.04 x 10°a
1.05 x 10° conidios/mL. A una concentracion de 1.0 x 10® conidios/mL, los aislamientos T9-
21, J10-22 y L8-22 fueron los mas virulentos, con valores de TLso de 7.40, 7.04 y 7.5 d,

respectivamente, y no se observaron diferencias significativas entre ellos (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones letales medias y tiempos letales medios de Metarhizium rileyi en

larvas de segundo instar de Spodoptera frugiperda inoculadas con cinco aislamientos

diferentes.
Aislamientos ~ Dias Pos-  Pendiente + CLso Limites inferiores- 2 TLso (dias post- Limites inferiores-
inoculacién EEM (conidio mL™") superiores inoculacion) superiores
T9-21 13 0.61 £0.07 1.05x10% 1.9 x10°-3.49 x 10° 4.05 7.40 7.01-7.76
730-21 13 0.41 £ 0.05 215%10°  59x10*-7.3x10° 3.94 9.46 9.04-9.90
PP48-21 13 0.48 £0.06 418x10°  1.3x10°-2.7x10° 4.87 9.65 9.30-10.0
J10-22 12 0.56 £0.06 2.04%x10°  7.7x10*-42x10° 2.20 7.04 6.59-7.47
L8-22 10 0.39+0.05 7.85%x10°  2.5%x10°-1.8x10° 2.36 7.49 7.04-7.92

El andlisis de supervivencia de Gehan—Breslow y Kaplan—-Meier reveld diferencias
significativas entre los aislamientos de M. rileyi (prueba log-rank, y*> = 76.04, p < 0.0001,
Figura 8). Los aislamientos T9-21, J10-22 y L8-22 causaron menor supervivencia que los
demas aislamientos. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre el

aislamiento L8-22 y PP48-21 (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de supervivencia de Gehan—Breslow y Kaplan—Meier de larvas de segundo
instar de S. fiugiperda después de la inoculacién con una concentraciéon de 1.0 x 108
conidios/mL de cinco aislamientos de M. rileyi bajo condiciones de laboratorio. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre los aislamientos (prueba log-rank, p < 0.05).

DISCUSION

Varios estudios han informado que las larvas de S. frugiperda pueden ser naturalmente
infectadas por M. rileyi, lo que sugiere que este hongo entomopatdégeno podria ser un factor
importante en la regulacion de las poblaciones de este insecto plaga (Bosa et al., 2004;
Visalakshi et al., 2020; Wang et al., 2022; Sun et al., 2023). Ademas, se ha reportado una alta
incidencia de epizootias causadas por M. rileyi sobre diferentes estadios larvales de este
insecto en cultivos de maiz (Bosa et al., 2004). En México, se han registrado porcentajes
variables de infeccion natural de este hongo en S. frugiperda en varios estados de México,
con valores de 8.6% en Chihuahua (Ordofniez-Garcia et al., 2015), 16% en Coahuila (Rios-
Velasco et al., 2011), 8.9% en Nayarit (Estrada-Virgen ef al., 2013), 0.3—17% en Jalisco, 3.5—
7.5% en Colima, 0.9—8% en Michoacan (Lezama-Gutiérrez et al., 2001) y 3.05% en Chiapas
(Ruiz-Ngjera et al., 2013).

En nuestro estudio, la prevalencia de infecciones por M. rileyi en S. frugiperda en campos de
maiz fue mas alta en todos los sitios de recoleccion (rango de 23% a 90%) en comparacion

con los estudios previos. Sin embargo, nuestros hallazgos son consistentes con las infecciones
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naturales observadas fuera de América. Por ejemplo, Visalakshi et al. (2020) observaron
micosis en un rango de 5.6% a 38% en larvas de S. frugiperda en maiz y otros cultivos en
India. Ginting ef al. (2020) reportaron una incidencia del 79% de este hongo sobre este mismo
insecto plaga en Indonesia. En contraste, recientemente se reportd que las frecuencias de
infeccion fungica de M. rileyi en larvas de S. frugiperda en cultivos de maiz en China fueron
muy bajas (0.32%), con solo dos larvas infectadas, una por B. bassiana y otra por M. rileyi
(Sun et al., 2023). Esta baja prevalencia de infeccion se atribuy6 a la reciente invasion de este
insecto en ese pais. En general, las diferencias en los porcentajes de infeccion natural pueden
deberse a diversos factores, como el nimero de larvas recolectadas, las condiciones de
incubacidén en laboratorio y las variaciones en la susceptibilidad del insecto hospedador
(Zhang et al., 2022; Pang et al., 2023). Ademas, en condiciones de campo, la alta humedad,
precipitaciones y las temperaturas calidas fueron factores muy favorables para el desarrollo y

prevalencia del hongo en India (Visalakshi ef al., 2020).

Previos estudios han demostrado una alta prevalencia y diversidad de hongos
entomopatogenos en poblaciones mexicanas de S. frugiperda (Lezama-Gutiérrez et al., 2001;
Rios-Velasco et al., 2011; Estrada-Virgen et al. 2013; Ordonez-Garcia et al., 2015). Sin
embargo, en nuestro estudio, M. rileyi fue la tnica especie de hongo entomopatdgeno aislada
a partir de larvas de este insecto recolectadas en cultivos de maiz a lo largo de los sitios
muestreados. De manera similar, en otros estudios, este hongo ha sido el méas abundante o el
unico que infecta larvas de S. frugiperda (por ejemplo, en Michoacan, Colima, Jalisco,
Tamaulipas y Chiapas (Lezama-Gutiérrez et al., 2001; Ruiz-Najera et al., 2013). Esto podria
indicar una alta adaptabilidad y prevalencia de M. rileyi sobre este hospedero en condiciones
ambientales especificas. No obstante, no se descarta la presencia de otras especies de hongos
entomopatogenos establecidas en los campos de maiz del estado de Michoacan, como fue
reportado por Lezama-Gutiérrez et al. (2001) en larvas de S. frugiperda y por Huerta-Ramirez

et al. (2018) en muestras de suelo.

Aunque la mayoria de los estudios mencionados no incluyen datos ambientales de campo,
estos se han realizado durante la temporada de lluvias, lo cual coincide con el periodo de
muestreo de nuestro estudio. Sin embargo, en concordancia con Fronza et al. (2017), la
escasez de estudios de campo que incluyan informacion detallada sobre la adaptabilidad de
diferentes aislamientos de M. rileyi en diversas condiciones ambientales representa un aspecto

que debe ser aun atendido.
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Un paso importante para el desarrollo de un bioinsecticida fungico consiste en la seleccion de
aislamientos patogénicos y virulentos (Pang et al., 2023). Ademads, la seleccion de un
patégeno como agente de control bioldgico requiere que los aislamientos sean evaluados
frente a una poblacion del insecto proveniente de la localidad donde se implementara el
programa (Cottrell y Shapiro-Ilan, 2008). En nuestro estudio, 23 de los 24 aislamientos de M.
rileyi, recolectados en campo y evaluados en condiciones de laboratorio, causaron altas tasas
de mortalidad larval (entre 80% y 98.7%), estos resultados son similares a los obtenidos en
estudios realizados en Colombia (Bosa ef al., 2004), India (Visalakshi et al., 2020) y China
(Zhang et al., 2022; Pang et al., 2023).

En el presente estudio, se observo una correlacion positiva entre la mortalidad y la proporcion
de cadaveres que presentaron esporulacion a los 15 d después de la inoculaciéon. De manera
similar, Visalakshi et al. (2020) observaron que todas las larvas de S. frugiperda que murieron
debido a un aislamiento indio de M. rileyi presentaron esporulacion. Sin embargo, en otros
sistemas hospedero-hongo entomopatoégeno, la proporcion de cadaveres con esporulacion fue
baja en relacion con la mortalidad del hospedero (por ejemplo, Beauveria bassiana vs.
Helicoverpa armigera Hiibner (Nguyen et al., 2007) y B. bassiana vs. Diaphorina citri
Kuwayama (Ausique et al., 2017). La emergencia y esporulacion de hongos entomopatdgenos
sobre los cadaveres constituye una fuente clave para la transmision de esporas hacia
hospederos susceptibles, lo que contribuye al desempeiio general del control microbiano en

los cultivos (Ausique et al., 2017).

Las especies del género Metarhizium presentan una importante variaciéon genotipica, e
incluso, los aislamientos de una misma especie muestran variabilidad genética,
potencialmente relacionada con su adaptacion a diferentes habitats (Couceiro et al., 2022).
Metarhizium rileyi ha sido ampliamente estudiado mediante la amplificacion de diferentes
genes, incluidos el factor de elongacion 1-a (Wang et al., 2022), ITS (Pang et al., 2023) y f-
tubulina (Kepler et al., 2014; Wang et al., 2021), entre otros. El gen de la f-tubulina puede
utilizarse para determinar relaciones evolutivas entre secuencias de hongos pertenecientes al
orden Hypocreales (Kepler et al., 2014) y también en hongos basidiomicetos (Begerow et al.,
2004), entre otros. En este estudio, el andlisis filogenético basado en este gen mostré que las
secuencias de M. rileyi formaron un grupo distintivo dentro de las distintas secuencias de
Metarhizium analizadas. Esto concuerda con un estudio detallado realizado por Kepler et al.

(2014), donde dos secuencias de M. rileyi formaron un grupo diferenciado respecto a 56
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secuencias de Metarhizium, mediante el uso de los genes S-tubulina, RPB1, RPB2 y TEF, en
un analisis filogenético de méxima verosimilitud basado en un conjunto concatenado de

datos.

La identificacion molecular basada en el gen f-tubulina demostré que los cinco aislamientos
correspondieron a esta especie, previamente identificada mediante caracteristicas
morfoldgicas. El andlisis filogenético mostré que los cinco aislamientos mexicanos se
relacionaron estrechamente (99% y 98%) con el aislamiento KX641195, obtenido de
Spodoptera depravata (Butler) y con el aislamiento KJ398566, aislado de larvas de
lepidopteros en Brasil (Kepler et al., 2014), respectivamente. La agrupacion de tres de los
cinco aislamientos de M. rileyi (PP48-21, J10-22 y T9-21) sugiere que éstos podrian haber
evolucionado a partir de un mismo nicho ecoldgico, lo cual coincide con su proximidad
geografica. En contraste, los aislamientos recolectados a mayores distancias geograficas (L8-
22 y Z30-21) se agruparon en dos clados diferentes. En este sentido, se requieren estudios
futuros que respalden estos resultados mediante el uso de genes codificantes de proteinas
alternativos (por ejemplo, RPB1, RPB2 y TEF), como se describe en Kepler et al. (2014) para
resolver las relaciones filogenéticas entre los aislamientos mexicanos de M. rileyi. De manera
similar, se necesitan métodos moleculares como la amplificacion del gen del factor de
elongacion 1-a, los microsatélites (ISSR) y el polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) para determinar las especies de Metarhizium, su diversidad genética y la
estructura poblacional, en funcién de su distribucion geografica. Boucias et al. (2000)
determinaron que dos aislamientos de M. rileyi obtenidos de larvas de S. frugiperda
recolectadas en una misma localidad en Brasil se asociaron con clados diferentes. En
contraste, un analisis genético con secuencias ITS mostré que un aislamiento cubano de N.
rileyi estaba estrechamente relacionado con un aislamiento recolectado en China. Estas
diferencias o similitudes genéticas entre aislamientos de M. rileyi, independientemente de la
region o del hospedante del cual fueron obtenidos, se relacionan con el alto grado de

polimorfismo de este patdogeno (Devi et al., 2007; Zhang et al., 2016).

Por otro lado, la patogenicidad de M. rileyi es una caracteristica multifacética que depende de
factores genéticos y bioldgicos (Wang et al., 2021). Las diferencias genéticas observadas
entre los cinco aislamientos de M. rileyi en este estudio no siempre se reflejaron en
diferencias en su patogenicidad, ya que no se observaron diferencias significativas entre sus

valores de CLso. En contraste, los aislamientos T9-21, J10-22 y L8-22 fueron los mas rapidos
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en causar la muerte al provocar menores tasas de supervivencia. Estos resultados coinciden
parcialmente con los obtenidos por Pang et al. (2023), quienes reportaron que la
patogenicidad y la velocidad de accién de dos aislamientos genéticamente similares de M.
rileyi (XSBN200920 y HN-QLZ200714), recolectados de larvas de S. frugiperda en cultivos
de maiz en diferentes localidades de China, variaron significativamente en larvas de tercer y
quinto estadio. Ademas, estos autores relacionaron la actividad biologica del aislamiento mas
patogénico (XSBN200920) con su alto potencial antioxidante y su mayor tasa de crecimiento.
Aun se requieren estudios para identificar los factores asociados con la actividad insecticida
de los aislamientos mexicanos de M. rileyi estudiados, particularmente aquellos relacionados

con la velocidad de accidn.

Algunos de los valores de CLso obtenidos en el presente estudio fueron similares a los
determinados en otros estudios realizados en Colombia mediante el método de aspersion
sobre plantas infestadas con larvas de segundo estadio de S. frugiperda (concentraciones entre
9.8 x 10* y 2.2 x 10° conidios/mL, Bosa et al., 2004). Una concentraciéon de 1 x 106 1 x 107
conidios/mL de dos aislamientos de M. rileyi procedentes de China causé una mortalidad del
50% en larvas de tercer estadio de la misma especie estudiada (Bosa et al., 2004; Pang et al.,
2023). De manera similar, se han reportado valores de TLso de 5—7 d (Bosa et al., 2004) y de
12 d (Zhang et al., 2022) para aislamientos procedentes de Colombia y China,

respectivamente, en larvas de segundo estadio de S. frugiperda.

En general, varios factores pueden influir en la susceptibilidad de los insectos a la infeccion
por hongos entomopatdgenos, incluyendo el estadio de desarrollo del hospedero (Nguyen et
al., 2007), la esclerotizacién de la cuticula y el sistema inmune del insecto (Wang et al.,
2022). Ademads, la expresion de una diversidad de enzimas es crucial en el proceso de
penetracion del hongo, tales como proteasas, quitinasas, actinas e hidrofobinas, asi como
genes como madl y mad2, que codifican adhesinas (Zhang ef al., 2011). En este sentido, la
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo, como SOD y CAT y enzimas
antioxidantes fueron identificados como factores clave responsables de la variacion en
virulencia entre dos aislamientos de M. rileyi recolectados en China (Pang et al., 2023). Por
su parte, Cruz-Avalos et al. (2018) también identificaron los genes de virulencia madl y
mad?2 en M. anisopliae, asi como los genes hydl y hyd2 en B. bassiana aislados de muestras
de suelo de campos de cultivo de maiz. Sin embargo, no se observo una correlacion entre la

presencia de genes de virulencia y la actividad bioldgica.
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Aunque se detect6 una alta actividad insecticida en los cinco aislamientos mexicanos de M.
rileyi estudiados, se requieren mas investigaciones para identificar los factores asociados con
esta actividad biologica y determinar cudles de estos factores son los mas importantes durante

el proceso de infeccion, en particular aquellos relacionados con la velocidad de accion.

CONCLUSIONES

Nuestro estudio proporciona informacién valiosa sobre la filogenia y la patogenicidad de
cinco aislamientos mexicanos de M. rileyi en larvas de segundo estadio de S. frugiperda. Los
aislamientos mexicanos fueron identificados morfologicamente como M. vrileyi y
genéticamente relacionados con otros aislamientos de esta especie fungica. Aunque todos los
aislamientos mexicanos presentaron una patogenicidad similar, los aislamientos T9-21, J10-
22 y L8-22 se destacaron como los candidatos mas prometedores para su uso como
insecticidas bioldgicos, ya que fueron los mas virulentos. Se requieren estudios adicionales
para determinar la diversidad genética de estos aislamientos y los factores asociados a su

virulencia.
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Tabla 4 Suplementaria. Germinacion de conidios de 89 aislamientos de M. rileyi colectados
de larvas de S. frugiperda en campos de maiz del norte del estado de Michoacan.

Aislamientos Germinacion de conidios (% + ES)
J1-22 71.3+13
J10-22 98.5+0.3
J11-22 67.8+2.7
12-22 44.0+3.7
J3-22 8.0 £2.7
J4-22 61.5+1.6
J5-22 98.0 = 0.4
J6-22 95.5+0.3
J7-22 823+13
J9-22 96.5+ 0.3
L11-22 97.3+0.5
L12-22 96.0 + 0.4
L18-22 65.5+2.1
L20-22 61.0+3.7
L21-22 86.3 £23
L22-22 80.3+1.7
123-22 69.8 2.7
L24-22 77.8+3.1
L25-22 493+1.7
L4-22 81.8+12
L8-22 98.5+0.3
L9-22 97.3+0.3
P70-21 153+37
P73-21 25+14
P74-21 75.8£5.3
P75-21 68.8+1.3
P77-21 33+26
P78-21 50.0+1.2
PP1-21 973 +1.1
PP12-21 97.0 £ 04
PP15-21 36.3+24
PP18-21 97.3 £0.6
PP23-21 683+14
PP29-21 51.8+£1.2
PP35-21 60.8 £2.7
PP40-21 80.0+£2.0
PP42-21 73.8+£24
PP48-21 98.0 £ 04
PP5-21 82.0+ 1.1
PP53-21 30.0+£2.0
PP56-21 65.8+33
PP60-21 66.3+£6.3
PP63-21 145+54
PP66-21 13.8+£8.0
PP7-21 743+ 1.9
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T1-21
T110-21
T119-21

T12-21
T15-21
T19-21
T2-21
T22-21
T23-21
T25-21
T28-21
T31-21
T35-21
T42-21
T46-21
T48-21
T5-21
T50-21
T52-21
T6-21
T60-21
T64-21
T69-21
T70-21
T71-21
T72-21
T8-21
T80-21
T88-21
T9-21
T95-21
710-21
71421
Z18-21
72-21
721-21
726-21
730-21
732-21
733-21
737-21
740-21
741-21
743-21

96.0+ 0.4
45.0+2.0
81.3+13
543+7.1
29.3+39
793+ 1.5
97.0+ 04
49.0£33
77.0+1.8
343+15
75.8+34
78.8 +1.3
60.8 +2.2
37.0+2.1
49.5+42
825+ 14
95.8+ 0.3
51.8+43
80.5+2.1
80.8+2.5
58.8+3.1
82.5+1.4
95.8+ 0.5
96.5+ 0.3
445+2.1
98.3+0.8
96.5 £ 0.6
80.0 £2.0
38.8+13
98.5+0.3
663 +24
66.8 +2.0
48.0+£2.0
61.0+6.7
96.8 +0.8
763 +24
8.0+49
98.0 + 04
96.8 £ 0.8
96.5+0.3
45+26
5.0+1.8
62.0+58
71.8+42

En negrita, los 24 aislamientos que se evaluaron contra S. frugiperda a una concentracion de

1 x 10® conidios/mL.
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VII. CONTROL BIOLOGICO DE LARVAS DE GUSANO COGOLLERO
MEDIANTE AISLAMIENTOS DE Metarhizium rileyi BAJO CONDICIONES DE
INVERNADERO Y PEQUENA ESCALA DE CAMPO EN MAiZ

RESUMEN

En este estudio, se evalud la eficacia de dos aislamientos mexicanos de Metarhizium rileyi
(T9-21 y L8-22) en contra Spodoptera frugiperda bajo condiciones de invernadero. Para ello,
una suspension (1 x 108 conidios/mL) de estos aislamientos se asperjo sobre plantas de maiz
previamente infestadas con seis larvas de segundo instar. No se observaron diferencias
significativas entre las curvas de supervivencia de los aislamientos T9-21 y L8-22. La
esporulaciéon en los cadaveres fue significativamente mayor y el tiempo letal medio
significativamente menor en el aislamiento T9-21, en comparacion con L8-22 (97% y 8 dias
vs. 70% y 10 dias, respectivamente). Con base en estos resultados, se realizd una prueba de
campo a pequefia escala en un cultivo de maiz para evaluar el grado de control de la plaga
alcanzado por el aislamiento T9-21 y compararlo con el insecticida spinetoram, los cuales se
aplicaron a una dosis de 1 % 10" conidios/ha y 75 mL/ha, respectivamente. No se observaron
diferencias significativas en la proporcién de mortalidad de larvas entre el aislamiento T9-21
(0.49) y spinetoram (0.72). Sin embargo, spinetoram redujo significativamente las
poblaciones de enemigos naturales e insectos fitéfagos, en comparacion con el hongo y el
tratamiento testigo. En conclusion, el aislamiento T9-21 de M. rileyi podria ser una alternativa

prometedora para el control de larvas de S. frugiperda.

INTRODUCCION

El gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
una especie originaria de las regiones tropicales y subtropicales de las Américas es
considerada la plaga de mayor importancia econdomica del maiz (Zea mays L.) a nivel mundial
(FAO, 2022). Este insecto prefiere alimentarse de esta especie de la familia Poaceae; sin
embargo, debido a su comportamiento altamente polifago, también puede alimentarse de mas
de 350 especies pertenecientes a 42 familias de plantas (Abbas ef al., 2022). En el de maiz, las
larvas de S. frugiperda se alimentan del cogollo de la planta, las espigas y las mazorcas,
causando pérdidas de hasta el 60 % de este cereal (Bedasa y Degaga, 2025). Ademas, los
dafios causados por las larvas de este insecto son mds graves conforme aumenta su edad (Liu

et al., 2023).
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El control quimico mediante el uso de insecticidas de los grupos de neonicotinoides,
organofosforados, carbamatos, piretroides, espinosinas y avermectinas es el método mas
préctico para el manejo de S. frugiperda en el campo (Nascimento ef al., 2023). Sin embargo,
esta tactica de control tiene un impacto limitado debido a la capacidad del insecto de
desarrollar resistencia (Lu et al., 2024), el efecto negativo sobre las poblaciones de enemigos
naturales en cultivos tratados frecuentemente y la aparicion de plagas secundarias, entre otros
factores (Panwar y Szczepaniec, 2024). Ante este escenario, se requieren alternativas
efectivas y ambientalmente seguras para el control de S. frugiperda, las cuales deben incluirse
en los programas de manejo integrado de plagas (MIP). Una tactica prometedora para el
control de las larvas de esta plaga es el control bioldégico mediante el uso de hongos
entomopatogenos, una herramienta altamente confiable que ha sido implementada con éxito

contra muchas especies de plagas agricolas (Rajput et al., 2024).

Aunque los hongos entomopatogenos dependen de las condiciones ambientales para
completar con éxito su ciclo infectivo y, por lo general, requieren mds tiempo para eliminar a
sus hospederos, una de sus ventajas mas destacadas es su presencia natural en el ambiente
(Rajput et al., 2024). Esta caracteristica les confiere una afinidad especifica para infectar a los
organismos plaga y minimizar el impacto sobre organismos no objetivo, lo cual les permite
adaptarse y coevolucionar con las poblaciones hospedantes. En consecuencia, se reduce el
riesgo de que sus hospederos desarrollen resistencia (Naranjo-Ortiz y Gabaldén, 2019). A
diferencia de otros microorganismos utilizados en el control biologico, los hongos
entomopatogenos no necesitan ser ingeridos debido a que ejercen su acciéon por contacto.
Pueden permanecer en el suelo durante el invierno e infectar a la nueva generacion de insectos
huéspedes (Wanjiru y Sunday, 2019). Ademas, poseen la capacidad de establecerse como
endofitos en las plantas, lo que proporciona proteccion contra la herbivoria por parte de
insectos plaga (Wallis y Sisterson, 2024). Asimismo, su minimo potencial de generar efectos
negativos en el medio ambiente, los cultivos o la salud humana, les convierte en una

alternativa sostenible y ecolégicamente viable para el manejo de plagas (Yasin et al., 2019).

El hongo entomopatogeno Metarhizium rileyi (Farlow) Kepler S.A. Rehner & Humber
(Ascomycetes: Hypocreales) fue previamente descrito como Botrytis rileyi (Farlow), Spicaria
rileyi (Farlow) Charles y Nomuraea rileyi (Farlow) Samson (Dev ef al., 2021). Sin embargo,
estudios morfoldgicos y filogenéticos realizados por Kepler et al. (2014) lo ubicaron dentro

del género Metarhizium. Metarhizium rileyi estd ampliamente distribuido y, como otras
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especies del mismo género, habita comunmente en el suelo (Peng et al., 2024). Ademas, su
rango de hospedadores se restringe principalmente a lepidopteros (Fronza et al., 2017).
Condiciones ambientales adecuadas, como una temperatura cercana a los 25°C y niveles de
humedad relativa (HR) superiores al 75 %, son muy importantes para promover su ciclo
completo de infeccion (Visalakshi et al., 2020; Xu et al., 2025). El proceso de infeccion de
este hongo entomopatdgeno inicia cuando sus conidios entran en contacto con la cuticula del
insecto hospedero; en ese momento, secretan sustancias mucilaginosas y proteinas que
permiten su adherencia (Xu et al., 2025). Una vez que M. rileyi penetra en el hemocele larval,
sus células se transforman en blastosporas, lo que permite su multiplicaciéon dentro de la larva
de S. frugiperda. Finalmente, tras la muerte de la larva hospedera, el micelio prolifera a través
de todas las aberturas naturales del cuerpo y, posteriormente, se produce la formacion de

nuevos conidios infectivos (Wang et al., 2021).

Metarhizium rileyi es altamente infectivo en varias especies de noctuidos bajo condiciones de
laboratorio. Recientemente, se identificaron 24 aislamientos de este hongo, los cuales
causaron alta mortalidad (70-99 %) en larvas de segundo instar de S. frugiperda a los 13 d
post-inoculacion (Ramos et al., 2024). Otros aislamientos de este hongo también causaron
mortalidades similares (70 -98 %) en diferentes estadios de este insecto cuando fueron
tratados con diferentes métodos de inoculacion a una concentracion de 1 x 10® conidios/mL
(Gu et al., 2023; Pang et al., 2023; Yang et al., 2024). Otros estudios también han reportado
la efectividad de este hongo contra Spodoptera exigua Hiibner (Roy y Kim, 2021),
Spodoptera litura Fabricius (Duraimurugan et al., 2025), Helicoverpa armigera Hiibner (Dev
et al., 2021) y Helicoverpa zea Boddie (Mejia et al., 2024). Ademas, M. rileyi es capaz de
infectar a varios coledpteros, entre ellos Hypera punctata (Fabricius), Leptinotarsa
decemlineata (Say) y Popillia japonica Newman (Gu et al., 2023). Sin embargo, la respuesta
de las larvas de estos insectos a la infeccion causada por M. rileyi puede variar bajo
condiciones no controladas. Estudios realizados en condiciones de invernadero y campo
indicaron que el efecto de M. rileyi sobre las larvas de S. frugiperda puede prevalecer incluso
cuando se expone a diferentes factores climaticos (Grijalba et al., 2018; Faria et al., 2021;
Barros et al., 2021). Ademas, los aislamientos nativos de hongos entomopatdégenos pueden
presentar una actividad bioldgica distinta en comparacion con las cepas comerciales, en
funciéon de su origen geografico y su adaptacion al ambiente. Por esta razon, la seleccion de

un aislamiento como agente de control biolodgico requiere la evaluacion de aislamientos
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nativos frente a una poblacién de insectos proveniente de la misma zona en la que se

implementaré el programa (Johny et al., 2012).

Con el fin de ampliar el conocimiento sobre M. rileyi, en este estudio investigamos: (i) la
eficacia de dos aislamientos nativos de este hongo contra larvas de S. frugiperda en
condiciones de invernadero y (ii) el impacto del aislamiento mas efectivo de este hongo sobre

las larvas de esta plaga, asi como sobre otros insectos fitéfagos y enemigos naturales en

condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

A menos que se indique lo contrario, la germinacion de conidios, microcultivos, cultivos
polisporicos y monosporicos, asi como los procesos de incubacion de larvas, se realizaron a

25+ 2 °C, 75 + 5% humedad relativa, en completa oscuridad.

- Cria de insectos

Los especimenes utilizados en estos experimentos fueron obtenidos de una poblacion de S.
frugiperda mantenida en el laboratorio de Entomologia del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales (IIAF), Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH), México. Las larvas se criaron individualmente en una dieta artificial sin
formaldehido (Poitout y Bues, 1974) en vasos de plastico de 30 mL. Los adultos se colocaron
en bolsas de papel estraza (18 x 11 x 40 cm) y se alimentaron con una solucién de miel al
15%. Las bolsas de papel se reemplazaron diariamente después del inicio de la puesta de
huevos. La colonia se mantuvo en una camara climatica a 25 + 2 °C, 65 £ 5% HR y un

fotoperiodo de 16:8 h (luz: oscuridad).

- Aislamientos flingicos

Se utilizaron dos aislamientos de M. rileyi, T9-21 y L8-22, obtenidos de larvas de S.
frugiperda en El Trébol, Tarimbaro (19° 46> 12.50°’N, 101° 09° 17.67""W) y Lagunillas,
Pétzcuaro (19° 36°40.55°N, 101° 25’ 23.7°°W), respectivamente, en el estado de Michoacan,
Meéxico. Estos aislamientos, que pertenecen a la colecciéon de Hongos Entomopatogenos del
laboratorio de Patologia de Insectos (ITAF, UMSNH), se conservan en glicerol a 4°C (hasta
que los aislamientos fungicos fueron utilizados en los experimentos posteriores) y fueron

caracterizados molecular y bioldgicamente por Ramos et al. (2024).
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Para reproducir los aislamientos T9-21 y L8-22, se realizaron cultivos polisporicos en medio
de cultivo MPLA (maltosa 40 g L, peptona de caseina 10 g L', extracto de levadura 10 g
L'y agar 15 g L™"). Estos aislamientos se utilizaron solo si la germinacién de los conidios era
>95% (Falvo et al. 2016). Para esto, se realizaron microcultivos con conidios de 14 d de edad
provenientes de los cultivos polispdricos, de acuerdo con la técnica descrita por Ramos et al.
(2024). El nimero de conidios germinados se cuantifico a las 24 h después de la incubacion y
el porcentaje de germinacion de conidios se calculé segin Rombach (1989) a través de la
siguiente formula: % de germinacion de conidios = (V/T) x 100, donde V es el nimero total
de conidios viables y T es el nimero total de conidios viables y no viables en la muestra. Se
considerd que los conidios estaban germinados cuando la longitud de su tubo germinativo era

al menos dos veces la longitud de los conidios.

Se obtuvieron cultivos monospdricos a partir de los dos aislamientos de M. rileyi de acuerdo
al procedimiento descrito por Goettel e Inglis (2012), con la excepcion de que los conidios se
incubaron a 25 °C en lugar de 28 °C. Posteriormente, los conidios (de 20 d de edad) de cada
cultivo monosporico se obtuvieron raspandolos en 100 mL de agua destilada estéril con
0.05% de Tween® 80 y se mezclaron durante 1 minuto con el uso de un vortex. Para lograr la
concentracion deseada de los aislamientos para los ensayos, se realizé el conteo de conidios

en una camara de Neubauer (Hausser, EE. UU.).

- Experimento en condiciones de invernadero

Las semillas de maiz (variedad hibrida Cb-hs-55®, Bayer, México) se pregerminaron en una
charola forrada con papel toalla humedecido con agua destilada estéril. Siete dias después, se
sembraron dos semillas pre-germinadas en bolsas de polietileno (15 cm de diametro x 30 cm
de altura) que contenian una mezcla de suelo rico en humus y arena (3:1).
Las plantas de maiz, se cultivaron en un invernadero cubierto con polietileno y malla
antiafidos y se regaron tres veces por semana con 150 mL de agua ajustada a pH neutro. Este
indicador se midi6 a través de un potencidometro de laboratorio (Ohaus, Aquasearcher
AB23PH, EE. UU.). Cada planta se fertilizO una vez por semana con tres gramos de

fertilizante granulado que contenia nitrégeno, fésforo y potasio (17-17-17).

Las plantas de maiz se cultivaron hasta alcanzar el estadio de crecimiento V6 (~50 cm de
altura) (Ritchie et al., 1993). Las plantas se sometieron a uno de los siguientes tratamientos: 1)

aislamiento T9-21 de M. rileyi, ii) aislamiento L8-22 de M. rileyi, y iii) testigo con agua. Los
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tratamientos se asignaron aleatoriamente y se establecieron cinco repeticiones por tratamiento
(una planta por repeticion) (Gomez-Garcia et al., 2020). Ambos aislamientos de M. rileyi se
aplicaron a una concentracion de 1 x 10® conidios/mL. Previamente, las plantas se infestaron
con seis larvas de S. frugiperda recién mudadas de segundo instar, las cuales se colocaron en
el cogollo de la planta con la ayuda de un pincel fino. Estas larvas se seleccionaron al azar a
partir de diferentes lotes de cria establecida en el laboratorio. Dos horas después de la
infestacion, se aplico a cada planta una suspension de 5 mL del respectivo aislamiento
fingico mediante un atomizador manual. Cada repeticion recibid una suspension nueva del
hongo. Para favorecer la adherencia de los tratamientos sobre las hojas, se utilizo Tween 80 al
0.05 %. Las plantas del tratamiento testigo se asperjaron solamente con Tween 80 al 0.05 %

disuelto en agua destilada.

Después del tratamiento, las plantas de maiz se cubrieron con una malla para insectos (200
um) para confinar a las larvas de S. frugiperda. Dos dias después, las plantas se trasladaron al
laboratorio para la recuperacion de estas. Las larvas recuperadas se colocaron individualmente
en vasos plasticos (30 mL) que contenian un papel filtro humedecido con agua destilada
estéril y una seccion (~1 cm?) de dieta semisintética para su alimentacion. Las larvas se
incubaron y se observaron cada 24 h hasta su muerte. Para promover la esporulacion, las
larvas muertas se colocaron individualmente en placas de cultivo celular de 24 pocillos, las
cuales contenian papel filtro con 500 pL de agua destilada estéril. Luego se registrd la
proporcion de cadaveres que presentaron esporulacion. Ademas, se determind el tiempo letal

medio (LTso) utilizando los datos de mortalidad en funcion del tiempo.

- Experimento en condiciones de campo a pequeiia escala

Para este experimento, se seleccion6 el aislamiento T9-21 de M. rileyi debido a su alta tasa de
esporulacion y bajo TLso sobre larvas de S. frugiperda obtenidos en el bioensayo de
invernadero, como se detalla en los Resultados. El estudio se llevd a cabo en un cultivo de
maiz de la variedad mencionada anteriormente, ubicado en el campus La Posta, Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, UMSNH (Tarimbaro, Michoacdn, México; 19°
46°5.5776>° N, 101° 09°1.7028>” W) a 1860 m.s.n.m (www.inegi.mx). El area utilizada para
este experimento se destina exclusivamente a la produccion de maiz y no se intercala, ni esta

adyacente a otros cultivos.
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Se establecieron parcelas experimentales de 10 m? separadas entre si por 1.30 m. Cada
parcela consistid en seis hileras, espaciadas cada 0.8 m, con aproximadamente 33 plantas de
maiz. Cuando las plantas alcanzaron el estadio de crecimiento V6 (Ritchie et al., 1993), las
parcelas se sometieron a uno de los siguientes tratamientos: i) aislamiento T9-21 de M. rileyi
a 1 x 10" conidios/ha, (2) spinetoram (Palgus™, Corteva, Ciudad de México, México), a la
dosis recomendada en la etiqueta del producto de 75 mL/ha, y (3) testigo con agua. El
spinetoram es una mezcla de las espinosinas J y L producida durante la fermentacion del
actinomiceto del suelo Saccharopolyspora spinosa (Sparks et al. 1998). Los tratamientos se
asignaron aleatoriamente a las parcelas, con cinco repeticiones por tratamiento. En todas las
parcelas experimentales, cada planta de maiz se infestd con tres larvas de S. frugiperda de
segundo estadio a las 8:00 AM. Se evitd el uso de las hileras externas. Posteriormente, se
aplicaron los tratamientos en un volumen equivalente a 27 mL por planta, dirigidos al cogollo,
utilizando una mochila manual de 15 L (Modelo 189030, LoLasafe, Ciudad de México,
México) equipada con una boquilla de cono completo calibrada para liberar 9 mL de solucion
por segundo. Todos los tratamientos se prepararon con el adherente agricola Inex-A®
(Cosmocel, San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn, México) a una tasa de 1 mL L. La
aplicacion de los tratamientos se realizo a las 6:00 PM para evitar la radiacion solar intensa y
aumentar el tiempo de contacto del indculo con las larvas. El porcentaje de germinacion de
conidios, la dilucion, el conteo de conidios y el ajuste de concentracion del aislamiento T9-21
de M. rileyi, asi como la medicion del pH del agua, se realizaron como se describio

anteriormente.

Antes de la aplicacion de los tratamientos (considerado como el dia 0) y alos 2,4y 6 d
posteriores a la aplicacion, se seleccionaron aleatoriamente 10 plantas por parcela y se
examinaron cuidadosamente. Posteriormente, se registr6 el numero de larvas de S. frugiperda
y otros artrépodos (fitofagos y enemigos naturales) observados en cada planta. Las larvas
presentes en cada planta de maiz en todos los momentos de muestreo, excepto en el dia 0, se
recolectaron y colocaron en vasos plasticos de 30 mL. Las plantas de muestreo se marcaron

para evitar ser revisadas en observaciones posteriores. y trasladadas al laboratorio.

Las larvas recuperadas se trasladaron al laboratorio en donde se alimentaron con dieta
semisintética y se incubaron en una camara climatica. Para promover la proliferacion de
cualquier hongo, se colocd papel filtro humedecido con agua destilada en el fondo de los

vasos plasticos. Las larvas se observaron cada 24 h para determinar su mortalidad o la
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emergencia de parasitoides bajo cualquiera de los tratamientos aplicados. La temperatura y la
humedad relativa (HR) se registraron utilizando una data logger Hobo (Onset UX100-003,
EE. UU.), el cual se coloco entre las plantas de maiz sobre una caja de madera de 30 cm de

altura.

- Analisis estadisticos

Se utiliz6 un analisis de supervivencia Gehan-Breslow y Kaplan-Meier y el procedimiento no
paramétrico LIFETEST para comparar los efectos de los dos aislamientos fingicos sobre la
supervivencia de larvas de S. frugiperda en el experimento de invernadero. Para detectar
diferencias significativas entre tratamientos se aplico un procedimiento de comparaciones
multiples por pares (prueba de rango logaritmico, p < 0.05). Para la comparacion de las tasas
de esporulacion entre los aislamientos fungicos, se utilizd6 un modelo lineal generalizado
(PROC GLM) con distribucion binomial. La separacion de medias se realizd6 mediante la
prueba LSMEANS (p < 0.05) (SAS/STAT®, version 8.1, SAS Institute, Gary, NC, EE. UU.).
Los valores de TLso se calcularon utilizando el software Polo Plus© (2002-2003, LeOra
Software), y se realizaron pruebas de bondad de ajuste y* para cada aislamiento. Las
diferencias entre los valores de TLso de los aislamientos se determinaron en funcion de la no

superposicion de los intervalos de confianza al 95%.

Para el ensayo de campo, se realizo un analisis considerando tratamientos, parcelas y tiempos
de colecta. Se aplic6 un modelo lineal generalizado (GLM) con distribucion binomial y la
separacion de medias se efectué mediante la prueba de Tukey HSD. También se realizé un
analisis de biplot canonico para determinar las diferencias en las proporciones de enemigos
naturales e insectos fitofagos entre tratamientos, seguido de un analisis multivariado de
varianza (MANOVA). Ademas, se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias para
analizar el nimero promedio de enemigos naturales e insectos fitofagos. Los factores
‘tratamiento’ y ‘tiempo de colecta’ se incluyeron en cada disefio para evaluar los efectos
significativos de los factores individuales y sus posibles interacciones. La comparacion entre
tratamientos o factores también se realizd mediante la prueba de Tukey HSD. Todos los
analisis del experimento a pequefia escala en campo se realizaron utilizando el programa R,

version 4.4.2 (www.r-project.org), con un nivel de significancia de 0.05.
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RESULTADOS

- Experimento de invernadero

A una concentracién de 1 x 108 conidios/mL, los aislamientos T9-21 y L8-22 de M. rileyi
resultaron en un 13.33% y 23.33% de supervivencia larval a los 12 d post-aplicacion,
respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre las curvas de supervivencia
de estos dos aislamientos, pero ambos fueron significativamente diferentes en comparacion

con el testigo (prueba Log-rank, x> = 50.23, p <0.0001; Figura 9).

Figura 9. Curvas de supervivencia de Gehan Breslow y Kaplan-Meier de larvas de segundo
estadio de S. frugiperda tras la aplicacion de una concentracion de 1 x 108 conidios/mL de dos

aislamientos de M. rileyi bajo condiciones de invernadero.

La proporcion de cadaveres que presentaron esporulacion fue significativamente mayor (F =
67.61; gl = 2; p < 0.001) en el aislamiento T9-21 (97 + 0.05%) en comparaciéon con el
aislamiento L8-22 (70 + 0.06%). El valor de TLso para el aislamiento T9-21 fue
significativamente menor (8.17 d, limites inferior-superior de 7.50-8.50) que el obtenido para
el aislamiento L8-22 (9.79 d, limites de 9.20-10.50). El tratamiento control no causd

mortalidad larval.
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- Experimento de campo a pequeiia escala

La proporcion de mortalidad causada por spinetoram (0.72 & 0.07) y por el aislamiento T9-21
de M. rileyi (0.49 + 0.068) fue significativamente mayor (y*> = 46.77, gl = 2, p < 0.0001) que
la observada en el control (0.07 £ 0.03; Figura 10). La mortalidad larval no fue
significativamente influenciada por el tiempo (dias post-aplicacion) (¥* = 0.39, gl =2, p =

0.98).
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Figura 10. Probabilidad de mortalidad (+ error estandar) inducida por M. rileyi T9-21,
spinetoram y el tratamiento control sobre larvas de S. frugiperda en plantas de maiz bajo
condiciones de campo. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la

prueba de Tukey (p < 0.05).

El andlisis de biplot candénico mostré6 que la presencia de enemigos naturales e insectos
fitofagos fue significativamente menor en los tratamientos con spinetoram y el aislamiento
T9-21 de M. rileyi en comparacién con el control en todos los tiempos de muestreo (F =
10.95; gl =4,72; p <0.00001; Figura 11). El enemigo natural mas comunmente registrado fue
la tijereta Doru taeniatum (Dohrn) (Dermaptera: Forficulidae), el cual representd el 71.6% del
total de enemigos naturales observados. Otros enemigos naturales registrados fueron Orius sp.
(Hemiptera: Anthocoridae), Collops sp. (Coleoptera: Melyridae), coccinélidos y arafias. Los
insectos fitoéfagos registrados incluyeron Diabrotica virgifera zeae Krysan & Smith,

Diabrotica balteata Leconte, Euschistus heros Fabricius y afidos.
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Figura 11. Efecto de la aplicaciéon de Metarhizium rileyi T9-21 y spinetoram sobre la
abundancia de insectos fitofagos y enemigos naturales en plantas de maiz bajo condiciones de

campo.

En el caso de los enemigos naturales, no se observaron diferencias significativas entre
parcelas (p = 0.51). Sin embargo, se observaron diferencias significativas para el factor
‘tratamiento’ (F = 31.91; gl = 2; p < 0.0001) y ‘tiempo de colecta’ (F = 8.89; gl =2; p <
0.0008). También se encontrd una interaccion significativa entre ambos factores (F = 3.76; gl
= 4; p < 0.0124). La densidad de enemigos naturales fue significativamente menor en el
tratamiento con spinetoram que en el aislamiento T9-21 de M. rileyi y en el control en cada
dia post-aplicacion, con una sola excepcion (Figura 12A). A los 4 d post-aplicacion, no se
observaron diferencias significativas entre M. rileyi (0.21 £+ 0.03) y spinetoram (0.07 £ 0.04).
Ademas, a los 2 y 4 d post-aplicacion, no se observaron diferencias significativas entre el
aislamiento T9-21 de M. rileyi (0.50 £ 0.1 y 0.22 + 0.03, respectivamente) y el control (0.58 +
0.09 y 0.50 £ 0.05, respectivamente; Figura 12A).
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Figura 12. Efecto del tiempo de recoleccion sobre la abundancia de insectos fitofagos y
enemigos naturales en plantas de maiz tras la aplicacion de M. rileyi T9-21 y spinetoram bajo

condiciones de campo.
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A los 6 d post-aplicacion, la densidad de enemigos naturales fue significativamente mayor en
el control (1.12 £ 0.18) que en el aislamiento T9-21 de M. rileyi (0.56 £ 0.09). En el
aislamiento T9-21 de M. rileyi y en el control, el promedio de enemigos naturales aumento
significativamente a los 6 d post-aplicacion en comparacion con los dias anteriores; mientras
que en el tratamiento con spinetoram, la densidad se mantuvo similar en los tres dias de

observacion (Figura 12A).

La densidad de insectos fitéfagos por planta solo fue influenciada por el factor ‘tratamiento’
(F =32.24; gl = 2; p < 0.0001). La mayor densidad se observo en el control (0.45 £ 0.05),
seguida del aislamiento T9-21 de M. rileyi (0.30 = 0.0) y spinetoram (0.04 = 0.02; Figura

12B). No se observaron diferencias significativas entre parcelas (p = 0.84).

Durante el estudio, la temperatura y la humedad relativa oscilaron entre 19 y 21 °C y entre 70
y 84.4%, respectivamente. Cabe destacar que se observo una ligera disminucion de la

temperatura y un aumento de la humedad relativa a los 2 d post-aplicacion (Figura 12C).

DISCUSION

Metarhizium rileyi es un hongo entomopatégeno cosmopolita con gran potencial para el
control de S. frugiperda y otras plagas de la familia Noctuidae (Visalakshi et al., 2020). La
mayoria de los estudios que evaltian la efectividad de este hongo como bioinsecticida contra
este insecto se han realizado bajo condiciones de laboratorio (Yang et al., 2024). En el
presente estudio, se evalud la actividad de dos aislamientos mexicanos de M. rileyi sobre
larvas de S. frugiperda bajo condiciones de invernadero. Posteriormente, se llevo a cabo un
ensayo a pequefia escala en un campo de maiz para evaluar el grado de control alcanzado por

el aislamiento mas eficaz que se determind en el experimento de invernadero.

Nuestros estudios demostraron que los aislamientos L8-22 y T9-21 de M. rileyi fueron
altamente efectivos para el control de S. frugiperda bajo condiciones de invernadero, pero el
aislamiento T9-21 destacé por ser el mas rapido en causar la mortalidad de las larvas. Estos
resultados son consistentes con estudios previos, en los cuales se determind que los mismos
aislamientos monosporicos analizados en este estudio presentaron una patogenicidad similar
frente a larvas de segundo estadio de S. frugiperda en bioensayos de laboratorio (Ramos et
al., 2024). Las tasas de supervivencia obtenidas para los aislamientos L8-22 (23%) y T9-21

(13%) en condiciones de invernadero concuerdan con otros estudios realizados con la misma
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especie de insecto y planta hospedante. Concentraciones de 4.03 x 10° conidios/mL y 6.3 x
10¢ conidios/mL de un aislado colombiano (NmO06) de M. rileyi (Grijalba et al., 2018) y un
aislado brasilefio (CG381) (Faria et al., 2021), aplicados a plantas infestadas previamente con
larvas de segundo y tercer estadio, ocasionaron tasas de supervivencia de 21% y 12% a los 11
y 8 d post-aplicacion, respectivamente. Aunque en nuestro estudio se aplicO una
concentracion de conidios (1.0 x 10® conidios/mL) mayor que en los estudios anteriores, las
diferencias en la susceptibilidad del insecto hospedero podrian atribuirse a diferencias

genéticas entre los aislados de M. rileyi y/o a las condiciones experimentales utilizadas.

La patogenicidad de los aislamientos de M. rileyi utilizados en este estudio fue superior a la
reportada para otros hongos entomopatogenos contra larvas de S. frugiperda. Dos
aislamientos de Beauveria bassiana provenientes de Tailandia, aplicados en condiciones de
invernadero a concentraciones de 1 x 10%, 1 x 10° y 1 x 10' conidios/mL sobre plantas de
maiz, causaron tasas de mortalidad de 19-21%, 20-25% y 32-35%, respectivamente, a los 10
d post-aplicacion en larvas de segundo estadio de este insecto (Lepcha ef al., 2020). Idrees et
al. (2021) determinaron que un aislamiento chino de B. bassiana pulverizado sobre hojas de
maiz, a una concentracion de 1 x 108 conidios/mL, provoco un 16% de mortalidad en larvas
de segundo estadio de S. frugiperda a los 7 d post-tratamiento. Estos resultados sugieren que
los aislamientos de M. rileyi utilizados en el presente estudio son altamente patogénicos para
S. frugiperda y tienen potencial para su uso como bioinsecticidas. Sin embargo, es evidente
que las diferencias en la actividad biolégica pueden estar fuertemente influenciadas por la
susceptibilidad del insecto hospedero y, nuevamente, por las diferencias genéticas entre

aislamientos.

La esporulacion de los hongos entomopatégenos sobre cadaveres constituye una fuente
esencial para la transmision de esporas a hospedadores susceptibles (Ausique et al., 2017). En
nuestro estudio, el aislamiento T9-21, que mostrd ser més infectivo y el mas rapido en matar a
las larvas de S. frugiperda, presentd una mayor tasa de esporulacion (97%) en comparacion
con el aislamiento L8-22 (69%). Este resultado es consistente con otros estudios en los que se
observo una correlacion positiva entre la mortalidad y la proporcion de cadaveres con
esporulacion entre aislamientos de M. rileyi (Visalakshi et al., 2020; Ramos et al., 2024). Se
requieren otros estudios para determinar posibles diferencias en el proceso de infeccion, asi

como en los efectos fisioldgicos y bioquimicos entre los aislamientos ensayados en este
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estudio, con el fin de identificar los factores clave que pueden influir en la susceptibilidad del

huésped.

Nuestro experimento de campo demostré que una concentracion de 1 x 10" conidios/mL del
aislamiento T9-21 provoc6 un 50% de mortalidad en larvas de S. frugiperda a lo largo de
todos los tiempos de recolecta. En otros experimentos en campos de maiz, Lopes et al. (2024)
determinaron que la aplicacion convencional y mediante el uso de un “dron” de un
aislamiento brasilefio de M. rileyi (CG381), a una concentraciéon de 5 X 10" conidios/ha,
caus6é mortalidades larvales de S. frugiperda del 48% y 35%, respectivamente. Estudios
realizados con el mismo aislamiento brasilefio demostraron que aplicaciones mediante
aspersion a concentraciones de 0.6 and 1.2 x 10'? conidios/ha o 2 x 107 y 2 x 108
conidios/mL, resultaron en mortalidades larvales de 27% y 31% (Faria et al., 2021) o de 13%

y 38% (Barros et al., 2021), respectivamente.

Las diferencias en la mortalidad causada por M. rileyi entre los experimentos de campo
mencionados y el nuestro pueden atribuirse a las concentraciones de hongos utilizadas, a la
susceptibilidad del huésped y/o a la edad de este al momento de la aplicacion fungica.
Ademas, la susceptibilidad de S. frugiperda a diferentes aislamientos de M. rileyi depende en
gran medida de su capacidad para superar las defensas inducidas por el insecto plaga
(Lemaitre y Hoffmann, 2007) y de la presencia de condiciones ambientales adecuadas para
conservar la viabilidad de los conidios y completar el ciclo infectivo (Barros et al., 2021). En
nuestro estudio, prevalecieron condiciones favorables y estables de temperatura (19-21°C) y
humedad relativa (70-84%), que coinciden con los valores Optimos para promover el ciclo de
infeccion de M. rileyi (temperatura: 18-26°C y HR >75%; Visalakshi et al., 2020).
Adicionalmente, dado que los hongos entomopatdgenos pueden ser degradados por la luz
ultravioleta (Hernandez-Campos et al., 2025), realizamos la aplicacion de los tratamientos al
final de la tarde (6:00 PM) para evitar la radiacién solar intensa y aumentar el tiempo de

contacto de los conidios con las larvas durante el resto del dia y la noche.

Aunque en este estudio no se observaron diferencias en la mortalidad larval entre los
tratamientos con spinetoram (72%) y el aislamiento T9-21 de M. rileyi (50%), la densidad de
enemigos naturales y otros insectos fitofagos fue significativamente menor en el tratamiento
con insecticida en comparacion con los tratamientos con M. rileyi y el control. Estos
resultados son consistentes con los obtenidos por Méndez et al. (2002), quienes reportaron
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que el spinosad (un insecticida de la misma familia que el spinetoram, producido por la
fermentacion del actinomiceto del suelo Saccharopolyspora spinosa Mertz y Yao) redujo
significativamente la densidad de enemigos naturales y otros insectos en un cultivo de maiz.
Ademads, estos autores determinaron que este efecto podria variar entre las especies de
insectos y ser dependiente de la dosis de manera positiva. En nuestro estudio, los
depredadores D. taeniatum y Orius spp. fueron los enemigos naturales mas prevalentes. Esto
es consistente con los estudios de Méndez et al. (2002), quienes también reportaron que estos
depredadores fueron los mas abundantes y los mas sensibles al insecticida aplicado, lo cual

podria haber ocurrido igualmente en nuestro estudio.

Es ampliamente conocido que M. rileyi presenta especificidad hacia larvas de la familia
Noctuidae, lo que minimiza el riesgo para organismos no blanco (Fronza et al., 2017). De
manera interesante, observamos que la presencia de enemigos naturales y otros insectos
fitofagos tendié a disminuir en el tratamiento con M. rileyi en comparacion con el control a
los 4 d después de la aplicacién, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Sin embargo, en el ultimo tiempo de colecta (6 d post-aplicacion), se observod
una diferencia marcada entre estos dos tratamientos. No tenemos una explicacion clara para
este resultado. Sin embargo, suponemos que podria deberse a algin efecto de disuasion
causado por el hongo. Esta hipdtesis podria ser respaldada por los estudios de Meyling ef al.
(2006), quienes encontraron que el depredador generalista Anthocoris nemorum L.
(Heteroptera: Anthocoridae) fue capaz de detectar y evitar el contacto con hojas de Urtica
dioica L. tratadas con el hongo entomopatdgeno B. bassiana. Estos autores atribuyeron este
efecto a la deteccion de sefiales especificas del hongo, aparentemente asociadas con
compuestos presentes en las superficies de los conidios. Ademas, Myles (2002) demostré que
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) provocd reacciones de alarma, agregacion y defensa
en termitas expuestas a este hongo. Sin embargo, esta respuesta parece ser especifica y
adaptativa (Myles, 2002). Actualmente se estan llevando a cabo estudios para confirmar
nuestra observacion e identificar los factores relacionados con el posible impacto de M. rileyi

sobre los insectos no objetivo asociados al cultivo de maiz.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demuestran que ambos aislamientos mexicanos de M.

rileyi fueron efectivos para el control de larvas de S. frugiperda en condiciones de
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invernadero. El aislamiento T9-21 de M. rileyi podria considerarse para su inclusion en
programas de manejo integrado de plagas contra S. frugiperda, ya que alcanzd niveles de
control comparables a los logrados con spinetoram en condiciones de campo. Finalmente,

estos hallazgos ofrecen una base cientifica para futuros ensayos en campo a gran escala.
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VIL. DISCUSION GENERAL

La estrategia principal para el control de S. frugiperda se basa en el uso de insecticidas
quimicos (Carvalho et al., 2022). Sin embargo, se ha documentado que esta plaga ha
desarrollado resistencia a los ingredientes activos de estos productos (Gutiérrez-Moreno ef al.,
2019; Lu et al., 2024). Ademas, los insecticidas quimicos representan riesgos para la salud
humana y animal y contribuyen a la contaminaciéon ambiental (Tang et al., 2025). Por lo
tanto, es importante explorar alternativas mas sostenibles y ambientalmente seguras para el

control de S. frugiperda.

Estd ampliamente establecido que los hongos entomopatéogenos, principalmente de los
géneros Beauveria y Metarhizium, regulan bioldgicamente las poblaciones de S. frugiperda
sin causar dafo al medio ambiente ni a la salud humana (Peng et al., 2023). Dentro del género
Metarhizium, la especie Metarhizium rileyi (Farlow) destaca por su alta prevalencia y
potencial para el control de S. frugiperda (Wang et al., 2022; Gotti et al., 2023; Pang et al.,
2023; Yang et al., 2024). Sin embargo, la caracterizacion molecular y los estudios
filogenéticos de estos hongos son necesarios para su identificacion precisa, la comprension de
su diversidad genética, el andlisis de sus relaciones evolutivas y la seleccion de cepas con alto
potencial de control bioldgico, lo que contribuye al desarrollo de estrategias mas efectivas y

sostenibles dentro del manejo integrado de plagas.

En nuestro estudio, se caracterizaron morfoldgica, molecular y bioldgicamente varios
aislamientos nativos de M. rileyi obtenidos de larvas de S. frugiperda en diferentes regiones
productoras de maiz de la region norte de Michoacdn. Las principales caracteristicas
morfoldgicas observadas en estos hongos son consistentes con las descritas por diversos
autores (Visalakshi et al., 2020; Pang et al., 2023; Peng et al., 2024). Por otro lado, los
analisis moleculares mediante la amplificacion del gen de f-tubulina mostraron que todos los
aislamientos obtenidos de este hongo se agruparon filogenéticamente con M. rileyi. Sin
embargo, los aislamientos Z30-21 y L8-22 presentaron diferencias filogenéticas en
comparacion con T9-21, PP48-21 y J10-22, lo que indica que provienen de subpoblaciones
distintas que han evolucionado y se han adaptado a condiciones geograficas especificas.
Estudios similares en diferentes regiones de Asia también han demostrado que los
aislamientos de M. rileyi pueden variar filogenéticamente dependiendo del area geografica de

los mismos (Kepler et al., 2014; Peng et al., 2023), lo que a su vez influye en su crecimiento,
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tasa de produccion de conidios y virulencia (Pang et al., 2023). El gen de S-tubulina ha sido
amplificado por diversos autores para la caracterizacion molecular de especies dentro del
género Metarhizium (Kepler et al., 2014; Wang et al., 2021), ya que permite determinar las

relaciones evolutivas entre especies del orden Hypocreales (Kepler et al., 2014).

Los principales atributos bioldgicos de un hongo entomopatdogeno incluyen altas tasas de
germinacion y esporulacion, concentracion letal, tiempo letal medio y patogenicidad (Zhang
et al., 2011; Islam et al., 2021). En este estudio, se determind que los aislamientos nativos
obtenidos de larvas micosadas de S. frugiperda provocaron bajas tasas de supervivencia y alta
esporulacion cuando fueron inoculados en larvas de segundo instar bajo condiciones de
laboratorio. Los aislamientos T9-21, J10-22 y L8-22 presentaron las tasas de mortalidad mas
elevadas. Ademas, estos aislamientos lograron las concentraciones letales medias (CLso) mas
bajas (entre 2.04 x 10°y 1.05 x 10° conidios/mL), asi como los tiempos letales medios (TLso)
mas cortos (entre 7.04 y 7.49 d). Estudios similares han resaltado la patogenicidad de M.
rileyi contra S. frugiperda, demostrando que causa mortalidad entre 5 y 12 d después de la
inoculacién, con valores de CLso de 9.8 x 10° - 5.20 x 10° conidios/mL (Bosa et al., 2004;
Montecalvo et al., 2022). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han realizado bajo
condiciones de laboratorio. Segun Fronza et al. (2017), la escasez de estudios en campo con
informacion detallada sobre la adaptabilidad de diferentes aislamientos de M. rileyi en

diversas condiciones ambientales representa una brecha critica que debe abordarse.

En el presente estudio, también se evaluo la eficacia de los aislamientos T9-21 y L8-22 de M.
rileyi en larvas del segundo instar de S. frugiperda bajo condiciones de invernadero. Aunque
no se observaron diferencias significativas en las tasas de supervivencia causadas por cada
aislamiento de este hongo, el aislamiento T9-21 logré la mayor tasa de esporulacion y, por lo
tanto, se selecciond para su evaluacion en campo en cultivos de maiz. Aunque se han
realizado pocos estudios sobre los efectos de M. rileyi en condiciones de invernadero, se
conoce que bajo estas condiciones y con concentraciones de conidios similares, este hongo
puede causar una mortalidad acumulada entre 79 y 96% (Grijalba et al. 2018; Faria et al.

2021).

En condiciones de campo, el aislamiento T9-21 de M. rileyi, aplicado en plantas de maiz a
una concentracion de 1 x 10" conidios/mL™", caus6 una probabilidad de mortalidad de larvas
de S. frugiperda de 0.5 (=50%) a los 9 d post-aplicacion. No se observaron diferencias
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significativas en comparacion con el spinetoram, que se utilizd6 como tratamiento de
comparacion. En otros experimentos, el porcentaje de muerte causado por M. rileyi sobre S.
frugiperda en cultivos de maiz ha sido variable (rango de 13% a 48%; Faria et al., 2021,
Barros et al., 2021, Lopes et al. 2024). Sin embargo, estas diferencias pueden atribuirse al
genotipo del hongo, las condiciones ambientales bajo las cuales se aplicaron los aislamientos
y a la concentracion de conidios utilizada. Ademas, diversos estudios han demostrado que M.
rileyi presenta una considerable diversidad genética, lo que resulta en distintos niveles de
eficacia contra S. frugiperda (Zhang et al., 2016; Peng et al., 2024). La patogenicidad de los
hongos entomopatogenos estd influenciada por diversos factores, incluida la capacidad del
hongo para crecer, desarrollarse y resistir el estrés. En el caso de M. rileyi, su virulencia no
solo estd determinada por la interaccion con las enzimas protectoras y desintoxicantes de S.
frugiperda, sino también por su propio crecimiento, desarrollo y capacidad para combatir el

estrés oxidativo (Nazrul et al., 2010; Pang et al., 2023).

Ademas de la mortalidad provocada por los insecticidas biologicos, la presencia de enemigos
naturales es fundamental, ya que estos forman parte importante en la regulacion de una plaga.
En el estudio de campo, los depredadores D. taeniatum y Orius spp. fueron los enemigos
naturales mas abundantes. Estos resultados coinciden con otros autores donde confirman que
D. taenatum es, generalmente, el enemigo natural més abundante asociado al cultivo de maiz
(Wyckhuys y O’Neil, 2006). Sin embargo, un resultado del presente estudio y, que amerita
futuras investigaciones, fue un menor registro de los enemigos naturales y otros insectos
fitofagos en las plantas de maiz tratadas con M. rileyi comparado con el testigo. Aunque no
existe una explicacion clara sobre este resultado debido a que M. rileyi tiene preferencia sobre
la familia Noctuidae (Islam et al., 2021; Peng et al., 2024), se hipotetiza que los conidios
pudieron haber ejercido un efecto repelente sobre estos insectos. Al respecto, se conoce que
los insectos pueden detectar sefiales de alarma o metabolitos secundarios emitidos por los
conidios de los hongos entomopatogenos cuando estos se aplican a los cultivos, lo que puede
provocar que los insectos exploren otros lugares para alimentarse y/o completar su ciclo de

vida (Myles, 2002; Meyling et al., 2006).

Se concluye que este estudio proporciona informacion relevante sobre las caracteristicas
morfoldgicas, moleculares y biologicas de los aislamientos nativos de M. rileyi obtenidos de
larvas de S. frugiperda colectadas en campos de maiz. La comprension de las relaciones

filogenéticas entre estos aislamientos es importante para identificar variaciones genéticas que
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puedan influir en su actividad y adaptabilidad ambiental. Los hallazgos destacan la alta
prevalencia y patogenicidad de M. rileyi contra S. frugiperda, asi como la efectividad del
aislamiento T9-21 bajo condiciones de laboratorio, invernadero y campo. Ademas, esta
investigacion amplia nuestro entendimiento sobre las interacciones entre M. rileyi y los

componentes bidticos y abidticos en los agroecosistemas de maiz.
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VIII. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Los resultados del presente estudio son de amplia perspectiva para el control de la principal
plaga del maiz. Sin embargo, se necesitan mas estudios para determinar la adaptabilidad de
los aislamientos de M. rileyi bajo diversas condiciones agroecologicas y practicas agricolas.
Aunado a ello, se recomienda continuar con estudios gendémicos y transcriptdmicos que
permitan identificar los genes relacionados con su virulencia, resistencia a estrés y adaptacion
ambiental. Esto podria facilitar la seleccion y mejora de cepas mas eficientes. Por otro lado,
para facilitar la adopcion practica de M. rileyi como agente de biocontrol, se recomienda
profundizar en el desarrollo de métodos de produccién masiva y formulaciones eficientes que
permitan conservar una alta capacidad de germinacion, estabilidad de almacenaje y facilidad
de aplicacioén en campo. Debido a la alta sensibilidad de los entomopatdgenos a la luz solar,
se recomienda identificar sustancias fotoprotectoras que permitan una mayor persistencia de
los conidios sobre la superficie foliar. Con lo anterior, se podrian establecer ciclos optimos de
aplicacion para mantener una eficacia a lo largo del ciclo del cultivo. Finalmente, para
facilitar su implementacion en programas de manejo integrado de plagas (MIP), es
fundamental realizar estudios costo-beneficio que incluyan factores como reduccion de
pérdidas por la plaga, costos de produccion del bioinsecticida y percepcion de los agricultores

sobre el uso de hongos entomopatdgenos.
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Los algoritmos de nuestro sistema analizan un documento en profundidad para
buscar inconsistencias que permitirian distinguirlo de una entrega normal. Si
advertimos algo extrafio, lo marcamos como una alerta para que pueda revisarlo.

Una marca de alerta no es necesariamente un indicador de problemas. Sin embargo,
recomendamos que preste atencion y la revise.
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