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Resumen: El objetivo de este trabajo fue aislar cepas nativas del género
Metarhizium spp. para el control de insectos plaga presentes en el cultivo
de maiz mediante la técnica de insecto trampa en diferentes sitios en el
municipio de Tantoyuca, Veracruz. Se realizaron muestreos en dos
localidades: el Abra con 6 muestreos y Negrital con 9 muestreos. Se
aislaron en el primer muestreo 6 cepas nativas de Metarhizium spp. 5
provenientes de la localidad de Negrital y 1 en Abra, se realiz6 un segundo
muestreo y se comprobd que los aislados fueron positivos en los sitios
muestreados. Estos fueron purificados, caracterizados e identificados en
microscopio utilizando las claves taxondmicas de Barnett. El aislado
TNe_310922 presento un crecimiento promedio de 0.49 cm diarios,
mientras que el aislado TPc_310922 presento 0.20 cm. La presencia de
micosis de TNe_ 310922 se presentd en un 62.5%, superior TPc_310922
con 50% a las 216 horas de infeccion. Se concluyo que el aislado
TNe_310922 mostrd un gran potencial in vitro, indicando que podria ser un
aislado muy prometedor para realizar evaluaciones en campo.

Palabras clave: Entomopatogenos, Patogenico, Control biolégico.
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Resumen

El objetivo de este trabgjo fue aislar cepas nativas del género Metar hizium spp. para el
control deinsectos plaga presentesen € cultivo de maiz mediante latécnicadeinsecto trampa
en diferentes sitios en e municipio de Tantoyuca, Veracruz. Se realizaron muestreos en dos
localidades: el Abra con 6 muestreos y Negrital con 9 muestreos. Se aislaron en € primer
muestreo 6 cepas nativas de Metarhizium spp. 5 provenientes de lalocalidad de Negrital y 1
en Abra, serealiz6 un segundo muestreo y se comprob6 que los aislados fueron positivos en
los sitios muestreados. Estos fueron purificados, caracterizados e identificados en
microscopio utilizando |as claves taxondmicas de Barnett. El aislado TNe 310922 presento
un crecimiento promedio de 0.49 cm diarios, mientras que el aislado TPc_310922 presento
0.20 cm. La presencia de micosis de TNe 310922 se presenté en un 62.5%, superior
TPc_310922 con 50% alas 216 horas de infeccion. Se concluyo que €l aislado TNe 310922
mostré un gran potencial in vitro, indicando que podria ser un aislado muy prometedor para
realizar evaluaciones en campo.
Palabras clave: Entomopatdgenos, Patogénico, Control biol égico.

Abstract

The objective of this study was to isolate native strains of Metarhizium spp. for the
control of pest insects present in maize crops using the insect trap technique at different sites
in the municipality of Tantoyuca, Veracruz. Sampling was conducted in two locations: El
Abra with 6 samples and Negrital with 9 samples. In the first sampling, 6 native strains of
Metarhizium spp. were isolated, 5 from Negrital and 1 from El Abra. A second sampling
confirmed that the isolates were positive at the sampled sites. These isolates were purified,
characterized, and identified under a microscope using Barnett's taxonomic keys. The isolate
TNe 310922 showed an average growth of 0.49 cm per day, while the isolate TPc_310922
showed 0.20 cm. The presence of mycosis in TNe 310922 was observed in 62.5%, higher
than TPc_310922, which showed 50% after 216 hours of infection. It was concluded that the
TNe 310922 isolate demonstrated significant in vitro potential, suggesting it could be a
promising isolate for field evaluations.

K eywor ds. Entomopathogens, Pathogenic, Biological control.
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Introduccion

Los hongos entomopatégenos forman un grupo de més de 100 géneros, aungue solo
una pequefia fraccion de estos se ha incorporado a programas de control biol 6gico. Algunos
de estos géneros tienen un amplio rango de hospedadores y pueden ser aislados en diversas
regiones geogréficas, o que evidencialagran diversidad genética que puede existir entrelos
aislamientos de una misma especie.

Estos hongos contribuyen naturalmente a la reduccion de |las poblaciones de insectos.
Por estarazdn, es fundamenta que en los programas de control bioldgico y manejo integrado
de plagas se relinan, purifiquen y conserven estos microorganismos. Esto permitira
seleccionar aquellos que, segun sus caracteristicas, sean méas adecuados para ser utilizados
en estrategias de control bioldgico (Humber, 2012).

Muchos de |os agentes patdgenos estan presentes de forma natural en |os ecosistemas,
aunque algunos tienen bajos niveles de infeccion en las poblaciones de insectos. Durante la
temporada de lluvias, la alta humedad aumenta la probabilidad de encontrar insectos
infectados de manera natural (Lacey y Solter, 2012).

Este estudio tiene como objetivo aislar cepas nativas de Metarhizium spp. del
municipio de Tantoyuca, Veracruz, ya que estos hongos son capaces de infectar insectos en
diferentes estadios de su ciclo de vida, lo que permitiria controlar bioldgicamente las

pobl aciones de insectos que afectan |os cultivos agricolas de laregion.

Materialesy métodos

Area de estudio.

Se realizaron colectas en la Localidad el Abra con coordenadas 21°35°93” N, -
98°24°72” S, Altitud de 188 msnm y localidad de Negrital con coordenadas 21°41°92” N,
98°26°28” S, Altitud de 183 msnm pertenecientes al municipio de Tantoyuca, Veracruz.

Colecta de muestras de suelo
La época de muestreo se consideré mediante |la metodologia de Tondoh y Lavelle

(2005), lo cual sefiala que la época méas recomendable es durante y hacia finales de la época
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de lluvias con la opcion de tomar muestras adicionales durante la época de secas. Las
muestras fueron tomadas a los primeros 20 cm de profundidad tomando como referencia la
abundancia de materia organica en descomposicion presente, utilizando una pala de
excavacion. Las muestras fueron etiquetados y depositadas en bolsas de pléstico con
capacidad de 2 kg, y trasadados a laboratorio del Instituto Tecnoldgico Superior de

Tantoyuca para su procesamiento (Figural).

Figura 1. Sitios muestreados que salieron positivos a Metarhizium spp. de primeray segunda
colecta.

Técnica deinsecto trampa

Se utilizo la técnica de insecto trampa para aislar hongos entomopatégenos (HE) de
acuerdo con lo descrito por Keller et al., (2003), & método de insecto trampa con G.
mellonella para la colecta de HE, es mas sensible, siendo Util para e aislamiento y la
identificacion de hongos de interés. Por ello, se optd por esta técnica del insecto trampa
considerada como un método de aislamiento selectivo.

Se depositaron 10 larvas de G. mellonella en los frascos procesados y se sellaron con
tapas de pléstico. Se incubaron a temperatura ambiente durante 10 dias. Se homogeneizoé la
muestra cada 24 h y la humedad requerida se estabilizo agregando agua potable.
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Purificacion de cepas nativas

A los diez dias de incubacion se encontraron larvas de G. mellonella micosadas con
coloracion verde olivo y otros con coloracion blanco. La purificacion se llevd a cabo del
traspaso directo del inoculo de larvas con presencia de micelio a cajas Petri con medio de
cultivo selectivo mediante contacto de lalarva con asa bacteriol6gica. EI medio de cultivo se
prepard de acuerdo a las especificaciones del fabricante con algunas modificaciones. Se
disolvié 39 g de BD en un litro de agua destilada.

Pruebas de eficiencia de aislados nativos de Metarhizium spp.

Se realizo pruebas de eficiencia de los aislados nativos obtenidos en dos sitios. Se
realizaron con larvas de gusano cogollero. La técnica empleada para este caso fue la de
inmersion descritapor Ramirez et al., (2019). Se mantuvo en observacion durante un periodo
de 192 h, cada 24 h se realizaba una observacion visual cuantificando el nimero de insectos
muertosy cadauno de ell os se colocd en cajas de Petri y luego encubadas a26°C paraacel erar
la esporulacion del hongo y asi poder confirmar la infeccion del insecto (Zimmermann,
1986).

Resultados y discusion

Aislamiento de Metarhizium spp. en sitios muestreados

Las muestras de suelo recolectadas en dos localidades del municipio de Tantoyuca
resultaron positivas para Metarhizium spp. La localidad de Negrital presenté el mayor
nimero de aisamientos. En e primer muestreo, se detectaron cinco posibles cepas nativas
de Metarhizium spp., datos que fueron confirmados mediante un segundo muestreo, en €
cual todas las muestras colectadas dieron positivo. Por otro lado, en lalocalidad de Abra, se
obtuvo un solo aislamiento de un total de seis muestras recolectadas, € cual fue también
confirmado en el segundo muestreo. Los aislamientos fueron identificados como
TNe 310922 y TPc 310922 (denominacion que corresponde a un aislamiento nativo
proveniente de lalocalidad de Negrital y uno de la localidad Abra municipio de Tantoyuca,
respectivamente, seguido de lafecha de aislamiento) (Figura 2).
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- Negativo
[ Positivo

Figura 2. Sitios muestreados que salieron positivos a Metarhizium spp. de primera y segunda
colecta.

Prueba de eficiencia de aislados nativos

Factores como la produccion de proteasas, esterasas, quitinasas, lipasas y toxinas son
los responsables de determinar la patogenicidad de un hongo entomopatégeno (Pal et a.,
2007; Schrank y Vainstein, 2010; Obando et a., 2013). El uso de Galleria mellonella como
insecto trampa, resultd eficiente, con resultados similares por Garcés-Garcia et a, 2022,
guienes encontraron hongos entomopatdgenos mediante este método. La prueba de
mortalidad indica que los aislados TNe 310922 y TPc_ 310922 tienen efecto insecticida
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sobre larvasde S. frugiperda, yaque € tiempo letal media se presento alas 96 horas después
delainoculacion. Ambos aislados presentaron ese tiempo, sin embargo, no todos presentaron

micosis sobre larvas muertas.

Caracterizacion macroscopica del crecimiento de los aislados en medio de cultivo

Durante los primeros seis dias de incubacion, se observé un crecimiento radial
uniforme en ambos aislados. El aislado TNe 310922 mostrd un crecimiento circular blanco
y plano en las primeras 48 horas, con una expansion uniforme. A las 72 horas, € centro
comenzd a adquirir un color verde olivo, rodeado de un anillo blanco. A las 96 horas, €
centro presentd una coloracién amarillenta circular, la cual progresd a medida que €
crecimiento cubriala superficie de la cgja de Petri.

Estas caracteristicas fueron consistentes con las observadas por Garcia-Gutiérrez et al.
(2020) y Gato-Cérdenas et al. (2016). Esta similitud macroscdpica puede atribuirse a hecho
de que se utiliz6 la misma especie de cepa. El crecimiento de la colonia se presentd de forma
circular y con una expansién moderada, alcanzando los 36 mm a los 8 dias, lo cua es
comparable alos resultados reportados por Ruiz-Sanchez et a. (2011), quienes, al evauar €
crecimiento micelial de M. anisopliae sobre SDA a 27+3 °C, encontraron una velocidad de
crecimiento de 0.31 a 0.37 cm/dia. Sin embargo, Garcia et al. (2011) reportaron un
crecimiento més lento a cultivar M. anisopliae en PDA a 25+2 °C, con un diametro de 25
mm en 10 dias. Por otro lado, € aislado TPc 310922 comenz6 su desarrollo alas 48 horas
post-siembra, adoptando una forma acuminada en el centro, con una coloracién amarillenta
y exudado transparente abundante, como se muestraen laFigura3. A las 72 horas, se observé
una tonalidad amarillenta palida, con la presencia de exudado transparente en €l centro y
anillos blancos en los margenes. A las 144 horas, se evidencié un cambio a un color verde
olivo en € centro, € cua avanzo lentamente a medida que e crecimiento progresaba y

Ilenaba la cgja de Petri.
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Horas

96

Figura 3. Caracterizacion morfologica de aisados nativos de Metarhizium spp.

Caracterizacion macr oscopica de larvas micosadas.

Para las pruebas de patogenicidad se usaron larvas de Spodoptera frugiperda, estas
larvas murieron a las 96 horas después de la inoculacion, en ese tiempo las caracteristicas
macroscopicas se presentaron en lacuticulade laslarvasinfectados, mostraron el crecimiento
del hongo sobrelaslarvas. Lamayor esporulacion se presento en € aislado TNe 310922 con
62.5% de micosis en la larva, como se muestra en Figura 4, esto demuestra que, en
condicionesfavorables, el hongo puede completar su ciclo bioldgico y puede volver ainfectar
aotros insectos. Sin embargo, Ramos et al. en 2024, obtuvieron menor a 31% de infeccion
utilizando M. rileyi (nativos) sobre pruebas de patogenicidad sobre S. frugiperda, en una
primera colecta, en la segunda este porcentaje aumento hasta el 90%, |o que indica que estos
insectos son susceptibles a este hongo entomopatégenos. Y an-li y colaboradores, en € afio
2022 identificaron diferentes hongos nativos aislados de S frugiperda entre ellos
Metarhizium rileyi, lo que concuerda con este estudio al utilizar larvas de S. frugiperda como

prueba de patogenicidad.
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Presencia de micosis en larvas de S. frugiperda de aislados
nativos

Porcetaje

Horas

= TNe_310822 TPc_310822

Figura 4. Presencia demicosis en larvas

Conclusiones

La realizacion de este proyecto permitié comprobar la viabilidad del aislamiento de
hongos entomopatdgenos del género Metarhizium spp. en distintas zonas del municipio de
Tantoyuca, Veracruz. La caracterizacion de los aislados de Metarhizium spp. sobre larvas
revel 6 un efecto significativo sobre el desarrollo micelial, observandose alteraciones notables
alos 9 dias post-inoculacion. Estos resultados sugieren que las cepas de Metarhizium spp.
tienen lacapacidad de preval ecer en condiciones més adversas delo queiniciamente se habia
recomendado, |0 que las convierte en potencial es agentes biol 6gicos efectivos parael control
de insectos plaga.

De acuerdo con los datos obtenidos, se concluye que €l aislado TNe 310922 muestraun
mayor potencial parasu uso en evaluaciones de campo. Este aislado presentd un crecimiento
promedio de 0.49 cm por dia, superior a de TPc_310922, que mostré un crecimiento de 0.20
cm diarios. Ademas, la presencia de micosis en TNe 310922 alcanz6 un 62.5%, superando
el 50% observado en TPc 310922 a las 216 horas post-infeccion. Por lo tanto, € aislado
TNe 310922 es considerado €l candidato mas prometedor para su aplicacion en estrategias

de control biol6gico en campo.
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