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El gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), es una de las plagas mas importantes del maiz y otros cultivos a nivel
mundial. Los hongos entomopatégenos como Metarhizium rileyi (Farl.) (Kepler,
S.A. Rehner & Humber, 2014) (Hypocreales: Clavicipitaceae) son una alternativa
para su control en la agricultura; sin embargo, existe poca informacion respecto
a formulaciones para su uso como bioinsecticida fungico, y de los factores
abidticos que afectan la infeccion y el desempefio del hongo. En esta
investigacion, se probaron conidias de M. rileyi (V1) en suspensiones acuosas (=
AS) usando surfactante (Bionex) al 0.03% + agua; asi como dos emulsiones (=
EM): aceite agricola mineral y aceite de soya cada uno con surfactante al 0.03%
+ agua; y una formulacién semisélida (salvado, SO) contra larvas de gusano
cogollero (L1-4). Los tratamientos se aplicaron en laboratorio y campo en Saltillo,
Coahuila. Ademéas se incluyeron para comparacion conidias del hongo
entomopatdégeno, Beauveria bassiana (Bals.) (como AS, aislamiento BB1) pues
este hongo ya es muy utilizado como bioinsecticida. En laboratorio, M. rileyi (AS)
caus6 62% de mortalidad media, mientras que EM resultaron en mortalidad de
70% (aceite mineral) y 48% (aceite de soya). En campo, las suspensiones de M.
rileyi y B. bassiana causaron 32 y 28% de mortalidad media respectivamente; la
mortalidad causada por las emulsiones de M. rileyi fue: aceite mineral 81% y
aceite de soya 61%. Las conidias de M. rileyi en salvado causaron 27% de
mortalidad media. Las conidias de M. rileyi como emulsion (aceite mineral y soya)
indujeron un mayor porcentaje de mortalidad sobre el gusano cogollero en
comparacién con otras preparaciones, lo cual muestra el potencial de las
emulsiones con conidias de M. rileyi como parte de un programa de manejo

integrado de S. frugiperda en el cultivo de maiz.

Palabras clave: Bioformulacion, Maiz, Metarhizium rileyi, Spodoptera frugiperda.
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The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), is one of the most important pests of maize (corn) and other crops
worldwide. Entomopathogenic fungi such as Metarhizium rileyi (Farl.) (Kepler,
S.A. Rehner & Humber, 2014) (Hypocreales: Clavicipitaceae) are an alternative
for its control in agriculture; however, there is little information regarding
formulations for use as a fungal bioinsecticide, and of abiotic factors that affect
the infection and performance of the fungus. In this research, M. rileyi (isolate V1)
conidia were tested in aqueous suspensions (= AS) using 0.03% surfactant
(Bionex) + water; as well as two emulsions (= EM): mineral agricultural oil and
soybean oil each with 0.03% surfactant + water; and a semisolid formulation
(bran, SO) against fall armyworm larvae (L1-4). The treatments were applied in
the laboratory and field in Saltillo, Coahuila. In addition, conidia of the
entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana (Bals.) (as AS, isolate BB1) were
included for comparison, since this fungus is already widely used as a
bioinsecticide. In the laboratory, M. rileyi (AS) caused 62% mean mortality, while
EM resulted in 70% (mineral oil) and 48% (soybean oil) mortality. In the field,
suspensions of M. rileyi and B. bassiana caused 32 and 28% mean mortality
respectively; the mortality caused by the M. rileyi emulsions was: mineral oil 81%
and soybean oil 61%. M. rileyi conidia in bran caused 27% mean mortality. M.
rileyi conidia as emulsion (mineral oil and soybean) induced a higher percentage
of mortality on the fall armyworm compared to other preparations, which shows
the potential of emulsions with M. rileyi conidia as part of an integrated

management program of S. frugiperda in maize fields.

Keywords: Bioformulation, Maize, Metarhizium rileyi, Spodoptera frugiperda.
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INTRODUCCION

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una plaga del maiz originaria de
América con una amplia gama de plantas hospederas econdémicamente
importantes, incluidos cultivos alimentarios, forrajeros y de fibra como el maiz, Zea
mays L. (Cyperales, Poaceae); principal cultivo producido en México con mas de
27 millones de toneladas de grano (SIAP, 2022). Los insecticidas comunmente
utiizados para el control del gusano cogollero son principalmente
organofosforados, carbamatos, piretroides y diamidas; sin embargo, éstos tienen
como desventaja la contaminacion ambiental, intoxicaciones de humanos y
desarrollo de resistencia a los insecticidas por parte de los insectos, ademas de
ser costosos. Una alternativa de control es la utilizacién de enemigos naturales
(control bioldgico), cuya implementacion puede reducir la contaminacion
ambiental y riesgos a la salud. Un ejemplo de agentes de control bioldgico son los
hongos entomopatdégenos Beauveria spp., Metarhizium spp., y Cordyceps spp.
(=lsaria) probados como bioinsecticidas (Eckard et al., 2014; Casique-Valdés et
al., 2015). Las conidias de estos hongos se adhieren a la cuticula quitinosa de los
insectos mediante las interacciones hidrofébicas y enzimaticas; posteriormente
ocurre la invasion del huésped, que desembica en la muerte del artbpodo
hospedero (Pendland et al., 1994). En algunas zonas del noreste de México,
Estados Unidos y Asia, M. rileyi causa epizootias naturales en larvas de
lepidopteros en campos de maiz y sorgo, generalmente entre los meses de agosto
y noviembre (Maublanc, 1903; Petch, 1925; Getzin 1961; Allen et al.,1971;
Sanchez-Pefia 1990, 2000; Licona et al., 2023). En los afios 70 y 80 hubo gran
interés por M. rileyi como insecticida biolégico en los Estados Unidos (Ignoffo et
al., 1976), pero la dificil produccion de conidias de M. rileyi posiblemente ocasiono
gue las investigaciones disminuyeran. Sin embargo, existen varias investigaciones
de M. rileyi como bioinsecticida; la mayoria de las pruebas incluyen suspensiones
simples de conidias que consisten en obtener una mezcla heterogénea de agua

(fase dispersante) mas una fase dispersa (conidias) que ademas suele contener
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un agente surfactante con el objetivo de mantener la suspension de conidias (sin
sedimentaciones) (Batta 2003).

La suspension de conidias de hongos entomopatdgenos emulsionadas en aceite
han demostrado su potencial en el control biolégico, debido a su virulencia contra
insectos y también su estabilidad ambiental contra factores abioticos. Los aceites
agricolas son mezclas disefiadas para encapsular, transportar, dispersar y adherir
ingredientes activos, 0 como en la presente investigacion, conidias de hongos
entomopatdgenos (Inglis et al., 2002, Batta 2003, Akbar et al., 2005).

En laboratorio, se ha evaluado la efectividad de conidias de M. rileyi suspendidas
en aceites vegetales contra larvas de Spodoptera exigua (Hubner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae), S. frugiperda, Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae) y Heliothis virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera:
Noctuidae) las cuales causaron hasta 95% de mortalidad de 5-6 dias después de
la aplicacion (Vega-Aquino et al., 2010). Por lo anterior, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar y comparar la actividad de suspensiones con conidias
de M. rileyi en emulaciones con aceite agricola, suspensiones acuosas y de

salvado contra larvas de gusano cogollero en laboratorio y campo.
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REVISION DE LITERATURA

Maiz

Principales plagas
Uno de los principales problemas que enfrenta el cultivo de maiz son las plagas y
enfermedades; estan asociados con baja productividad, problemas fitosanitarios,
altos costos de produccion (Aldrich et al. 1986). Dentro de los problemas
fitosanitarios mas importantes, se encuentran las malezas, enfermedades e
insectos; estos dos Ultimos son la principal causa de pérdida de rendimiento,
desde el establecimiento del cultivo hasta el almacenamiento (Chand y Cridge,
2020). La identificacion correcta de las enfermedades y plagas en los cultivos son
vitales, ya que el control de cada una es diferente y esto ayuda a evitar
aplicaciones innecesarias de insecticidas y lograr un control eficiente. Existe una
diversidad de insectos plaga, dentro de las cuales se encuentran palomillas del
orden Lepidoptera: como S. frugiperda, Helicoverpa zea (gusano elotero),
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) (barrenador del
tallo de maiz), Chilo partellus (Swinhoe, 1885) (Lepidoptera: Crambidae) (larvas
de la palomilla de la espiga del maiz), Ostrinia nubilalis (Hubner, 1796)
(Lepidoptera: Crambidae) (palomilla europea del maiz), los dafios que provocan
son causados por el estadio larvario, donde a través del crecimiento causan dafio

al elote, grano, al tallo y al follaje de la planta (Blanco et al., 2014; Mays, 2015).
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Figura 1. Estadios larvarios de Spodoptera frugiperda (Ahissou et al.,
2021).
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Spodoptera frugiperda

Impacto econdémico

S. frugiperda, comunmente llamado gusano cogollero, es una plaga fitéfaga que
ataca principalmente cultivos como maiz, sorgo, algodén, cafia de azlcar,
pastizales, algunas solanaceas, plantas ornamentales y otras 100 especies de
plantas hospedantes; causa estragos especialmente en maiz. S. frugiperda se ha
reportado en regiones tropicales y subtropicales de América del Norte y Sur, sin
embargo, desde el 2016 ha migrado a otras partes del mundo como Africa, India,
Tailandia, Espafia y China; tan solo en Africa las pérdidas han alcanzado US$
177.3 millones; en Kenia ha impactado hasta un tercio de la produccion anual en
2018. Por otro lado, China reporta hasta US$ 47 mil millones por afio de pérdidas
econdmicas debidas a este insecto (Abrahams et al., 2017; Westbrook et al., 2020;
Deshmukh et al., 2021).

Cui et al. (2019) observo en un andlisis gendémicos que S. frugiperda cuenta con
dos genes importantes que facilitan su desplazamiento a nivel mundial: 1.
Receptor gustativo (GR) y acetaldehido oxidasa que contribuyen a la deteccién
de hospedantes y 2. Subunidad de la adenosina trifosfato sintasa mitocondrial y
la cadena de ferritina que contribuyen a la resistencia en el vuelo y larga distancia
de migracion; en climas calidos durante el verano, las palomillas (estado adulto
del insecto) pueden recorrer cientos de kildmetros favoreciendo su dispersion
natural (Gutiérrez et al., 2018; Cerna et al., 2022).

Sintomas en maiz
Los sintomas provocados por gusano cogollero del maiz comienzan después de
gue los huevos eclosionan. Los sintomas tipicos son las “ventanas” sobre las
hojas causadas por larvas neonatas. El tamafio de estas ventanas es variable, y
conforme la larva cambia de estadio, la defoliacion aumenta y se esparce a toda
la hoja, provocando incluso que ésta se desprenda de la planta. En una defoliacion
mas extensa se puede observar una hoja totalmente dafiada con materia fecal de

la larva. Con defoliacién severa, el desarrollo de la planta se ve afectado, y por
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consecuencia se reduce el tamafio de la mazorca y la espiga (Meagher et al.,
2016; Sagar et al., 2020). La evaluacion del dafio foliar del cultivo se puede realizar

de la siguiente manera (cuadro 1).

Cuadro 1. Escala de severidad de dafio provocado por los estadios larvarios de
S. frugiperda (Meagher et al., 2016).

Escala Descripcion

0 No hay dafo foliar de la hoja

1 Pequefias lesiones circulares en las hojas

5 Pequefias lesiones circulares, pequefias ventanas en las
hojas

3 Lesiones pequefas y alargadas (5-10mm) en 1-3 hojas

4 Lesiones medias (10-30 mm) en 4-7 hojas

5 Lesiones alargadas grandes (>30 mm) en 3-5 hojas

5 Lesiones alargadas (>30 mm) y porciones grandes
consumidas en 3-5 hojas

7 Lesiones alargadas (>30 mm) y 50% de la hoja consumida

8 Lesiones alargadas (>30 mm) y 70% de la hoja consumida

9 Defoliacién completa

Métodos de control

Para esta plaga, el muestreo es de suma relevancia para tomar medidas de control
oportunas en base a la aparicién y desarrollo de este insecto. El periodo de cultivo
(fecha de siembra), variedades resistentes y asociacion de plantas, son métodos
culturales que incluye ademas de rotacién de cultivos, cultivos intercalados y la
eliminacion de hospedantes principales y alternos alrededor del cultivo (Ahissou
et al., 2021). El control de S. frugiperda inicia en pre-siembra, donde el arado es
usado para exponer las pupas a la luz solar y aves depredadoras. El gusano

cogollero a menudo es controlado usando insecticidas sistémicos, sin embargo,
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la aplicacion de diferentes métodos culturales podria ayudar a minimizar el dafio

y ser efectivo contra la plaga (Sagar et al., 2020).

Control quimico

En la siembra se usan hibridos resistentes y cultivos transgénicos; o productos
quimicos, los cuales son el principal método de control usado en el mundo, entre
los ingredientes activos se encuentran: organofosforados y carbamatos que
actuan como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa en el sistema nervioso,
que provoca pardlisis y muerte. Los productos quimicos como clorpirifos,
carbosulfan, benzoato de emamectina, y beta cipermetrina se han utilizado
ampliamente para controlar el gusano cogollero en Africa. Bhusal & Bhattarai
(2019) reportaron mas del 90% de la mortalidad de larvas mediante el uso de
spinosad y clorantraniliprol; flubendiamida y spinetoram resultaron tener un mejor
rendimiento que los insecticidas tradicionales lambda-cyhalotrina y novaluron. Sin
embargo, se ha reportado resistencia de las larvas a estos compuestos y alguno
de ellos fueron prohibidos por la residualidad y dafio al medio ambiente (Hardke
et al., 2015; Zhou et al., 2020).

Control bioldgico
En el control biolégico se incluyen grupos de ornasimos tales como bacterias,
virus, hongos, nematodos, y parasitoides, entre otros. Dentro de las ventajas, se
encuentra nula contaminacion al medio ambiente; no generan resistencia; y en
algunos casos existe una interaccion especifica de depredador, parasitoide u
hongo con el huésped. El control bioldgico es reportado contra S. frugiperda en
todo el mundo. Kenis (2023) menciona que existe parasitismo de huevos, larvas y
pupas: se ha reportado que el parasitismo en huevos por Telenomus remus Nixon
(Gerling D., 1972) (Hymenoptera: Scelionidae) fue de hasta 50% en Africa y 30%
en China; Trichogramma chilonis (Ishii, 1941) (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
parasita 24% de los huevos en la india. En Honduras se observdé 80% de
parasitismo por Chelonus insularis (Cresson, 1865) (Hymenoptera: Braconidae)

en larvas, y al sur de Texas fue del 43%. En areas con elevacién alta como
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Durango (+1,600 m.s.n.m.) se reportaron tasas de hasta 44% de Campoletis
sonorensis (Cameron, 1886) (Hymenoptera: Ichneumonidae). Otros parasitoides
de la familia Tachinidae (Diptera) incluyen a Lespesia archippivora (Riley, 1871)
y Winthemia spp. que emergen desde la pupa; se reportd de 55 hasta 71% de

parasitismo, con mayor porcentaje en los meses de julio- agosto.

Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915) (Bacillaceae) (Bt) es una bacteria gram-
positiva que produce inclusiones cristalinas durante la fase de esporulacion;
existen dos superfamilias de toxinas: Cry y Cyt. Las proteinas Cry son altamente
especificas para cada organismo, son inocuas a humanos, y son biodegradables
(Martin y Travers 1989). Se han utilizado como bioinsecticidas en agricultura
durante los ultimos 40 afios. Actualmente se han descrito més de 200 toxinas Cry
de Bt. Las toxinas Cry matan al insecto al interaccionar con la membrana de las
células del intestino, posteriormente, se insertan en esta membrana formado un
poro que termina por romper las células y posteriormente matar al insecto. Cuando
un insecto se vuelve resistente, es porque se modificé la proteina que la toxina
Cry utiliza como receptor en las células del insecto, es decir la toxina Cry ya no se
puede unir a las células y por lo tanto no puede formar el poro o perforacion (Dror,
et al., 2009; Bryant et al., 2024).
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Cuadro 2. Tipos de proteinas Cry y sus hospederos (Bryant, et al. 2024).

Peso molecula

Tipo de cristal Grupo Toxicidad
(kDa)
Bipiramidal Cryl 130 Lepidopteros
Lepidépteros y
Cubico Cry2 65 p P
Dipteros
Cuadrado
Cry3 72 Coledpteros
aplanado
Cry4A,
. Cry4B,
Esférico 135,128,78,72 Dipteros
Cryl10,y
Cryll

Algunos hongos patdgenos de insectos tienen un rango limitado de hospederos,
mientras que otras especies tienen un amplio rango de hospederos, por ejemplo,
B. bassiana, Metarhizium anisopliae (Metschn. Sorokin, 1883) (Hypocreales:
Clavicipitaceae), Metarhizium flavoviride (W. Gams & Rozsypal,1973)
(Hypocreales: Clavicipitaceae) e Isaria farinosa (Holmes, 1832) Kepler, B.

Shrestha & Spatafora (Hypocreales: Cordycipitaceae) (Licona et al., 2023).

Metarhizium rileyi

Taxonomia
M. rileyi fue descrito como Botrytis rileyi cerca de los aflos 1880’s provocando
severas infecciones en Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera:
Noctuidae), Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae),
Trichoplusia ni (HUbner, 1868) (Lepidoptera: Noctuidae) y Anticarsia gemmatalis
(HUubner, 1818) (Lepidoptera:Erebidae). Mas tarde fue renombrado como Spicaria
rileyi y finalmente como Nomurea rileyi por Kish et al., (1974); sin embargo, un

analisis molecular usando RAPD y analisis de secuencia (ITS), reportado por


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=34397&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=34397&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Boucias et al., (2000) determinaron que N. rileyi es una especie ubicada
filogenéticamente dentro del género Metarhizium, es por esto, que en la actualidad

se conoce como M. rileyi.

Cuadro 3. Especies de lepidopteros susceptibles a M. rileyi en diferentes

cultivos en el mundo (Li et al., 2023).

Especie Cultivo Origen
Achoea janala (Linnaeus, B _
Frijol India
1758)
Agrotis ipsilon (Hufnagel,
J P ( J Soya EUA
1766)
Spodoptera frugiperda maiz México
Spodoptera littoralis )
. Algodon Israel
(Boisduval, 1833)
Trichoplusia ni Col, soya y algodon Rep. dominicana
Heliocoverpa zea Alfalfa, maiz y soya Africa
Pseudoplusia includens )
Algodon y soya EUA

(Walker, 1857)

Caracteristicas morfologicas y fisiologicas
M. rileyi es un hongo entomopatdégeno (Ascomycota: Hypocreales); su color varia
de blanco-verde palido a intenso conforme se desarrolla la esporulacion. Las hifas
son septadas, hialinas, ligeramente pigmentadas, los conidiéforos son rectos y
septados; forman cadenas divergentes, elipsoidales a veces cilindricos de color
verde palido. La temperatura Optima para su crecimiento es de 25°C y >80% de
humedad relativa (Visalakshi et al., 2020; Li et al., 2023). La infeccion comienza
con la adhesion del hongo al cuerpo de la larva, continua con la germinacion de
una conidia (Fig. 3), en un par de dias los cuerpos hifales invaden el interior y
posteriormente hacia el exterior, produciendo conidias de color blanquecino a

verde palido- intenso sefial de la esporulacion (Idrees et al., 2021).
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Figura 2. Crecimiento de M. rileyi sobre A. gemmatalis y conidias al

microscopio 100x (Idrees et al., 2021).

Produccién y formulaciones

Este hongo entomopatdégeno cuenta con un crecimiento exigente, ya que requiere
de fuentes de nitrégeno como el hidrolizado de levadura, la levadura cervecera o
extracto de levadura, necesario para promover su desarrollo micelial, y posterior
esporulacion; uno de los medios méas usados es el medio Sabouraud maltosa con
extracto de levadura (SMAY). Esta caracteristica hace que la produccién masiva
sea dificil y costosa, por otra parte, cuando M. rileyi es mantenido a nivel
laboratorio, es posible que la patogenicidad/virulencia disminuye al transferirlo
constantemente a un medio; sin embargo, la virulencia puede mantenerse al
aplicar conidias del hongo sobre hospederos (de Faria y Wraight, 2007; Cepeda
et al., 2018;).

Se ha reportado el uso de sustratos sélidos como arroz, soya, sorgo, trigo y
cebada como alternativa para solventar estas dificultades (de Faria, et al., 2022).
Otro medio sélido usado y con reporte de una alta esporulacion de M. rileyi fue el
uso de granos de mijo. Por otro lado, las condiciones de almacenamiento son
relevantes en la produccién de masa para la conservacion de patogenicidad en

las conidias. La crioconservacion ha sido reportada para mantener la calidad hasta



24

18 meses sin afectar la germinacion y patogenicidad (Ignoffo y Garcia, 1985, 1982;
Wraight y Ramos, 2017).

Para obtener formulaciones de M. rileyi, es necesario utilizar productos que
permitan la estabilizaciéon del hongo; una alternativa es la formulacion granular
gue confiere proteccion de la radiacion UV y servir como sustrato de crecimiento
para M. rileyi. Otro ejemplo es el granulado derivado de maiz, sin embargo, este
puede contener micotoxinas producidas por Aspergillus flavus Link
(Aspergillaceae) (Maniania y Odulaja, 1998; Lezama-Gutiérrez et al., 2001).

Una alternativa poco estudiada, son las formulaciones en aceite en combinacién
con extractos de plantas o aditivos, estos son utilizados sin comprometer la
patogenicidad del hongo; sin embargo, el tipo de aceite puede afectar la
interaccion de M. rileyi sobre el insecto y algunos parametros de la formulacion

como pH (Vega-Aquino et al., 2010).

Vega-Aquino et al. (2010) reporta porcentajes de mortalidad de aceites con
conidias de M. rileyi: aceite mineral (100%), aceite de canola (93%), aceite de oliva
(74%), aceite de girasol (67%), aceite de cacahuate (71%) a los 8 dias de la
aplicacion; siendo mas efectivo entre el segundo y tercer estadio de Spodoptera
frugiperda.

Batta et al. (2011) observo porcentajes de mortalidad contra Plutella xylostella
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) usando una suspension de conidias de
Zoophthora radicans (Entomophthorales: Entomophthoraceae) (57%) y emulsion
(suspension de conidias en aceite, 85%) a una concentracion de 1x108
conidias/mL. Hasta el momento no existen reportes del uso de conidias M. rileyi

en emulsiones contra orugas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=51653&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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JUSTIFICACION
El uso de conidias de Metarhizium rileyi en emulsiones puede incrementar su
actividad como bioinsecticidas, por lo tanto, es una alternativa que debe

investigarse para el manejo de plagas agricolas.

HIPOTESIS
El uso de conidias de M. rileyi en emulsiones de aceite causara un porcentaje de

mortalidad superior al 80% sobre larvas de S. frugiperda en laboratorio y campo.

OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar el efecto de emulsiones de M. rileyi sobre larvas de S. frugiperda bajo

condiciones de laboratorio y campo

Obijetivos especificos
1. Aislar e identificar el hongo entomopatdégeno Metarhizium rileyi.
2. Estimar la virulencia de conidias de M. rileyi producidas in vivo e in vitro.
3. Evaluar el porcentaje de mortalidad en laboratorio sobre larvas de S. frugiperda,
por conidias de M. rileyi en emulsiones.
4. Determinar la viabilidad de conidias de M. rileyi en emulsiones bajo dos
condiciones de almacenamiento.
5. Evaluar el porcentaje de mortalidad en campo sobre larvas de S. frugiperda,
por conidias de M. rileyi en emulsiones.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de trabajo
El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Control Biologico y Ecologia
de insectos, y en las camaras bioclimaticas del Departamento de Parasitologia,
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Saltillo, Coahuila.
La parcela experimental (25.357122“N, -101.040596”0) se estableci6 dentro de la

misma universidad.

Origen de las cepas utilizadas
Se aislaron cepas de M. rileyi a partir de larvas de S. frugiperda colectadas en un
campo de maiz ubicado en Pesqueria, Nuevo Ledn (25.709446”N-99.795183"0)
el 15 de noviembre de 2022. Las larvas se trasladaron al Laboratorio antes
mencionado, y se colocaron en cadmara humeda durante 48 horas para promover
la produccion de conidias, y posteriormente se cultivé en agar SYS (Vega et al.,
2010).

Origen de los insectos
Para los diferentes bioensayos realizados en este trabajo, se utilizaron larvas de
S. frugiperda, asi que se establecié una cria de este insecto. Primeramente, se
colectaron larvas de campo, que se colocaron individualmente en recipientes de
10 mL, posteriormente se mantuvieron a 25 + 3 °C, con una humedad relativa >
85% vy se les brindo pasto (Poaceae) como alimento (cada tercer dia se cambio el
alimento). Cuando las larvas entraron a estado de pupa, se preparé un recipiente
plastico de 1 L con perforacion en la tapa, la cual se cubrié con tela de organza, y
dentro se coloco papel de estraza, con un algodon hiumedo y las pupas. En cuanto
emergieron los adultos se les colocé un algodén empapado de refresco de soda
como alimento, y se mantuvieron dentro del recipiente con el fin de que copularan
y ovipositaran. En cuanto se observaron los huevecillos estos se colocaron en
recipientes de plastico de 500 mL con un algodéon humedo. En cuanto

eclosionaron los huevecillos se colocé pasto (Poaceae) para alimentar a las larvas
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recién emergidas. Este procedimiento se realiz6 periddicamente, con el fin de

tener suficientes larvas para los diferentes experimentos.

Medio de cultivo

Periodicamente se prepar0 medio para el aislamiento, cultivo rutinario y
produccion de los hongos entomopatégenos utilizados en los bioensayos. Se
utilizé medio de cultivo agar SYS Agar Sabouraud + 1% extracto de levadura
(Solbiosa®, Guadalajara, México) + 200 mL de caldo de soya (Glycine max) [250g
de soya en 3L de agua, hervido durante 15 min]). Se vertieron 15 mL del medio
de cultivo descrito anteriormente en cajas Petri de 100 mm y tubos de ensaye con

medio inclinado.

Porcentaje de germinacion

Previo a cada bioensayo, se realizaron pruebas de germinacion de conidias.
Primeramente, se tomaron conidias de cada hongo entomopatégeno, se
inocularon en tres cajas de Petri con agar SYS y se incubaron a 25 = 3°C.
Posteriormente, a las 24, 48 y 72 h después de la inoculacion, bajo el microscopio,
se inspeccionaron tres areas diferentes en cada caja de Petri con al menos 100
conidias y se registré el nimero de conidias con tubo de germinacion (Boucias y
Pendland, 1984; de Faria y Wraight, 2007).
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Produccion de conidias in vivo

Se prepard una suspension de conidias de cada hongo a una concentracion de
100 mL en agua mas 3 pL de surfactante, se agitdé vigorosamente y ajustd hasta
obtener una concentracion de 1x108 conidias/mL, con ayuda de una camara de
Neubauer. Posteriormente, se aplicaron 10 yL de la suspension en el dorso de
cada larva (estadio L3-4), utilizando una micropipeta (aplicacion topica); cada una,
se colocé individualmente en un recipiente de plastico de 20 mL a 25°C + 3°C con
una humedad relativa > 85% y se les brindé pasto (Poaceae) como alimento (cada
tercer dia se cambid el alimento) hasta observar micelio blanco, posteriormente
se colocaron en cadmara humeda con un algodon humedo para favorecer la
produccion de conidias (Fig. 4). Este proceso se repiti6 mensualmente hasta el

término de la investigacion.

Figura 3. Producciéon de conidias in vivo de M. rileyi. A) Larvas de S.
frugiperda con micelio previo a la esporulacion, B) Larvas de S. frugiperda
con conidias, C) Larvas de S. frugiperda en cdmara hiumeda
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Suspensiones, emulsiones y preparacion en salvado

Se prepararon suspensiones para las pruebas realizadas en los objetivos 2 al 5.
En 100 mL de agua se agregaron 3 uL de surfactante y 1x102 conidias/mL.

Para las emulsiones evaluadas, se utilizaron dos aceites: mineral y de soya. En
una licuadora se colocaron 5 pL del aceite en 100 mL de agua mas 3 pL de
surfactante, con una concentraciéon de 1x108 conidias/mL. Posteriormente se
mezcld en la licuadora comercial Oster durante 15 min, enseguida las
suspensiones se filtraron con tela de organzay fueron colocadas en un recipiente
etiquetado. Este procedimiento se repitié para todos los tratamientos (Biaggioni et
al., 2020; Ingle et al., 2008).

Para la evaluacion de los hongos entomopatégenos en granulos, primeramente,
en un recipiente de 10 mL se colocé 1 gr de salvado y dos larvas de S. frugiperda
con conidias, enseguida se agité durante cinco minutos. Se tomo una alicuota de
salvado y se coloc6 en un 1 mL de agua, finalmente se ajusté la concentracion a
1x108 conidias/mL con ayuda de una camara de Neubauer, y afiadiendo el salvado
requerido para la dilucion (Bindu et al., 2018). Todos los tratamientos se aplicaron

dentro de las dos horas posteriores a su preparacion.

Anéalisis estadistico

Los datos de mortalidad se transformaron para la normalizacion utilizando el
procedimiento de raiz cuadrada de arcoseno; Los datos originales se expresaron
como proporcion. Los datos de mortalidad no se corrigieron debido a que la
mortalidad del testigo no fue mayor al 5%. Una vez transformados, los datos se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), seguido de una comparacion de
medias, que se efectudé mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia
de 0.05 en VassarStats (Ingle et al., 2008).
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Objetivo 1. Aislamiento e identificacion de cepas

Se aislo la cepa de M. rileyi (V1) a partir de larvas de S. frugiperda colectadas en
un campo de maiz en Pesqueria, N.L. Las larvas se trasladaron al Laboratorio, y
se colocaron en camara humeda durante 48 horas para promover la produccion
de conidias, posteriormente se cultivé en agar SYS (Vega et al., 2010, Fig. 5).

La cepa BB1 de Beauveria bassiana se obtuvo en un trabajo anterior; fue aislada
de suelo agricola de Galeana, NL, mediante la técnica del insecto cebo (Sanchez-
Pefa et al. 2011).

Para verificar la identificacion de las cepas V1 y BB1, se analizaron
molecularmente  en  Biociencia, Monterrey, Nuevo Ledn, México
(http://www.biociencia.com.mx) para la secuenciacion de ADN de un fragmento de
la region del Factor de elongacién 1 (TEF-1). EI ADN se extrajo de cultivo en medio
liqguido siguiendo el procedimiento de Doyle y Doyle (1987) modificado por
SENASICA  (2022). Los primer's utlizados fueron: EF-1  5-
ATGGGTAAGGARGAGAAGAC-3'y EF-1: 5-GGARGTACCAGTSATCATGTT-3".
La secuenciacion de los productos de PCR fue proporcionada por Biociencia. Se
compararon secuencias (BLAST) en la base de datos del NCBI para determinar
el porcentaje de identidad de especies y se depositaron en la base de datos
GenBank.


http://www.biociencia.com.mx/
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Figura 4. Aislamiento de M. rileyi por estria simple en medio de cultivo agar
SYS.
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Objetivo 2. Estimar la virulencia de conidias de M. rileyi producidas in vivo e in

vitro sobre S. frugiperda en laboratorio

Para estimar la virulencia de conidias de M. rileyi se evaluaron tres tratamientos;
1) suspension de conidias in vivo (1x108 conidias/mL); 2) suspension de conidias
in vitro (1x108 conidias/mL) y 3) un testigo (surfactante al 0.03%). Se colocaron 4
repeticiones (40 larvas entre L3 — L4 c/u) por tratamiento, y se aplicaron 10 uL de
los tratamientos a evaluar en cada larva. Finalmente, a los siete dias se registrd
namero de larvas muertas. Se consideraron muertas las larvas que presentaban
ausencia de movilidad y micelio de coloracién blanca o verde (Della y Monteiro,
2008).

Objetivo 3. Evaluar la mortalidad en laboratorio de larvas de S. frugiperda, por

conidias de M. rileyi en emulsiones

Las emulsiones se prepararon con los siguientes compuestos: aceite mineral
(Stylet-Oil®, Gowan, Mexicali, México) y aceite de soya (Carrier®, Stoller,
Guadalajara) a una concentracion de 1x108 conidias/mL por cada emulsion,
ademas de 2 testigos con la misma composicién, pero sin conidias y un testigo
que consistié en una suspension sin conidias (surfactante al 0.03%) (Celestino et
al., 2016). Se colocaron 10 repeticiones (de 10 larvas entre L3 — L4 c/u= 100
larvas en total) por tratamiento, y se aplicaron 10 yL de los tratamientos a evaluar
en cada larva como se indic6 previamente. Finalmente, a los siete dias se registrd
namero de larvas muertas. Se consideré muertas las larvas que presentaban
ausencia de movilidad y micelio de coloracion blanca o verde (Biaggioni et al.,
2020; Ingle et al., 2008).
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Objetivo 4. Determinar la viabilidad de conidias de M. rileyi en emulsiones bajo

dos condiciones de almacenamiento

Las emulsiones de M. rileyi descritas en el objetivo 3, se almacenaron a 4°C
(refrigeracion) y 25°C + 3 °C (ambiente); posteriormente a los 45 dias se evaluaron
el porcentaje de germinacion y su efecto sobre las larvas de S. frugiperda. Se
colocaron 10 repeticiones (de 10 larvas entre L3 — L4 c/u= 100 larvas en total) por
tratamiento, y se aplicaron 10 pL de los tratamientos a evaluar en cada larva.
Finalmente, a los siete dias se registré numero de larvas muertas. Se consideraron
muertas las larvas que presentaban ausencia de movilidad y micelio de coloracién

blanca o verde.

Objetivo 5. Evaluar la mortalidad en campo sobre larvas de S. frugiperda, por

conidias de M. rileyi en emulsiones

Se evaluaron nueve tratamientos (cuadro 1) siguiendo la metodologia ya descrita
para suspensiones, emulsiones y preparaciones en salvado (Ingle et al., 2008;
Biaggioni et al., 2020). Se incluyeron suspensiones de B. bassiana como
comparacion, pues se trata de un hongo entomopatégeno ampliamente utilizado en
control biolégico a nivel mundial. Para la prueba de campo, se utilizé una parcela del
hibrido de maiz variedad Genex 724 con 26 surcos de 100 metros c/u. Se estableci6
el cultivo en una parcela experimental de la UAAAN, Saltillo, Coahuila con riego por
goteo, no se aplicaron plaguicidas. Previo a la aplicacion de tratamientos, se realizé
un monitoreo para verificar la presencia de S. frugiperda. El bioensayo consistio en
10 repeticiones ¢/ 10 plantas de maiz (100 plantas en total) por tratamiento con un
disefio de bloques al azar y se aplic6 1 mL o 1 gr de cada tratamiento en el centro
de la planta de maiz. Finalmente, a los siete dias se registr6 niumero de larvas
muertas. Se consideraron muertas las larvas que presentaban ausencia de movilidad

y presencia de micelio de coloracion blanca o verde.
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Cuadro 4.Tratamientos evaluados sobre larvas S. frugiperda aplicados bajo

condiciones de campo en Saltillo, Coahuila.

No. )
Tratamiento Emulsiones
1 Sin aplicacion (control absoluto)
2 0.03% de surfactante en agua
3 0.05% de aceite mineral + 0.03% de surfactante en agua
4 0.05% de aceite de soya + 0.03% de surfactante en agua
. 0.03% surfactante en agua + 1x108 conidias/mL de M.
rileyi,
5 0.05% Aceite mineral + 0.03% surfactante + 1x108
conidias/mL de M. rileyi
. 0.05% Aceite de soya + 0.03% surfactante + 1x1082
conidias/mL de M. rileyi
8 Salvado + 1x108 conidias/mL de M. rileyi

0.03% surfactante + 1x108 conidias/mL de B. bassiana
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RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1. Aislar e identificar cepas de M. rileyi.

Se corroboraron las caracteristicas de crecimiento macro y microscépicas en las
larvas infectadas (A, B) y en agar SYS (C); coloracion blanquecina que
posteriormente se tornd verde (Fig. 6), lo que indica formacién de fidlides y
conidias ovoides en cadenas cortas (D), lo cual concuerda con lo reportado por
Visalakshi et al. (2020); Acharya et al. (2022). Ademas, M. rileyi (V1) y B. bassiana
(B1) fueron secuenciadas y la informacion se compartié en GenBank (cédigo de
acceso: PQ479188) para M. rileyi.

Figura 5. A) Micelio de M. rileyi sobre larvas de S. frugiperda, B) Conidios
de M. rileyi sobre larvas de S. frugiperda, C) M. rileyi en agar SYS y D) Morfologia
microscopica: Formacion de fidlides en verticilos y conidias ovoides en cadenas

cortas.
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Objetivo 2. Estimar la virulencia de conidias de M. rileyi producidos in vivo e in

vitro contra S. frugiperda en laboratorio

A los siete dias de la inoculacién, se observé una mayor mortalidad causada por
conidias in vitro: 62+SE= 4.78% (T1) seguido de 37+SE=2.5% in vivo (T2) y 0%
en el testigo (T3). El andlisis estadistico de medias indicO una diferencia
significativa (p<0.0001) entre los tres tratamientos (Fig.7). Caro et al. (2005)
mencionan que los sustratos utilizados para producir conidias de M. rileyi afectan
la actividad de biocontrol con excepcion del sustrato de soya, en el cual se observé
un alto rendimiento de conidias que caus6 mortalidades mayores al 80% en larvas
de S. frugiperda. Por otro lado, en hongos entomopatdgenos como B. bassiana y
M. anisopliae, el crecimiento y la virulencia no se redujeron en cultivos in vitro (de
Faria y Wraight, 2007; Cepeda et al., 2018).
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Figura 6. Mortalidad media causada por: T1: conidias cultivadas en agar
SYS + surfactante al 0.03%, T2: conidias de M. rileyi provenientes de larvas +
surfactante al 0.03% y T3: surfactante al 0.03% en agua sobre larvas de S.
frugiperda. Barra= error estandar de la media. Medias con la misma letra no son

significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p<0.05).
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Objetivo 3. Evaluar el porcentaje de mortalidad en laboratorio sobre larvas de S.

frugiperda, por conidias de M. rileyi en emulsiones

La emulsién de aceite mineral caus6 una mortalidad media del 70£SE= 2.58% en
larvas de S. frugiperda, seguido de la emulsién de aceite de soya con 48+SE=
2.9%, en comparacion con los testigos (tratamientos 3, 4 y 5), donde no se
observé mortalidad. El analisis estadistico indico una diferencia significativa de
p<0.0001 entre los tratamientos 1y 2. Vega et al., (2010) menciona que el uso de
aceite mineral y de soya puede causar mortalidades mayores al 90% de S.
frugiperda en el laboratorio; estos datos se pueden diferir debido a la composicion
de la formulacion. Batta (2003) menciona que al utilizar formulaciones base aceite
con coco Y soya, por separado, mas conidias de M. anisopliae sobre ninfas de
Bemisia tabaci y Tetranychus cinnabarinus causaron 66 y 58% de mortalidad,
respectivamente, 3 dias posteriores a la aplicaciéon en el laboratorio, lo cual

concuerda con nuestros resultados (Fig. 8).
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Figura 7. Mortalidad media de S. frugiperda en laboratorio causada por: T1.:

aceite mineral + surfactante al 0.03% + M. rileyi, T2: aceite de soya + surfactante
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al 0.03% + M. rileyi, T3: aceite mineral + surfactante 0.03%, T4: aceite de soya +
surfactante 0.03%, T5: surfactante 0.03%. Barra=error estandar de la media. Los
valores de medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba
de Tukey, p<0.05).

Objetivo 4. Determinar la viabilidad de conidias de M. rileyi en emulsiones bajo

dos condiciones de almacenamiento

Después de 45 dias de almacenamiento a 4°C, la emulsion de aceite mineral
almacenada caus0 53+SE= 4.6% Yy el aceite de soya 5.0+SE= 4% de mortalidad
media. El andlisis estadistico indic6 una diferencia significativa de p<0.002 en
comparacion con el resto de los tratamientos donde no se observé mortalidad (Fig.
9). En cuanto a la emulsion de aceite mineral y aceite de soya almacenada a 4°C,
hubo reducciones significativas de 27 y 43%, respectivamente en comparacion
con la mortalidad causada por emulsiones utilizadas inmediatamente después de
su preparacion (p<0.0001). Nuestros resultados concuerdan con Montecalvo et
al., (2023), mencionan que las condiciones y el tiempo de almacenamiento afectan
la eficiencia de las formulaciones en comparacion con las formulaciones
preparadas y utilizadas en el momento; observaron 20 y 40% de mortalidad en
larvas de S. frugiperda causadas por conidias de almacenamiento a 4 y 25°C,

respectivamente (de Faria et al., 2022; Batta 2003).
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Figura 8. Mortalidad media de S. frugiperda en laboratorio causada por
emulsiones almacenadas bajo dos condiciones: AM: Aceite mineral + surfactante
al 0.03% + M. rileyi (dia 0, dia 45 a 25°C +5°C y dia 45 a 4°C), Testigo (CAM):
aceite mineral + surfactante al 0.03% (dia 0, dia 45 a 25°C £5°C y dia 45 a 4°C).
AS: aceite de soya + surfactante al 0.03%+ M. rileyi (dia 0, dia 45 a 25°C +5°C y
dia 45 a 4°C), testigo (CAS): Aceite de soya + surfactante al 0.03% (dia O, dia 45
a 25°C £5°C y dia 45 a 4°C). Barra= error estandar de la media. Los valores de
medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba de Tukey,
p<0.05).

Objetivo 5. Evaluar el porcentaje de mortalidad en campo sobre larvas de S.
frugiperda, por conidias de M. rileyi en emulsiones

La emulsion de aceite mineral causo 81+SE= 5.77% de mortalidad en larvas de
S. frugiperda seguido de la emulsion de aceite de soya, salvado y suspension de
B. bassiana (T9); en comparacion, en los tratamientos testigos no se observo
ninguna mortalidad: testigo absoluto (T1), surfactante al 0.03% (T2), aceite
mineral + surfactante al 0.03% (T3) y aceite de soya + surfactante al 0.03% (T4).
El andlisis estadistico indic6 una diferencia significativa entre todos los
tratamientos (p<0.0001) sin embargo, no hubo diferencia significativa entre las
emulsiones de aceite mineral y de soya con conidias de M. rileyi. Montecalvo et
al., (2023) menciona que al aplicar conidias de M. rileyi con aceites directamente
al campo, se observo hasta un 50% de mortalidad en larvas; asimismo, menciona
que al aplicar una emulsion oleosa y una suspension liquida puras en campos de
maiz sobre larvas de S. frugiperda se observaron tasas de mortalidad de 27% y
21%. Deducimos que el porcentaje de mortalidad obtenido en la presente
investigacion es mayor y se observé en menor tiempo (Biaggioni et al., 2020).
Gonzalez-Morales et al. (2009) y Barros et al. (2021) mencionan que, al utilizar los
productos a base de B. thuringiensis y B. bassiana en el control de S. frugiperda
en campo, este Ultimo hongo resulté ser el menos efectivo con 49.33% de
mortalidad (Fig. 10).
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Figura 9. Mortalidad media de larvas de S. frugiperda causada por las

formulaciones con M. rileyi en Saltillo, Coahuila (cuadro 4). Barra= error estandar
de la media. Los valores de medias con la misma letra no son significativamente

diferentes (prueba de Tukey, p<0.05).
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Figura 10. Larvas micosadas por M. rileyi colectadas después de siete dias

de la aplicacién en campo de maiz, Saltillo, Coahuila
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CONCLUSIONES
El hongo entomopatdgeno Metarhizum rileyi es un agente promisorio de control
biolégico de gusano cogollero, Spodoptera frugiperda. En este trabajo, se observo
que la produccion de conidias en condiciones in vitro no mostro efectos adversos
sobre la virulencia de M. rileyi, comparado con conidias producidas in vivo (en
insectos). Esta consideracion es relevante en la produccion de este organismo
benéfico en medios artificiales.
La emulsibn de aceite mineral con M. rileyi produjo una mortalidad
significativamente mayor en condiciones de campo que en laboratorio.
Una emulsion almacenada durante 45 dias a una temperatura de 4°C mantiene
su efectividad de mortalidad sobre S. frugiperda en pruebas de laboratorio.
Los resultados de este estudio confirman el potencial de M. rileyi como una
herramienta eficaz de control biolégico del gusano cogollero en cultivos de maiz,
y asimismo proporcionan una base para el desarrollo de formulaciones y la
estandarizacion de procesos de aplicacion en condiciones de campo. Los
tratamientos evaluados incluyen preparaciones de facil implementacion en el
cultivo de maiz; se pueden aplicar con equipo de aspersion convencional, y los
componentes de las mezclas evaluadas se pueden obtener con facilidad en el
ambito agricola nacional. Retos importantes para la implementacién de este
hongo en programas de control bioldgico de S. frugiperda consisten en la
seleccién de cepas virulentas y su produccion en medio artificial a un costo
competitivo y de manera estandarizada.
Esta investigacion contribuye al avance de estrategias sostenibles en la
agricultura, ofreciendo una alternativa viable a los métodos tradicionales de control
quimico. Este trabajo, por tanto, tiene implicaciones significativas tanto para la
ciencia como para la practica agricola, al sentar las bases para futuras
investigaciones y aplicaciones comerciales que promuevan un manejo MAas

sostenible y ambientalmente responsable de las plagas agricolas.
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Activity of Emulsion, Suspension and Granular Preparations of Metarhizium
rileyi (Hypocreales: Clavicipitaceae) Against Spodoptera frugiperda

(Lepidoptera: Noctuidae) Larvae on Field Maize

Viridiana A. Martinez-Ponce*!, Diego Camacho-Ponce, Sergio R. Sanchez-Pefial
!Departamento de Parasitologia, Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro, Buenavista,
Saltillo, Coahuila. *Corresponding author, e-mail: viri.martz15@gmial.com

Abstract

Metarhizium rileyi (Farlow) Samson, a well-known entomopathogenic fungus, could be an
alternative in agriculture, particularly as a measure for control of the invasive fall armyworm,
Spodoptera frugiperda (FAW); However, factors like fungal formulation limit their
bioinsecticides potential and, consequently affect the infection process. We tested conidia
of three native isolates of M. rileyi, in aqueous suspensions (in water + surfactant = SW), in
emulsions (in agricultural oil + water + surfactant = OSW) and in granules against FAW
larvae. These were applied in the laboratory and on two field trials at two semiarid localities
in NE México (Pesqueria, NL and Saltillo, Coahuila). In the laboratory, M. rileyi in SW caused
83.3%, 78.6% and 62.0% mortality, while OSW resulted in mortalities of 70% (mineral oil)
and 48% (soybean oil). In the first field test, three M. rileyi isolates and one B. bassiana
isolate (all as SW) induced 26, 27, 32 and 28% mortality, respectively; conidia of three M.
rileyi isolates in granules caused 37, 29 and 27% mortality. In the second field test, M. rileyi
conidia induced higher FAW mortality (up to 81%) as OSW of mineral or soybean oil than
SW preparations. Overall, these tests demonstrated that FAW can be readily infected on
field maize, even in semiarid regions, by applications of M. rileyi conidia. OSW preparations
caused a higher percentage of mortality than SW against FAW larvae and indicate the

potential of M. rileyi in integrated pest management of FAW.
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Introduction

In México, maize or corn (Zea mays L.) is the main crop regarding volume produced, with
nearly 27 million metric tons (SIAP 2022). The fall armyworm (FAW) Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) is a ravenous maize pest native to the Americas. This insect is
now nearly cosmopolitan (Deshmukh et al. 2021); it has a wide range of economically
important host plants besides maize, including food, forage and fiber crops. Insecticides
commonly used for FAW control, such as organophosphates, carbamates, pyrethroids and
diamides pose serious risks of environmental pollution, human poisoning and insect
resistance; they can be economically costly (Gutierrez et al. 2018). An alternative is
biological control, as it can reduce environmental pollution and costs of synthetic
insecticides. Entomopathogenic fungi such as species of the genera Beauveria, Cordyceps
(= Isaria, in part), and Metarhizium have been tested as biological insecticides (Eckard et al.
2014; Casique-Valdés et al. 2015; Weber et al. 2022). Conidia of these fungi attach to the
chitinous cuticle of insects; there, hydrophobic interactions mediate adhesion and
subsequent invasion of the host, eventually causing its death (Boucias and Pendland et al.
1994). In northeastern México, the entomopathogenic fungus Metarhizium rileyi sometimes
causes natural epizootics on lepidopterous larvae in maize fields, usually between the
months of August-November (Sanchez-Pefia 1990, 2000). Similar epizootics have been
reported in the United States and other locations worldwide, on maize and other crops,
(Maublanc 1903; Petch 1925, Getzin 1961, Allen et al. 1971, see references in Licona-
Juérez et al. 2023). There was interest on M. rileyi as a biological insecticide in the USA in
the 70s and 80s (Ignoffo et al. 1976). Competition from emerging synthetic insecticides and
the fastidious nature of the microorganism possibly caused research on M. rileyi to dwindle.

The invasion of the Old World by FAW and a growing impetus to the adoption of IPM
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paradigms has caused renewed interest on M. rileyi. However, there have been few tests of
this fungus as bioinsecticide against FAW worldwide. Most of these tests have used
relatively simple suspensions of conidia in water plus a surfactant agent. Oil-in water
emulsions of entomopathogenic fungi have demonstrated superior value in biological control
of insects (Inglis et al. 2002, Batta 2003). Suspending the conidia in oil or in water-oll
mixtures can greatly increase the activity of entomopathogenic fungi against insects (Akbar
et al. 2005, Wraight and Ramos 2017). Agricultural oils are mixtures of biological or mineral
origin that possess advantageous encapsulating, carrying, dispersing and adhering
properties (Stoller Mexico 2024). In the laboratory, suspensions of M. rileyi conidia in
vegetable and mineral oils were evaluated against immatures of Chloridea (=Heliothis)
virescens, Helicoverpa zea, Spodoptera exigua and S. frugiperda, causing up to 95%
mortality 5-6 days after application (Vega-Aquino et al. 2010). The objectives of this work
were to test and compare the activity of M. rileyi conidia in agricultural oil emulsions, in
agueous suspensions and in granular preparations against FAW, in the laboratory and small
field trials; we also tested the stability and activity of selected conidial preparations and time

periods, against FAW in the laboratory.
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Materials and methods

Entomopathogenic fungal isolates.

Collection of M. rileyi isolates. We attempted to obtain M. rileyi isolates from collected
live FAW larvae. These were collected on maize fields at Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, Saltillo, Mexico (25.357978, -101.040361) on 15 October 2004 and 20
October 2015; also, at Pesqueria, Nuevo Ledn (25.709446-99.795183) on 16 November
2022. Larvae were transferred to the Biological Control Laboratory, Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Saltillo, Coahuila. They were placed
individually at 25°C + 3°C, at greater than 85% relative humidity, and grass leaves
(Bermuda grass, Cynodon dactylon; Buffelgrass, Cenchrus ciliaris, and other Poaceae)
as food, provided freshly every 2 days. Larvae were incubated until death or pupation.
We searched for growth of entomopathogenic fungi, (as white or green mycelial
overgrowth, on dead larvae). These were placed in a moist chamber (90 mm plastic
petri dishes lined with moist brown bag paper) for 48 hours in the laboratory. Conidia
were taken from larvae with a bacteriological loop, then streaked on 90 mm petri dishes
with SYS agar: Sabouraud Agar + 1% yeast extract (both from Solbiosa, Guadalajara,
Mexico); 1L agar contained 200 ml of soybean (Glycine max) broth/L, obtained after
boiling 250 g of soybeans for 15 min in 3 L of water. Agar plates were incubated at 25°C
+ 5°C and small pieces of fungal growth on agar was transferred to fresh SYS agar
medium to obtain pure cultures and conidia. Additionally, entomopathogenic fungi (B.
bassiana isolates) were isolated from agricultural soil at Galeana, Nuevo Ledn, using
the insect bait method (Sanchez-Pefa et al. 2011) and subsequent transferring of
conidia to SYS as described above. After isolation all fungal cultures were kept

refrigerated in agar slants in screw cap test tubes at 4°C. Selected fungal isolates were



56

identified by morphology (Acharya et al. 2022) and molecular methods: DNA sequencing
of a fragment of the genetic marker translation elongation factor-1 alpha (EF1-a),
performed at Biociencia, Monterrey, Nuevo Leon, México
(http://www.biociencia.com.mx). DNA was extracted from myceliar growth scraped from
agar cultures, following the procedure of Doyle and Doyle (1987) modified by
SENASICA (2022). Primers used were: 5-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3" and 5'-
GGARGTACCAGTSATCATGTT-3' (SENASICA 2022; Koo et al. 2023). Sequences

were compared (BLAST) in the NCBI database to determine percent identity.

Percent germination of conidia. The percent germination of conidia of isolates used for
experiments was determined by preparing Petri dishes with a thin layer (2 mm) of SYS Agar;
conidia of each isolate were transferred to three of these agar plates and incubated at 25°C
+ 3°C. Subsequently, at 24, 48 and 72 h after planting, three different areas in each dish
with at least 100 conidia were inspected under the optical microscope (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Germany) at 40X and the number of conidia with or without germination tube

were recorded (Boucias and Pendland, 1984).

Rearing of S. frugiperda. A colony of FAW larvae was established in the laboratory. Larvae
collected in maize fields were kept individually in 10 mL plastic containers (25°C + 3°C, at
relative humidity greater than 85% in containers) and fresh grass (Poaceae) as food ad
libitum, changed every 2 days. Pupae were confined in 1L clear plastic containers with soft
drink- and water-soaked cotton balls, in a 12/12h light/dark photoperiod under diffuse

indirect fluorescent light. After >15 days, emergence and mating of adults ensued, and eggs
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or neonate larvae were retrieved from containers upon appearance for tests or colony

maintenance. Several generations of FAW were reared as described.

Application of M. rileyi agueous suspensions of conidia from artificial medium
against S. frugiperda larvae in the laboratory

Conidial suspensions were prepared at 1x108 conidia/mL for each M. rileyi isolate (DCP, C3
and V1) in water + 0.03% surfactant (Bionex, UPL, Saltillo, Mexico). Throughout this report,
“surfactant” refers to Bionex. This is a tensoactive/dispersing agent that includes tridecyl
alcohol polyethoxylates, polyethoxylated nonylphenol and propylene glycol. Conidia of each
isolate were suspended with a commercial blender (two-speed professional Oster
BLSTBPSTO013 blender) for 3 min, then filtered with organza fabric (Li et al. 2020, Shouzhu
et al. 2019). For each isolate, 150 larvae (3'-4th instar) from the laboratory colony were
inoculated by topical application, applying 10 pL of conidial suspension (=1x108
conidia/larva) on the dorsal abdomen. Larvae in the control group received 10 uL of water +
0.03% surfactant. Larvae were individually placed in 10 mL plastic containers at 25°C + 5°C,
relative humidity 85% and grass as food (Poaceae, changed every 2 days). Larval mortality
was recorded ten days after inoculation, considering as dead larvae those without motility.
Bioassays were conducted on different dates; therefore, statistical comparisons were not

performed among dates.

Virulence of M. rileyi conidia produced in vivo and in vitro against S. frugiperda in the

laboratory.
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For maintenance of viable fungal cultures, it is sometimes necessary to transfer M. rileyi
from artificial medium to larvae and vice versa. There are several reasons to do this. The
fungus is fastidious to grow on artificial medium, so sometimes it is necessary to pass the
fungus from larvae to larvae. Also, reports indicate that there might be changes in the
virulence of entomopathogenic fungal conidia produced in vivo or in vitro, especially after
repeated subculturing on artificial medium (Lin and Harper 1984; Eckard et al. 2014). Also,
at 1-2-year intervals, isolates DCP Y C3 were taken from the refrigerator, transferred to
larvae and reisolated in vitro, on artificial media. Therefore, we wanted to compare the
virulence of in vivo- and in vitro- produced conidia of M. rileyi. Larvae of S. frugiperda (3"-
4th instar) were inoculated by topical application of conidia of isolate V1. Treatments were:
conidia produced in vitro (on SYS agar); conidia produced in vivo, on infected FAW larvae;
and control: water + 0.03% surfactant. All treatments were applied within two hours after
preparation. For each isolate, 120 larvae (3'-4th instar) from the laboratory colony were
inoculated by topical application, applying 10 pL of conidial suspension (=1x108
conidia/larva) on the dorsal abdomen. Larvae in the control group received 10 uL of water +
0.03% surfactant. Afterwards larvae were individually placed in 10 mL plastic containers as
described. Larval mortality was recorded after seven days, considering as dead larvae those

without motility. There were 10 FAW larvae/replicate and four replicates in each treatment.

Application of emulsions of M. rileyi conidia against S. frugiperda in the laboratory
Emulsions were prepared using the following oils: Stylet® mineral oil (Gowan, Mexicali,
Mexico), a paraffinic oil that acts as surfactant and general adjuvant; it has some pesticidal

properties at high concentrations (Gowan Mexico 2024). Also, Carrier® soybean oil (Stoller,
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Guadalajara, Mexico), a vegetable oil-based surfactant and adherent in a mixture containing
emulsifiers, surfactants and conditioners (Celestino et al. 2016; Stoller Mexico 2024). These
agricultural oils (mineral and soybean) were chosen due to existing information on their use
as ingredients of bioinsecticidal preparations of entomopathogenic fungal conidia (Vega-
Aquino et al. 2010, Casique-Valdes et al. 2014). Conidia of M. rileyi were suspended | these
oils and applied to S. frugiperda larvae as described. For evaluations, 100 mL of water +
0.03% surfactant + 50 pL of each oil (0.05%) + 1x108 conidia/mL were thoroughly mixed in
a blender as described for 5 min and filtered with organza cloth. There were three controls:
one consisted of 100 mL of water + 0.03% surfactant + 50 L of each oil separately; the
other consisted of water + 0.03% surfactant only (Lopes et al. 2020, Ingle et al. 2008, Vimala
et al. 2002), and the absolute control. Conidia of M. rileyi were suspended in these oils and
applied to S. frugiperda larvae. For each isolate, 500 larvae (3'9-4th instar) from the
laboratory colony were inoculated by topical application, applying 10 pL of conidial
suspension (=1x108 conidia/larva) on the dorsal abdomen. Larvae in the control group
received 10 pL of water + 0.03% surfactant. Afterwards larvae were individually placed in
10 mL plastic containers as described. Larval mortality was recorded after ten days,
considering as dead larvae those without motility. There were 10 FAW larvae/replicate and

ten replicates in each treatment.

Pathogenicity of M. rileyi conidia in emulsions stored at room temperature and
refrigeration

Emulsions of both oils + M. rileyi (as described above) were stored at 4 and 25°C * 3°; after
45 days, the viability of conidia and its effect on S. frugiperda larvae were evaluated. For

each treatment, 500 larvae (3'-4th instar) from the laboratory colony were inoculated by
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topical application, applying 10 pL of conidial suspension (=1x108 conidia/larva) on the
dorsal abdomen. Larvae in the control group received 10 pL of water + 0.03% surfactant.
Afterwards larvae were individually placed in 10 mL plastic containers as described. Larval
mortality was recorded after ten days, considering as dead larvae those without motility.

There were 10 FAW larvae/replicate and ten replicates in each treatment.

Field test one: Application of agueous suspensions and granular preparations of M.
rileyi conidia, at Pesqueria, México.

We evaluated two methods of application (aqueous suspension (SW) and granular) of
isolates DCP and C3 of M. rileyi; all treatments were applied on 28 August 2017, on V10-
V14 plants (Ortez and Litch 2024) of Garafion hybrid maize (Pioneer, Cueramaro, Mexico)
in a dryland field located in Pesqueria, Nuevo Leon (25.70017, -99.784572). Isolates were
produced following the methods of Casique-Valdés et al. (2015) and references therein, as
follows. Regular white rice (100-150 gr) was placed in 30 x 30 cm translucid polyethylene
bags and sterilized at 121°C for 15 min in the autoclave; afterwards rice was inoculated in a
laminar flow hood with 15 ml of a M. rileyi suspension (1x108 conidia/mL) from agar cultures
and incubated at 25°C for three weeks in the laboratory. Conidia were harvested from the
resulting cultures. Treatments were: 7 mL of a suspension of 1x108 conidia/mL in water +
0.03% surfactant, prepared in a blender as described; and 5 g of rice overgrown with the
fungus (5 x 108 total conidia/plant). The control was water + 0.03% surfactant. Treatments
were applied directly in each plant’s whorl, either spraying the 7 mL with a manual atomizer
(S-16187, Uline, Mexico City) or manually sprinkling 5 g of rice in the whorl with gloved
hands. The experimental design consisted of 4 replicates (with 100 plants each) per

treatment. Twelve days after application, plants were inspected by opening the whorl
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manually and total live larvae and total dead larvae with and without fungus were counted.
Leaf damage in each plant was also assessed, considering a scale 1-10, where 1 is

minimum and 10 is maximum damage (Meagher et al. 2016).
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Field test two: Application of M. rileyi agueous suspensions, oil emulsions and
granular preparation, at Saltillo, México.

We evaluated several preparations of M. rileyi conidia. A total of nine treatments are
described in Table 1; they were applied on Genex 724 commercial hybrid (Genex Seeds,
Hermosillo, Sonora, Mexico) V8-V10 maize plants (Ortez and Litch 2024), in a drip-irrigated
experimental field at the University on 22 August 2023. All treatments were applied within
two hours after preparation. All treatments consisted of liquid preparations excepting one
granular preparation. One mL of liquid preparations preparation was applied in each plant
whorl. This amount translates to 6x10'? M. rileyi conidia/hectare, for a theoretical plant
density of 60,000 plants/ha (Tadeo-Robledo et al. 2020). The granular treatment 8 (M. rileyi
conidia on bran granules) was prepared shaking for five minutes in a 10 mL plastic container,
1 g of bran with two FAW larvae covered with M. rileyi conidia (inoculated in the laboratory),
then adjusted with bran to 1x108 conidia/gr; 10 mgr of preparation/plant (1x108 conidia/plant)
were applied manually to each plant whorl. This amount translates to 6x101° conidia/hectare,
for a theoretical plant density of 60,000 plants/ha. This amount of conidia is approximately
two orders of magnitude lower than the emulsion treatments in this field test, and lower than
the previous application of M. rileyi conidia in granules in field test 1 (at Pesqueria).
Treatment 9 consisted of a SW suspension of the Bb1l isolate of B. bassiana at 1x102
conidia/ml; one mL of preparation was applied in each plant whorl. All treatments were
applied on plants measuring 50-70 cm height. Treatments were evaluated seven days after
application; plants were inspected by opening the whorl manually, and total live larvae and
total dead larvae with and without fungus were registered per plant and replicate.

Experimental design were 10 replicates (10 maize plants each/treatment).
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Statistical Analysis
Proportional mortality was calculated, and data obtained were arcsine transformed and
processed through analysis of variance (ANOVA) on a completely randomized design,

followed by Tukey's mean separation in VassarStats (http://vassarstats.net/) (Montecalvo

et al. 2023).
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Results and Discussion

Collection and isolation of entomopathogenic fungi

Three M. rileyi isolates were field-collected: two (C3 and DCP) from Saltillo, Coahuila state;
and one (V1) from Pesqueria, Nuevo Leon state. In this last case, seven percent of S.
frugiperda larvae collected (total=70) in Pesqueria, Nuevo Leon showed mycoses caused
by M. rileyi. All isolates were grown on artificial medium as described. One B. bassiana
isolate (Bb1) was obtained after soil baiting following Sanchez-Pefia et al. (2011).

Identification of fungal isolates

Macro- and microscopic characteristics and growth were identical for all three M. rileyi
isolates. Figure 1 shows fungal growth on infected larvae (A, B) and on artificial medium (C):
whitish coloration that eventually turned green, from ensuing formation of 2-3um ovoid
conidia, produced in short chains on whorls of phialides on erect conidiophores (D) (Acharya
et al. 2022, Pang et al. 2023). Sequencing and comparison (BLAST) of the EF1-a marker
confirmed the identity of B. bassiana sensu stricto and M. rileyi (GenBank accession
numbers PQ479188). The sequence from local isolate M. rileyi V1 was 99.56-100.0%
identical to isolates from China and México, among others. A living culture of isolate C3 of

M. rileyi is deposited in the ARSEF collection (USDA-ARS, Ithaca, NY) as ARSEF 11943.

Application of M. rileyi agueous suspensions of conidia from artificial medium
against S. frugiperda larvae in the laboratory

Six days after inoculation, the control group (exposed to water + 0.03% surfactant) has a
mortality of 1.0%. Percent FAW mortalities caused by isolates DCP and C3 were 83.3 and

78.6. These values were significantly different from the control (p = 0.0081, df= 4, F= 4.61,
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x2 values for each fungal treatment mortality vs. control were 138.0131 and 126.75
respectively; p < 0.00001). For V1 strain the resulting FAW mortality was 78.6 percent; this
was also significantly different from the control (p = 0.0001, df= 2, F= 12.70; the x2 value
compared to the control is 86.2241, p < 0.00001). Bosa et al. (2004) observed significant
mortality (95-100%) on S. frugiperda larvae 10 days after application under similar
treatments and laboratory conditions.

Virulence of M. rileyi conidia produced in vivo and in vitro against S. frugiperda in the
laboratory

Seven days after inoculation, the control group (exposed to water + 0.03% surfactant) had
no mortality. FAW mortalities inoculated with conidia produced in vitro was 62+4.78%
compared to 37+2.5% caused by conidia produced in vivo, from infected larvae. These
values were significantly different (p= <0.0001, df = 2, F = 212.70) among fungal treatments
and the control. Caro et al. (2005) mention that there were significant differences among
substrates utilized to produce conidia of M. rileyi; a high yield of conidia was obtained on the
legume soja derived substrate, and these conidia caused mortalities greater than 80% on

FAW larvae.

Application of emulsions of M. rileyi conidia against S. frugiperda in the laboratory

Seven days after inoculation, the treatment of mineral oil + water + 0.03% surfactant + M.
rileyi (T1) caused 70+SE= 2.58% mortality in FAW larvae, followed by soybean oil + water
+ 0.03% surfactant + M. rileyi (T2) with 48+SE= 2.9%; there were significant differences (P
=<0.0001, df =4, F = 32.74) among these two treatments (Figure 2). The controls (mineral

oil+ water + 0.03% surfactant (T3), soybean oil + water + 0.03% surfactant (T4) and water
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+ 0.03% surfactant (T5) induced no mortality. Vega-Aquino et al. (2010) reported that M.
rileyi conidia suspended in mineral and soybean oils can cause S. frugiperda mortalities
greater than 90% in the laboratory. Batta (2003) used a coconut/soybean oil formulation of
M. anisopliae against Bemisia tabaci nymphs and Tetranychus cinnabarinus motile stages,

observing 66-100% and 58-93 % mortality 3 days after application in the laboratory.

Pathogenicity of M. rileyi conidia in emulsions stored at room temperature and
refrigeration

Forty-five days after of storage at 4°C, the mineral oil-M. rileyi preparation (T3) caused
53%z+4.6 mortality while the soybean oil-M. rileyi preparation (T4) caused 5%z+4.0%
mortality; both 7 days after inoculation (Figure 3). There were significant differences (P
=0.0022, df = 4, F = 4.93) compared to the rest of the treatments where no mortality was
observed. The fungus-mineral oil and fungus-soybean oil emulsions stored at 4°C showed
significant reductions (27% and 43%, respectively) compared to the same emulsions used
immediately after preparation. Our results agree with Montecalvo et al. (2023): storage
period and conditions affect the efficiency of formulations compared to conidia prepared and
used on the spot; they observed 20 and 40% in mortality on FAW larvae caused by conidia

stored at 25°C and 4°C, respectively. See also Batta (2003).



67

Field test one: Application of agueous suspensions and granular preparations of M.
rileyi conidia, at Pesqueria, México.

There were no significant differences among M. rileyi strains or formulations (granular or
suspensions) regarding total larval mortality (Figure 4); all these treatments were in turn
different from the control. Recent work reported very similar levels of FAW larval mortality
after applications of aqueous suspensions of M. rileyi conidia on field maize plants. Barros
et al. (2021) and de Faria et al. (2022) obtained maxima of 37.6% and 31.0% total FAW
larval mortality after applying M. rileyi conidia in aqueous suspensions with surfactant, using
similar concentrations to those in the present work. Figure 5 shows the M. rileyi-infected
larvae (confirmed by fungal development and microscopical observation) for M. rileyi strains
and formulations (granular or suspensions). The highest proportion of infected larvae was
obtained when applying isolate DCP as granules (Pr>F = 0.0074, df = 4, F = 4.75).
Regarding plant damage, figure 6 shows a maximum 23.3% reduction in plant leaf damage
when applying M. rileyi treatments. There were no significant differences among M. rileyi
strains or formulations (granular or suspensions) (Figure 5); all these treatments were in turn
different from the control (Pr>F = 0.0004, df =4, F =7.79). Lezama et al. (2005) reported
damage reduction in maize plants when using M. anisopliae against FAW by spraying 1x10%?

conidia per hectare.
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Field test two: Application of M. rileyi agueous suspensions, oil emulsions and
granular preparation, at Saltillo, México.

Seven days after application, the highest FAW mortality (dead larvae with and without fungal
growth) was caused by mineral oil + water + 0.03% surfactant + M. rileyi (T6) (81+SE=
5.77%); soybean oil + water + 0.03% surfactant + M. rileyi caused 61+SE= 12.51% (T7),
these two treatments were not statistically different. However, dead larvae were not
observed in the following (controls): no application (absolute control, T1), water + 0.03%
surfactant (T2), mineral oil + water + 0.03% surfactant (T3) and soybean oil + water + 0.03%
surfactant (T4). Statistical analysis indicated significant differences (P=<0.0001, df =8, F =
21.11) between emulsion, suspensions and granular treatments (Figure 7).

Montecalvo et al. (2023) reported 93% mortality on larvae when applying M. rileyi conidia in
oil emulsions directly to larvae in the laboratory. Lopes et al. 2020 reported 41.2% maximum
mortality when applying an oil-based formulation of M. rileyi against lepidopterous pests (the
noctuids velbetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis and soybean looper, Chrysodeixis
includens) on field soybeans. The B. bassiana SW application resulted in 27.0% mean total
mortality, similar but significantly lower than a similar formulation of M. rileyi.

Granular preparations resulted in 28.0-41.3% mortality (second and first field tests
respectively). On the other hand, it should be emphasized that there was at least a difference
of two orders of magnitude between the amounts applied/plant between the tests; therefore,
a great deal remains to be done regarding formulation and amounts of M. rileyi applied. A
light granular preparation (i.e. bran-based) could be of interest in some scenarios (like aerial
or drone application).

These observations provide basic data on the isolation, performance, preparation of basic

formulations and field application of entomopathogenic fungi like native M. rileyi isolates on
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maize plants against S. frugiperda larvae. These results also indicate that the production of
conidia in vitro (on artificial medium) did not affect the virulence of M. rileyi. The conidia in
oil emulsion stored at 45 days at 4°C caused highest mortality than conidial emulsions stored
at ambient temperatures; these lost most or all activity after this period. Overall, conidia in
mineral and soybean oil emulsions caused the highest mortalities in laboratory and field,
respectively. In addition, a modest but significant reduction in maize plant damage was
obtained when using suspensions with M. rileyi. These results and additional tests
(Sanchez-Pefia unpublished observations) demonstrate that infecting FAW larvae on maize
by applications of M. rileyi conidia is relatively straightforward in the field, even in semiarid
regions; moderate- to relatively high infection levels can be achieved. It is possible that self-
sustaining infection cycles on hosts can be established under favorable field or microclimatic
conditions, as reported for caterpillars on field soybeans (Ignoffo et al. 1976); this remains
to be demonstrated on maize. Isolate selection is another area that can contribute
significantly to improve the control FAW in maize fields, since early research already
demonstrated important differences in virulence among isolates of M. rileyi from different
hosts and geographical areas Ignoffo and Garcia and 1985). Its high virulence and high
specificity towards lepidopterous larvae make M. rileyi an attractive biological control agent.
The information presented herein provides a baseline for development and deployment of
entomopathogenic fungal preparations of M. rileyi for field application against FAW larvae.
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Table 1. M. rileyi preparations applied on maize against fall armyworm. Field test 2,

Saltillo, Mexico.

Treatment Treatment composition
number

1 No application (absolute control)

2 water + 0.03% surfactant

3 water + 0.03% surfactant + 0.05% mineral oil

4 water + 0.03% surfactant + 0.05% of soybean oil

5 water + 0.03% surfactant + 1x108 M. rileyi conidia/mL

6 water + 0.03% surfactant + 0.05% mineral oil + 1x108 M. rileyi
conidia/mL

7 water + 0.03% surfactant + 0.05% soybean oil + 1x108 M. rileyi
conidia/mL

8 bran + 1x1028 M. rileyi conidia/gram

9 water + 0.03% surfactant + 1x108 B. bassiana conidia/mL
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Figure 1. A) Mycelium of M. rileyi on larvae of S. frugiperda, B) Conidia of M. rileyi on larvae
of S. frugiperda, C) M. rileyi on SYS agar culture medium + 1% of yeast extract, D)

Microscopic morphology: formation of phialides in whorls and ovoid conidia in short chains.
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Figure 2. Mean S. frugiperda mortality (as proportions) in the laboratory caused by: T1:
mineral oil + water + surfactant + M. rileyi; T2: soybean oil + water + surfactant + M. rileyi;
T3: mineral oil + water + surfactant; T4: soybean oil + water + surfactant; T5: water +
surfactant. Bar = standard error of the mean. Means with the same letter are not significantly

different (Tukey test, p<0.05).
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Figure 3. Mean S. frugiperda mortality (as proportions) in the laboratory caused by
emulsions after different storage conditions and time periods: MO: mineral oil + water +
surfactant + M. rileyi, used immediately (day 0), stored for 45 days at 25°C + 5°C (Room)
and stored 45 days at 4°C (Ref); CM: control of mineral oil + water + surfactant without
conidia. SO: soybean oil + water + surfactant + M. rileyi used immediately (day 0), stored
for 45 days at 25°C + 5°C (Room) and stored 45 days at 4°C (Ref); CS: control of soybean
oil + water + surfactant without conidia. Means with the same letter are not significantly

different (Tukey test, p<0.05).

0.8
0.7 \&
05\ ‘
N
1g0.3 \ \
=0 N \
002 § § .
0.1 § § v
s X b N <& o = Lo & = =
MDO CQIVI SC(; CQS

Storage conditions



82

Figure 4. Mean S. frugiperda total percent mortality in M. rileyi conidial treatments; field
test 1, Santa Maria, Pesqueria, Nuevo Leon. Isolate M. rileyi DCP (T1: granular; T2:
suspension in water + surfactant); isolate M. rileyi C3 (T3: granular; T4: suspension in
water + surfactant); T5: control (surfactant in water only). Means with the same letter are

not significantly different (Tukey test, p<0.05).
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Figure 5. Mean percent M. rileyi-infected S. frugiperda larvae in M. rileyi conidial treatments;
field test 1, Pesqueria, Nuevo Leon. Isolates M. rileyi DCP and C3 (T1 and T2 respectively),
suspensions in water + surfactant; isolates M. rileyi DCP and C3 (T3 and T4 respectively),
conidia on rice granules; T5: control (water + 0.03% surfactant). Means with the same letter

are not significantly different (Tukey test, p<0.05).
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Figure 6. Mean percent plant damage ratings in M. rileyi conidial treatments; field test 1,
Pesqueria, Nuevo Ledn. lIsolates M. rileyi DCP and C3 (T1 and T2 respectively),
suspensions in water + surfactant; isolates M. rileyi DCP and C3 (T3 and T4 respectively),
conidia on rice granules; T5: control (water + 0.03% surfactant). Means with the same letter

are not significantly different (Tukey test, p=0.0004).
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Figure 7. Mean S. frugiperda larval mortality (as proportions) caused by M. rileyi treatments;
field test 2, Saltillo, Coahuila. T1-T4 are controls with no M. rileyi conidia (see Table 1 for
description). T5: water + 0.03% surfactant + M. rileyi; T6: mineral oil + water + 0.03%
surfactant + M. rileyi; T7: soybean oil + water + 0.03% surfactant + M. rileyi; T8: granules
(bran) + M. rileyi; and T9: water + 0.03% surfactant + B. bassiana. Bar = Standard error of

the mean. Means with a common letter are not significantly different (Tukey's test, p>0.05).
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