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RESUMEN

Rhynchophorus palmarum es una plaga importante de Cocos nucifera en el continente
americano. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo buscar y caracterizar aislamientos
de hongos entomopatégenos para el control de R. palmarum en condiciones de
laboratorio. Sesenta y tres aislados de Metarhizium spp. se obtuvieron de muestras de
suelo de diferentes plantaciones de coco en cuatro regiones de Tabasco, México. Los
sitios fueron caracterizados edaficamente, y la presencia de Metarhizium fue casi nula en
los sitios con 90% de arena. Se analiz6 la region ITS del ADN de once aislados, y M.
robertsii y M. anisopliae s.l. fueron identificados. Se evalud el crecimiento micelial (MG) de
38 aislados, los cuales fueron incubados a 25°C, 30°C y -35°C en Agar Papa Dextrosa
con Levadura durante 14 d. El crecimiento 6ptimo para algunas cepas fue a 25 °C y 30 °C;
para otros, a 35 °C las colonias de MG eran pequefas (< 1 cm) e irregulares. La
patogenicidad de las cepas se evalué en larvas de Tenebrio molitor durante 14 d con una
suspensidn de 1x108 conidios/mL. Todas las cepas fueron patdgenas para T. molitor. Sin
embargo, s6lo dos cepas (PAL 231.1, PAL 733.1) identificadas como M. robertsii
alcanzaron una mortalidad acumulada superior al 60%. Luego, estas dos cepas fueron
probadas en adultos de R. palmarum durante 21 dias con tres concentraciones de
conidios (107, 108, 10° conidios/mL). A una concentracion de 1x10° conidios/mL, el
aislamiento PAL 733.1 mostro una mayor mortalidad de los adultos del picudo del
cocotero en comparacion con el aislamiento PAL 231.1. Se encontré una mortalidad
acumulada del 60% y LTso a los 17 d para el aislamiento PAL 733.1. Por lo tanto, se
propone al aislamiento PAL 733.1 como potencial agente de control microbiano de R.

palmarum.




ABSTRACT

Rhynchophorus palmarum is a significant pest of Cocos nucifera on the American
continent. Therefore, this work aimed to search and characterize entomopathogenic fungi
isolates to control R. palmarum under laboratory conditions. Sixty-three isolates of
Metarhizium spp. were obtained from soil samples from different coconut plantations in
four regions in Tabasco, México. The sites were edaphically characterized, and the
presence of Metarhizium was almost null in the sites with 90% sand. The ITS region of the
DNA of eleven isolates was analysed, and M. robertsii and M. anisopliae s.|. were
identified. The mycelial growth (MG) of 38 isolates was evaluated, which were incubated at
25°C, 30°C, and -35°C on Potato Dextrose Agar with Yeast for 14 d. The optimal growth
for some strains was at 25 °C and 30 °C; for others, at 35 °C. The MG colonies were small
(< 1 cm) and irregular. The pathogenicity of the strains was evaluated in Tenebrio molitor
larvae for 14 d with a conidia suspension 108 (conidia/mL). All the strains were pathogenic
to T. molitor. However, only two strains (PAL 231.1, PAL 733.1) identified as M. robertsii
reached cumulative mortality of over 60%. Then, these two strains were tested in adults of
R. palmarum for 21 d with three conidia concentrations (107, 108, 10° conidia/mL). The
suspension 10° conidia/mL of PAL 733.1 was the most pathogenic, with cumulative
mortality of 60% and LTso at 17 d. Therefore, the strain PAL 733.1 is proposed as a

potential biological control agent against R. palmarum.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

La importancia agronémica del cultivo del coco se debe a las multiples aplicaciones que
puede llegar a tener el fruto del coco que varian desde la obtencién de fibras para uso
textil, la obtencién de combustible entre otros subproductos. En México, el estado de
Guerrero es el principal productor de este cultivo a nivel nacional con el 80% de la
produccion, esto para el ano 2021 (SIAP, 2023). Para ese mismo ano (2021) se obtuvo
una produccion de mas de 191 mil toneladas de copra (SIAP, 2023). Lamentablemente, la

produccion de cocos se ve disminuida por las plagas que se presentan.

El picudo negro Rhynchophorus palmarum se consideran como una de las principales
plagas del cocotero (FAOSTAT, 2022). El dano lo ocasionan las larvas, que se barrenan
el tejido interno de la palma (Giblid-Davis, 2006). Ademas, este insecto se le considera un
vector del nematodo Bursaphelenchus cocophilus agente causal de la enfermedad anillo
rojo, asi ambos ocasionan la muerte a las palmas en un lapso de dos a tres meses (Cid
del-Prado-Vera et al., 2018). En México, se estima que la producciéon puede disminuir en
un 45% si no se realiza ninguna estrategia de manejo (del-Prado-Vera et al., 2018). El
manejo de R. palmarum se enfoca en dos estrategias: (a) en la reduccion de insectos
adultos utilizando trampas con feromona (Rhynchophorol) y cebo alimenticio con
insecticida (Oehlschlager et al, 2002); (b) en la eliminacién de palmas infestadas con
larvas (Moscoso-Ramirez, et al 2002). El uso indiscriminado de insecticidas como
principal estrategia de control ha ocasionado dafios al medio ambiente y a la salud
humana. Una alternativa para mitigar estos problemas es el uso de agentes de control
biologico microbiano como los hongos entomopatégenos (Khan et al., 2012). La finalidad
de utilizar estrategias de control biolégico es regular las poblaciones de las plagas de tal
manera que la densidad de los insectos no afecte el rendimiento de los cultivos agricolas

sin efectos dafinos para la salud humana y el medio ambiente (Khan et al., 2012).

El género Metarhizium son hongos entomopatdégenos que tienen un papel ecoldgico
importante en los ecosistemas y agroecosistemas. Actuan como reguladores naturales de
las poblaciones de insectos, controlando los brotes de plagas y manteniendo el equilibrio
ecolégico (Rehner y Kepler 2017). En los agroecosistemas, las especies de Metarhizium

se emplean como agentes de control biolégico, como alternativas ecologicas para el
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manejo de plagas. Su modo de accion contra los insectos implica la unién de un conidio a
la cuticula seguida de la germinacion y penetracion de la cuticula, por ultimo, la
diseminacion interna en el insecto (Vega et al., 2012). El uso de bioinsecticidas a base de
Metarhizium tiene varias ventajas ecologicas sobre el uso de insecticidas quimicos
tradicionales como tener una especificidad contra insectos plaga, persistencia en el medio
ambiente, y recientemente se ha demostrado que podria ser un promotor del crecimiento
de las plantas (Patel, 2020).

Se estima que hay alrededor de 200 especies de Metarhizium (Patel, 2020), lo que nos
indica de la gran diversidad que este género puede presentar. Para el complejo grupo M.
anisopliae consta de 14 especies las cuales son cripticas y solo se pueden distinguir con
analisis moleculares (Luz et al., 2019; Vega et al., 2012). Estas especies pueden variar en
su rango de huéspedes, adaptabilidad ambiental y patogenicidad lo que ofrece

oportunidades para el manejo integrado de R. palmaum

De manera natural, a Metarhizium se puede encontrar en todo el mundo dentro de
diferentes habitats, bosques o tierras de cultivo, sobre insectos muertos o en el suelo
cerca de la rizosfera (Rehner y Kepler 2017). Previamente se han obtenido aislamientos
de Metarhizium en suelos en agricolas (Uzman et al., 2019; Huerta-Ramirez et al., 2018;
Hernandez-Dominguez et al., 2015;). La incidencia de HE en el suelo puede estar
determinada por multiples factores edaficos como el pH, la humedad relativa, la estructura
del suelo, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y los rayos UV (Sharma et al.,
2021; Bueno-Pallero et al., 2020; Veta et al-. 2012; Quesada-Moraga et al., 2007). Por lo
que es necesario estudiar estas caracteristicas y las adaptaciones ecoldgicas que pueden
tener los aislamientos de cada regién para desarrollar estrategias de control microbiano

de plagas.

La patogenicidad de HE sobre R. palmarum es un aspecto fundamental para su
efectividad como agente de control biolégico. Se ha reportado la susceptibilidad de R.
palmarum al hongo M. anisopliae (Ledn-Martinez et al., 2019) y B. bassiana (Gaviria et al.,
2020) con una mortalidad del 100%. Por otro lado, es limitada la informaciéon sobre la

diversidad de hongos entomopatdgenos asociadas a plantaciones de Cocos nucifera.
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El objetivo de este trabajo, fue estudiar el efecto que tienen algunos factores bioticos y
abidticos sobre los hongos entomopatégenos obtenidos de suelos de cocotero en
Tabasco y su patogenicidad sobre adultos R. palmarum. Como primer paso, se obtuvieron
el aislamiento de hongos entomopatdégenos de suelos de diferentes plantaciones de
cocotero usando la técnica del insecto-cebo trampa y se caracterizaron las propiedades
fisico-quimicas de los sitios muestreados. Los aislamientos se caracterizaron
morfolégicamente e identificaron mediante la amplificacion de la regién ITS. Ademas, se
midié el crecimiento in vitro de las cepas a diferentes temperaturas en condiciones de
laboratorio. También, se evalu6 la patogenicidad de las cepas sobre larvas Tenebrio
molitor en condiciones de laboratorio. Por ultimo, con los aislamientos mas virulentas se

calculé el TLso sobre adultos de R. palmarum en condiciones de laboratorio.
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CAPITULO|
ANTECEDENTES
1.1. Importancia econémica del coco

El cultivo de la palma de coco (Cocos nucifera L.) es de gran importancia en zonas
tropicales, esto se debe a la gran diversidad de subproductos que se pueden obtener de
este cultivo. Recientemente, se incrementado el consumo del agua de embotellada de
coco, por el interés de la gente en adotar habitos mas saludables, por ejemplo, bebida
naturales refrescante sin alto contenido de azlcares sintéticos y sabor natural (Audelo,
2012). De los tejidos del fruto de coco se obtienen fibras para uso textil, la cascara se
puede usar como recipiente, de la pulpa se obtienen aceites para la industria de
oleoquimicos y la copra. Los troncos y las hojas se emplean para materiales de
construccion. Ademas, las hojas se usan para artesanias (Granados-Sanchez y Lopez-
Rios, 2002). Asimismo, se tiene que mencionar que a partir de aceite de coco se puede
obtener biodiesel que, por sus bajos costos de produccion y mayor eficiencia energética lo
convierten en una alternativa para abastecer las necesidades energéticas de
combustibles (Marquinez et al., 2020).

En México, se estima una produccién de mas de 232 mil toneladas a de copra de coco
que representa un valor de produccion de mas de $2 mil millones de pesos (SIAP, 2023).
Los principales estados productores del cultivo de coco son, Campeche, Colima, Chiapas,
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Tabasco y Veracruz, donde podemos resaltar al
estado de Guerrero como el estado de mayor productor a nivel nacional, con el 80% de la
produccién, para el afno 2021 (SIAP, 2023). Al igual que ha afectado a productores de
palmas ornamentales en México (Murguia-Gonzalez et al., 2017; Landero-Torres et al.,
2015b). Sin embargo, el rendimiento del cultivo del coco se ve mermado por la muerte de

palmas debido al ataque de R. palmarum (del-Prado-Vera et al., 2018
1.2 Rhynchophorus palmarum

Los picudos de las palmas son una de las plagas de mayor importancia agronémica para

los productores de coco a nivel mundial. Estos son escarabajos conocidos, que
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pertenecen al orden Coleodptera, familia Dryophthoridae y género Rhynchophorus con
nueve especies de las cuales seis se alimentan de las palmas (Giblin-Davis, 2006).
Algunas de las especies de mayor impacto son Rhynchophorus cruentatus, R. phoenicis,
R. bilineatus, R. distintus, R. lobatus, R. ritcheri, R. ferrugineus, y R. palmarum
(Milosalvjevic et al., 2019; Giblin-Davis, 2006). Cada una de estas especies puede llegar a
ser un problema en la zona geografica donde se encuentran, siendo las especies de
mayor impacto R. ferrugineus nativo del sureste de Asia que ha podido adaptarse a la
region del mediterraneo. Mientras que, para el continente americano, R. palmarum es el
mas dafino (Chinchilla, 1992; Gerber y Giblin-Davis, 1990).

A R. palmarum, se le conoce con varios hombres comunes dependiendo de la region en
la que se encuentre, algunos de estos son: picudo americano de las palmas, picudo
negro, picudo del cocotero, gorgojo negro, gorgojo de palma, entre otros. Este escarabajo
pertenece al orden Coleoptera, familia Dryophthoridae (Morrone 2000; Watanapongsiri,
1966). Este insecto se desarrolla en los bosques neotropicales y en los agreocistemas
que explotan la palma de coco. Se distribuye a lo largo del continente americano, desde el
sureste de California, Texas en EUA, en todo México y Centroamérica, hasta Sudameérica,
reportado en paises como Argentina, Brasil, y Colombia (Garcia-Hernandez et al., 2003).
Se alimenta de 35 especies repartida 12 familias diferentes, sin embargo, se encuentran
una preferencia por individuos de la familia Arecaceae, siendo los principales hospederos
Cocos nucifera, Elaeais guineensis, Euterpe edulis, Metroxylon sagu, Phoenix canarensis
y Phoenix dactylifera (Restrepo et al, 1982). Aunque se puede alimentar de otras especies
cultivadas como cana de azucar (Saccharum officinarum), papaya (Carica papaya) y

mango (Mangifera indica) sin llegar a tener mucha relevancia como plaga (Hagley, 1965).

Si bien tradicionalmente R. palmarum es considera una plaga de importancia agronémica,
trabajos recientes han destacado los beneficios del uso de R. palmarum como insecto
comestible (Cerda et al., 2001; Choo et al., 2009). Los estudios han demostrado que R.
palmarum es rico en proteinas, acidos grasos esenciales, vitaminas y minerales (Cerda et
al., 2001). Su composicion nutricional se compara favorablemente con las fuentes de
proteinas convencionales y ofrece beneficios para la salud (Cerda et al., 2001). En
diferentes culturas de las amazonas han incorporado R. palmarum en sus dietas de

manera tradicional (Choo et al., 2009).
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1.2 1. Descripcion morfolégica

R. palmarum se caracteriza por tener un cuerpo de color negro, aunque se pueden
observar algunas variaciones de color rojo algo semejante al color del picudo rojo R.
ferrugineus, siendo estas muy raras (Lohr et al., 2015). Los adultos de R palmarum llegan
a medir de 2.9 a 4.4 cm de largo, con una anchura de 1.1 a 1. 8 cm con un cuerpo de
forma alargado-ovalada. El rostrum es robusto de perfil, ligeramente arqueado en el apice;
en los machos se presentan setas gruesas, erecta (; OEPP/EPPO, 2007; Restrepo et al.,
1982; Gonzalez, 1972; Watanapongsiri, 1966). Los huevos son de color marron
amarillento, liso, brillante, delgado, cilindrico con extremos redondeados; con un promedio
de 0.9 por 2.5 mm es muy pequefio, considerando el tamafio de la hembra adulta. El
corion muy fino y hialino; membrana vitelina marréon amarillento. Las larvas con una
longitud corporal 4.4 a 5.7 cm, anchura de 2.2 a 2.5 mm. Cuerpo de forma de piriforme,
apoda, de color blanco cremoso a marfil, capsula cefalica de color marrdn rojizo a marrén
negruzco brillante. Cuerpo ligeramente curvado. El ultimo instar es de 36 a 47 mm de
largo por 15 a 19 mm de ancho (Restrepo et al., 1982; Gonzalez, 1972; Watanapongsiri,
1966). Las pupas miden de 7 a 9 cm de longitud y de 3 a 4 cm de diametro. El capullo es
de color café, muy caracteristica por estar formada con las fibras de la planta hospedante
y al interior revestida por una capa impermeable originada por la solidificacion de una
mucosidad segregada por la prepupa (Restrepo et al., 1982; Gonzalez, 1972,

Watanapongsiri, 1966).
1.2 2. Ciclo de Vida

Los adultos suelen refugiarse en el cogollo, las axilas de las hojas y las capas de tejido
fibroso que envuelven al estipe de las palmas de coco y suelen dispersarse caminando o
volado dentro de las plantaciones de cocotero (Watanapongsiri, 1966; Gonzalez, 1972).
La hembra al alimentarse con su rostrum, generan pequefas cavidades que
posteriormente las usan para ovipositar, en el interior de la planta a una profundidad no
mayor de 3.25 mm (Giblin-Davis, 2006). Una sola hembra puede llegar a colocar hasta
924 huevos durante toda su vida con un maximo de 63 por dia (Gonzalez, 1972), los
cuales necesitan tres dias de incubacién para eclosionar. Las larvas se desarrollan en el
interior de la palma, pasan por 9 estadios larvales los cuales, en conjunto tienen una

duracion de 60 dias (Vasquez-Ordoéfiez, 2020; Rastrepo et al, 1982). Para el estado de
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pupa, la larva forma un capullo o cocén con la fibra de la palma, y en su interior transcurre
un lapso de 10 a 14 dias. Un adulto puede llegar a vivir hasta tres meses (; Rastrepo et al,
1982).

1.3 Enfermedad del Anillo Rojo

El anillo rojo del cocotero es una de las principales enfermedades que dafa la produccion
de cocotero en el continente americano. Esta enfermedad es ocasionada por el nematodo
Bursaphelenchus cocophilus que es transmitido por el picudo negro (R. palmarum)
(Chinchilla y Escobar, 2007). La presencia de B. cocophilus en las palmas ha sido
asociada a un complejo de sintomas que dependiendo de la variedad son los sintomas
que se presentan. Algunas palmas presentan un amarillamiento en las hojas mas viejas,
iniciando de las puntas, sin embargo, esta etapa suele ser muy corta, apenas perceptible.
Otro sintoma inicial suele ser el necrosamiento de las hojas basales, posteriormente, los
sintomas avanzan de manera ascendente a las hojas mas jovenes; las cuales mueren y
se desprenden a los pocos dias (Moscoso et al., 2002). El marchitamiento continta de
forma ascendente hasta la muerte palma y el colapso del cogollo (Moscoso et al., 2002).
Las palmas mueren en un lapso no mayor de 3 meses (Chinchilla, 1992; Salas, 1980). Sin
embargo, el sintoma mas caracteristico se encuentra internamente en el tallo. Esto lo
podemos observar al realizar un corte transversal (altura de 50 a 100 cm) y observar un

circulo de 3 cm de espesor de color rojo que rodea la base del tallo (Salas, 1980).
1.4 Estrategia de manejo

Las estrategias para el control de R. palmarum implican una combinacién de estrategias
de manejo (MIP) que apuntan a reducir la poblacién y minimizar el dafio causado por esta
plaga devastadora. Las siguientes son algunas estrategias comiunmente empleadas para

controlar R. palmarum:

La implementacion de buenas practicas culturales puede ayudar a prevenir y controlar las
infestaciones de R. palmarum. Estas practicas incluyen la eliminacién de material vegetal
infestado alrededor y en las plantaciones de palma (Moscoso et al., 2002). Para el caso
de R. ferrugineus y R. cruentatus se ha venido desarrollando un sistema de sensores para

la deteccidén temprana del ataque en campo, que se basa en la deteccion vibro-acustica
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por el ruido que generan las larvas al masticar los troncos de las palmas (Mankin et al.,
2016; Potamitis et al., 2008; Gbemisola et al., 2014). Sin embargo, este tipo de tecnologia
todavia se encuentra en desarrollo y esta fuera del presupuesto de los productores de

cocotero en México para aplicarse con R. palmarum.

El uso de trampas de feromonas puede ser un método efectivo para monitorear y atrapar
a los picudos adultos. El trampeo consiste en la atraccién de hembras y machos por las
feromonas que generan los machos (Jaffe et al, 1993). Se han identificado los
compuestos volatiles de esta feromona como 2(E)-metil-2-hepteno-4-ol que
comercialmente se le asigné el nombre de rhynchophorol (Jaffe et al., 1993; Rochat et al.,
1991). Tomando en cuenta este comportamiento se han generado trampas que se puede
usar con dos fines, el de monitoreo o trampeo masivo (Oehlschlager et al 1993;
Oehlschlager et al., 2002). La trampa en su interior contiene un saco liberador el cual esta
impregnado con la feromona; ademas, el cebo alimenticio al cual se le aplica un
insecticida de contacto (Camino et al.,2000; Sumano et al., 2012). En México, se lleva a
cabo en algunos estados una campana fitosanitaria en las zonas productoras de coco, la
cual consiste en un monitoreo constante mediante el uso de trampas tipo CSAT (Camino
et al., 2000). Los cebos alimenticios pueden variar dependiendo de la disponibilidad, pero
se ha evaluado a la pifia, palma, platano. cafa y coco (Landero-Torres et al., 2015a). Sin
embargo, el trampeo masivo por si solo no esta dando los resultados esperados en las
costas del Pacifico y los problemas con R. palmarum se siguen presentando afo tras ano,
por lo que existe la necesidad de implementar un manejo regional del picudo del cocotero,

ademas, de buscar otras alternativas de manejo.
1.5 Enemigos naturales de Rhynchophorus palmarum

El control bioldgico de Rhynchophorus palmarum, involucra el uso de enemigos naturales
para disminuir la poblacion de estos insectos. Se han reportado varios enemigos naturales

de los que destacan varios parasitoides y diferentes hongos entomopatégenos.

Los parasitoides suelen ser pequefios dipteros o himendpteros. Estos parasitoides ponen
sus huevos dentro de las larvas de los picudos, las cuales se desarrollan en el interior del
huésped y eventualmente lo matan. Billaea menezesi es un parasitoide gregario de R.

palmarum y se registré en plantaciones de palma aceitera en Brasil con un parasitismo del
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50% (Mazza et al. 2014. Otro parasitoide que se reporta es Billaea rhynchophorae
(Blanchard), fue reportada por como parasitoide de R. palmarum en Brasil, con un
parasitismo promedio de 40% (Moura et al., 2006). Desafortunadamente, la cria masiva
de estos parasitoides no fue posible debido a la falta de informacion sobre su ciclo

biologico.

Los hongos entomopatégenos (HE) son microorganismos patdégenos principalmente de
insectos. Se ha reportado que R. palmarum es susceptible a los hongos M. anisopliae
(Ledn-Martinez et al., 2019), B. bassiana (Gaviria et al., 2020) aislamientos de Colombia y
Brasil (Lima et al., 2020), con una mortalidad del 100% en condiciones de laboratorio. Lo
que los convierte en buenos prospectos para ser considerados agentes de control
biologico e implementarse en estrategias de manejo integrado en plantaciones de palma
en Latinoamérica. Lamentablemente, es muy escasa la informacién que se ha

desarrollado en México para la implementacién de HE y su patogenicidad a R. palmarum
1.6 Metarhizium

Los hongos entomopatdégenos (HE) son microorganismos entomopatégenos (bacterias,
nematodos y virus) que tienen la capacidad de infectar y causar enfermedades a los
insectos. Los HE presentan una reproduccion sexual y asexual por lo que se les
consideran hongos verdaderos, clasificados en cuatro divisiones: Chytridiomycota,
Basidiomycota, Zygomycota y Ascomycota (Inglis et al., 2001). Se estima que hay cerca
de 700 especies, repartidas en 90 géneros (Roy et al.,, 2010). El género Metarhizium
Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) es uno HE de lo mas estudiados y usados como
agentes de cotrol biologico en todo el mundo (Brunner-Mendoza et al., 2018). Se ha
reportado que Metarhizium pueden infectar a mas de 200 diferentes especies de insectos
(St. Leger et al., 1988).

Las principales caracteristicas morfolégicas de Metarhizium incluye estados anamoérficos
que no producen sinemas (Brunner-Mendoza et al., 2018). También, se observan
conidioforos ramificados, que llevan de uno a varios fialides que pueden ser truncados o
alargados donde se forman los conidios en cadenas densas y adheridas unas con otras
(Islam et al., 2021). En un inicio, los conidios son hialinos, al madurar cambian a un color

verde obscuro, o marron (Islam et al., 2021). Estas estructuras varian en forma (cilindrica,
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globosa, elipsoidal) y tamafo de 4,0 a 14,5um x 2,0 a 5,0 um (Brunner-Mendoza et al.,
2018). Los conidios suelen ser las unicas caracteristicas morfolégicas distintivas de este
género; sin embargo, la morfologia de los conidios es criptica entre especies
estrechamente relacionadas (Brunner-Mendoza et al., 2018). Las tres principales especies
de este género son M. album, M. flavoviride y M. anisopliae. Recientemente se ha
sefalado de que M. anisopliae es parte de un complejo de 14 especies (M. pingshaense,
M. anisopliae s.str., M. robertsii, M. brunneum, M. acridum, M. globosum, M. guizhouense,
M. indigoticum, M. majus, M. lepidiotae, M. kalasinense, M. alvesii, M. baoshanense y M.
humberi) morfologicamente identicas y solo se pueden diferenciar con analisis de
secuencia de ADN (Luz et al., 2019; Vega et al., 2012).

El modelo general del proceso de infeccion de los HE sobre los insectos podria resumirse
en la adherencia y germinacion de los conidios, degradacién de la cuticula y la respuesta
del insecto a la infeccion. El proceso de infeccion inicia cuando los conidios de los HE se
adhieren a la cuticula del insecto. Se ha reportado que para M. anisopliae la proteina
MAD1 es la responsable de la capacidad de adherirse a los insectos (Vega et al., 2012).
Para considerar la germinacién de los conidios, estos desarrollan un tubo germinativo.
Hay diversos factores que pueden influir en la germinacién como la temperatura y la
humedad, los factores nutricionales, quimicos y fisicos (Vega et al., 2012). La mayoria de
los HE requieren una humedad superior del 90% para germinacién (Brunner-Mendoza et
al., 2018). Después de la germinacion, se genera el apresorio que se fija sobre la
epicuticula del insecto. El apresorio es la estructura del hongo desde la cual se produce la
penetracion en el insecto a través de una clavija de penetracion. Para el caso de M.
anisopliae, M. rileyi se ha reportado que producen mucilago durante la formacion del tubo
germinativo; se cree que ayuda en la adhesion a la cuticula (Boucias y Pendland, 1991).
En el proceso de la degradacion de la cuticula del insecto se da a través de la accion
mecanica (presion hifal) y enzimatica (lipasas, proteasas y quitinasas), degradan la
cuticula y se produce un microporo que avanza hacia el interior del insecto (Guerri-Argullé
et al., 2010; Pucheta et al., 2006). Para el caso de Metarhizium se generan una gran
cantidad de proteasas de las que sobresale la Pr1 (Brunner-Mendoza et al., 2018). Una
vez que el HE se encuentra en el interior del insecto, la hifa del hongo cambia su
estructura a blastosporas, las cuales se distribuyen en la hemolinfa, lo que facilita que el

hongo invada otros tejidos mediante el crecimiento vegetativo. Esto ultimo, activa los
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mecanismos de defensa del insecto como la produccion de fenoloxidasas, y la activacion
de hemocitos que liberan bioactivos y logran la fagocitosis y la encapsulacion para
combatir al hongo (Brunner-Mendoza et al., 2018). Para el caso de Metarhizium, se ha
reportado que producen una gran variedad de metabolitos secundarios (destruxinas) que
facilitan el proceso patogénico, que inducen paralisis flacida, provocando alteraciones
celulares y mal funcionamiento del intestino medio, tubulos de malpighi y tejidos
musculares (Brunner-Mendoza et al., 2018). Con la muerte del insecto, los HE tienen la
capacidad de degradar la cuticula del insecto y salir al exterior donde continla su
desarrollo de forma saprofita en los cadaveres y produce rapidamente conidios para su

dispersion e infectar a otros insectos (Guerri-Argullé et al., 2010; Pucheta et al., 2006).

El rol ecolégico de Metarhizium es mas amplio que solo la interaccion hongo-insecto,
también hay otros factores que juegan un papel muy importante el medio ambiente que
los rodea. Se han documentado la ocurrencia natural de Metarhizium en diversos habitats
a nivel mundial, donde factores edaficos influyen para la persistencia (de esto se
desarrolla mas a detalle en la siguiente seccién). Ademas, las asociaciones de
Metarhizium con las raices de son evidencia interacciones enddfitas que promueven el
crecimiento en diversas plantas como: arboles, arbustos, pastos, plantas de ornato y de
cultivo agricolas (Litwin et al., 2020). Se ha demostrado que M. robertsii aportan a las
plantas nitrégeno que es asimilado durante el proceso de parasitacion de insectos (Behie
y Bidochka, 2014). Por lo que, todavia hay mucho por explorar para utilizar a Metarhizium

como un biofertilizante.
1.6.1 Factores edaficos que influyen la presencia de Metarhizium

De manera general, las especies del género Metarhizium se encuentran en el suelo,
sobreviviendo como saprofitos de vida libre, viviendo en la rizosfera, o en el interior de las
plantas y parasitando insectos (Brunner-Mendoza et al., 2018). La presencia de los HE en
el suelo puede estar determinada por multiples factores edaficos: como el pH, el
contenido de humedad, la textura del suelo, el contenido de Materia organica (MO), la
disponibilidad de nutrientes y la temperatura (Quesada-Moraga et al., 2007; Bueno-Pallero
et al., 2020; Sharma et al., 2021).
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Los hongos del género Metarhizium exhiben diferentes tolerancias a los niveles de pH del
suelo. El rango de pH optimo para el crecimiento y la actividad de Metarhizium
generalmente se encuentra entre 5,5 y 8,0 (Hallsworth y Megan, 1966). Esto implica que
los HE tienen la capacidad de regular el pH citosélico con mayor eficacia que otros

hongos (Hallsworth y Megan, 1966).

La humedad juega un papel vital en la supervivencia, de Metarhizium. Se requiere un nivel
alto de humedad para la germinacién de conidios sobre la cuticula de los insectos
(Cheong and Azmi, 2020), para el crecimiento y desarrollo de las hifas y para la

esporulacién sobre los cadaveres (Vega et al., 2012).

La textura del suelo influye en las propiedades fisicas del suelo y esto puede afectar la
presencia de Metarhizium. Los suelos con una textura arcillosa es un predictor positivo en
la deteccién de Metarhizium spp., mientras que el contenido de arena es un predictor

negativo (Quesada-Moraga et al., 2007; Randhawa et al., 2018).

El contenido de materia organica en el suelo tiene una influencia positiva en la
supervivencia y actividad de Metarhizium. La materia organica proporciona un sustrato
rico en nutrientes para el crecimiento de hongos y sirve como fuente de carbono y energia
(Kallebach et al., 2016). Altos contenidos de materia organica (MO) (superior al 8%)
puede reducir la incidencia de Metarhizium spp en suelo debido a la competencia con
otros hongos saprofitos (Meyling y Eilenberg, 2007). Se ha reportado que en suelos con
un contenido de MO superior al 4% inhibio la presencia de M. robertsii (Sharma et al.,
2021), y esto podria deberse a la presencia de hongos saprofitos que son mas eficientes

en aprovechar los recursos en comparacion con Metarhizium (Meyling y Eilenberg, 2007).

La disponibilidad de nutrientes esenciales, como la relacion de C:N, y el Ca, en el suelo
puede afectar la colonizacién y la actividad de Metarhizium. Se ha reportado que altos
valores en la relacion de C:N favorece la presencia de Metarhizium en el suelo (Uzman et
al., 2018). En condiciones de laboratorio, se ha demostrado que una relacién C:N amplia
puede promover el crecimiento y la esporulacion de HE (Uzman et al., 2018). El calcio
podria estar jugando un papel importante en la prevalencia de Metarhizium ya que se ha
informado que este elemento esta fuertemente asociado con la presencia de M. robertsii
(Randhawa et al., 2018).

13
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La temperatura es un factor edafico critico que afecta el crecimiento y la actividad de
Metarhizium. Generalmente, las especies de Metarhizium prosperan en regiones
tropicales y subtropicales donde las temperaturas son calidas (alrededor de 20-30°C). Sin
embargo, se ha reportado que aislamientos de M. anisopliae obtenidos de Ontario,
Canada pudieron germinar y crecer a 8°C (De Croos y Bidochka, 1999). Por otro lado,
aislamientos de M. robertsii de muestras de suelo en Brasil tuvieron una tasa de
germinacion cercana al 100 % a 40 °C (Mesquita et al., 2020). A nivel fisiologico, se ha
reportado que las proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés) son las
encargas de a mejorar la tolerancia al calor y otros estreses abioticos en M. robertsii (Liao
et al.,, 2014).

Los rayos UV son una limitante importante para la supervivencia de Metarhizium en el
suelo. El dano ocasionado por la luz ultravioleta se debe a las fotorreacciones de los
acidos nucleicos, las proteinas, los lipidos y las membranas (Vega et al., 2012). Ademas,
la exposicion a la radiacién UV puede causar alteraciones fisioldégicas o genéticas que
reducen la virulencia (Vega et al., 2012). Los conidios son muy susceptibles a los rayos
UVB, sin embargo, la pigmentacion puede influir en la tolerancia a la radiacién solar,
siendo los conidios con una mayor pigmentados los mas tolerantes (Braga et al., 2006).
Se ha reportado que las cepas de Metarhizium pueden formar microesclerocios
(pequenas estructuras formadas en hifas melanizadas) como mecanismo de adaptacion al

estrés causado los rayos UV y otros factores abioticos (Paixao et al., 2021).

Las practicas culturares en el manejo del suelo agricolas como el barbecho, que voltea el
suelo disminuye la densidad y diversidad de los HE; ya que exponen a los rayos aquellos
hongos que se encuentren en la zona labrable (Meyling y Eilenberg, 2007). A pesar de
esto ultimo, se han colectado aislamientos de HE en suelos agricolas asociados a
diversos cultivos (Uzman et al., 2019; Huerta-Ramirez et al., 2018; Hernandez-Dominguez
et al., 2015).
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JUSTIFICACION

El cultivo de la palma de coco es de gran importancia econdmica para México; sin
embargo, la poblacion de palmas se ve afectada por el picudo negro como vector del
nematodo Bursaphelenchus cocophilus y causante de la enfermedad del anillo rojo, que
puede llegar a ocasionar una mortalidad de hasta el 80% en plantaciones jovenes de
cocotero hibridos y ecotipos de alto. La principal estrategia de control para el picudo se
basa en la reduccién de las poblaciones de insectos adultos mediante el uso de trampas
con feromona y cebos alimenticios envenenados y las aplicaciones de insecticidas sobre
las plantaciones. Se ha reportado que el uso irracional de los insecticidas expone peligros
para la salud humana y el medio ambiente. Por lo anterior, es necesario generar otras
alternativas que coadyuvar a la resolucion de dicho problema. Por otro lado, se sabe que
los hongos entomopatégenos tienen la capacidad de matar a los insectos y se han
utilizado en estrategia de manejo de plagas en otros cultivos, por lo que es importante
identificar cepas de hongos con potencial entomopatégeno los picudos (R. palmarum)
para desarrollar nuevas estrategias sustentables que fortalezcan el manejo integrado del
complejo anillo rojo-picudo. Por lo que se plantea contar con cepas de hongos HE
endémicos de cocotero, a partir de muestras de suelo de las principales regiones

cocoteras de Tabasco; evaluar su patogenicidad, de dichas cepas hacia R. palmarum.
HIPOTESIS

La presencia de hongos entomopatdégenos nativos de suelos de cocotero en Tabasco,
México se ve afectada por diversos factores bidticos y abidticos. Los cuales tienen alto

potencial patogénico sobre adultos de R. palmarum.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto que tienen algunos factores bidticos y abidticos sobre los hongos
entomopatégenos obtenidos de suelos de cocotero en Tabasco y su patogenicidad sobre

adultos R. palmarum.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Busqueda y aislamiento de hongos entomopatdgenos de suelos de diferentes
plantaciones de cocotero y caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas de

los suelos.

Caracterizarizacion de los aislamientos de hongos entomopatégenos mediante la
morfologia de las colonias e identificacion morfologia y molecular de los hongos

obtenidos.

Determinar el crecimiento in vitro de los aislamientos obtenidos a diferentes

temperaturas en condiciones de laboratorio.

Evaluar la patogenicidad de los aislamientos de los hongos entomopatdégenos

sobre larvas Tenebrio molitor en condiciones de laboratorio.

Evaluar la patogenicidad y el tiempo letal cincuenta (TLso) de las cepas de hongos

entomopatdégenos sobre adultos de R. palmarum en condiciones de laboratorio.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Colecta de muestras Obtenci6n de Virulencia de Cepas sobre
de suelo Aislamientos T. molitor

Caracterizacion
Morfolbgica
e Identificacién Molecular

Andlisis Fisico-
Quimico del Suelo

Pruebas de
_— Patogenicidad
Sobre R. palmarum

Efecto de la Temperatura
en
Crecimiento in vitro
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Occurrence of entomopathogenic fungi in coconut soils, identification,
physiological characterisation and pathogenicity towards Rhynchophorus

palmarum (Coleoptera: Dryophthoridae)
2.1. Introduction

Coconut and oil palm plantations face a significant threat from the Rhynchophorus palmarum
weevil (Coleoptera: Dryophthoridae), which can cause substantial losses of up to 45% in
coconut plantations (del Prado-Vera et al., 2018) and 35% in oil palm crops (Aldana et al.,
2010). R. palmarum is known as the South American Palm weevil. Its distribution includes
southern states of the United States, México, Central and South America, and the Caribbean.
For this reason, the European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) listed
this insect as quarantine pest A1 (exotic pest absent from EPPO region) (EPPO, 2023). The
damage inflicted by R. palmarum is due to the larvae feeding and developing within the trunk
tissues of palms and can kill severely affected trees (CABI, 2020). Furthermore, the weevil
serves as a vector for the nematode Bursaphelenchus cocophilus, causing coconut red ring
disease, which can also be lethal (del Prado-Vera et al., 2018) and represents a phytosanitary
challenge for coconut and oil palm producers in Latin America and the Caribbean (Medina et al.,
2019). The integrated pest management approach proposed for R. palmarum includes (a)
reducing the adult weevil population with pheromone traps (Rhynchophorol) and an insecticide-
laden food bait (Oehlschlager et al., 2002); (b) early detection of larval infestations; and (c)

removing and eliminating infested palms (Moscoso-Ramirez et al., 2002).

The genus Metarhizium Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) has proven to be a
valuable tool for the biological control of pests. With more than 50 species, some of which can

only be distinguished through DNA sequence analysis (Mongkolsamrit et al., 2020). Metarhizium
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is found in various habitats worldwide, including forests, farmland, and dead insects, mostly

occurring in the soil rhizosphere (Rehner and Kepler, 2017). The incidence of Metarhizium spp.
in the soil is influenced by multiple edaphic factors (Uzman et al., 2019). The presence and
diversity of the genus Metarhizium in different types of tropical agroecosystems have been well-
documented (Hernandez-Dominguez et al., 2015; Luz et al., 2019). Native Metarhizium isolates
in a region may possess adaptive advantages over introduced strains, as they have evolved in
response to various biotic and abiotic factors typical of the local ecosystem (Skalicky et al.,
2014).

Regarding the use of EPF for controlling R. palmarum, previous studies have reported
susceptibility to fungi such as Metarhizium anisopliae (Ledn-Martinez et al., 2019), Beauveria
bassiana (Gaviria et al., 2020) isolated in Colombia. However, there are no reports using EPF on
R. palmarum or the isolation of EPF from soils associated with coconut cultivation in Mexico.
The objective of the present study was to obtain and characterize EPF isolates from soils where
coconut is cultivated in Tabasco, Mexico, and to evaluate their pathogenicity towards R.

palmarum.
2.2. Materials and Methods
2.2.1. Soil Sampling

The study encompassed four sampling sites in Cunduacan, Cardenas, Paraiso, and Centla,
representing coconut plantations. In Cunduacan, the specific site was "Los Pinos," situated at
18° 05 '45.2"N, 93° 20' 12.1" W, covering an area of 70 hectares and housing 17-year-old
coconut palms. The remaining three plantations were situated in the municipalities of Cardenas
(18°14'30.6"N, 94°00'10.5"W), Paraiso (18°25'34"N, 93°24'12.071"W), and Centla
(18°25'03.0"N, 92°59'24.5"W), each spanning an area of five hectares. All plantations were

exclusively dedicated to commercial coconut water production (Figure 1) (Table 1).
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Soil sampling was conducted from November 2020 to February 2021. Ten sampling

spots were chosen in each site, ensuring a minimum distance of 20 meters between each spot.

A soil sampling auger was used to collect 1 kg of soil from reaching a depth of 15 cm. The

collected soil was stored in a refrigerator for preservation. The soil sampling auger was

thoroughly washed with 5% sodium hypochlorite (NaOCI) between each sample (Zimmerman,

1986).
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Figure 2. 1 Location of the sampled area (upper box). Geographic location of sampling
sites in Tabasco, Mexico (bottom box)
Table 2. 1 List of coconut plantations where the soil was taken for the
sampling of entomopathogenic fungi
Sampling | Geographic Palm Sampling | Alternative | Use of Plantatio | Age in
sites location variety date Land Use | agrochemical | n area years
s of
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plantati
on
Cunduaca | 18°05'45"N Amarillo | Oct 2020 Pasture No 40 ha 17
n 93°20"12"W Enano
Centla 18°25'03"N Chactem | Ene 2021 | Only No 5 ha 15
92°59°24"W al palms
Paraiso 18°25'34"N Chactem | Feb2021 Pasture Fertilizer 5ha 15
93°24’12"W al
Céardenas | 18°14'30"N Chactem | Nov 2020 | Only Fertilizer 5 ha 14
94°00'10"W al palms

2.2.2. Baiting Procedures

The fungi were isolated from the soil samples using mealworm larvae (Tenebrio molitor)
(Zimmerman, 1986). The larvae were sourced from PETMMAL S.A. de C.V. (Cuautitlan Izcalli,

México). Before introducing the larvae, the soil samples were dried at 35°C for one week to

reduce excess moisture, eliminate the presence of entomopathogenic nematodes, and improve

sample handling. From each sampled spot, 5 subsamples of 100 g of sieved soil were collected

(placed in a 500 mL transparent plastic container with a lid), and 10 fifth instar T. molitor larvae

were introduced into each container. The containers were incubated at 25°C in complete

darkness. Mortality was recorded daily for 14 days. Larvae with signs of mycosis were removed

from the jar and externally disinfected using 20 mL of 70% v/v alcohol for one minute, followed

by immersion in 20 mL of 5% v/v sodium hypochlorite solution for one minute and rinsed three

times in sterile distilled water (Huerta-Ramirez et al., 2018).
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The washed larvae (corpses) were sliced and placed in Petri dishes with agar culture
medium (BD Bioxon®), enriched with 1% yeast extract (BD Bioxon®) (PDAY). They were then
incubated at 27°C in the dark for 10 days. Larvae showing mycelial growth were used to
estimate fungal incidence for each sampling site. The shape of the mycelium and the conidia of
all monosporic strains were observed under a compound microscope (Motic® BA3120), and
identification at the genus level was carried out based on morphological characteristics using the
taxonomic keys of Humber (2012). The isolates obtained were preserved in silica gel with skim
milk at 4°C (Silva et al., 2017) and deposited in the collection of the Phytopathology Laboratory
of the Tabasco Campus Postgraduate College, México. After fungal isolation, 500g of the
remaining soil from each sample was sent to the Soil Laboratory of the Tabasco Campus of
Colegio de Postgraduados, México, where several parameters including pH, electrical
conductivity (EC), organic matter (OM), nitrogen (N), phosphorus (P), potassium (K), calcium
(Ca), and texture were assessed, following prior methods (SEMARNAT, 2002).

2.2.3. Morphological Characterization and Molecular Identification of Entomopathogenic

Fungi Isolates

To avoid duplicity of data, in sites where more than two isolates per subsample were obtained,
we considered a maximum of two isolates for testing. A 5-mm diameter fragment was taken from
one-week-old colonies and placed in the center of a 60-mm Petri dish with 5 mL of PDAY culture
medium. Each strain was then incubated at 25°C in total darkness for 21 days. The
morphological descriptions of the colonies included characteristics such as the type and texture
of the mycelium, colony color, border type, sporulation capacity, and presence of exudates
(Fernandes et al., 2010). The sporulation capacity concentration was determined using a
hemocytometer. Based on this information, a multivariate analysis was performed with the R
Software (R Core Team, 2020). A Principal Component Analysis (PCA) was made to observe
the distribution of the characterized strains, and a Hierarchical Cluster Analysis (HCA) was made
to distinguish groups to select representative isolates from each group and perform molecular

identification (Arrazate-Argueta et al., 2019)

The molecular identification of the isolates was carried out at the National Laboratory of
Genomics for Biodiversity (Langebio) in CINVESTAYV, Irapuato, Guanajuato. DNA extraction was
performed from three-week-old colonies, and PCR amplification of the ITS region was conducted
using the primer set ITS1 forward (5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') and ITS4 reverse (5'
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TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') (White et al., 1990), followed by bidirectional sequencing of

the uncloned PCR product.

For the phylogenetic analysis of Metarhizium, 21 strains were used: the two most
pathogenic against T. molitor (PAL 733.1 and PAL 231.1), nine from the grouping obtained in
the principal components analysis (PAR 631.1, PIN941.1, PIN541.1, PAL712.1, PAL733.1,
PAL123.1, PAL231.1, PAL731.1, PIN521.1, PAL233.1, and PIN841.1), and ten more included
for comparison (Table 2). All sequences were edited and assembled using the BioEdit program
(Hall, 1999). Multiple alignments were performed with Muscle in MEGA X 10.2.4, and data
analysis was conducted using Maximum Parsimony (MP). The consensus tree's Bootstrap with
1000 replicates was performed to determine the percentage of replicates associated with the
taxa, and the Bootstrap test consisted of 1000 replicates. The MEGA X 10.2.4 program (Tamura

et al., 2001) was used for this analysis.

Table 2. 2 List of isolates obtained from Metarhizium and sequences for

phylogenetic analysis

Species Strain Insect Host Geographic ITS GenBank

origin

Metarhizium PARG31.1 T. molitor Paraiso, 0Q566181
Robertsii Tabasco,

México

PIN941 .1 “r Cunduacan, 0Q566182
Tabasco,

México
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PIN541.1

Cunduacan,
Tabasco,

México

0Q566183

PAL712.1

[l

Cardenas,
Tabasco,

México

0Q566184

PAL733.1

“

Cardenas,
Tabasco,

México

0Q566185

PAL23.1

Cardenas,
Tabasco,

México

0Q566186

PAL231.1

Cardenas,
Tabasco,

México

0Q566187

PAL731.1

Cardenas,
Tabasco,

México

0Q566188

M. anisopliae

PIN521.1

Cunduacan,
Tabasco,

México

0Q566289

PAL233.1

Cardenas,
Tabasco,

México

0Q566290

PIN841.1

[l

Cunduacan,
Tabasco,

México

0Q566291
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Metarhizium Malasia KX809518.1

anisopliae

Metarhizium Ornithacris Nigeria AF137062.1

acridum cavroisi

Metarhizium Lepidiota Australia AF137065.1

lepidiotum consobrina

Metarhizium Nephotettix Filipinas AF137067.1

album virescens

Metarhizium Otiorhynchus Francia AF138267.1

flavoviridae Sulcatus

Metarhizium Pemphigus Reino Unido AF139850.1

pemphigum treherni

Metarhizium Lepidoptera Nueva Zelanda | AF139851.1

novozealandicum

Metarhizium Endophytic India MT111568.1

Robertsii banana

“” Odoiporus India MN892393.1
longicollis

Beauveria Stored Grain Kenia AJ560672.1

bassiana Insects
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2.2.4 Effect of Temperature on Growth of Entomopathogenic Fungi Isolates.

In this experiment, we evaluated the mycelial growth at temperatures above 25°C to determine
the tolerance of the strains to high temperatures, as commonly found in tropical areas. The
same monosporic strains mentioned earlier were used for this assessment. A 5-mm diameter
fragment was taken from the periphery of one-week-old colonies and placed at the center of a
new 60-mm Petri dish containing 5 mL of PDAY culture medium. Five dishes per strain were
randomly incubated at 25, 30, and 35 % 1°C in complete darkness. Mycelial growth (MG) was
measured every 24 hours for a duration of 21 days using two perpendicular radii drawn on the
back of the Petri dish (Dimbi et al., 2004). The test was concluded when one of the colonies

reached the edge of the Petri dish.

2.2.5. Pathogenicity Test of Entomopathogenic Fungi Isolates Against Tenebrio molitor

This bioassay aimed to determine the pathogenic capacity of the most aggressive strains using
a 108 conidia suspension on T. molitor mealworm larvae as a biological model (Chang et al.,
2021; Kim et al., 2018; Sharma et al., 2018). Conidial suspensions were obtained from 21-day-
old colonies that developed in Petri dishes containing 20 mL of PDAY and were incubated at
25°C in complete darkness, using the same monosporic strains mentioned above. After 21 days,
conidia were collected from the colonies using a sterile scalpel and placed in a sterile 50 mL
volume tube containing 10 mL of 0.03% Tween 80. The suspension was vortexed for 5 minutes
and filtered through a sterile cloth into a new sterile centrifuge tube. Conidia concentrations were
counted using a hemocytometer, adjusted to the required concentration, and kept at 4°C until
application. For the experiment, larvae were obtained from PETMMAL S.A. de C.V. (Cuautitlan
Izcalli, México). The pathogenicity test followed a completely randomized experimental design
with four replications, using 10 fifth instar larvae of T. molitor as an experimental unit. Inoculation
of the insects was done by immersing them for 30 seconds in a suspension with a concentration
of 108 conidia/mL. The control treatment consisted of sterile distilled water with 0.05% Tween
80. The inoculated larvae were placed in plastic containers (7.1 x 5.3 x 3.4 cm) with lids, and 10
g of sterile wheat bran was added as a food source. They were kept at 25°C in complete
darkness, and mortality was recorded every 24 hours for 15 days (Gaviria et al., 2020). At the
end of the experiment, the dead larvae were kept at 4°C, disinfected in a 6% chlorine solution for
one minute, rinsed three times in sterile distilled water, and each larva was cut into slices with a

scalpel. One slice per larva was placed in a PDAY culture medium and observed at 72 hours to
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confirm infection (Huerta-Ramirez et al., 2018). Larvae without mycelial growth were not counted

as part of the mortality. This experiment was repeated three times for validation.

2.2.6. Pathogenicity Test of Metarhizium robertsii Against Rhynchophorus palmarum

The pathogenicity test was conducted on the PAL 733.1 and PAL 231.1 strains because they
exhibited the highest pathogenic capacity against T. molitor in previous experiments. To initiate
the test, adult R. palmarum beetles were captured from the coconut plantation "Los Pinos" using
traps baited with pheromone (Rhynchophorol) and banana slices (Moscoso-Ramirez et al.,
2002) without insecticide. The traps were checked weekly to collect the insects, which were then
transferred to the laboratory and individually placed in plastic containers (7.1 x 5.3 x 3.4 cm).
Before starting the bioassays, the insects were kept in complete darkness at 25°C with a 12-
hour photoperiod and 70% humidity for 14 days and provided with banana slices as a food
source (Lima et al., 2020). The conidial suspension (107, 108, 10° conidia/mL) was prepared
following the same methodology used in the previous experiments. Only healthy R. palmarum
insects, approximately 4 cm long, that survived the quarantine period and showed no signs of
damage were selected for the test. The control treatment consisted of sterile distilled water with
0.05% Tween 80. Each treatment involved the immersion of 10 insects in the corresponding
conidial suspension for 60 seconds (Lima et al., 2020). After immersion, the adult beetles were
individually placed in 25 mL plastic containers with banana slices and kept in complete darkness
at 25°C. Mortality was recorded every third day for 21 days. Deceased adults were disinfected in
5% chlorine for one minute, followed by a triple wash in sterile distilled water. The beetles were
then placed on moist cotton with sterile water inside a sealed Petri dish. Only those insects
showing signs of sporulation were considered for mortality calculations. The experiment was

replicated three times using a completely randomized design (Gaviria et al., 2020).
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2.2.7. Statistical Analysis

To assess the potential differences between the sampled sites and the number of mycosated
larvae observed, a Chi-Square analysis was performed using the R software (R Core Team,
2020). Ordinal values were assigned to specific characteristics for the morphological
characterization of the growth of the 38 strains' colonies. The texture correspondence for the
colony was categorized as follows: 1 for cottony, 2 for velvety, and 3 for smooth. The color was
divided into 1 brownish green, 2 dark green, 3 light green, 4 white, and 5 yellow. The border of
the colony was defined as 1 white and 2 cottony. The presence of exudates in the colony was
divided into 1 absent and 2 present. The conidia were collected from the colonies using a sterile
scalpel and placed in a sterile 5 mL volume tube containing 1 mL of 0.03% Tween 80 and
quantified from a conidial suspension using a hemocytometer to estimate the conidia/mL and
categorized as 1 low (<1°), 2 medium (1°-2%) and 3 high (>2%). The data were then subjected to
principal component analysis (APC) and hierarchical clustering analysis (HCA) (Arrazate-
Argueta et al., 2019).

The mycelial growth (MG) data were analyzed separately for each variable. The MG
experiments were conducted with a completely randomized design, involving five repetitions per
treatment, with each Petri dish serving as an experimental unit. This resulted in 38 treatments,
corresponding to each of the strains (Arrazate-Argueta et al., 2019). A specific model was
designed for each temperature, considering measurements from the first day until one of the
strains reached the edge of the Petri dish. The data were analyzed using ANOVA, mean

separation test (Tukey, a = 0.05), and linear modeling with the R software (R Core Team, 2020).

The Abbott formula was applied to calculate the percentage of mortality of T. molitor and
R. palmarum caused by Metarhizium (the mortality of the control never exceeds 10%) (Abbot,
1925). The mortality data were then subjected to an analysis of variance (ANOVA) and a mean
separation test (Tukey, a = 0.05) using the R Software (R Core Team, 2020). Additionally, for
the mortality record of R. palmarum at the highest concentration (10°), survival curves and
estimation of the median lethal time (LTso) were determined through a Probit analysis using the
R software (R Core Team, 2020) (Figure 7).
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2.3. Results

2.3.1. Characterization of Soil Samples from Coconut Cultivation Sites

The edaphic characterization of soil was based on what is described by the Mexican standard
NOM-021-RECNAT (SEMARNAT, 2002). The soil analysis of the four sites sampled showed
moderate acidity (pH 5.6-6.0). The electrical conductivity (EC) indicates low or almost no salinity
in the four sites sampled (0.12-0.23 dS m-1). The organic matter (OM) content (3-3.38%) and
the percentage of nitrogen (0.1-0.14%) are at a medium level in Cunduacan, Centla, and
Cardenas, while in Paraiso it is at a poor level (1.57%) of OM and N (0.08%). Phosphorus
(11.15 mg kg-1) and calcium (11.25 cmol kg-1) were found at a high level for Cunduacan and a
medium level P (9.56-10.3 mg kg-1) and Ca (5.88-9.98 cmol kg-1) for the other sites. The soil
structure for the Centla and Paraiso sites is sandy, while for Cardenas it is sandy loam and in

Cunduacan it is clayey. All of the above results are described in Table 3.

Table 2. 3 Distribution of the presence of entomopathogenic fungi, soil properties of

the sampled sites and Chi-square analysis.

Sam | Sampling | Number | Number pH CE | MO N P- K Ca S
pling site of of isolates | (H20) total | Olsen oil
site | Percenta | Mycosat | obtained te
ge of ed xt
EPF Larvae ur
presence e

per plot

rel. 1:2 | dS % % mg kg~ | cmol | cmol
m-1 1 kg kg

Cun 80 ** 92 ** 36 5.8 0.20 | 3.38 | 0.14 | 11.15 0.3 11.25 | CI
dua a
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can y
L
o
a
m
Cent 0 0 0 5.7 0.16 | 2.88 | 0.10 9.56 0.2 5.88 S
la a
n
d
Para 10 1 1 6.0 0.12 | 1.57 | 0.08 8.75 0.16 4.49 S
iso a
n
d
Car 60 ** 31* 26 5.6 0.22 | 3.01 | 0.12 10.3 0.22 9.98 L
den o]
as a
m
y
S
a
n
d

Values with ** p<0.001
2.3.2. Native Isolates Obtained

A total of two thousand larvae of T. molitor were used to obtain native isolates. Of these larvae,
125 were mycosed and 66 isolates were obtained. There was a significant difference in the
frequency of fungi observed in mycosed larvae associated with the different sites (X2 = 178.65, p
= < 0.001). The highest number of mycosed larvae was observed with isolates from Cunduacan
(98 larvae) followed by Cardenas (35 larvae) and Paraiso (1 larva), with Centla no mycosed
larvae obtained. About the percentage of sampling spots associated with mycosed larvae by
site, the same order was maintained, Cunduacan (80%), Cardenas (60%), Paraiso (10%), and
Centla (0%). In the number of isolates, Cunduacan had 36, Cardenas 26, and Paraiso 1. All of

the above are described in Table 3.
2.3.3. Morphological and Molecular Identification

According to principal component analysis, four groups of Metarhizium spp. were formed,

representing 95 % of the morphological variability of the fungi isolates. In group 1, colonies were
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brownish with a cottony texture and edge, with a medium capacity to produce conidia with the

presence of exudates. In group 2, colonies were light green with a smooth texture and a white
border, and high production of conidia without the presence of exudates. In group 3, colonies
were white with a velvety texture, and a cottony edge, and had a deficient conidia production
and absence of exudates. In group 4, colonies were white with a fluffy texture and a cottony
edge and had low conidia production without exudates (Figure 2). For morphological
identification, the conidia of all the strains were measured, which ranged from 6. 9 -7.84 ym to
2.05-2.75 ym (Supplementary Table) (Figure 6), and then using the Humber (2012) taxonomic
keys only the genus level could be obtained. Eleven strains were selected to identify at the
species level, from which the sequences of the ITS region were obtained, lengths varied from
482 to 525 bp. The Maximum Parsimony analysis placed the strains PIN 841.1, PIN 531.1, and
PAL 233.1 close to M. anisopliae sensu latu with 70% branch support, while the strains PIN
941.1, PIN 951.1, PAL 123.1, PAL 712.1, PAL 721.1, PAL 733.1, PAL 736.1 and PAR 631.1

separated with 65% support concerning the M. robertsii species (Figure 3).
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Figure 2. 2 A): Distribution based on the main components that relate the

morphological characteristics of the isolates obtained B): Dendrogram of the groups

formed by the characteristics of the Metarhizium strains found in coconut soils. G1=

Group 1, G2 = Group two, G3 = Group 3 and G4 = Group four. Location of the

sampled area (upper box). Geographic location of sampling sites in Tabasco, Mexico

(bottom box)2.3.4. Effect of Temperature on Growth of Entomopathogenic Fungi

Isolates.
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Figure 2. 3 Dendrogram for Metarhizium constructed with the sequences of the ITS
region (ITS1- 5.85-ITS4 of rDNA) based on the Maximum Parsimony method. The
numbers in the dendrogram represent the bootstrap values. The sequences used as
reference for the phylogenetic placement of the isolates were obtained from the

GenBank, the accession numbers are shown.

The effect of temperature on growth at 25°C showed significant differences between the MG of

Metarhizium spp. strains (F = 46.83; DF =37; p= 2e'%). The daily growth rate fluctuated between
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1.9 and 0.87 mm (Figure 4 and Figure 5). The strains Pin 541.1, Pin 941.1, Pal 736.1, and Pal
733.1 obtained the highest growth in eight days. On the other hand, the effect of temperature at
30°C also showed a significant difference among the strains (F = 71.36; DF=37; p= 2e7'%). The
MG ranged from 18.3 mm to 40 mm (Figure 4 and Figure 5). Pin 541.1, Pin 522.1, and Pal 421.1
strains had the highest MG at 10 days. The effect of growth at 35 °C in all strains was too slow
and asymmetric to be measured, so no database was generated for statistical analysis. In
general, all strains had slower growth with increasing temperature, but strain Pin 541.1 had the
highest MG over all others at 25 and 30 °C.
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Figure 2. 4 Growth rate of the isolates obtained from the Cérdenas plot. a) Growth rate at 25 °C of the
native isolates of Metarhizium expressed in mm. b) Growth rate at 30°C of the native isolates of

Metarhizium expressed in mm.
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Figure 2. 5 Growth rate of the strains obtained from the Cunduacan plot. a) Growth
rate at 25 °C of the native isolates of Metarhizium expressed in mm. b) Growth rate at

30°C of the native isolates of Metarhizium expressed in mm.
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2.3.5. Pathogenicity of Entomopathogenic Fungi Isolates Against Tenebrio molitor

A highly significant difference (F= 9.066; DF=37; p= 5.05e®) was found in the mortality caused
by T. molitor by the different Metarhizium strains, standing out the M. robertsii strains PAL 231.1
and PAL 733.1, as they caused cumulative mortality of more than 60%. In contrast, the other

strains maintained a lower cumulative mortality between 10 and 30% (Figure 7).
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Figure 2. 6 Growth rate of the strains obtained from the Cunduacan plot. a) Growth
rate at 25 °C of the native isolates of Metarhizium expressed in mm. b) Growth rate at
30°C of the native isolates of Metarhizium expressed in mm.

2.3.6. Pathogenicity of Metarrhizium robertsii Against Rhynchophorus palmarum

Mortality of two strains of M. robertsii mentioned above, PAL 231.1 and PAL 733.1, was
evaluated at three concentrations of conidia (107, 108 and 10°) on adults of R. palmarum.
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However, a highly significant difference (F=168.7; DF=1; p=0.000203) was only observed at the

higher concentration (Figure 8). At the lowest concentration (107), no mortality was recorded in
either treatment. Sporulation was observed in the intersegmental spaces of the cuticle of the
body, leg segments, antennae, and rostrum of R. palmarum adults (Figure 6). Strain PAL 733.1
had the highest pathogenic capacity with a cumulative mortality of more than 60% in a period of
21 days, while PAL 231.1 never reached more than 25% at the same time. Mortality of half of
the population was reached at 17 days (p=0.00071) for strain PAL 733.1 (Figure 8).
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Figure 2. 7 A) Percentage of cumulative mortality of R. palmarum adults at 21 days
with the M. robertsii strains. B) Mean survival curves of R. palmarum exposed to the
concentration of 1x10° of M. robertsii conidia at 21 days. Horizontal line indicates 50%

mortality.
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A

Figure 2. 8 A) Conidia of Metarhizium robertsii. B) Rhynchophorus palmarum infected
with strain PAL 731.1. C) Sporulation observed in pygidium of R. palmarum D)
Sporulation observed in scutellum of R. palmarum E) Sporulation observed in the head

of R. palmarum.
2.4. Discussion

Our investigations in the four coconut plots revealed the presence of only M. robertsii and M.
anisopliae sensu latu. Although macro and micromorphological characteristics of colonies and
conidia size have been traditionally used for species identification, the genus Metarhizium poses
a challenge as several species are morphologically identical (Bischoff et al., 2009). In this study,
the ITS region presented a limited ability to clearly resolve the lineages of the obtained strains
identified as M. anisopliae complex. Since Driver et al. (2000), four varieties of M. anisopliae
were recognized with ITS molecular phylogeny, the number has been expanded to 21 species
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based on multi-gene analyses (Mongkolsamrit et al., 2020). It would be necessary to make

additional gene sequencing to achieve an accurate identification of these strains.

Among these sites, Cunduacan stood out as the most fertile, harboring the highest
number of mycosed larvae and isolates. This observation could be attributed to the type of soil in
Cunduacan, characterized as Fluvisol, which boasts attributes such as high permeability,
significant depth, medium texture, and abundant nutrients and organic matter qualities that
contrast with the nutrient-poor Arenosol soils with slow permeability and sandy texture (90%
sand) found in the other sites (Palma-Lopez et al., 2018). In the sites Cunduacan and Cardenas,
both M. robertsii and M. anisopliae s.|. were present, suggesting their potential to coexist within
the same locations. Moreover, the observation of at least two groups of different M. robertsii
haplotypes points to the genetic variability of entomopathogenic fungi within the same
ecosystem, as reported by Meyling et al. (2009) and Ormond et al. (2010). These findings
demonstrate that specific habitats can harbor different fungal species and distinct genetic groups
within those species. Furthermore, the higher frequency of M. robertsii supports its ability to
adapt to various agroecosystems, as previously documented by Quesada-Moraga et al. (2007)
and Sharma et al. (2021). The presence of grass species commonly associated with coconut
palms in the collection sites could have influenced the prevalence of M. robertsii, as this fungus

is often found in association with grasses (Wyrebec et al., 2011).

Temperature plays a crucial role in the growth of Metarhizium strains, with 25°C
generally considered the optimal temperature for in vitro radial growth (Deepak et al., 2019). In
our study, some strains exhibited optimal growth at 25°C, and others displayed higher growth
rates at 30°C. Similar findings were reported for M. anisopliae isolates obtained from adult
Aeneolamia spp., insects in sugarcane plantations within the same geographical region as our
study, which exhibited robust growth at 30°C but not at higher temperatures (Hernandez-
Dominguez et al., 2015). Interestingly, the growth of the strains was limited and irregular, with
highly melanized mycelium at 35°C. However, at the end of the bioassay, the strains were
incubated at 25°C, and growth was more abundant and regular, suggesting they may tolerate
higher temperatures without reaching the upper limit. The observation of the mycelium could be
related to Metarhizium's ability to form microsclerotia, small structures formed in melanized
hyphae, as an adaptive mechanism to withstand stress caused by abiotic factors such as high
temperatures, UV rays, and dehydration (Paixao et al., 2021). Furthermore, the high-
temperature tolerance of isolates may be influenced by their geographical origin. For instance,

M. robertsii isolate conidia from soil samples in Brazil demonstrated a germination rate close to
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100% at 40°C (Mesquita et al., 2020), while M. anisopliae isolates from soil samples in India

displayed their highest germination rate at 32°C but not at higher temperatures (Deepak et al.,
2019).

Pathogenicity is critical in selecting EPF isolates as potential biological control agents
against R. palmarum. Hence, we assessed the pathogenic capacity of the 38 Metarhizium
strains isolated from the four sites using T. molitor as the test insect. The results revealed a wide
range of cumulative mortality rates, with Cunduacan strains causing mortality ranging from
10.9% to 35.8% and Cardenas strains causing mortality between 8.6% and 62.6%. Strains
PAL733.1 and PAL231.1 from Cardenas emerged as the most effective, causing cumulative

mortality of 61.3% and 62.6%, respectively.

The relatively low (10% - 40%) mortality caused by most strains in our study might be
due to their potential alternative function in the ecosystem. Recent studies have suggested that
Metarhizium evolved from a lineage of symbiotic plant fungi, which later acquired
entomopathogenic capacity (Stone and Bidochka, 2020). The pathogenic capacity of a fungus
strain can be influenced by various factors, including its ability to generate enzymes that
degrade the cuticle of the target insect (Ortiz-Urquiza and Keyhani, 2013) and the relative
humidity of the environment surrounding the insect (Cheong and Azmi, 2020). Our study did not
observe a clear correlation between the rapid growth of certain strains and their pathogenic
capacity. Similar findings were reported for M. anisopliae (Dimbi et al., 2004) and M. flavoviride
sensu lato (Fargues et al., 1997). However, the germination speed of conidia is related to
pathogenicity (Ishak et al., 2020), suggesting that the most virulent strains are those with the

fastest germination speed.

Among the two strains evaluated, PAL733.1 stood out with the highest percentage of
accumulated mortality, reaching LTso at 17 days. These results align with a study by Lima et al.
(2020), who reported that a B. bassiana isolate obtained directly from R. palmarum achieved
LTso at 17.5 days. Additionally, a study by Gaviria et al. (2020) demonstrated 100% mortality of
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R. palmarum at 18 days in a lower concentration (108) with M. anisopliae, although their tests

involved longer immersion times of up to 5 minutes.

In conclusion, in this study, Metarhizium strains were found in different coconut plantation
sites in Mexico, and they were identified morphologically and molecularly and characterized on
physiology and pathogenicity aspects. Also, the sites were characterized by different edaphic
aspects. The strain PAL733.1 stands out among the isolates because it displayed greater
pathogenicity against R. palmarum adults and the capacity to survive at high temperatures
(35°C). Therefore, it could be considered a potential biological control agent. However, further
research is essential to evaluate its efficacy in controlling R. palmarum under field conditions

and to develop practical methods to use it under coconut and oil palm cultivation conditions.
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DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
3.1. DISCUSION

En este estudio, realizamos una exploracién de hongos entomopatégenos en varias
parcelas de cultivo de coco en cuatro sitios en Tabasco, México. El objetivo principal fue
obtener aislamientos con el potencial de servir como agentes de control biolégico para el
manejo de R. palmarum, una plaga altamente destructiva para el cultivo de coco no solo

en México sino también en otros paises de las Américas (del Prado-Vera et al., 2018).

El género Rhynchophorus presenta una alta susceptibiidad a los hongos
entomopatogenos. Por ejemplo, en Espafia encontaron un aislamiento de B. bassiana
sobre una pupa de R. ferruginues, con una eficacia del 85 % en plantaciones de Phoenix
canariensis (Dembilio et al., 2010). En Malasia, se obtuvieron aislamientos de M.
anisopliae directamente de plantaciones de palma datilera y se evaluaro sobre R.
ferrugineus obteniendo una mortalidad del 100% (Grace et al., 2017). Para R. palmarum,
se ha reportado la susceptibilidad a M. anisopliae (Leén-Martinez et al., 2019), B.
bassiana (Gaviria et al., 2020; Lima et al., 2020), con una mortalidad del 100% a una
concentracion de 1x 108 conidios/mL. En este trabajo, las cepas PAL 733.1 y PAL 231.1
identificadas como M. robertsii causaron una mortalidad acumulada de 61,3 y 62,6 % en
T. molitor y en R. palmarum 60% y 20% respectivamente. En el calculo de TLso contra R.
palmarum, Lima et al. (2020) observaron que B. bassiana alcanzé una TLso a los 17,5 dias
con una concentracion de 1x10° conidios/mL (Lima et al., 2020). Mientras que, Gaviria et
al. (2020) reportaron un TLso de 18 dias con M. anisopliae en una concentracion de 1x108
conidios/mL aunque sus pruebas implicaron tiempos de inmersién de 5 minutos. En
nuetros bioensayos, la cepa PAL 733.1 alcanz6 una TlLsp a los 17 d, mientras que PAL

2331.1 nunca alcanz6 una mortalidad del 50% de la poblacion.
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La busqueda HE que hayan coevolucionado en las mimas condiciones que los insectos
en un agroecosistema tropica, como lo son las plantaciones de cococeto, podria lograr
una mayor eficiencia en el manejo integrado de plagas. Ademas, de la capacidad de los
hongos para adaptarse a diversas condiciones edaficas. En este aspecto, las cuatro
parcelas de coco muestreadas solo se encontraron aislamientos de Metarhizium robertsii
y M. anisopliae. Se ha reportado que propiedades fisicoquimicas como el contenido de
MO, calcio y textura pueden jugar un papel importante en la persistencia de Metarhizium
en el suelo (Sharma et al. 2021; Bueno-Pallero et al., 2020; Quesada-Moraga et al.,
2007). El contenido de MO en los sitios muestreados fluctué dentro del rango 6ptimo (2-
4%) favorable para el desarrollo de Metarhizium (Sharma et al., 2021; Quesada-Moraga et
al., 2007). La funcién principal de la MO en el suelo es como fuente de C para los
microorganismos (Kallebach et al., 2016). Por lo tanto, bajos contenidos de MO estarian
afectando la presencia de Metarhizium. En cuanto a la textura del suelo, el contenido de
arena para los sitios Paraiso y Centla fue superior al 90%, lo que estaria afectando
negativamente la presencia de aislamientos de Metarhizium, por falta humedad y MO. En
cambio, en Cardenas y Cunduacan, que se encontré con un menor contenido de arena y
un mayor contenido de arcila y MO, condicién favorable para la presencia de
Metarhizium. Estos resultados coinciden con reportes previos que proponian que la arcilla
es un predictor positivo en la deteccidén de Metarhizium sp, mientras que el contenido de

arena es un predictor negativo (Randhawa et al., 2018; Quesada-Moraga et al., 2007;).

El cultivo del cocotero se encuentra en zonas tropicales. Por lo que al considerar utilizar a
los HE en estas condiciones, es necesario comprender las condiciones Optimas para la
infeccidn de los insectos, crecimiento y desarrollo. Una de las condiciones ambientales
que determina el crecimiento y desarrollo de los HE es la temperatura. El crecimiento
Optimo de los aislamientos que se evaluaron de algunos fue a los 25 °C, mientras que
para otras fue a los 30°C. A los 35°C por 21 dias, se observo un crecimiento deficiente
para todos los aislamientos, sin embargo, al incubarlos a 25°C crecieron con normalidad,
lo que nos indica su capacidad por tolerar altas temperaturas, que son las que se
presentan en los ambientes tropicales. El lugar de donde se obtienen los aislamientos
puede ser determinante para sus capacidades de supervivencia al medio ambiente, por
ejemplo, se han obtenido aislamientos de M. anisopliae de Ontario, Canada, estos

aislamientos pudieron desarrollarse a los 8°C (De Croos y Bidochka, 1999). Por otro lado,
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aislamientos de M. robertsii obtenidos en las condiciones de Brasil tuvieron una tasa de

germinacion cercana al 100 % a 40 °C (Mesquita et al., 2020).

3.2. CONCLUSIONES GENERALES

En este estudio se encontraron aislamientos de Metarhizium en diferentes sitios de
plantaciones de coco en Tabasco, México. Los sitios se caracterizaron por diferentes
aspectos edéficos, de los que sobresalen los sitios de Cunduacan y Cardenas por su
contenido de arcilla lo que favorecio la ocurrencia de Metarhizium. Ademas, las cepas
fueron identificadas morfolégica y molecularmente, se analizo la region ITS del ADN de
once aislamientos y se identificaron las especies de M. robertsii y M. anisopliae. Entre los
aspectos fisioldgicos caracterizados, se evaluo el crecimiento radial a 25°C, 30°C y 35°C,
el crecimiento optimo para la mayoria de las cepas fue a 25°C. Del bionesayo de
patogenicidad en T. molitor, resaltaron las cepas PAL 231.1 y PAL 733.1 por ocasionar
una mortalidad acumulada superior del 60%. De estos dos aislamientos, la cepa
PAL733.1 presenté una mayor patogenicidad frente a adultos de R. palmarum y una TLso
de 17 d. Por lo tanto, podria considerarse un potencial agente de control bioldgico. Sin
embargo, es esencial realizar mas investigaciones para evaluar su eficacia en el control
de R. palmarum en condiciones de campo y desarrollar métodos practicos para usarlo en

condiciones de cultivo de coco y palma aceitera.
3.3. PERSPECTIVAS

La caracterizacion y seleccion de hongos entomopatogenos es solo el primer paso para
integracion de estos microrganismos en los programas de manejo integrado. En este
trabajo, se realiz6 la busqueda de un aislamiento con potencial como agentes de control
microbiano contra R. palmarum, caracterizando varios aspectos ecoldgicos de los HE

(edéficos, fisiologicos, moleculares, patogénicos). Sin embargo, todavia se tienen que

46



CAPITULO Il

realizar bioensayos en campo que validen los resultados en laboratorio. Ademas, los
futuros trabajos se tendrian que enfocar en realizar esfuerzos para el desarrollo de

tecnologias en la implementacion de los HE en plantaciones de cocotero de una forma

exitosa.
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ANEXO(S)

Anexo 1. List of Metarhizium spp strains obtained from coconut plantations in Tabasco,

Mexico

Strain

Gender

Sampling site

Average Conidium Size Length and

width

PIN 141.1

Metarrhizium spp

Cunduacan

7.05 pm x 2.33 um

PIN 142.1

Metarrhizium spp

7.18 pum x 2.42 pm

PIN 222.1

Metarrhizium spp

7.62 pm x 2.16 um

PIN 511.1

Metarrhizium spp

6.88 um x 2.47 um

PIN 521.1

Metarrhizium spp

7.38 pm x 2.51 um

PIN 522.1

Metarrhizium spp

7.35 um x 2.43 pm

PIN 531.1

Metarrhizium spp

7.41 pmx 2.29 um

PIN 532.1

Metarrhizium spp

7.09 pm x 2.13 pm

PIN 533.1

Metarrhizium spp

7.84 pm x 2.59 pm

PIN 534.1

Metarrhizium spp

7.66 pm x 2.45 pm

PIN 535.1

Metarrhizium spp

7.2 pm x 2.39 pm

PIN 541.1

Metarrhizium spp

7.11 pmx 2.07 pm

PIN 611.1

Metarrhizium spp

7.45 pmx 2.21 pm

PIN 612.1

Metarrhizium spp

7.09 pm x 2.63 um

PIN 613.1

Metarrhizium spp

7.72 pm x 2.29 pm

PIN 621.1

Metarrhizium spp

7.56 ypmx 2.31 pm

PIN 622.1

Metarrhizium spp

7.79 pm x 2.44 pm

PIN 623.1

Metarrhizium spp

7.38 pm x 2.52 pm

PIN 624.1

Metarrhizium spp

7.31 pmx 2.63 pm
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PIN 631.1

Metarrhizium spp

7.33 pm x 2.12 pm

Strain

Gender

Sampling site

Average Conidium Size Length

and width

PIN 141.1

Metarrhizium spp

Cunduacan

7.05 pm x 2.33 um

PIN 142.1

Metarrhizium spp

7.18 pum x 2.42 pm

PIN 222.1

Metarrhizium spp

7.62 um x 2.16 pm

PIN 511.1

Metarrhizium spp

6.88 um x 2.47 um

PIN 521.1

Metarrhizium spp

7.38 pm x 2.51 um

PIN 522.1

Metarrhizium spp

7.35 um x 2.43 pm

PIN 531.1

Metarrhizium spp

7.41 pm x 2.29 pm

PIN 532.1

Metarrhizium spp

7.09 pm x 2.13 um

PIN 533.1

Metarrhizium spp

7.84 pm x 2.59 pm

PIN 534.1

Metarrhizium spp

7.66 pm x 2.45 pm

PIN 535.1

Metarrhizium spp

7.2 pm x 2.39 pm

PIN 541.1

Metarrhizium spp

7.11 pm x 2.07 pm

PIN 611.1

Metarrhizium spp

7.45 pmx 2.21 pm

PIN 612.1

Metarrhizium spp

7.09 pm x 2.63 um

PIN 613.1

Metarrhizium spp

7.72 pm x 2.29 pm

PIN 621.1

Metarrhizium spp

7.56 pmx 2.31 pm

PIN 622.1

Metarrhizium spp

7.79 pm x 2.44 pm

PIN 623.1

Metarrhizium spp

7.38 pm x 2.52 pm

PIN 624 .1

Metarrhizium spp

7.31 pmx 2.63 um

PIN 631.1

Metarrhizium spp

7.33 umx 2.12 um
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PIN 641.1

Metarrhizium spp

7.49 pmx 2.5 pm

Strain

Gender

Sampling site

Average Conidium Size Length and

width

PIN 642.1

Metarrhizium spp

7.64 pm x 2.59 pm

PIN 711.1

Metarrhizium spp

7.23 pm x 2.64 pm

PIN 712.1

Metarrhizium spp

7.56 pum x 2.73 pm

PIN 721.1

Metarrhizium spp

7.85 pm x 2.34 um

PIN 722.1

Metarrhizium spp

7.62 pm x 2.51 um

PIN 731.1

Metarrhizium spp

7.17 pm x 2.63 um

PIN 751.1

Metarrhizium spp

7.68 pmx 2.51 um

PIN 753.1

Metarrhizium spp

7.87 pm x 2.49 um

PIN 754.1

Metarrhizium spp

7.68 pm x 2.33 um

PIN 841.1

Metarrhizium spp

7.34 pm x 2.69 um

PIN 911.1

Metarrhizium spp

7.39 pm x 2.45 pm

PIN 912.1

Metarrhizium spp

7.15 pum x 2.53 pm

PIN 913.1

Metarrhizium spp

6.95 pmx 2.21 pm

PIN 931.1

Metarrhizium spp

7.45 pmx 2.64 pm

PIN 932.1

Metarrhizium spp

7.59 pm x 2.38 um

PIN 941.1

Metarrhizium spp

7.65 pmx 2.12 pm

PIN 951.1

Metarrhizium spp

7.81 pmx 2.68 pm

PIN 031.1

Metarrhizium spp

7.79 pm x 2.02pum

PAL 111.1

Metarrhizium spp

Cardenas

7.12 pmx 2.13 pm

PAL 121.1

Metarrhizium spp

7.42 pm x 2.3 pm
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PAL 122.1

Metarrhizium spp

7.54 pm x 2.53 pm

PAL 123.1

Metarrhizium spp

7.72 pm x 2.62 pm

Strain

Gender

Sampling site

Average Conidium Size Length and

width

PAL 231.1

Metarrhizium spp

7.68 pmx 2.41 pm

PAL 232.1

Metarrhizium spp

7.65 pm x 2.53 pm

PAL 233.1

Metarrhizium spp

7.08 pmx 2.12 pm

PAL 241.1

Metarrhizium spp

7.62 pmx 2.18 um

PAL 242.1

Metarrhizium spp

7.75 pm x 2.43 um

PAL 311.1

Metarrhizium spp

7.5 pm x 2.22 pm

PAL 312.1

Metarrhizium spp

7.59 pm x 2.38 um

PAL 321.1

Metarrhizium spp

7.23 pm x 2.33 um

PAL 421.1

Metarrhizium spp

7.61 pm x 2.75 pm

PAL 711.1

Metarrhizium spp

728 pmx 2.11 pm

PAL 712.1

Metarrhizium spp

7.12 pm x 2.58 um

PAL 713.1

Metarrhizium spp

7.62 pmx 2.45 pm

PAL 714.1

Metarrhizium spp

7.31 pmx 2.32 pm

PAL 715.1

Metarrhizium spp

7.68 pum x 2.46 um

PAL 721.1

Metarrhizium spp

7.15 pmx 2.51 pm

PAL 722.1

Metarrhizium spp

7.13 pm x 2.43 pm

PAL 731.1

Metarrhizium spp

7.35 pm x 2.08 pm

PAL 732.1

Metarrhizium spp

7.46 pm x 2.63 um

PAL 733.1

Metarrhizium spp

7.37 pm x 2.28 pm
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PAL 735.1 Metarrhizium spp “u 7.05 pm x 2.33 um

PAL 736.1 Metarrhizium spp “u 7.6 pm x 2.73 pm

Average Conidium Size Length and

Strain Gender Sampling site width

PAL 751.1 Metarrhizium spp “u 7.36 pm x 2.58 um
PAL 752.1 Metarrhizium spp “u 7.75 pm x 2.16 pm
PAR 631.1 Metarrhizium spp Paraiso 7.21 pmx 2.57 pm |
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