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ABSTRACT

Solar radiation (SR) decreases the effectivity of entomopathogenic fungi (EPF) propagules.
The main objective was to evaluate a natural formulation (NF) based on humic acids (HA)
with anti-UV effects, to improve the survival of conidia against SR, evaluating its capacity
in the control (BC) of Spodoptera frugiperda. The strains used were Beauveria bassiana
CHE-CNRCB 1029, Metarhizium rileyi CHE-CNRCB 682 and Metarhizium rileyi CHE-
CNRCB 796. Compatibility evaluations (6.49, 9.51 and 12.39 mg/L of HA) were performed,
as well as survival evaluations, anti-UV effects and pathogenicity bioassays (13.64, 20.45
and 27.27 AH mg/L). The two M. rileyi strains showed greater compatibility when comparing
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the radial growth rate (RGR) and the survival percentage (CFU). The anti-UV effect was
positive when HA suspensions were mixed with conidia from the three strains evaluated.
Conidia mixed with HA maintained virulence against S. frugiperda (L2) larvae. Mortality by
the spraying method for B. bassiana reached 66.66%, and 86.66% for both M. rileyi strains,
while by the immersion method, it reached 73.33% for B. bassiana and between 85.71%
and 87.03% for the M. rileyi strains, respectively. The persistence of conidia B. bassiana
and M. rileyi increased under exposure to SR when mixed with an NF with anti-UV effects,
maintaining its virulence against S. frugiperda. This finding represents an attractive
alternative during the formulation of EPF.

Keywords: biological control, corn; humic acids, Spodoptera frugiperda

RESUMEN

La radiacion solar (RS) disminuye la afectividad de los propagulos de hongos
entomopatdégenos (HEP). El objetivo principal fue evaluar una formulacién natural (FN)
basada en acidos humicos (AH) con efectos anti-UV, para mejorar la supervivencia de los
conidios ante la RS, evaluando su capacidad en el control de Spodoptera frugiperda. Las
cepas empleadas fueron Beauveria bassiana CHE-CNRCB 1029, Metarhizium rileyi CHE-
CNRCB 682 y Metarhizium rileyi CHE-CNRCB 796. Se realizaron evaluaciones de
compatibilidad (6.49, 9.51y 12.39 mg/L de AH), ademas de evaluaciones de supervivencia,
efectos anti-UV y bioensayos de patogenicidad (13.64, 20.45 y 27.27 AH mg/L). Las dos
cepas de M. rileyi mostraron mayor compatibilidad al comparar la tasa de crecimiento radial
(TCr) y el porcentaje de supervivencia (UFC). El efecto anti-UV fue positivo al mezclar las
suspensiones de AH con conidios de las tres cepas evaluadas. Los conidios mezclados
con AH mantuvieron su virulencia contra las larvas de S. frugiperda (L2). La mortalidad por
el método de aspersion para B. bassiana alcanzo6 66.66%, y del 86.66% para ambas cepas
de M. rileyi, mientras que por el método de inmersion se alcanzd un 73.33% para B.
bassiana y entre un 85.71% y 87.03% para las cepas de M. rileyi, respectivamente. Es
posible incrementar la persistencia de los conidios de B. bassiana y M. rileyi bajo
exposicion a la RS, mediante su mezcla con una FN con efectos anti-UV, manteniendo su
virulencia contra S. frugiperda. Este hallazgo representa una alternativa atractiva durante
la formulacién de HEP.

Palabras claves: acidos humicos; control biolégico, Maiz; Spodoptera frugiperda

1. INTRODUCCION

Para el 2050, se estima que la poblacidn mundial supere los nueve mil millones de
personas lo que genera serias presiones en la demanda de alimentos (Soni et al., 2023).
Aunado a esta necesidad, los efectos negativos del cambio climatico y los prolongados
periodos de sequias, potencian las pérdidas de produccion causados por plagas y
enfermedades (Subedi et al., 2023).
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En México el maiz es de gran importancia, ya que forma parte de la dieta basica de los
mexicanos. Segun SENASICA (2020), el area total de tierras dedicada a la produccién de
maiz es de 27 496 118 ha (14% en referencia a la superficie total cultivada), de este total,
solamente el 20% es cultivada bajo condiciones de riego, mientras que el 80% es utilizado
en agricultura de temporal.

Ademas del déficit hidrico en el cultivo del maiz, las plagas y las enfermedades limitan su
rendimiento (Yousaf et al., 2023). El impacto del gusano cogollero puede causar pérdidas
de produccion entre 8,3 y 20,6 millones de toneladas por afio, lo que representa del 21 al
53% de la produccion (Abrahams et al., 2017).

En México la incidencia del gusano cogollero ocurre en todo el territorio. Sin embargo, en
la region productora de maiz conocida como “La Ciénega” (Jalisco), esta plaga afecta
aproximadamente al 70% de las plantas, donde las pérdidas de produccion van del 10 al
100%, sobre todo, si el cultivo presenta una altura entre 40 y 60 cm (SENASICA., 2020).

Debido a estas grandes pérdidas de las cosechas agricolas producidas por los insectos
plagas, es evidente la necesidad de buscar alternativas sostenibles para su control y
disminuir las pérdidas que esta ocasiona.

El uso de microorganismos benéficos que inducen el crecimiento y la mejora en el
desarrollo de los cultivos, son una excelente herramienta empleada en la produccion
agricola (Zang et al., 2021). Algunos de estos microorganismos son conocidos como
endofitos (Avila Hernandez et al., 2020), los cuales habitan en el interior del tejido vegetal
en algunas fases de su ciclo bioloégico, sin ocasionar dafo aparente a su hospedero (Yan
et al., 2019). Cerca de 12 especies o0 subespecies de entomopatdgenos, son utilizados
como ingrediente activo en micoplaguicidas a nivel mundial (Angel-Cuapio and Loera,
2016; Jiang and Wang, 2023).

La adopcion de estos micoplaguicidas comerciales basados en entomopatogenos, tiene
uso limitado en campo abierto debido a la susceptibilidad a las condiciones ambientales
como la radiacion solar que oscila entre 320 y 400 nm (UV), la cual causa dafos directos
sobre el ADN, por la produccion de radicales libres (Kaiser et al., 2019).

Una alternativa novedosa para lograr un uso eficaz de estos microorganismos como agente
de control biologico, radica principalmente en el empleo de formulaciones naturales que
faciliten que estos microorganismos extiendan su supervivencia bajo la incidencia de la
radiacion solar (Kaiser et al., 2019; Kim et al., 2019), ya que éstos deben entrar en contacto
con la plaga de manera efectiva una vez que salgan del cogollo de la planta. Dichas
formulaciones deben contener coadyuvantes que proporcionen proteccion anti-UV.

En este trabajo se propone el empleo de sustancias humicas (acidos humicos o AH) como
aditivos naturales de proteccién anti-UV, proporcionando una mayor viabilidad a dichos
microrganismos bajo la incidencia de la radicacion solar, manteniendo los efectos de
control biolégico (Kaiser et al., 2019; Jia et al., 2023). Por lo anterior, el objetivo fue evaluar
el potencial de una formulacion natural con efectos anti-UV, para mejorar la supervivencia
de los conidios de B. bassiana y M. rileyi ante la radiacion solar, ademas de evaluar su uso
en el control biolégico del gusano cogollero S. frugiperda.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Obtencidén de los acidos humicos a partir de suelo

Los AH se obtuvieron a partir de 2 kg de un suelo regosol, de acuerdo con la metodologia
propuesta por la Sociedad Internacional de Sustancias Humicas (IHSS) y Swift (1996).

2.2. Cepas utilizadas

Las cepas de hongos evaluadas fueron B. bassiana CHE-CNRCB 1029 (numero de acceso
del GenBank (GB): PP860722); M. rileyi CHE-CNRCB 682 (numero de acceso del GB:
PP982511) y M. rileyi CHE-CNRCB 796 (numero de acceso del GB: OR227607). Estas
cepas estan resguardadas en la Coleccion de Hongos Entomopatogenos (CHE) del
Departamento de Control Bioldgico, CNRF-DGSV-SENASICA
(https://www.gob.mx/senasica/documentos/coleccion-de-hongos-entomopatogenos). A
partir un de vial de gel de silice (4 °C) se activaron en cajas de Petri que contenian agar
Sabouraud dextrosa (SDA), medio V8 enriquecido con 5% de cuticula de chapulin
(Montesinos Matias et al., 2021) y se incubaron durante 14 dias a 27°C, 75% de HR 'y
fotoperiodo de 12:12 (Luz: Obscuridad).

2.3. Seleccidén y preparacion de sustancias naturales con efectos anti-UV

La seleccién de sustancias naturales con efectos de proteccion UV se baso a partir de
estudios centrados en aditivos solubles en agua y, en sustancias aplicadas al cultivo del
maiz, como estimulantes del crecimiento vegetal y atenuantes del estrés hidrico (Bitton et
al., 1972; Kaiser et al., 2019).

Se prepararon suspensiones madre liquidas de AH extraidos en polvo recién preparadas
para cada ensayo en una solucion de Tween 80 al 0.1% (900 mg (AH) a 6.6 L de Tween
80 al 0.1%), con una ligera modificacion de la relacion Tween 80 al 0.1% / AH (Kaiser et
al., 2019). Para los ensayos donde se evalud el indice bioldgico (IB) y la tasa de crecimiento
radial (TCr), los AH se aplicaron y dispersaron sobre la superficie del medio de cultivo
quedando concentraciones de 6.49, 9.51 y 12.39 mg/L. Cuando se evalu¢ el porcentaje de
viabilidad, proteccion anti-UV y patogenicidad, los conidios suspendidos en Tween 80 al
0.05% se mezclaron en suspensiones homogéneas de la sustancia de prueba (AH)
quedando las siguientes concentraciones: 13.64, 20.45 y 27.27 mg/L.

2.4. Evaluacion de la compatibilidad a través del crecimiento de los agentes de
control microbiano

Se realiz6 una prueba inicial para calcular las tasas de crecimiento radial (mm/dia) de las
cepas evaluadas: M. rileyi CHE-CNRCB 682, M. rileyi CHE-CNRCB 796 y B. bassiana
CHE-CNRCB 1029. Se utilizaron cajas Petri de 90 mm, las cuales contenian diferentes
medios: 1) medio V8 con 5% de cuticula de chapulin y 2) SDA. Los AH se prepararon como
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se menciona anteriormente, se aplicaron y dispersaron sobre la superficie del medio de
cultivo quedando las siguientes concentraciones finales: 6.49, 9.51 y 12.39 mg/L. Se
preparo una suspension de conidios de 8x10° conidios/mL viables en Tween 80 al 0.05%
de B. bassiana CHE-CNRCB 1029, M. rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796,
la cual se sembré en cajas Petri y se incubaron a 27 °C durante 48 h (B. bassiana) a 72 h
(M. rileyi) con fotoperiodo de 12:12 (Luz: Obscuridad) para obtener micelio. A continuacion,
se tomaron discos de 5 mm de diametro con micelio, se colocaron a 10 mm del borde de
cada caja Petri (90 mm) con los medios de cultivos anteriormente mencionados y se
incubaron en las mismas condiciones. Se realizaron mediciones cada 24 h, con un Vernier
modelo 50001, Stainless Hardened. Las evaluaciones se detuvieron hasta que el
crecimiento radial de alguno de las cepas se aproxim6 a menos de 0.5 cm del borde de la
caja Petri. Los ensayos se realizaron por cuadriplicado por cada tratamiento. Se realiz6 un
analisis de regresion lineal para estimar la tasa de crecimiento (mm/d).

2.4.1. Supervivencia e indice biolégico

El numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de B. bassiana CHE-CNRCB 1029,
M. rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796 que crecieron en placas, con y sin
AH, se utiliz6 como medida de la compatibilidad de los hongos con el co-formulado (AH).
Los conidios (1x10* conidios/mL) suspendidos en Tween 80 (0.05%) se mezclaron en
suspensiones de la sustancia de prueba (AH) (13.64, 20.45y 27.27 mg/L). Se sembr6 100
u L de la suspension de conidios mezclada con AH en cada placa que contenia el medio
de cultivo apropiado. Las placas de agar se incubaron a oscuridad a 27 °C, 75% de HR y
fotoperiodo de12:12 (Luz: Obscuridad). Como testigo se usé la suspension de conidios en
Tween 80 al 0.1%. Las UFC se contabilizaron a los cinco dias después de la incubacién
(Ayala-Zermeno et al., 2015). El experimento se realizé por triplicado.

Para la determinacién del IB, los AH se prepararon como se menciono anteriormente, se
aplicaron y dispersaron sobre la superficie del medio de cultivo apropiado para cada cepa,
quedando las siguientes concentraciones finales: 6.49, 9.51 y 12.39 mg/L. Se prepar6 una
suspension de 8x10° conidios/mL viables en Tween 80 al 0.05%, la cual se sembro en cajas
Petri (100 uL) y se incubaron a 27 °C durante 72 h (B. bassiana CHE-CNRCB 1029, M.
rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796) con un fotoperiodo de 12:12 (Luz:
Obscuridad) para obtener micelio. A continuacidn, se tomaron discos de 5 mm de diametro
con micelio y se colocaron en tres puntos equidistantes en la caja Petri (90 mm). Se incubd
en las mismas condiciones indicadas anteriormente. Se determind el porcentaje de
crecimiento micelial, el rendimiento de conidios por cm? y su germinacion.

De acuerdo con Alves et al., (2007), el indice biolégico (IB) se clasifica de la siguiente
manera: IB>66 como compatibles, 42 <IB= 66 como moderadamente compatible e IB <42
como no compatible. En este trabajo de investigacion el IB se estandarizé por puntaje de
compatibilidad y se calculé de acuerdo con la metodologia propuesta por Alves et al.,
(2007) (ecuacion 1.1).

IB = [47(VG) + 43(PS) + 10(G)]/100 (1.1)
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Donde: VG- porcentaje de crecimiento micelial de la colonia después de 7 dias (%), PS-
porcentaje de esporulacion de cepas después de 7 dias, G- porcentaje de germinacion de
conidios (%). Los valores de las variables VG y PS se determinaron en comparacion con
el control.

Los parametros porcentaje de crecimiento micelial de la colonia después de 7 dias (VG),
area de la colonia (AC), porcentaje de esporulacidon de cepas después de 7 dias (PS) y el
porcentaje de germinacién de esporas después de 20 h (G) se calcularon mediante las
ecuaciones 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, respectivamente.

VG = [(AC x 100)]/PROM del AC (1.2)

Donde: AC- area de la colonia, PROM del AC- promedio del area de la colonia.
AC =T Xr? (1.3)
PS = [(# COND x 100)]/PROM # COND C (1.4)

Donde: # COND- nuamero de conidios, PROM # COND C- promedio del numero de conidios
del control. EI numero de conidios por cepa se determind con una camara de Neubauer
(Marienfeld, Alemania) y un microscopio de contraste de fases a 40x (marca Leica,
Alemania).

El porcentaje de germinacion de esporas (G) después de 20 h, en comparacion con el
control, se determiné mediante la ecuacion 1.5.

G = [(%G X 100)]/PROM %G C------nn-=m (1.5)

Donde: %G -porcentaje de germinacion de conidios, PROM %G C-promedio del porcentaje
de germinacién de conidios del control (Alves et al., 2007; Duarte et al., 2016).

2.5. Proteccion anti-UV en placas de agar

Los dafnos causados en la viabilidad de los conidios cuando estos son asperjados en
condiciones de campo abierto se deben principalmente a la radiacion UV-B (Moore et al.,
1993; Kaiser et al., 2019). Esta longitud de onda se emplea para evaluar la capacidad de
proteccion anti-UV que contienen intrinsecamente algunos compuestos como los extractos
vegetales, los AH entre otros. Las placas con suspensiones de conidios de B. bassiana
CHE-CNRCB 1029, M. rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796 se prepararon
como se menciona anteriormente (SDAy V8 con 5% de cuticula de chapulin). Los conidios
(1x10* conidios/mL) suspendidos en Tween 80 al 0.05% se mezclaron con la suspension
de AH a concentraciones de 13.64, 20.45 y 27.27 mg/L; se sembraron 100 u L por placas
con el medio de cultivo correspondiente a cada tipo de cepa. Tres placas por cada
tratamiento fueron expuestas al mismo tiempo, y de manera aleatoria, bajo la incidencia de
la radiacion UV-B directa del sol pasadas las 16:00 horas (coordenadas geograficas
18°55'38.0"N 103°53'02.08"0O y 45 msnm). El experimento se establecidé en horas de la
tarde para simular el efecto de la radiacion solar que inciden sobre los HEP; cuando se
tienen en cuenta los horarios correctos de aplicacion; que coinciden con las primeras horas
de la mafiana y ultimas en la tarde. Las placas de agar se colocaron encima de unas
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parrillas metalicas a un metro de la superficie del suelo con una temperatura ambiental de
32 °C. Los tiempos de exposicion a la radiacién solar fueron de 0, 5, 10, 20, 40, 60 y 80
minutos, respectivamente. Después de la exposicion a la radiacion ultravioleta, las placas
de agar se incubaron a 27 °C y 75% de HR durante cinco dias. El porcentaje de
supervivencia de conidios irradiados con UV-B para cada tiempo de exposicion se calculd
a partir del conteo de UFC, como la proporcién de UFC de placas irradiadas y no irradiadas,
del mismo tratamiento. Los datos obtenidos fueron ajustados por el modelo de decaimiento
exponencial (Miranda-Hernandez et al., 2014). Los datos experimentales se ajustaron al
modelo de decaimiento exponencial: S=So-e )

Donde:

S: viabilidad de los conidios en el tiempo t

So: viabilidad inicial (%)

k: tasa de descomposicion especifica en viabilidad (h")
t: tiempo (h)

Este modelo permiti6 comparar las curvas de ajuste a través de la velocidad especifica de
decaimiento (k), que estima la rapidez de inactivacion de los conidios por radiacion UV,
cuando son expuestos a cada tratamiento (diferentes concentraciones de acidos humicos).

2.6. Bioensayo de patogenicidad contra S. frugiperda

Colonia de insectos. Se establecio en el area de Insectos Entomofagos del Departamento
de Control Biolégico del CNRF-DGSV-SENASICA. El pie de cria provino de una parcela
demostrativa ubicada en el Rancho "La ilusion", ejido Tecolapa, Tecoman, Colima
(coordenadas geograficas 18°59'07.37"N 103°50'20.83"0, 93 msnm). La forma de
mantenimiento de la colonia se realiz6 con una alimentacion a base de fragmentos de hojas
frescas de maiz previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1%, con una
frecuencia de tres veces por semana.

Inmersién. Consistio en emplear larvas de S. frugiperda de segundo instar (L2) (Montecalvo
et al., 2022), desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2% durante 2.5 min, continuando
con tres lavados en agua destilada estéril. A continuacion, se colocaron en papel filtro
estéril para eliminar el exceso de humedad. Las larvas de S. frugiperda fueron inoculadas
por inmersion en suspensiones de conidios (10 seg), las cuales se mezclaron con el
compuesto anti-UV a concentraciones de AH 13.63, 20.45, 27.27 mg/L similares (Keiser et
al., 2019). La concentracion empleada para mezclar las suspensiones de conidios con los
compuestos protectores anti-UV fue de 1x107 conidios/mL (cultivados en los medios de
cultivo descritos previamente). El testigo consistido en sumergir las larvas en una solucion
de Tween 80 al 0.05%. En seguida, se dejaron sobre un papel estéril, para eliminar el
exceso de humedad. Las larvas de S. frugiperda, se colocaron de manera individual en
recipientes de plastico de 1 oz, para evitar el canibalismo. El bioensayo se mantuvo durante
doce dias (fotoperiodo natural de 12 h luz y 12 de oscuridad a 27 °C y 75% HR), se
alimentaron utilizandose fragmentos de hojas tiernas de maiz, previamente desinfectadas.
Se emplearon 30 larvas por tratamiento. Las lecturas de sobrevivencia y mortalidad fueron
registradas cada 24 h, durante los dias del bioensayo (Rodriguez-Gomez et al., 2009).
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Aspersioén. La metodologia de bioensayo de patogenicidad se desarrolld segun lo reportado
por Montecalvo et al., (2022). Las larvas de S. frugiperda se inocularon por el método de
aspersion con 2 mL de 1x107 conidios/mL, mezclada con el compuesto anti-UV AH, 13.63,
20.45, 27.27 mg/L. La aspersion se realizo con una Torre de Potter (Burkard Scientific®,
BS00281, Uxbridge, Reino Unido), con un nivel de precision del 99% a escala de
laboratorio, y calibrada a 15 psi equivalente a 103.425 KPa de presion. Para el testigo se
asperjo una solucién de Tween 80 al 0.05%. Después de la aspersion, las larvas se
colocaron sobre un papel estéril. Se colocé una larva por cada recipiente de plastico (1 0z),
para evitar canibalismo. Se emplearon 30 larvas por tratamiento. Estos se colocaron a 27
°C, 75% HR, con un fotoperiodo de 12 h luz 'y 12 de oscuridad. Se tomaron lecturas cada
24 h durante doce dias. Se reportdé como variables respuesta: porcentaje de sobrevivencia
y porcentaje de mortalidad maxima alcanzada (Rodriguez-Gomez et al., 2009).

2.7. Analisis estadistico

Los datos referentes de evaluacion de compatibilidad, porcentaje de supervivencia,
proteccion anti-UV y bioensayo de patogenicidad de los HEP, se verificaron en cuanto a la
normalidad y la homogeneidad de varianza. Se realizo un analisis de varianza (ANDEVA)
unifactorial y multifactorial mediante el programa SPSS V.25, el disefio experimental fue
completamente aleatorizado. Cuando se obtuvo el valor de F significativo después del
ANDEVA, se realiz6 la prueba post-hoc de rango multiple de Tukey para separaciéon de
medias (P <0.05).

3. RESULTADOS

3.1. Evaluacion de la compatibilidad a través de la tasa de crecimiento radial de los
agentes de control microbiano

En la Fig. 1 se muestra la tasa de crecimiento radial (TCr) de las cepas de B. bassiana
CHE-CNRCB 1029, M. rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796 en presencia
de concentraciones de acidos humicos, 6.49, 9.51 y 12.39 mg/L. Como se puede apreciar
en dos de los tres tratamientos (Fig. 1 A) causaron efecto inhibitorio en la tasa de
crecimiento radial; sin embargo, la concentracion intermedia de AH (9.51 mg/L) y HEP
mostraron compatibilidad, sin diferencia estadisticas significativas con respecto al testigo.
La mejor combinacion de AH para la cepa de B. bassiana CHE-CNRCB 1029 fue 9.51
mg/L. En la Fig. 1 B se observa la tasa de crecimiento de la cepa de M. rileyi CHE-CNRCB
682, las concentraciones mas altas fueron compatibles con los AH con respecto al
tratamiento testigo, al no existir diferencias estadisticas significativas. La concentracién de
6.49 mg/L de AH disminuy6 50% de la TCr, con relacion al testigo.
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Fig. 1. Efecto de concentraciones de AH mezcladas con HEP sobre la tasa de crecimiento
radial. A) B. bassiana CHE-CNRCB 1029, B) M. rileyi CHE-CNRCB 682 y C) M. rileyi CHE-

CNRCB 796. Las letras iguales indican que no existe diferencias estadisticas significativas (P <0.05).

Fig. 1. Effect of concentrations of HA mixed with EPF on radial growth rate. A) B. bassiana
CHE-CNRCB 1029, B) M. rileyi CHE-CNRCB 682 and C) M. rileyi CHE-CNRCB 796. The

same letters indicate no significant statistical differences (P <0.05).
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En relacion a la cepa de M. rileyi CHE-CNRCB 796, que se muestra en la Fig. 1 C; se
observd una compatibilidad en concentraciones de AH 6.49y 12.39 mg/L. Se predomino el
efecto de compatibilidad y no los efectos inhibitorios al evaluar la tasa de crecimiento radial,
lo cual es de gran importancia, si se desea crear un producto biolégicamente activo
compatible con los in6culos empleados, y con potencial de mejorar la proteccion anti-UV,
tanto en condiciones semicontroladas como campo abierto. Sin embargo, los resultados
no son dependientes de las dosis, este comportamiento pudiera estar relacionado con los
tipos de hongos empleados y las propiedades de los AH, como la acidez total, el contenido
de grupos COOH y la composicion elemental de los AH, caracteristicas que pueden variar
ligeramente el comportamiento del crecimiento de los hongos en una superficie
determinada, sin llegar a afectar su desarrollo.
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Fig. 2. Efecto de diferentes concentraciones de los AH mezcladas con HEP sobre el
porcentaje de viabilidad. A) B. bassiana cepa CHE-CNRCB 1029, B) M. rileyi cepas CHE-

CNRCB 682 y C) M. rileyi CHE-CNRCB 796. Las letras iguales indican que no existe diferencias
estadisticas significativas (P <0.05).
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Fig. 2. Effect of different concentrations of HA mixed with HEF on percentage of viability. A)
B. bassiana strain CHE-CNRCB 1029, B) M. rileyi strains CHE-CNRCB 682 and C) M. rileyi
CHE-CNRCB 796. The same letters indicate no significant statistical differences (P <0.05).

La Fig. 2 muestra los efectos obtenidos con respecto al porcentaje de viabilidad de las tres
cepas empleadas B. bassiana CHE-CNRCB 1029, M. rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi
CHE-CNRCB 796. Las pruebas de compatibilidad realizadas (TCr) y de viabilidad, entre
los HEP y las concentraciones de AH evaluadas, no mostraron inhibicion significativa con
respecto al crecimiento de los testigos, sin aplicacion de AH.

Por otra parte, siguiendo el patron de puntuacion de compatibilidad, hubo resultados
similares a los obtenidos por Alves et al., (2007), al evaluar el indice biologico (IB) de
compatibilidad, en el presente estudio se observan en la Tabla 1. En relacién a la parte
biolégicamente activa de los AH no afecté la esporulacion de las cepas estudiadas en las
concentraciones de AH evaluadas, ya que se estimd un puntaje superior a 66 (Alves et al.,
2007); lo cual es indicativo de un alto grado de compatibilidad.

Tabla 1. Puntaje de compatibilidad entre las cepas de HEP y concentraciones de AH.

Table 1. Compatibility score between the EPF strains and HA concentrations.

Cepas B. bassiana M. rileyi M. rileyi
CHE-CNRCB 1029 CHE-CNRCB 682 CHE-CNRCB 796
Tratamientos IB CC IB CC IB CC
(mg AH/L)
Control 0.00 100.03 + 3.04 C 100.00 + 1.54 C 100.12 £ 3.56 C
AH-6.49 103.08 £ 5.27 C 107.76 £ 1.86 C 115.79 £ 5.1 C
AH- 9.51 106.69 + 5.54 C 111.46 + 4.36 C 121.30 £ 3.47 C
AH-12.39 120.45 £ 3.15 C 113.28 £4.13 C 103.21 £2.39 C

IB: indice biolégico; CC: clasificacién de compatibilidad Alves et al., 2007; C: compatible;
MC: moderadamente compatible; NC: no compatible.

IB: biological index; CC: compatibility classification Alves et al., 2007; C: compatible; MC:
moderately compatible; NC: not compatible.

En este trabajo se empled una funcion de decaimiento exponencial, para modelar la
susceptibilidad a la radiacién solar de las cepas de B. bassiana CHE-CNRCB 1029, M.
rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796, al mezclarse con AH a
concentraciones de 13.64, 20.45 y 27.27 mg/L. La Fig. 3 muestra la supervivencia (%) de
conidios de B. bassiana CHE-CNRCB 1029 (Fig. 3 A), M. rileyi CHE-CNRCB 682 (Fig. 3 B)
y M. rileyi CHE-CNRCB 796 (Fig. 3 C) a lo largo del tiempo segun el ajuste de la curva del
modelo. Se observd una reduccion de los conidios viables en el tratamiento control, sin
presencia de AH (Fig. 3 A-C). Las diferentes concentraciones empleadas de AH
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aumentaron significativamente la supervivencia de los conidios a la exposicion a la luz
solar. Si se compara la supervivencia después de 60 min de exposicion a radiacion solar,
se obtienen los datos mostrados en la Tabla 2, donde ademas se muestran los valores de
tasa de decaimiento especifico (k, h™') para cada cepa segun la concentracién de AH
empleado.
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Fig. 3. Efecto de la radiacion solar sobre la viabilidad (UFC) de las cepas: A) B. bassiana CHE-
CNRCB 1029 y B y C) M. rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796. Modelo de
decaimiento exponencial. Lineas negras discontinuas: modelo testigo; Puntos grises
discontinuos: modelo con [AH] de 13.64; Lineas grises largas: modelo con [AH] de 20.45; Lineas
grises con punto intermedio: modelo con [AH] de 27.27; Punto negro relleno: dato experimental
(testigo); Cuadrado gris: dato experimental [AH] de 13.64; Triangulo gris: dato experimental [AH]
de 20.45; Rombo gris: dato experimental [AH] de 27.27.
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Fig. 3. Effect of solar radiation on CFU viability of the strains: A) B. bassiana CHE-CNRCB 1029
and B and C) M. rileyi CHE-CNRCB 682 and M. rileyi CHE-CNRCB 796. Exponential decay
model. Long gray lines: model with [AH] of 20.45; Gray lines with intermediate point: model with
[AH] of 27.27; Filled black dot: experimental data (control); Gray square: experimental data [AH]
of 13.64; Gray triangle: experimental data [AH] of 20.45; Gray rhombus: experimental data [AH]
of 27.27.

En la Tabla 2 se observa que en las cepas empleadas la tasa de decaimiento especifico
(k, h™') es mucho mayor cuando no se emplean suspensiones de conidios mezcladas con
concentraciones de AH, lo cual hace que la sobrevivencia ante la exposicidn a la radiacion
solar, sea menor.

Tabla 2. Supervivencia de conidios después de 60 minutos de exposicion a radiacion solar.

Table 2. Survival of conidia after 60 minutes of exposure to solar radiation.

Cepa concentracion k (h) *Supervivencia
de AH (mg/L) (%)

B. bassiana 0.00 0.0087 56.38°
CHE- 13.64 0.0064 66.40°
CNRCB 20.45 0.0049 71.83%°
1029 27.27 0.0034 78.192
M. rileyi 0.00 0.0050 69.01°¢
CHE- 13.64 0.0034 78.06°
CNRCB 682 20.45 0.0024 85.612
27.27 0.0021 86.952
M. rileyi 0.00 0.0064 62.69°
CHE- 13.64 0.0033 77.21°
CNRCB 796 20.45 0.0030 77.37°
27.27 0.0022 84.572

*Supervivencia después de 60 min de exposicion

En la Fig. 4 se observa que la formulacion de HEP + AH que se asperjo sobre larvas de S.
frugiperda de segundo instar (L2) tuvo un alto grado de virulencia (80%); aunque se
observaron diferencias estadisticas entre las tres cepas empleadas.
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Fig. 4. Mortalidad (%) de larvas de S. frugiperda (L2) tratadas por aspersion con formulaciones
de AH mezcladas con HEP (1x107 conidios/mL) a los 14 dias. A) B. bassiana CHE-CNRCB 1029,
B) M. rileyi CHE-CNRCB 682 y C) M. rileyi CHE-CNRCB 796. Las letras iguales indican que no
existe diferencias estadisticas significativas (P <0.05).
Fig. 4. Mortality (%) of S. frugiperda (L2) larvae sprayed with HA formulations mixed with HEF
(1%x107 conidios/mL) at 14 days. A) B. bassiana CHE-CNRCB 1029, B) M. rileyi CHE-CNRCB 682
and C) M. rileyi CHE-CNRCB 796. Equal letters indicate no significant statistical differences (P
<0.05).
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La Fig. 4 A en la cual se emplea la cepa B. bassiana CHE-CNRCB 1029, se aprecia que el
mayor porcentaje de mortalidad de S. frugiperda del 66.66% se alcanzé con 1x10’
conidios/mL y AH de 27.27 mg/L. Este tratamiento no superé el 70% de mortalidad. La
tendencia fue que a medida que se incrementd la concentracion de AH en las
formulaciones de (HEP + AH), causé mayor mortalidad de larvas de S. frugiperda. Por su
parte, la Fig. 4 B empleando la aspersion de M. rileyi CHE-CNRCB 682 mezclado con todas
las concentraciones de AH, presentaron todos una mortalidad mayor al 80% contra larvas
de S. frugiperda; alcanzando una maxima de 86.66%. Asimismo, la Fig. 4 C muestra
resultados muy similares de mortalidad maxima alcanzada para la cepa M. rileyi CHE-
CNRCB 796. En esta Fig. C, la concentracion de 20.45 g/L de AH, presenté diferencias
estadisticas significativas en la mortalidad, en comparacion con los demas tratamientos.
Estas mezclas de AH con M. rileyi no afectaron la mortalidad de larvas de S. frugiperda.

La Fig. 5 presenta los resultados del bioensayo de patogenicidad, empleando el método
de inmersién de L2 de S. frugiperda en las suspensiones del HEP. Los resultados
mostrados en la Fig. 5 indican que las L2 de S. frugiperda de segundo instar fueron mas
susceptibles a los dos aislados de Metarhizium rileyi, con respecto a la cepa de B.
bassiana. Contrario a todos los resultados obtenidos anteriormente (aspersién), la mayor
mortalidad fue del 73.33% y se logré con la formulacion mas diluida de 13.64 mg/L (Fig. 5
A). En la Fig. 5 B se evidencié que dos tratamientos de formulaciones (HEP + AH)
empleadas presentaron mortalidad superior al 80%; aunque no se observaron diferencias
estadisticas significativas entre las concentraciones de AH empleadas. Un comportamiento
similar al de la Fig. 5 B, se observo en la Fig. 5 C donde dos tratamientos de formulaciones
(HEP + AH) mas el testigo sin AH presentaron mortalidades superiores al 80% (85.71,
86.66, 87.03%), respectivamente.

De acuerdo a los resultados, ambos métodos donde se combinan los AH con los HEP son
efectivos para controlar la incidencia de S. frugiperda cuando se realizan bioensayos en
condiciones de laboratorio. Sin embargo, se presentaron diferencias significativas entre
uno y otro en cuanto al porcentaje de mortalidad. Por ejemplo; el método de aspersion
presentd cinco tratamientos de formulaciones entre las diferentes cepas empleadas que
superaron el 80% de mortalidad, por solo cuatro del método de inmersion.

La mortalidad del 86.66% se alcanz6 cuando se mezclaron los HEP + AH, bajo un
bioensayo por aspersion (Fig. 4 B), con la formulacién HEP + AH a una concentracién de
27.27 mg/L. Mientras que la mayor mortalidad por el método de inmersion fue del 86.66%
(Fig. 5 C), para el tratamiento HEP + AH a una concentracién 20.45 mg/L.
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Fig. 5. Mortalidad (%) de larvas de S. frugiperda L2 tratadas con formulaciones de AH
mezcladas con HEP (1x107 conidios/mL) a los 14 dias, inmersién. A) B. bassiana CHE-CNRCB
1029, B) M. rileyi CHE-CNRCB 682 y C) M. rileyi CHE-CNRCB 796 en un bioensayo de
(Inmersion). Las letras iguales indican que no existe diferencias estadisticas significativas (P
<0.05).

Fig. 5. Mortality (%) of S. frugiperda L2 larvae treated with HA formulations mixed with HEF
(1x107 conidios/mL) at 14 days, inmersion. A) B. bassiana CHE-CNRCB 1029, B) M. rileyi CHE-
CNRCB 682 and C) M. rileyi CHE-CNRCB 796 an (Immersion) bioassay. Equal letters indicate
no significant statistical differences (P <0.05).
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4. DISCUSION

Los HEP como B. bassiana y M. rileyi son ampliamente utilizados para atenuar la incidencia
de plagas tanto en condiciones semicontroladas (invernaderos), como en campo abierto,
de hecho, tienen un rol fundamental en la proteccion vegetal y en el manejo integrado de
plagas (Avila-Hernandez et al., 2020; Grewal y Joshi, 2023). Sin embargo, el método
quimico es el mas utilizado para proteger a los cultivos y esto es debido a su alta
efectividad. El uso excesivo de estos productos quimicos, causan contaminacion
ambiental, asi como el surgimiento de la resistencia de las plagas (Geiger et al., 2010). En
este trabajo de investigacion, se evalud el potencial de una formulacion natural anti-UV
(AH), para mejorar la supervivencia de conidios de B. bassiana y M. riley cuando son
expuestos a la radiacion solar. La compatibilidad entre los HEP y los AH, asi como la
patogenicidad de la mezcla de HEP + AH sobre S. frugiperda también fueron evaluadas
con el objetivo de desarrollar un producto biolégicamente activo (PBA), que actue como
control bioldégico del gusano cogollero (Usha et al., 2014).

Las cepas de HEP empleadas en este estudio muestran que son compatibles con las
concentraciones de AH probadas. Estudios previos con B. bassiana mostraron
compatibilidad entre B. bassiana y formulaciones naturales como té negro, té verde, aceite
de sésamo, acidos humico sédico y potasico (Kaiser et al., 2019). Estos resultados también
pueden asociarse al efecto de los AH sobre el crecimiento de B. bassiana y M. rileyi, donde
tanto la estructura como la composicion de estos AH no afectan el desarrollo de las cepas
evaluadas. Aunque los estudios sobre la accién conjunta, especificamente entre HEP y
sustancias naturales son escasos, hay reportes donde se evalua la compatibilidad entre
los HEP, los plaguicidas sintéticos y extractos naturales (Alves et al., 1998; Kaiser et al.,
2019). La combinacion de extractos de neem a bajas concentraciones con B. bassiana, fue
compatible y sinérgica (Bharti et al., 2023). Con Metarhizium robertsii en combinacion con
Trichoderma asperellum unido a concentraciones de malation que oscilaban entre 0 ppm
y 600 ppm, los HEP empleados como M. robertsii fueron compatibles cuando se mezclaron
con el plaguicida sintéticos, manteniendo su patogenicidad (Reynoso-Lopez et al., 2021).

Los estudios de viabilidad en condiciones controladas, entre insecticidas, plaguicidas,
extractos vegetales, compuestos naturales y HEP, tienen la ventaja de exponer a dichos
compuestos a la maxima interaccion entre ellos. Por tanto, los experimentos donde se
evalue la viabilidad, asi como la compatibilidad bajo condiciones controladas, favorecen el
disefio de estrategias para condiciones de invernadero y de campo abierto (Alves et al.,
1998). En el presente trabajo (Fig. 2) las tres concentraciones de AH empleadas (13.64,
20.45, 27.27 mg/L) pueden mezclarse con HEP, sin efectos inhibitorios, aprovechando de
esta forma sus caracteristicas de producto natural con efectos de proteccién anti-UV. Los
efectos de toxicidad, antagonistas, neutrales y sinérgicos se han detectado al combinar
HEP con insecticidas quimicos para potenciar el control de insectos (Pelizza et al., 2015).
Hay reportes donde se compara la viabilidad para evaluar la compatibilidad entre HEP y
sustancias naturales, con efectos potenciales de proteccién anti-UV; en estos estudios se
indica que las sustancias evaluadas, excepto el extracto de espino amarillo, presentaron
una buena compatibilidad. Es de resaltar que los conidios expuestos al acido humico
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sédico y zeolita presentaron mejor viabilidad (Kaiser et al., 2019). Una posible explicacion
de estos resultados esta basada en la presencia de un ambiente estresante, por la
combinacion entre los HEP y sustancias naturales, donde el hongo podria responder con
un significativo esfuerzo reproductivo, expresado en una mayor produccién de conidios,
favoreciendo de esta forma a una mejor viabilidad y compatibilidad. Lo anterior se demostré
al someter a los HEP a condiciones de estrés moderado para incrementar la esporulacion
(Muniz-Paredes et al., 2017).

De acuerdo con el indice biolégico desarrollado por Alves et al. (2007), los valores
superiores a 66 del indice biolégico (IB>66) se clasifican como compatibles, valores entre
42 y 66 (42 <IB= 66) son moderadamente compatibles y valores menores a 42 (IB <42),
indican que no son compatibles. Los resultados obtenidos al mezclar los HEP con los AH
a sus diferentes concentraciones (6.49, 9.51, 12.39 mg/L) fueron compatibles tanto para B.
bassiana (IB entre 100 y 107.56), asi como con M. rileyi (IB entre 84.59 y 102.26, para
cada cepa), siendo los AH sustancias sin efecto para el crecimiento micelial y reproductivo
de los hongos empleados (Kaiser et al., 2019). Los AH como protectores anti-UV en una
formulacion con HEP solo se habian descrito por Keiser et al., (2019), donde se mostro la
posibilidad de usar compuestos humicos mezclados con B. bassiana, para tolerar la
radiacion solar de los conidios, y con ello mejorar la eficacia de éstos cuando se aplican
como agentes de control bioldgico en condiciones semicontroladas y campo abierto. Sin
embargo, este trabajo, ademas de evaluar el efecto de proteccion anti-UV de los AH en
formulaciones con HEP, también se emplearon cepas distintas de M. rileyi CHE-CNRCB
682 y M. rileyi CHE-CNRCB 796, endémicas de México. Se realizaron bioensayos contra
S. frugiperda, con mortalidades superiores al 80%, mostrando que la formulaciéon de HEP
+ AH, ademas de compatibles, presenta efectos anti-UV y de control sobre la principal
plaga del cultivo del maiz.

Durante la aplicacién de HEP en condiciones de campo, experimentan una reducciéon de
su infectividad hacia la plaga, debido a factores ambientales desfavorables, como la
radiacion solar intensa (280 - 320 nm y 320 - 400nm), asi como las elevadas temperaturas.
Los niveles de radiacién solar son la principal causa de muerte de los propagulos fungicos,
cuando se encuentran sobre el haz de hojas (Jia et al., 2023). La radiacion solar causo una
caida significativa en la supervivencia de los conidios en los ensayos de laboratorio (Fig.
3), cuando las cepas de los hongos evaluados no se mezclaron con sustancias (AH)
protectoras anti-UV. Estos resultados concuerdan con estudios previos, donde se muestra
la susceptibilidad de los conidios de B. bassiana a la radiacién UV, sin presencia de
compuestos anti-UV (Kaiser et al., 2019). La supervivencia de los conidios ante la radiacion
solar depende del tiempo de exposicion (Teng, 1962; Jia et al., 2023). Los hallazgos
también coinciden con estudios previos, donde se emplean aceites de origen vegetal y
mineral, como adyuvantes para proteger a los conidios de HEP ante los factores
ambientales adversos como la radiacion solar y altas temperaturas (Kirti et al., 2018).

Hay entomopatdgenos relacionados con S. frugiperda, entre estos se encuentran: virus,
hongos, nematodos, bacterias y protozoos (Akutse et al., 2019), pero son pocos los que
inducen epizootias en este lepidoptero (Gomez et al., 2013). Los mas efectivos son los
nucleopoliedrovirus (NPV) y los HEP, especificamente Metarhizium rileyi. Sin embargo, la
estrategia disefiada en esta investigacion se centrd, en evaluar el potencial de una
formulacién natural anti-UV, que al ser mezclada con HEP, mejore la supervivencia de los
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conidios de B. bassiana y M. rileyi ante la radiacion solar. Los resultados de patogenicidad
obtenidos por aspersion (Fig. 4) e inmersién (Fig. 5) indicaron que las larvas L2 de S.
frugiperda fueron susceptibles a los HEP, aunque los mayores porcentajes de mortalidad
se lograron al aplicar M. rileyi CHE-CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB796. La mortalidad
larvaria mas alta observada para B. bassiana cepa CHE-CNRCB 1029 por el método de
aspersion fue de solo 66.66%, mientras que por el método de inmersion fue del 73.33%.
La baja susceptibilidad de las larvas L2 de S. frugiperda, ante la cepa de B. bassiana,
podria estar relacionada con las caracteristicas de variabilidad genética de la cepa
evaluada, ademas de los biotipos presente en algunas poblaciones de S. frugiperda
(Akutse et al., 2019). Hay cepas de B. bassiana aisladas de suelo que causaron
mortalidades cercada al 98% de larvas de S. frugiperda, sin embargo, esta misma cepa de
B. bassiana, pero aisladas de plantas de Zea mays L, solo indujeron mortalidad del 75%
(Ramirez-Rodriguez and Sanchez-Pefa, 2016). Los reportes referentes a la efectividad del
control biologico del gusano cogollero con B. bassiana varian (Montecalvo and Navasero,
2021).

Por otra parte, como ya se menciond, S. frugiperda fue mas susceptible a M. rileyi CHE-
CNRCB 682 y M. rileyi CHE-CNRCB796 por aspersion (Fig. 4) e inmersion (Fig. 5), con
una mortalidad entre el 85 y el 87.03%, respectivamente. Entre las caracteristicas mas
notorias de M. rileyi esta la capacidad inducir epizootias naturales a las poblaciones de
lepidopteros; por lo cual, se diferencian de otros HEP (Barros et al., 2021). Lo anterior
puede relacionarse con cantidades suficientes de in6culos de dichos hongos, siempre
disponibles para sus brotes (Chandler et al., 2011). En investigaciones previas, donde se
realizaron bioensayos en condiciones de laboratorio, se reportd6 que cepas de M. rileyi
indujeron una mortalidad cercana al 90% en larvas de S. frugiperda. Sin embargo, cuando
estas mismas cepas fueron asperjadas de manera convencional en condiciones de campo
abierto, sin sustancia anti-UV o adyuvante, la mortalidad alcanz6 el 30%, y una formulacion
que cause menos del 50%, es ineficaz (Faria et al., 2022).

En una investigacion similar, donde también se realizaron varios bioensayos en
condiciones de laboratorio, encontraron que algunos aislados de M. rileyi, combinados con
un adyuvante de origen oleoso, causaron una mortalidad de hasta el 70% de las larvas del
gusano cogollero, las cuales se encontraban entre el segundo y sexto instar; pero también
reportaron una mortalidad aun mas baja, entre el 20 y 30%, cuando no se empled ningun
adyuvante (Gu et al., 2023). Las formulaciones de conidios en aceite y en polvo son las
mas utilizadas para los efectos del control biolégico (Chawanda et al., 2023), aunque los
resultados obtenidos en la investigacion indican que los conidios de M. rileyi también
pueden mezclarse con sustancias humicas, con efecto protector anti-UV, obteniéndose
resultados de mortalidad superiores al 80%. Gu et al., (2023) también reportaron que, para
una mayor mortalidad larvaria del gusano cogollero, se deben aplicar las formulaciones en
forma de granulados y no por el método de aspersion. Sin embargo, basado en
experiencias adquiridas y contrario a lo planteado anteriormente, si se asperjan
formulaciones de conidios mezclados con AH, la viabilidad de los conidios en condiciones
de campo abierto podria incrementar su viabilidad bajo factores ambientales adversos,
logrando un contacto mas prolongado con las larvas, con la posibilidad de un control
biolégico mas efectivo de S. frugiperda.

54
Herndndez-Campos et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2025, 10(1):36-60



Algunos resultados similares han sido reportados por Barros et al., (2021), donde aplicaron
por aspersion a M. rileyi de manera secuencial bajo condiciones de produccion, lograron
reducciones significativas del gusano cogollero; plantearon algunas diferencias en la
efectividad de M. rileyi, en campo o laboratorio, indicaron que estan muy relacionadas con
la densidad poblacional del insecto plaga, de las concentraciones y dosis aplicadas. Otras
estan relacionadas con factores ambientales como: temperatura, lluvia y la radiacién solar
(Barros et al., 2021). Por ejemplo, las longitudes de ondas que oscilan entre 290 y 310 nm
inducen lesiones directas al ADN que provocan mutaciones y fallos de trascripcion (Griffiths
et al., 1998). Las longitudes de ondas entre 340 y 380 nm son suficientes para causar
danos indirectos al ADN a través de la produccion de radicales libres (Kaiser et al., 2019).
Asi, cuando se empleen HEP, debe considerarse el desarrollo de formulaciones que
contengan compuestos compatibles con efectos anti-UV, para incrementar Ia
supervivencia de los conidios. Finalmente, basado en las experiencias adquiridas durante
el desarrollo de la investigacion y en los resultados reportado por Kaiser et al., (2019), los
AH han mostrado ser compatibles con los HEP empleados, ademas de tener una buena
capacidad de proteccion anti-UV, por lo cual pueden considerarse como un aditivo
importante para el desarrollo exitoso de formulaciones.

5. CONCLUSION

Los AH a concentraciones de 6.49, 9.51 y 12.39 mg/L son compatibles con las cepas de B.
bassiana CHE-CNRCB 1020, M. rileyi CHE-CNRCB 796 y M. rileyi CHE-CNRCB 682,
expresados en términos de tasa de crecimiento radial y porcentaje de supervivencia
(medido por UFC). Ademas, los AH mostraron potencial de proteccion anti-UV (13.64,
20.45 y 27.27 mg/L), manteniendo la virulencia hacia larvas de segundo instar de S.
frugiperda, lo que representa un aditivo importante en la formulacién de HEP.
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