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RESUMEN

El psilido de la papa representa uno de los problemas mas graves que afectan a las
solanéceas en México, su control se basa principalmente en el uso de insecticidas. Sin
embargo, en la actualidad se buscan nuevas estrategias para su manejo, dentro de ellas el
uso de hongos entomopatogenos. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
virulencia bajo condiciones de laboratorio de dos cepas de Metarizhium anisopliae, una
comercial (Metabich®, MA28) y una nativa (MA25); ademas de dos cepas de Beauveria
bassiana, una comercial (Bassianil®, BB09) y otra nativa (BB42 sobre Bactericera
cockerelli (Sulc), conjuntamente, se llevé a cabo la identificacion de las cepas nativas a
través de técnicas moleculares. En los bioensayos se probaron cinco concentraciones
sobre ninfas del tercer estadio de B. cockerelli y se obtuvo su CLsg ¥ CLgs. Mediante
secuenciacion y andlisis de la region ITS, se corrobor6 que las cepas previamente
identificadas por morfologia microscépica y claves taxondmicas convencionales,
corresponden a B. bassiana y M. anisopliae Todas las cepas resultaron patdgenas para el
psilido de la papa, las mas virulentas fueron BB09, BB42 y MA28. La mortalidad varié
de 90 a 100% con las concentraciones mas altas de cada cepa, la mas virulenta fue
BBO09, con una CLsg de 2.99X10* conidias por mL y la menos virulenta tuvo una CLso de
6.34X10° conidias por mL (MAZ25). Los resultados confirman que el uso de hongos
entomopatogenos contra el psilido de la papa es viable y que las cepas obtenidas tienen

potencial como alternativa para el manejo de este insecto.

PALABRAS CLAVE: Bactericera cockerelli, Metarhizium anisopliae, Beauveria

bassiana, bioensayos.
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SUMMARY

The potato psyllid is one of the most important pests in Mexico that affects
solanaceae crops; it has been controlled mainly using chemical products. Nowadays
management strategies have been searching for, within them, the wuse of
enthomopathogenic fungi. Our main goal was to evaluate the virulence of two
Metarizhium anisopliae strains, one commercial (Metabich®, MA28) and one wild type
(MA25); plus two Beauveria bassiana strains, also one commercial (Bassianil®, BB09)
and one wild type (BB42) against Bactericera cockerelli (Sulc); in addition, the wild
type strains were identified by molecular techniques. The bioassays were performed
under laboratory conditions testing five concentrations against third instars nymphs of
Bactericera cockerelli, and its LCsp and LCgs were determined. Identification by
traditional methods was confirmed using molecular techniques. All tested strains
resulted pathogenic against the potato psyllid, being the most virulent BB09, BB42 and
MAZ28. Mortality index was between 90 and 100%, the most virulent strain was BB09
with a LCso of 2.99X10* conidia per mL, and the less virulent showed a LCsy of
6.34X10° conidia per mL (MAZ25). The results confirm that it is possible to use
enthomopathogenic fungi for the management of potato psyllid.

KEYWORDS: Bactericera cockerelli, Metarizhium anisopliae, Beauveria bassiana,

bioassays, biological control.



INTRODUCCION

El control bioldgico de plagas ha comenzado a tener un gran auge en nuestros dias;
principalmente debido a la necesidad de alimentos inocuos, la proteccion del medio, asi
como a evitar generar resistencia en las poblaciones de insectos; dentro del control
bioldgico se emplean microorganismos tales como bacterias, virus, hongos, nematodos y
protozoarios. De los diferentes microorganismos empleados, los hongos tienen
mecanismos de invasion Unicos que les permiten atravesar de forma directa la cuticula o
la pared del tracto digestivo de los insectos, ésta caracteristica los hace excelentes
agentes de control biolégico al actuar como insecticidas de contacto. En la actualidad, se
han utilizado especies tales como Metarhizum anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria
fumosorosea y Beauveria brongniartii; éstas especies se han incluido en planes de
manejo integrado de la broca del café, langosta, gallina ciega, entre otros. La insercion
en planes de manejo integrado, de estos organismos, sobre el psilido de la papa,
Bactericera cockerelli (Sulc) ha probado ser una buena estrategia, debido
principalmente al mecanismo de accion antes mencionado, lo que llevé a la realizacion

de este trabajo.
Objetivos

Confirmar mediante técnicas moleculares (PCR) la identificacion de las cepas nativas
de hongos entomopatogenos, la cual fue previamente realizada utilizando morfologia

macroscopica y claves taxondmicas convencionales.

Evaluar la virulencia de cuatro cepas de hongos entomopatdgenos pertenecientes a
Beauveria bassiana y Metarhizum anisopliae; dos cepas comerciales y dos cepas nativas
de cada especie, recolectadas en el estado de Guanajuato, mediante bioensayos sobre

ninfas del tercer estadio de B. cockerelli (Sulc).
Hipotesis
Al menos una de las cepas a probar resulta virulenta sobre ninfas de tercer estadio de

Bactericera cockerelli (Sulc).



REVISION DE LITERATURA

Importancia Econdmica de las Solanaceas

Las solanéceas es una de las familias mas importantes de hortalizas para México. Por
la produccion de chile, nuestro pais ocupd el noveno lugar, y se colocd dentro de los
diez principales productores de jitomate en el mundo (FAO, 2009).

En México, el jitomate tuvo en el afio del 2010 una produccion de 2.27 millones de
toneladas, con un valor de 14,887 millones de pesos; en el caso del chile, la produccion

fue de 2.3 millones de toneladas y la papa con 1.5 millones de toneladas (SIAP, 2010).

En el caso de San Luis Potosi, la produccion de chile y jitomate suman un valor de la
produccién de dos millones de pesos y una superficie sembrada de 17, 321 hectareas.
Para el ciclo 2010, el distrito de Salinas tuvo la mas alta produccion de chile verde, en el
caso del jitomate el municipio de Villa de Guadalupe resultdé como el mayor productor
(SIAP, 2010).

Importancia Econdmica de Bactericera cockerelli

El psilido de la papa, Bactericera cockerelli (Sulc), es uno de los insectos de mayor
importancia econémica que afecta a las solanaceas. Se presenta con mayor incidencia
en zonas agricolas de monocultivo de papa, jitomate, tomate de cascara y chile, llegando
a éstos desde cultivos de otras regiones y sus hospedantes silvestres. En algunos lugares
el insecto desaparece durante el invierno, emigrando a grandes distancias en busca de
alimento. Es una plaga que se alimenta de la savia de las plantas hospederas,
ocasionando dos tipos de dafios: Directo, provocado por la inyeccion de una toxina, la
cual es transmitida Unicamente por las ninfas y el dafio indirecto, considerado mas

importante, ya que es ocasionado por la transmision de fitoplasmas (SAGARPA, 2009).

El dafio potencial se incrementa debido a que la especie se ha consignado como
resistente a insecticidas (Cerna et al., 2010) y transmisor de enfermedades como la
denominada “Amarillamiento” causada por Candidatus Liberibacter psyllaurous, que

afecta a papa y jitomate (Hansen et al., 2008), y del permanente del tomate (Garzon et
2



al., 2009). Ademas, se le ha relacionado también con la transmision de la enfermedad
denominada “Zebra chip”, la cual ha sido responsable de pérdidas millonarias de ddlares
en la industria de la papa en zonas como el suroeste de los Estados Unidos de Norte
Ameérica, México, Centroamérica y Nueva Zelanda (Munyaneza et al., 2008; Liefting et
al., 2009; EPPO, 2009).

Manejo del Psilido de la Papa

El manejo del psilido de la papa se basa en productos quimicos que poseen
ingredientes activos como Abamectina, Spiromesifen o Spinosad (UC IPM, 2010), cada
uno con un modo de acciéon diferente (IRAC, 2005); sin embargo, los casos de
resistencia a Abamectina, Cipermetrina, Endosulfan, Imidacloprid y Profenofos, han
sido demostrados (Cerna et al., 2010). Lo expuesto y la presion publica y gubernamental
por reducir los residuos de productos quimicos, exigen encontrar alternativas de manejo

de esta plaga.

Dentro de las estrategias utilizadas en el manejo integrado de este insecto, se
encuentran el monitoreo de adultos, utilizando trampas amarillas pegajosas, aplicaciones
de Imidacloprid al inicio del cultivo, asi como aplicaciones foliares de Spiromesifen
(Goolshy et al., 2007). Ademaés, de acuerdo a lo descrito por Lacey et al. (2009), el
control bioldgico de esta plaga, sustentado en la utilizacion de hongos entomopatogenos,

promete ser una alternativa viable.

Uso de Hongos Entomopatdgenos para el Control Bioldgico de Insectos Plaga

Los hongos entomopatdgenos han jugado un papel Unico en la historia del control de

los insectos por microbios(Roberts y Yendol, 1973).

De los diferentes microorganismos empleados para manejo de plagas, los hongos
tienen mecanismos de invasion unicos que les permiten atravesar de forma directa la
cuticula o la pared del tracto digestivo de los insectos, lo que los hace excelentes agentes

de control biolégico, actuando como insecticidas de contacto (Charnley, 1992).



Una revision sobre el modo de accion de los hongos entomopatdgenos y el desarrollo
de la enfermedad que producen es dada por Téllez et al. (2009). Divide el proceso en
tres fases: 1) adhesion y germinacion de la espora en la cuticula del insecto, 2)
penetracion en el hemocele, y 3) desarrollo del hongo, que generalmente resulta en la

muerte del insecto.

Una vez establecido el proceso de adhesién, continua la penetracion la cual es posible
gracias a la accion combinada de un mecanismo fisico y uno quimico, el primero
consiste en la presion ejercida por una estructura fangica denominada haustorio,
mientras que el segundo consiste en la accion enzimatica, principalmente de actividades
hidroliticas, llevadas a cabo por proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales degradan el

tejido en la zona de penetracion, facilitando la entrada del hongo (Monzén, 2001).

Trabajos previos han demostrado la capacidad de estos organismos para ser utilizados
dentro de planes de manejo integrado de plagas. Dentro de los mas utilizados a nivel
mundial se encuentran Metarhizum anisopliae (en 33.9 % de los casos), Beauveria
bassiana (33.9%), Isaria fumosorosea (antes Paecilomyces fumosoroseus) (5.8%) y
Beauveria brongniartii (4.1%) (De Faria y Wraight, 2007). En nuestro pais, se ha
observado que la insercion de B. bassiana dentro de los planes de manejo integrado de la
broca del café han dado buenos resultados (Servicio Nacional de Sanidad, 2008), de
igual manera, se han logrado porcentajes de efectividad de hasta 100% contra la
langosta Schistocerca piceifrons piceifrons Walker utilizando M. anisopliae var.

acridum en la Planicie Huasteca de nuestro pais (Garza, 2005).

Identificacién Molecular de Hongos Entomopat6genos

En la actualidad, los hongos y entre ellos los entomopatogenos, se identifican y
caracterizan a través de técnicas moleculares como la secuenciacién directa de productos
de la Reaccion en Cadena de la Polimera (PCR, por sus siglas en inglés), la cual es una
herramienta fundamental para incrementar la cantidad de ADN a identificar (St. Leger y
Joshi, 1997). Diaz et al. (2008) consignan su uso para identificar diferentes hongos

pertenecientes al orden Entomophthorales, sobre Aphis faba; entre otras técnicas
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destacan adaptaciones a la PCR, tales como ADN polimdérfico amplificado al azar por
PCR (RAPD-PCR, por sus siglas en inglés), Polimorfismo Conformacional de Hebra
Sencilla (SSCP, por sus siglas en inglés) y Polimorfismos en la Longitud de los
Fragmentos de Restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) (St. Leger y Joshi, 1997;
Caetano et. al., 1991). Para llevar a cabo la identificacion molecular, previa extraccion
de ADN, se realiza la PCR, cuyos principales componentes son la DNA polimerasa, un
par de iniciadores, dNTPs, cationes divalentes, un buffer para mantener el pH, cationes
monovalentes y el templado de ADN (Sambrook et al., 1989); En cuanto a los
iniciadores que pueden utilizarse se encuentran el ITS1/ITS2, ITS1/ITS4 y el ITS5/1TS4
(White et al., 1990). Casos exitosos en la identificacion a través de estas técnicas para
las especies utilizadas en este trabajo, y otras, han sido reportados (Fukatsu et. al., 1997;
Driver et al., 2000). En México ésta técnica es cada dia mas utilizada, sin embargo son
pocas las investigaciones sobre hongos entomopatdgenos para el control de Bactericera
cockerelli (Sulc).



MATERIALES Y METODOS

Establecimiento de una Colonia de B. cockerelli

Se realiz6 una colecta de adultos de B. cockerelli en el cultivo de jitomate, en el
campo de produccion agricola de la Facultad de Agronomia de la UASLP, durante los
meses de abril y mayo. Se usé una red entomoldgica y se recolectaron aproximadamente
150 individuos, los cuales se introdujeron en un frasco de plastico con boca ancha, de
20 cm de alto por 15 cm de diametro. En él se trasladaron al laboratorio de entomologia

para su cria y reproduccién masiva.

En el laboratorio, los adultos provenientes de campo se colocaron en jaulas (50 cm x
50 cm x 75 cm) con plantas de chile para ovoposicion, y se mantuvieron bajo
condiciones ambientales controladas, con un fotoperiodo de 12:12 Luz :Oscuridad,

temperatura media de 25 + 1 °C y una humedad relativa de 60 + 10%.

Las plantas de chile se cambiaban cada 2 dias y se colocaban en jaulas separadas de
los adultos e individualmente, con la finalidad de obtener ninfas del tercer estadio, para
la realizacion de los bioensayos. La determinacion de la fecha en la que se alcanzaba el
estadio deseado, se realiz6 mediante la estimacién de unidades calor (UC), para el tercer
estadio requiere 227 UC, el cual se alcanza aproximadamente a los 15 dias, y para su
ciclo completo de 335 UC, asi como el tamafio de las ninfas (Abdullah, 2008; Medina y
Covarrubias, 2008).

Hongos Entomopat6genos

Se probaron cuatro cepas de hongos entomopatdgenos, dos cepas comerciales y dos
cepas nativas del estado de Guanajuato, proporcionadas por el Laboratorio de
Reproduccién de Organismos Benéficos, dependiente del Comité Estatal de Sanidad
Vegetal del Estado de Guanajuato (CESAVEG). Los productos fueron: Beauveria
bassiana, Bassianil® (BB09), Metarizhium anisopliae Metabich® (MA28), Beauveria

bassiana aislada a partir de una chinche lygus en “El Copal”, Guanajuato (BB42) y



Metarizhium anisopliae aislada de una gallina ciega en la localidad de Puruaga,
Guanajuato (MA25).

De manera preliminar se aplicaron concentraciones desconocidas de cada cepa a
ninfas de B. cockerelli, para su posterior re-aislamiento. Una vez re-aislada cada cepa, se
sembraron sobre medio Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) y se incubaron a 25 o0 28 °C,
dependiendo de la especie; para BB09 y BB42 la temperatura fue de 28°C, en el caso de
MA25 y MA28, 25 °C, éstas temperaturas son consideradas las Optimas para cada

especie.

Identificacion Molecular

Para realizar la extraccion de ADN segun el protocolo descrito por Reader y Broda
(1989), se sembraron cada uno de los aislamientos de los hongos en Caldo Dextrosa y
Papa (PDB). Se ampliaron las regiones espaciadoras transcripcionales intergénicas (por
sus siglas en inglés, ITS), utilizando los oligonucledtidos ITS1
(5’ GAGTCTAGATCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4
(5’AAGCACTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3) reportados por White et al. (1990).
Las reacciones de PCR se desarrollaron en un volumen de 25 pl con una mezcla de
reaccion constituida por 5.0 pl de Buffer de reaccion 5X Promega®; 1 pl de MgCl,
25mM Promega®. 0.5 pl de cada oligonucle6tido 10 uM; 0.3 pl de Taq Polimerasa 5
upl * (GoTaq Flexi DNA polimerasa Promega®), 0.5 pl de dNTP’s 10 uM, 1.0 pl de
ADN, y agua miliQ estéril c.b.p. Las amplificaciones fueron realizadas en un
termociclador marca Eppendorf usando un ciclo de desnaturalizacion de 5 min a 94 °C,
seguido de 35 ciclos, cada ciclo conformado por la fase de desnaturalizacion (30
segundos a 94 °C), fase de alineamiento (45 segundos a 60 °C) y fase de extension (1.5
minutos a 72 °C); y la amplificacion se finalizé con un ciclo de extension de 8 minutos a
72 °C.

Posteriormente se llevé a cabo la ligacion de los fragmentos en el Vector pGEM®T-
Easy (Promega, 2003) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la

transformacion de los &cidos nucleicos se utilizaron células competentes de E. coli JM
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109 con el protocolo de choque térmico de acuerdo a métodos estandares (Sambrook et
al., 1989). La extraccion de ADN plasmidico se llevé a cabo por el método de lisis
alcalina (Birnboim y Doly, 1979). Para la identificacion de las clonas portadoras de los
productos esperados, se realizd una digestion con la enzima Eco RI como se describe en
Sambrook et al., (1989). De las clonas positivas, se eligieron dos o tres para cada uno de
los hongos, éstas se purificaron y se secuenciaron por el método de Sanger en el
Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA)
IPICYT.

Las secuencias de nucleétidos obtenidas se compararon contra las secuencias
registradas en el GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando el programa BlastN
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/Blastn.cgi/). Para finalizar la identificacién, se
realiz6 un andlisis filogenético realizando un dendograma en base a maxima similitud,
contrastando las clonas obtenidas con las que dieron mayor porcentaje de similitud en el
GenBank, utilizando el programa MEGA 5.05®.

Concentracion de Conidias y Prueba de Viabilidad

Se colectaron conidias a partir de colonias en medio Agar Dextrosa Sabouraud
(ADS), las cuales fueron utilizadas para obtener las primeras soluciones en agua
destilada con surfactante INEX® al 0.2%, obteniendo una suspensién por agitacion
vigorosa con un agitador de placa magnética Cimarec®. El conteo de las conidias se
realiz6 utilizando un hematocitometro Neubauer Brigh SUPERIOR® y un microscopio
marca Zeiss Axiolab con un aumento de 40x. Las suspensiones se ajustaron por dilucion
a las concentraciones de 1X10° hasta 1X10%condias mL™ para cada cepa de hongo

entomopatogeno, y fueron corregidas después de realizar las pruebas de viabilidad.

Para determinar la viabilidad de las esporas, se diluyo una cierta cantidad de ellas en
2 mililitros de agua destilada con surfactante INEX® al 0.2%, se tomaron 50 pl de ésta
solucion y se sembraron sobre pequefios rectangulos de agar, los cuales se cubrieron con

un cubreobjetos con la finalidad de observar al microscopio la cantidad de conidias
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germinadas a las 17 horas de acuerdo con la metodologia seqguida por Lacey et al.,
(2009).

Procedimiento de los Bioensayos

Los bioensayos se realizaron por aspersion con una torre de Potter. Primero se evalud
un intervalo amplio de concentraciones (1x10° a 1x10%), aplicando 2 mL de cada
solucion, para determinar la ventana de respuesta biologica, donde se encuentre el cero y
100% de mortalidad de ninfas de tercer instar de B. cockerelli. La base fue una
concentracion de 1x10® conidias por mL y a partir de ella se prepararon concentraciones
menores hasta llegar a cero. Posteriormente, con base a los resultados de la ventana de
respuesta bioldgica, se incluyeron al menos 5 concentraciones intermedias de conidias.
En total se realizaron de tres a cuatro repeticiones en diferentes dias y cada una incluy6

un testigo absoluto al cual solo se le aplicaron 2 mL de la solucion agua-surfactante.

Cada unidad experimental consistié en cajas de Petri de 9 cm. A cada caja se le
colocé una hoja de chile ancho infestada con ninfas del tercer estadio de B. cockerelli. El
peciolo de la hoja se envolvid en torundas de algodén humedecidas con agua destilada
estéril y en la parte inferior de la caja se ubicaron circulos de papel secante sin
humedecer. En todos los tratamientos se colocaron 10 ninfas por hoja. Las aspersiones
de hongos se realizaron utilizando una presién de 13.3 psi con la Torre de Potter
(Burkard®). Las cajas del testigo fueron asperjadas con 2 mL de la solucién agua
destilada con INEX® al 0.2%, y las de los hongos con 2 mL de la suspension de
conidias de 10° a 10%, méas INEX® al 0.2%, dependiendo de la especie (Lacey et al.,
2009).

Las hojas fueron colocadas en la caja de Petri con el envés hacia arriba con la
finalidad de que las ninfas quedaran expuestas directamente a la aspersion. Después de
que se trataron, las cajas fueron selladas con Parafilm®M (SPI Suplies) y colocadas en
una cadmara humeda con temperaturas que oscilaban entre los 24 y 26 °C y una humedad
de 60 + 10%. EI fotoperiodo en la cAmara fue de 12:12 luz:Oscuridad. Las torundas de

algodon se humedecieron diariamente con agua destilada estéril. Los datos de
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mortalidad para estimar las lineas de respuesta log-dosis probit se registraron a partir del
cuarto dia de la aplicacion hasta el dia séptimo después de la misma.

Anadlisis Estadistico

La mortalidad en el testigo se utilizd para corregir el resto de las mortalidades
registradas mediante la formula de Abbott (Abbott, 1925), la cual no se debe a la
aplicacion de los hongos y es incluida para determinar si la mortalidad en los insectos
tratados puede ser atribuido a la aplicacion de los mismos. Los datos de mortalidad de
los bioensayos fueron analizados asumiendo el modelo Probit con el programa POLO
PC (LeOra Software, 2002). Se estimaron las concentraciones letales CLsp y CLgs Y Sus
limites de confianza al 95% para cada especie y cepa de hongo. La respuesta de
B.cockerelli a cada especie de hongo se considerd significativamente diferente si los
valores de los limites de confianza de las CLspy CLgs no se traslapaban. Se uso la prueba
de ? para demostrar la bondad de ajuste al modelo. Adicionalmente se estimé el factor
de virulencia (FV) de las especies y cepas, dividiendo la CLsg0 CLgs de la cepa menos

patdgena entre la CLso de la méas patogena.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad

Con la finalidad de ajustar la concentracién de las soluciones de los hongos
entomopatogenos a evaluar, se realizaron pruebas de viabilidad con cada cepa a las 17
horas. La germinacion de las conidias de M. anisopliae y B. bassiana fue de 88 a 100%.
Las dos cepas de M. anisopliae tuvieron en promedio 90% de viabilidad. La cepa de
nativa de B. bassiana (BB42) tuvo un valor de 88% y la comercial (BB09) un valor de
100% de viabilidad.

Los resultados de porcentaje de viabilidad concuerdan con lo citado por Lacey et al.,
(2009), quienes obtuvieron porcentajes que varian de 95 a 99% con cepas de M.
anisopliae; sin embargo, respecto a las cepas de B. bassiana, el porcentaje del presente

trabajo fue superiores a lo reportado por los mismos autores.

Los porcentajes de viabilidad obtenidos en la presente investigacion, incrementan la
posibilidad de incorporar el uso de estas cepas en planes produccion masiva y de manejo
integrado, ya que se obtuvieron altos niveles de esporas viables, caracteristica requerida
para su produccién y formulacion de nuevos productos comerciales (Monzon, 2001). Sin
embargo, se deben revisar alin otros aspectos relacionados con su efectividad en campo,

estabilidad de las formulaciones, dosis, entre otras.

Identificacion Molecular

Después de realizar la amplificacion de los ITS, se obtuvieron bandas entre 600 y 700
pb para ambas cepas (Figura 1), las cuales fueron clonadas y secuenciadas. Con los
resultados de secuenciacion, éstas fueron comparada con las secuencias registradas en el
GenBank en donde se observé que las clonas de M. anisopliae presentan valores que
van de 79 a 88% de similitud y de 99% de identidad con especies como M. anisopliae,
M. pingshaense y Cordyceps japonica (Cuadro 1). Las clonas 1 y 2 de Beauveria
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bassiana, tienen un valor de 99% de identidad y valor de 84 al 87% de similitud con
especies pertenecientes al mismo género y especie (Cuadro 2).

Con la finalidad de realizar un analisis filogenético de las secuencias en este trabajo,
se obtuvieron aquellas del GenBank con las que dieron un mejor “hit” y se realizd un
dendograma con el programa MEGA 5.05®. En la Figura 2, se observan las clonas 1y 2
de B. bassiana (resaltadas en azul) y dentro del mismo clado, diversas especies de B.
bassiana con su numero de acceso al GenBank. Al localizar las clonas de M. anisopliae
(resaltadas en rojo, Figura 2), se observan claramente fuera del clado de las especies de
B. bassiana y dentro del mismo clado con especies de M. anisopliae. Ambas especies se
encuentran relacionadas con L. lecanii, otra especie de hongo entomopatogeno. En la
figura se encuentran las especies utilizadas en este experimento contrastadas con otras

pertenecientes a la Divisién Ascomycota.

pl2.3 4

500ph

Figura 1. Amplificacion por PCR de las regiones ITS de las distintas cepas. Electroforesis
en gel de agarosa al 1% tefiido con EtBr. Carriles: 1) Marcador de peso molecular, 2)
Control negativo, 3) M. anisopliae y 4) B. bassiana

La utilizacion de técnicas moleculares para realizar la identificacion de especies de
hongos entomopatdgenos, como lo hecho aqui, puede ser de gran utilidad en un futuro
para conocer desplazamiento geogréafico de las cepas, las diferencias entre y dentro de
aislados nativos, asi como la biodiversidad de poblaciones de entomopatdgenos y
cambios evolutivos de las cepas (Meyer et al., 2008).
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Cuadro 1. Alineamiento de clonas de M. anisopliae enviadas al LANBAMA vy
organismos similares del GenBank

FJ545312 GAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGG 360
FJ545313 GAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGG 359
FJ545279 GAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGG 359
HM055447 GAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGG 118
FJ545301 GAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGG 358
FJ545316 GAAAGCTCTCCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGG 359
AY646393 0 0—ommmmmmmmmm— o GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGG 32

AJ608970 0 mmmm oo TCCGTAGG 8

*kkkk kK

FJ545312 TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 420
FJ545313 TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 419
FJ545279 TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 419
HM055447 TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 178
FJ545301 TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 418
FJ545316 TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 419
AY646393 TGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 92
AJ608970 TGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATTATACCT 68
hAhkhkkhkhkk Khhkhkhhhhkhhhhhhhhhkhkhhhhhhkhhhkhhhhkkhkhhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhrkhkhkkhkxkhx
FJ545312 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCARACCTTCTGAATTTTTT 480
FJ545313 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCARAACCTTCTGAATTTTTT 479
FJ545279 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCARAACCTTCTGAATTTTTT 479
HM055447 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCARACCTTCTGAATTTTTT 238
FJ545301 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCARACCTTCTGAATTTTTT 478
FJ545316 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCARACCTTCTGAATTTTTT 479
AY646393 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCARACCTTCTGAATTTTTT 152
AJ608970 TTAATTGTTGCTTCGGCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCAAACCTTCTGAATTTTTT 128
Ak Ak Ak hkkhhhk kA hhhkhhkhhkhhhkhkhkhhkhkhhhhkhkhkhkhkhhhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhhkrkhkhkhxkx
FJ545312 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 540
FJ545313 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 539
FJ545279 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 539
HM055447 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 298
FJ545301 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 538
FJ545316 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 539
AY646393 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 212
AJ608970 AATAAGTATCTTCTGAGTGGTTAAAAAA--ATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT 186
hhhkkhhkkhkh hhkkhkhkkhhkkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkxkx hhkhkhkhhkkhkhkkhkhhkhhkkhkhkkhkhhkhhkkhkhkhkhkkkk*x*k
: Alta similitud
*|dentidad

Las clonas de M. anisopliae se encuentran resaltada en verde, las iniciales y nimeros corresponden al nimero de acceso del

GenBank de los organismos con los que las clonas dieron los porcentajes de identidad y similitud mas altos
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Continuacién Cuadro 1.

FJ545312 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 600
FJ545313 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 599
FJ545279 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 599
HM055447 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 358
FJ545301 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 598
FJ545316 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 599
AY646393 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 272
AJ608970 TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT 246
* Kk Kk kK hhkkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhhhkhkhhhhhhkhkhhkhkhkhhhhhhkhkhhkhkhkdrrhkhhhkhkhkkhkkhddxkhkx
FJ545312 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 660
FJ545313 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 659
FJ545279 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 659
HM055447 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 418
FJ545301 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 658
FJ545316 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 659
AY646393 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 332
AJ608970 CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCC 306
Ak Ak kA hkhkhkhhkhhkhhhhhkhhhhhkhkhkhhkhhhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkxkh*x
FJ545312 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 720
FJ545313 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 719
FJ545279 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 719
HM055447 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 478
FJ545301 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 718
FJ545316 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGCGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 719
AY646393 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 392
AJ608970 TGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGTCCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAG 366
hhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhhhkhhkhkhkkhhhkhhkhkhkhhkhkhhkhdx *khkhhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhdxkhxkx*k
FJ545312 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 780
FJ545313 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 779
FJ545279 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 779
HM055447 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 538
FJ545301 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 778
FJ545316 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 779
AY646393 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 452
AJ608970 GCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAATTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTC 426
dAhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhhkhkhhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkdrhkhkhkhkhxkx
. Alta similitud
*|dentidad

Las clonas de M. anisopliae se encuentran resaltada en verde, las iniciales y nimeros corresponden al nimero de acceso del
GenBank de los organismos con los que las clonas dieron los porcentajes de identidad y similitud mas altos.
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Continuacién Cuadro 1.

FJ545312 TGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAAACCCCC 840
FJ545313 TGCGCAGTAGTAAAGCACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAACCCCC 839
FJ545279 TGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAACCCCC 839
HM055447 TGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAAACCCCC 598
FJ545301 TGCGCAGTAGTAAAGCACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAAACCCCC 838
FJ545316 TGCGCAGTAGTAAAGCACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAACCCCC 839
AY646393 TGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAACCCCC 512
AJ608970 TGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCCCGGCGCGGTCCACTGCCGTARAACCCCC 486
hhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkkhh hhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhhkhkhhkhkhrkhkhkkhkhkhkhkhkhkhrkhkhkhxk*x
FJ545312 C-AACTTTTTATAGTTGACCCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 899
FJ545313 C-AACTTTTTATAGTTGACC-TCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 897
FJ545279 C-AACTTTTTATAGTTGACC-TCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 897
HM055447 C-AACTTTTTATAGTTGACC-TCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 656
FJ545301 C-AACTTTTTATAGTTGACC-TCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 896
FJ545316 CCAACTTTTTATAGTTGACC-TCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 898
AY646393 C-AACTTTTTATAGTTGACC-TCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 570
AJ608970 C-AACTTTTTATAGTTGACC-TCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATC 544
Kh Ak hkkhkhkkhkhkhkhkhkhhkkhhhhhkh hhkhhhkhhhhkhhhkhhhhkhkhhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhrhkrkhkhkkhhxkhx
FJ545312 AATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA 959
FJ545313 AATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA 957
FJ545279 AATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA 957
HM055447 AATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA 716
FJ545301 AATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA 956
FJ545316 AATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAA 958
AY646393 AATAAGCGGAGGA—————————— == m 583
AJ608970 AATAAGCGGAGGA——————————— = m 557
*kkkkkkkkkkkx
: Alta similitud
*|dentidad

Las clonas de M. anisopliae se encuentran resaltada en verde, las iniciales y nimeros corresponden al nimero de acceso del

GenBank de los organismos con los que las clonas dieron los porcentajes de identidad y similitud mas altos.
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Cuadro 2. Alineamiento de clonas de B. bassiana enviadas al LANBAMA vy

organismos similares del GenBank

Clona2 TC---TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 137
AY334540  0—--——- TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 55
HQ722%920 ————- TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 55
HQ722919  ————- TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 55
Clonal TCGTGTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 161
GU189515 --—--TTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 56
HQ722918 ————- TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 55
GU565572 ————- TCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 55
AB576868 --GTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 216
JF429894 --GTCTCCGTAGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 3838
GQ354257 --GTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTT 79
*****:********:~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k~k************************
Clona2 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 197
AY334540 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 115
HQ722920 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 115
HQ722919 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 115
Clonal CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 221
GU189515 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 116
HQ722918 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 115
GU565572 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 115
AB576868 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 276
JF429894 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 3898
GQ354257 CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACC 139
hAhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhxk*x
Clona2 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 257
AY334540 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 175
HQ722920 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 175
HQ722919 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 175
Clonal AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 281
GU189515 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 176
HQ722918 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 175
GU565572 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 175
AB576868 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 336
JF429894 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 3958
GQ354257 AGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGG 199
khkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkxk*x
Clona2 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 317
AY334540 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 235
HQ722920 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 235
HQ722919 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 235
Clonal CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 341
GU189515 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 236
HQ722918 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 235
GU565572 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 235
AB576868 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 396
JF429894 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 4018
GQ354257 CAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA 259
Ak kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhxk*x
. Alta similitud
*|dentidad

Las clonas de B. bassiana se encuentran resaltada en rojo, las iniciales y nimeros corresponden al nimero de acceso del GenBank

de los organismos con los que las clonas dieron los porcentajes de identidad y similitud mas altos.
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Continuacién Cuadro 2.

Clona2 CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 377
AY334540 CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 295
HQ722920 CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 295
HQ722919 CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 295
Clonal CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 401
GU189515 CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 296
HQ722918 CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 295
GU565572 CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 295
AB576868 CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 456
JF429894 CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 4078
GQ354257 CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGA 319
hhkhkhkhkkhkhkhkhhk dhhkkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhrkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhxk*x
Clona2 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 437
AY334540 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 355
HQ722920 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 355
HQ722919 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 355
Clonal ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 461
GU189515 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 356
HQ722918 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 355
GU565572 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 355
AB576868 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 516
JF429894 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 4138
GQ354257 ACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC 379
hAhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhkhkhkhkkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkh*xk*x
Clona2 TCGACCTCCCCTTGGGGGGGGTCGGCGTTGGG-ACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGARA 496
AY334540 TCGACCTCCCCT-GGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGARAA 414
HQ722920 TCGACCTCCCCT-GGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAA 414
HQ722919 TCGACCTCCCCT-GGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGARA 414
Clonal TCGACCTCCCCT-TGGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGARR 520
GU189515 TCGACCTCCCCT-TGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAA 415
HQ722918 TCGACCTCCCCT-GGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAA 414
GU565572 TCGACCTCCCCT-TGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGARA 414
AB576868 TCGACCTCCCCT-TGGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGARA 575
JF429894 TCGACCTCCCCT-TGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGARA 4197
GQ354257 TCGACCTCCCCT-TGGGGAGGTCGGCGTTGGGGACCGGCAGCACACCGCCGGCCCTGAAA 438
* ok k ok ok ok ok ok ok k ok x * Kk Kk Kk . hAhhkkhhkkhkhkkhkhhkhhkhk ,hhkhhkkhhkhkhkhkhkhkhkhrkhhkhkhhkhdkhkhkhxk
Clona2 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 556
AY334540 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 474
HQ722920 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 474
HQ722919 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 474
Clonal TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 580
GU189515 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 475
HQ722918 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGTAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 474
GU565572 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAATAATACAGCTCGCACCGGGACCCC 474
AB576868 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 635
JF429894 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGGACCCC 4257
GQ354257 TGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCC 498
hhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkdkx*k *.******************.*****
. Alta similitud
*|dentidad

Las clonas de B. bassiana se encuentran resaltada en rojo, las iniciales y nimeros corresponden al nimero de acceso del GenBank

de los organismos con los que las clonas dieron los porcentajes de identidad y similitud mas altos.
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Continuacién Cuadro 2

Clona2 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 616
AY334540 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 534
HQ722920 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 534
HQ722919 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 534
Clonal GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 640
GU189515 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 535
HQ722918 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 534
GU565572 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 534
AB576868 GACGCGGCCACGCCGTARAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 695
JF429894 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 4317
GQ354257 GACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACT 558
hAhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkdxk*x
Clona2 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-——~——===—=—————————————— 651
AY334540 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-———————————————————————— 569
HQ722920 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-———————————————————————— 569
HQ722919 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-———————————————————————— 569
Clonal ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-——~——==——=—=———————————— 675
GU189515 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-———————————————————————— 570
HQ722918 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-———————————————————————— 569
GU565572 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-———————————————————————— 569
AB576868 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCA 755
JF429894 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCA 4377
GQ354257 ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA-———————————————————————— 593
hAhkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhrkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhxk*x
: Alta similitud
*1dentidad

Las clonas de B. bassiana se encuentran resaltada en rojo, las iniciales y nimeros corresponden al nimero de acceso del GenBank

de los organismos con los que las clonas dieron los porcentajes de identidad y similitud mas altos.

Un caso especifico de la importancia del uso de técnicas moleculares en la patologia
de insectos, lo representa el trabajo de Glare et al., (1996), encontrando que la
morfologia de las fidlides de un solo aislado de M. anisopliae podia variar dentro del
mismo cultivo asi como entre diferentes sustratos. Ademas concluyeron que la
morfologia de las conidias era el Unico caracter morfoldgico util para la identificacion,
sin embargo en el caso de la diferenciacion entre M. anisopliae y M. flavoviridae,
inclusive éste caracter resultaba limitado. De ahi la trascendencia de las actuales técnicas
moleculares de identificacion, ya que para la epidemiologia, ecologia y el manejo
integrado de plagas es importante identificar las especies de entomopatogenos con
exactitud.
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Beauveria bassiana AB576868
Beauweria sp. GQ354257
Beauveria bassiana GU189515
Beauveria Clona 2

Beauveria Clona 1

Beauveria bassiana GU565572
Beauveria bassiana AY334540
Cordyceps brongniartii DQ153031
Beauweria bassiana HQ722920
Beauweria bassiana HQ722919
Beauweria bassiana HQ722918
Lecanicillium lecanii JF310743

Metarhizium anisopliae FJ545301

Metarhizium anisopliae FJ545312
Metarhizium anisopliae FJ545313
Metarhizium anisopliae AJ608970
Metarhizium anisopliae AY 646393

| Metarhizium pingshaense HM055447
Metarhizium anisopliae FJ545279

Metarhizium anisopliae FJ545316

Metarhizium Clona 1

Metarhizium Clona 2

Metarhizium Clona 3

Metarhizium Clona 4
Aspergillus AB661667

Puccinia graminis

Rhizopus oryzae JF899331

Hemileia vastatrix

2.0 15 1.0 0.5 0.0

Figura 2. Andlisis filogenético de las especies de M. anisopliae, B. bassiana y grupos
externos, basado en la méaxima similitud. Las clonas de B. bassiana (resaltadas en azul) se
encuentran en el mismo clado que especies similares de B. bassiana tomadas del GenBank,
de la misma manera las clonas de M. anisopliae (resaltadas en rojo) se encuentran con sus
similares. Ambas especies se relacionan con L. lecanii (resaltado en verde), otra especie de
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La técnica se ha usado exitosamente para hacer identificaciones precisas de cepas de
diferentes especies de hongos y ha demostrado su amplia exactitud y utilidad (Sugimoto
et al., 2002; Luan et al., 2011), confirmando su importancia en el campo de la
taxonomia. Hegedus y Khachatourians (1996) llegaron a una identificacion vy
diferenciacion correcta de una cepa de B. bassiana utilizando la técnica de SSCP. Driver
et al., (2000) realizaron a una reclasificacion taxonémica basada en la secuencia de los
ITS del género Metarhizium, llegando hasta el nivel de variedad, utilizando la técnica de
RAPD PCR. Estos autores, al igual que Glare et al. (1996), hacen hincapié en el hecho
de que las caracteristicas morfolégicas no siempre son suficientes para una correcta

clasificacion de las cepas del género Metarhizium.

Bioensayos
Micosis en Bactericera cockerelli

Todas las cepas utilizadas mostraron esporulacion sobre los cadaveres de las ninfas o
adultos de B. cockerelli. La micosis se presentd primero en los individuos a los que se

les aplico las concentraciones mas altas.

Antes de que hubiera esporulacion de B. bassiana, el cuerpo de los insectos se
tornaba rosa, sin importar la cepa. EI cambio de color del cuerpo del insecto ha sido
reportado en otras especies de insectos, como el psilido del eucalipto y la mosquita
blanca (Dal et al., 2011; Wraight et al., 2000). Este sintoma de infeccion, es de utilidad
cuando se trabaje con estas especies en campo, ya que las condiciones no siempre son
las adecuadas para observar la esporulacion del hongo, y el cambio en la coloracién del
insecto puede evidenciar que el entomopatdgeno estd actuando sobre las ninfas de B.

cockerelli.

Mortalidad en B. cockerelli

Existe diferencia estadistica significativa en la respuesta de B. cockerelli a la

aplicacion de especies y cepas de hongos. Ademas, se aprecia una relacion de aumento
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en el porcentaje de mortalidad con respecto al incremento en la concentracion de
conidias de las diferentes especies y cepas. La mortalidad varié de 90 a 100% con las
concentraciones mas altas. Sobresalen las cepas de B. bassiana BB09 y BB42, que a

menores concentraciones provocan 100% de mortalidad.

En el Cuadro 3 se muestran los datos de respuesta de las cepas y hongos evaluados.
Se presenta los valores de pendiente de las lineas de regresion obtenidas, la CLsg, CLgs y
los limites de confianza de cada una al 95%, asi como el valor de la prueba de bondad de

ajuste y el factor de virulencia estimado.

En el caso de M. anisopliae, ambas cepas, Ma25 y Ma28 provocaron 100% de
mortalidad con la concentracién de 1X10° conidias mL™, sin embargo, existe diferencia
significativa en la respuesta de mortalidad que inducen estas dos cepas a nivel de CLsg
sobre ninfas de tercer estadio de B. cockerelli. Ma25 tiene una Clsy de 6.34X10°
conidias mL™?, y su CLgs se estimé en 3.43x10° conidias mL™, y en el caso de Ma28, la
CLso fue 1.32X10° conidias mL™ con una CLgs de 2.7x10". A nivel de CLgs no existe
diferencia significativa en la virulencia de las dos cepas sobre B. cockerelli, los limites
fiduciales de ambas respuestas se traslapan, sin embargo la cepa comercial es

aproximadamente 5 veces mas virulenta que la nativa.

Respecto a la respuesta por la aplicacion de cepas de B. bassiana, no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa a nivel de CLso ni al de CLgs. Con BB42 (cepa
nativa) se obtuvo 100% de mortalidad con una concentracion de 1X10% su Clsp
estimada fue 3.01x10* conidias mL™ y una CLgs de 1.6x10°. Al probar la BB09 se
obtuvo 100% de mortalidad con la concentracién de 1x10°, una CLs, de 2.99X10* y una
CLgs de 4.2x10°. Esto significa que a nivel de CLs la cepa nativa es practicamente igual
de virulenta que la comercial, pero a nivel de CLgs, la cepa nativa evaluada en este

trabajo resulta aproximadamente 2.5 veces mas virulenta que la comercial (Cuadro 3).

Al realizar una comparacion entre las cuatro cepas de los hongos evaluados, la Unica
que resulté ser estadisticamente diferente, a nivel de CLsp, fue la nativa MA25, la cual es

significativamente menos virulenta contra ninfas de tercer estadio de B. cockerelli.
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Cuadro 3. Estimacion de la CLsp y la CLgs (conidias mL™) de cuatro cepas de hongos entomopatégenos sobre ninfas de

B. cockerelli.
Cepa N? Pendiente C|_50b CL95C )(Zd |:V50e I:Vg5f
(Limites fiduciales)  (Limites fiduciales)
MA25 256  0.602 6.34X10° 3.43X10° 0.806 21.20 214.37
(Nativa) (3.37X10°-11.74X10°% (1.03X10%-1.99X10°%)
MA28 223  0.709 1.32X10° 2.7X10’ 2.723 4.41 16.88
(6.00X10%-2.5x10%)  (9.7X10°%-1.36X10°%)
BB42 224  0.952 3.01x10" 1.6x10° 9.69 1.01 1.00
(Nativa) (6.79x10% 1.53x10°)  (2.64x10°- 2.23x10°)
BB09 343  0.766 2.99X10* 4.2X10° 3.588 1.00 2.63

(9.9X10%-7.11X10%  (1.15X10°-4.6X10")

#N Ndmero de individuos utilizados en cada bioensayo

b CLg, Concentracion letal 50

¢ CLgs Concentracion letal 95

d ¥ Prueba de bondad de ajuste al modelo

¢ Factor de virulencia 50 (CLs, de la cepa menos patdgena entre la mas patégena)
" Factor de virulencia 95 (CLgs de la cepa menos patogena entre la mas patégena)
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La cepa comercial BB09 es la mas virulenta, aproximadamente 21 veces més toxica que la
cepa nativa de M. anisopliae, MA25, y cuatro veces mas que la comercial de la misma especie,
MAZ28; contrastandosele con la cepa nativa de B. bassiana, BB42, resulta practicamente similar
(Cuadro 3).

El presente estudio demuestra el potencial que tienen B. bassiana y M. anisopliae para el
manejo de B. cockerelli. EI uso de microorganismos, especificamente hongos entomopatogenos,
para el manejo de este y otros hemipteros, ha probado ser la Gnica estrategia posible, debido a su
modo de infeccion, el cual, no requiere ser ingerido para poder causar una enfermedad (Téllez et
al., 2009), ademas de algunas otras ventajas tales como la seguridad para los humanos y otros
organismos que no son blanco, la preservacion de otras especies naturales y el incremento de la

biodiversidad en los agroecosistemas (Lacey et al., 2001).

La notable variacion en las CLsy producidas sobre ninfas de tercer estadio de B cockerelli,
sugiere grados de patogenicidad diferenciados por cepa. En este trabajo las cepas pertenecientes a
B. bassiana tuvieron mayor patogenicidad que las de M. anisopliae, ademas la cepa nativa
(BB42) resultd ser tan virulenta como la comercial (BB09), sin embargo no se puede considerar

que la virulencia este determinada por especie, Si no por cepa.

Trabajos previos han demostrado la capacidad de estos organismos para ser utilizados dentro
de programas de manejo integrado de plagas. En el caso de la mosquita blanca, se ha observado
buenos resultados al utilizar cepas de lIsaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus),
Beauveria bassiana y Lecanicillium (=Verticillium) lecanii, siendo la primera las méas utilizada
(Wraight et al, 2000; Lacey et al, 1999; De Faria y Wraight, 2001). También se ha probado la
capacidad de Lecanicillium (=Verticillium) lecanii para disminuir la poblacion del afido de la
papa (Macrosiphum euphorbiae), por su efecto letal e influencia en la reduccion de su tasa

reproductiva (Askarly et al., 1998).

El aislamiento y uso de cepas nativas de hongos entomopatogenos ha cobrado gran
importancia a nivel mundial, porque ellas se encuentran mejor adaptadas a las condiciones
naturales locales y a sus huéspedes (Meyer et al., 2007 y 2008; Hoy et al. (2010). Después de

aislar dos patégenos de psilidos de los citricos, Hirsutella citriformis e Isaria fumosorosea, se
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realizaron pruebas para conocer la patogenicidad de la cepa nativa de I. fumosorosea, aislada del
psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri, encontrando que la cepa de I. fumosorosea es

altamente virulenta.

Al contrastar las CLsg obtenidos por Hoy et al., (2010) sobre D. citri con las estimadas en el
presente trabajo, se aprecia que las cepas de B. bassiana (BB09 y BB42), y una de M. anisopliae
(MAZ28), son hasta 23 veces mas virulentas (BB09) contra el psilido de la papa. Sin embargo, en
el caso de la cepa nativa de M. anisopliae (MA25), resultdé muy similar a nivel de CLso. Por lo
anterior se puede inferir que las cepas nativas del estado de Guanajuato pueden generar un buen
control de este insecto, y lo mas importante, que las dosis obtenidas son econémicamente viables
de aplicar en campo ya que la mayoria de los productos comerciales poseen formulaciones mas

concentradas.

Por otro lado, Wraight et al. (2000) aplicaron en campo cepas de B. bassiana y P.
fumosoroseaus, a un concentracién de 5x10*° conidias mL™, y obtuvieron porcentajes de
mortalidades entre 67.7 y 75.1%, esta mortalidad es inferior a la obtenida en el presente trabajo.
Sin embargo, los porcentajes de mortalidad nuestros son de laboratorio y no necesariamente
reflejan lo que ocurrira en campo, a pesar de que la técnica de bioensayo usada simula las
aspersiones comerciales, pues no existen evidencias para traspolar directamente los resultados de
laboratorio a campo, pero si son un buen indicador de lo que puede suceder con su uso en campo

0 en invernadero bajo condiciones de humedad controlada.

En nuestro trabajo tambien se estudio la respuesta al uso de cepas comerciales, cuya ventaja es
que ya se encuentran formuladas. La cepa mas virulenta a nivel de CLsy fue la BB09. Resultados
similares fueron obtenidos por Dal et al. (2011), quienes evaluaron seis cepas comerciales de B.
bassiana, M. anisopliae y Lecanicillium longisporum contra el psilido del eucalipto (Glycaspis
brimblecombei); todas resultaron patégenas para ese insecto. Al comparar la virulencia de sus
cepas comerciales con las del presente trabajo, nuestra cepa comercial MA28, resulto entre 2.2 y
2.8 veces mas virulenta que sus dos cepas comerciales de M. anisopliae (Metarril WP® vy
Toyobo®). Sin embago debe considerarse que se evaluaron sobre diferentes especies de insectos.
Al considerar las cepas comerciales de B. bassiana, una de sus cepas, Mycotrol®, obtuvo una
CLsp menor que con la ensaya en nuestro trabajo, la cepa BB09, mientras que otras dos,

Toyobo® y Boveril WP®, tuvieron una concentracion letal mayor a la estimada en nuestro
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trabajo. Con estos resultados se puede inferir una mayor susceptibilidad de B. cockerelli a los
hongos entomopatogenos que G. brimblecombei. Lo anterior se corrabora en un trabajo realizado
por Padulla y Alves, (2009), quienes con la misma cepa de B. bassiana (Boveril WP®) utilizada
en el trabajo anterior, requeririeron una concentracion de 2.37x10’ conidias mL™ para matar a

50% de la poblacién del psilido de los citricos.

En el trabajo realizado sobre Agonoscena pistaciae, el psilido del pistacho, las cepas de B.
bassiana utilizadas en este trabajo (BB42 y BBO09), resultaron practicamente similares en

patogenicidad que su cepa menos virulenta de B. bassiana (Alizadeh et al., 2007).

Se han realizado pocos trabajos en donde se pruebe la virulencia de cepas de hongos para el
manejo del psilido de la papa. Estos en su mayoria han encontrado buenos resultados utilizando
especies como B. bassiana, I. fumosorosea y M. anisopliae (Lacey et al. 2009; Sanchez et al.,
2007). En contraste con el trabajo de Lacey et al. (2009), las cepas de B. bassiana en nuestro
trabajo resultaron ser mas virulentas que las de M. anisopliae, ademas de obtener mortalidad
mayores a 95% con una concentracién de 1x10° conidias por mL, lo cual podria deberse a

diferencias de virulencia de las cepas utilizadas ese trabajo, al compararlo con el nuestro.

Es importante sefialar, que ademas de las altas mortalidades obtenidas con la mayoria de las
cepas de entomopatdgenos en este trabajo, ya fueran nativas o comerciales, existe la posibilidad
de transmision horizontal durante el uso de hongos entomopatégenos para el manejo de B.
cockerelli, como lo menciona Avery et al. (2009) con el hongo I. fumosorosea, el cual se
transmite de manera eficaz por D. citri. Esta es otra gran ventaja sobre los productos quimicos,
lo cual representa una cualidad mas para la utilizacion de hongos entomopatdgenos dentro de los
programas de manejo integrado del psilido de la papa.

Finalmente se recomienda realizar pruebas en campo e invernadero para conocer cual cepa
tiene mayor aplicabilidad bajo diferentes condiciones agroecoldgicas, asi como explorar sobre la

elaboracion de formulaciones.
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CONCLUSIONES

Mediante secuenciacion de la region ITS, se corroboré que las cepas nativas de hongos
entomopatogenos recolectadas en el estado de Guanajuato, si corresponden a B. bassiana y M.
anisopliae, las cuales fueron previamente identificadas por morfologia microscépica y claves

taxondmicas convencionales.

Las cepas de B. bassiana resultaron mas virulentas que las de M. anisopliae sobre ninfas de

tercer estadio de B. cockerelli.

La cepa més virulenta de todas las evaluadas fue B. bassiana (BB09) con una CLs, de
2.99X10* conidias mL™.

La cepa nativa de B. bassiana, BB42, posee la misma virulencia que las cepas comerciales de
M. anisopliae, MA28, y de B. bassiana, BB09, vy tiene alto potencial para desarrollarse como

alternativa para el control de B. cockerelli.
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