UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS ENTOMO,PATOGENOS DE LAS
DIFERENTES ZONAS CITRICOLAS DE MEXICO

Por

Q.B.P. Lucila Adriana Galan Franco

Como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS
con Especialidad en Biotecnologia

Julio 2012



ii

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS DE LAS
DIFERENTES ZONAS CITRICOLAS DE MEXICO

Comision de tesis;

N AL LI

DRA. ISELA QUINTERO ZAPATA
Director de Tesis

Od . Sod W €

Vocal 1

Vocal 2
|

I -Ir .
DR. JESU&G’(RARDO#EAI%REDN TREVINO

L iy ¥
DRA, MYRIAM EL{AS SANTOS
/ Vocal ’E!
\

DRA. CLAUDIA PATRICIA Lﬁ‘RRALDE CORONA
Ase _xternc:-

CRALES LOREDO
Asesor Externo

DR. DIANA RESENDEZ PEREZ
Subdirectora de Estudios de Posgrado



i

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS DE LAS
DIFERENTES ZONAS CITRICOLAS DE MEXICO

Tesis
Como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS
con Especialidad en Biotecnologia

Presenta

Q.B.P. Lucila Adriana Galan Franco

DRA. ISELA QUINTERO ZAPATA ;%(/M/ ‘)7{:/{’
L A .

Director de Tesis

' " /’%{f
DR. JESUS GERARDO CARREON TREVINO [ﬁf/ -~
Co-Director de Tesis /

Julio 2012




AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Isela Quintero Zapata gracias por su apoyo y asesoria para poder concluir
esta etapa la cual es de gran importancia para mi formacién profesional.

Al Dr. Carlos Francisco Sandoval Coronado por formar parte de mi comisién de tesis
y por el tiempo dedicado a la revision de este trabajo.

A la Dra. Katiuhska Arévalo Nifio por su apoyo brindado a lo largo de este proyecto y
por formar parte de mi comision de tesis.

Al Dr. Jesus Gerardo Carreon Trevifio quien ha sido una persona muy importante en
mi vida personal y profesional, gracias por tu apoyo incondicional y amistad a lo largo de este
proyecto.

A la Dra. Myriam Elias Santos gracias por su apoyo y sugerencias para poder concluir
este trabajo.

A la Dra. Claudia Patricia Larralde Corona gracias por sus consejos y observaciones
para poder concluir la parte molecular de este trabajo

Al Dr. Alberto Morales Loredo por su gran apoyo y sus valiosos comentarios los
cuales me ayudaron a poder realizar esta tesis y me seran de gran utilidad a lo largo de mi vida
profesional.

A la Dra. Diana Resendez Perez gracias por su apoyo brindado a lo largo de este
proyecto.

A la Dra. Genoveva Alvarez Ojeda por su apoyo y sugerencias para poder realizar la
parte molecular de este trabajo.

Al Dr. José Isabel Lépez Arroyo por las failidades otorgadas para este proyecto y por
su coordinacion en la obtencion de muestras en las diferentes regiones citricolas.

A la QBP Nelly Santos Garcia por su amistad y por ser una persona motivadora a lo
largo de mi vida profesional, por sus comentarios para la elaboracion de esta tesis.

A las QBP’s Fatima L. Gandarilla Pacheco y Claudia B. Lopez Alvarado, por su
apoyo a este proyecto.

Ala Sra. Norma Gonzéalez Cantu por su apoyo en la revision ortografica de esta tesis y
alaLic. Angélica Ma. Palacios Rodriguez por su apoyo en la impresion de la tesis.

Al Fondo Sectorial SEP-CONACYT por el apoyo economico otorgado para financiar
este proyecto SEP-2004-C0O1-46198 y a los Programas de Apoyo a la Investigacion Cientifica y
Tecnologia (PAICYT) CN1320-06 y CN 1540-07.

Al CONACYT por la beca otorgada durante todo el programa de postgrado cursado.



DEDICATORIA

A DIOS por haberme dado la fortaleza de terminar mis estudios y por darme el
entusiasmo y la sabiduria necesaria para poder concluir y alcanzar esta meta
profesional, la cual es un gran peldafio en el largo camino del saber.

En honor a la memoria de mi abuelita Lucila Wong Guerrero, recuerdo que le dije: “no
tenga miedo yo estaré con usted hasta el final”. Sin duda alguna se que ella estuvo conmigo
espiritualmente alentandome y apoyandome a lo largo de este proyecto.

A mi Padre el Dr. Luis Jesls Galan Wong por alentarme a seguir adelante, porque
siempre estas conmigo, tendiéndome tu calido abrazo. Por ser el mejor modelo profesional a
sequir.

A mi Madre la Sra. Nelly Franco Garza quien ha sido la primera en educarme
laboralmente y espiritualmente. Por ser una especie de poliprofesionista que se especializa en
todo para darse a sus hijos, ahora entiendo y valoro lo que eres, TE AMO.

El dnico amor perfecto en este mundo es aquel de una madre por sus hijos, a ustedes
Diego, Franco, Leonardo y Luis Jesls con todo mi amor, los amo.

A mis hermanos Luis y Nelly con mucho carifio.

A mis sobrinos Lizeth, Luis, Jessica, Carlos y Alejandro, por ser unas personas muy
importantes a lo largo de mi vida personal y que juntos estan conmigo celebrando este gran
momento profesional, a todos mis familiares que me resulta muy dificil poder nombrarlos en tan
poco espacio, sin embargo ustedes saben quiénes son, los quiero.

A Luis Valenzuela por estar junto a mi en momentos importantes personales y
profesionales. Gracias por tu apoyo incondicional para poder concluir mi Tesis.

A todos mis amigos sin excluir ninguno, pero en especial a: Gerardo, Laura, Francia,
Susana, Veronica y Coty por que en alguna etapa de mi vida han estado presentes conmigo
viviendo momentos de tristeza y felicidad, y que mejor que compartir este momento tan
especial para mi con ustedes.

Son muchas las personas especiales a las que me gustaria agradecer su amistad, apoyo,
animo y compafiia en las diferentes etapas de mi vida. Algunas estan conmigo y otras en mis
recuerdos y en el corazon. Sin importar en donde estén o si alguna vez llegan a leer estas
dedicatorias quiero darles las gracias por formar parte de mi, por todo lo que me han brindado y
por todas sus bendiciones.



Vi

Area de trabajo:

El presente trabajo titulado “AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MOLECULAR
DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS DE ZONAS CITRICOLAS DE NUEVO LEON”
se llevo a cabo en el Laboratorio 6 (L6) del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, bajo la Direccién de
la Dra. Isela Quintero Zapata. Y como Asesores Externos la Dra. Claudia Patricia
Larralde Corona del Centro de Biotecnologia Genomica, IPN y el Dr. Alberto Morales
Loredo del Laboratorio Central Regional del Comité para el Fomento y Proteccion

Pecuaria del Estado de Nuevo Leoén.



vii

TABLA DE CONTENIDO

Seccion Pagina
AGRADECIMIENTOS. ...ttt e iv
DEDICATORIA. .. e e v
AREA DE TRABAUJO ...ttt ettt ettt vi
LISTA DE TABLAS. ..t X
LISTADE FIGURAS. ...t Xii
NOMENCLATURA . e e et e eee Xiv
RESUMEN. ...ttt et e e e e e e e e ee s Xvi
N S I 2 Xvii
L. INTRODUCCION. ...ttt ettt 1
DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION..........cooiiiiiiiiiiieeee, 3
3. OBUJETIVOS. ..o 4
4.1. Objetivogeneral..........ccoiuiiiiii 4
4.2. Objetivos eSpecCifiCoS........cuiiiiiii i 4
4. HIPOTESIS. ..o e, 5
ANTECEDENTES. ... ottt 6
5.1. Plagas de importancia Citricola ............coooiiiiiiiiiceee 6
5.2.  Importancia de control biolOgiCO ..........coviiiiiiiiii 9
5.2.1. Bioinsecticidas a partir de hongos entomopatégenos......... 11
5.2.2. Empleo de bioinsecticidas en MéxXiCO...............ccceovienennn. 13
5.2.3.  Formulacion de hongos entomopatdégenos...............c........ 13
5.2.4. Caracteristicas basicas de una formulacién comercial........ 14
5.2.5. Formulaciones liquidas............ccoooiiiiiiiiie 15
5.2.6. Formulaciones solidas. ............cooiiiiiiiiiiiiiiiiii 15
5.3 HONQgos entomopatOgen0S. .. .....ouveuiritiiie it 16
5.3.1. Beauveria bassiana.............cccooviiiiiiiiiii e 19
5.3.2. Isaria fumoSOroS€a ........ccouvuviiiiiiiiiiieiieee e, 20
5.3.3.  Metarhizium anisopliae..............ocoviiiiiiiiii 20
5.3.4. Clasificacion de los hongos entomopatégenos.................. 21
5.3.5. Métodos de aislamiento de hongos entomopat6genos........ 22
5.3.5.1. Aislamiento por dilucién seriada...................... 23
5.3.5.2. Aislamiento directo.............coovviiiiiiiiiiii, 23
5.3.5.3. Aislamiento con insecto trampa...................... 23

N
S

5.35.3.1 Galleria mellonella.......................



5.3.6. Proceso infectivo de los hongos entomopatégenos en los

] 1 1
5.3.6.1. Adherencia de la conidia a la cuticula del
1 7= 2 (o T
5.3.6.2. Germinacion de la conidia..............cocoeeennn.
5.3.6.3. Penetracién al integumento del hospedero......
5.3.6.4. Penetracién a través de cuerpos abiertos........
5.3.6.5. Crecimiento del hongo en el hemaocele...........
5.3.6.6. Produccion de micotoXinas...............ccceeuen...
5.3.6.7. Muerte del inSecto..........coooveiiiiiiiiiiin
5.3.6.8. Dispersion de las conidias...............ccceeneee.
5.4 Distribucion de los hongos entomopatdgenos. ............oveveiiiiinnnn.
5.5 Identificacion de hongos entomopatdgenos. .........ovvvveiiiiieninininnnn.
5.5.1. Identificacion macroscopica...........oovvvviviiiiiiiiieaens
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin.
Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
5.5.2. Identificacion microscopica............ccoviviiiiiiiiiiiiie e,
METODOS. ... .ot
6.1. Reactivos y material bioldgico............coooiiiiiiiiii,
6.2, EQUIPO. . e
6.3. Estrategia experimental............c.ooiiiiiii
6.4. Establecimiento de la cria de Galleria mellonella a nivel laboratorio....
6.5. Obtencién de muestras de suelo de las diferentes zonas citricolas de
0712 (oo T
6.6. Aislamiento y purificacion de los hongos entomopatégenos a través
de Galleriamellonella..........cccooeeiniii e,
6.7. ldentificacién fenotipica de los hongos entomopatégenos.................
6.8. Caracterizacién genética de los hongos entomopatdgenos...............
6.9. Conservacién y mantenimiento de las cepas aisladas.....................
RESULTADOS. ..ottt ae e
7.1. Criade G. mellonella (L.) a nivel laboratorio...............c.ccoevieiiiinnn.n.
7.2. Muestreo a nivel nacional en las zonas citricolas...........................
7.3. Aislamiento y purificacién de hongos............c.cooviiiiiiiiiiiiii
7.4. Caracterizacién microscopica los diferentes hongos purificados ........
7.5. Identificacion de los aislamientos mediante métodos moleculares
basados en DNA. ...
DISCUSION. ..o e

CONCLUSIONES. ... e

viii

25

25

25
25
26
27
27
27
28
28
29
29

30
32
32
32
33
34

35

36
37
38
38
39
39
40
54
62

64
66
70



APENDICE ...................

LITERATURA CITADA L.

RESUMEN BIOGRAFICO



Tabla

A WO N P

10

11

12

13

14

15

16

17

18

LISTA DE TABLAS

Nombre

Insectos y acaros que atacan a los citricos en México.................coeeeee.
Mercado de bio-plaguicidas y plaguicidas sintéticos hasta el 2012............
Principales hongos entomopatdgenos. ..........covoiiiiiiiiiiiiiiiee

Ubicacién geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
estado de NUEVO LEON.........iiii e

Ubicacion geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
estado de Tamaulipas.........ccooieiiiiii i

Localidades de las diferentes areas citricolas muestreadas del estado de

Ubicacion geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
€Stado de SONOKA. ...t

Ubicacién geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
estado de San Luis POtOSI........ccoviiiii i

Ubicacién geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
estado de YUCAtAN..... ..o

Ubicacion geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
estadode CampecChe.........c.oiiii i

Ubicacion geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
estado de Michoacan............coooiii i

Ubicacion geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del
estado de TabasCo. ...

Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados por citricos en
diferentes lugares del estado de Nuevo Leodn............ccoovveieiiiiiiiinnnnn,

Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados por citricos en
diferentes lugares del estado de Tamaulipas............c.ccoeviiiiiiininn.n

Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados por citricos en
diferentes lugares del estado de Sinaloa................cccooviiiiiiiiiiininne.

Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados por citricos en
diferentes lugares del estado de Sonora.............ccoooiiiiiiiin,

Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados por citricos en
diferentes lugares del estado de San Luis Potosi.............cccooceeeiiiiiinin,

Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados por citricos en
diferentes lugares del estado de Campeche...............ccoooiiiiiiiini.

Pagina
7

12
18

42

43

45

46

48

49

51

53

54

56

57

57

58

59

60



19

20

21

22

Resumen de cepas aisladas del género Beauveria spp. encontradas en
los diferentes estados de la Republica Mexicana................cc.cooceeiiennes

Resumen de cepas aisladas del género Isaria spp. encontradas en los
diferentes estados de la Republica Mexicana...............c.cooeveiiiininaninn,

Resumen de cepas aisladas del género Metarhizium spp. encontradas
en los diferentes estados de la Republica Mexicana ...........................

Resumen de cepas aisladas de los tres géneros de hongos
entomopatégenos encontradas en los diferentes estados de la
Republica MeXiCaNa. ... ...

Xi

61

62

62

68



Figura

A WODN

10

11

12

13

14

15

16

17

18

LISTA DE FIGURAS

Nombre
Representacion esquemética de la estrategia general..................
Mapa de la Republica Mexicana..............ccooeoiiiiiiiiiiiiiiinn,
Representacion General de la obtencion de suelo.......................

Representacion general del aislamiento y purificacién de los hongos
entomopatdgenos. ... ..o,

Preparacion de la dieta para el establecimiento de G.
Mellonella. ... ...

Ciclo bioldgico de G. mellonella obtenido en el laboratorio.............

Mapa del estado de Nuevo Leén donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Mapa del estado de Tamaulipas donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Mapa del estado de Sinaloa donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Mapa del estado de Sonora donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Mapa del estado de San Luis Potosi donde se resaltan los
municipios muestreados que conforman la region citricola.............

Mapa del estado de Yucatan donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Mapa del estado de Campeche donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Mapa del estado de Michoacan donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Mapa del estado de Tabasco donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola............................

Larvas de G. mellonella infectadas por: A) Metarhizium, B)
Beauveria y C) Isaria ( = Paecilomyces)..........cccoeviiiiiiiiniiinnns

Microfotografia a 100X de B. bassiana donde se puede apreciar la
presencia de conidiéforos y esporas. .........cococviiiiiiiiiiiiiiii

Microfotografia a 100X de I. fumosorosea donde se puede apreciar
la presencia de conidiéforos con cadenas de
o7 ] o1 o = 1=

Xii

37

39
40

41

43

44

45

47

49

50

52

53

55

63

63



19

20

21

Microfotografia a 100X de M. anisopliae que muestra formas
caracteristicas de sus conidias..........c.oooiiiiiiiii i

Productos de amplificacién de muestras aisladas de campo. Carril
1-3 = Beauveria sp (HIB-1, HIB-2 y HIB-3); carriles 4-9 = |saria sp
(HIB-19, HIB-20, HIB-23, HIB-28, HIB-29 y HIB-30); carriles 10 y 11
= Metarhizium sp (HIB-11 y HIB-12); carril = 12 control negativo y
carril = 13 marcador de peso molecular Ladder 100 pb...................

Productos de digestion enzimética de muestras aisladas de campo.
Carril 1 = GHA, carriles 2 a 8 = HIB-6, HIB-5, HIB-4, HIB-3, HIB-2,
HIB-16, HIB-1 respectivamente. Carril 9 = Control negativo y carril
10 = Marcador de peso molecular Ladder 100 pb.

Xiii

63

64

65



DNA
RAPD’s
AFLP’s
Bt

BCS.

TE Buffer
clu
Camp.
c.cs

cm

cm?

NCBI
Chis.

Cd

Col.

SDS

Ej.
SDS-PAGE
ELISA
Hae Il

ITS1

ITS2
sp
spp
USA
EUA
etc.
PCR-RFLP
°C

g
gml™
Gro.
kg
Km

Lt
MIP

m
m2
Méx.
SEVAG
Mich.
M

pl

pm

mg

Xiv

Nomenclatura

Acido desoxirribonucleico

Amplificacion de DNA polimérfico

Amplificacién en la longitud del DNA polimérfico
Bacillus thurigiensis

Baja California Sur
Buffer tris-EDTA

Cada uno
Campeche
Células conidi6foras

Centimetro

Centimetro al cuadrado

Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
Chiapas

Ciudad

Colima

Dodecil Sulfato de Sodio

Ejido
Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Ensayo de Inmunoadsorcion ligado a enzima
Enzima de restriccion

Espacio transcrito interno (primero)
Espacio transcrito interno (segundo)
Especie

Especies

Estados Unidos de Norteamérica

Estados Unidos de América
Etcétera

Fragmentos polimorficos de restriccion
Grados centigrados

Gramo

Gramos sobre mililitros

Guerrero

Kilogramo

Kilbmetro

Litro

Manejo integrado de plagas

Metro

Metros cuadrados

México

Mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico
Michoacan

Micra

Microlitro

Micrémetro

Miligramo



ml Mililitro

mm Milimetro

min. Minuto

UsD Moneda Nacional de Estados Unidos

Mpio. Municipio

NL. Nuevo Ledn

X NUumero de veces la concentraciéon con respecto a la de
trabajo

Oax. Oaxaca

PDA Papa-Dextrosa-Agar

pb Pares de bases

ppm Partes por millén

% Porcentaje

Q.Roo. Quintana Roo

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

rpm Revoluciones por minuto

SAGARPA Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién

SLP. San Luis Potosi

Sta. Santa

seg Segundos

Sin. Sinaloa

Son. Sonora

Tab. Tabasco

Tamps. Tamaulipas

TEMED Tetrametilendiamina

UBv ultra bajo volumen

USSR Unién de Republicas Socialistas Soviéticas

UANL Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Ver. Veracruz

et al., y colaboradores

Yuc. Yucatan



XVi

RESUMEN

Se colectaron 128 muestras de suelo de diferentes estados de la Republica
Mexicana: Campeche (13), Michoacan (15), Nuevo Leo6n (25), San Luis Potosi
(25), Sinaloa (12), Sonora (15), Tabasco (5), Tamaulipas (13) y Yucatan (5).
Las larvas de Galleria mellonella (L.) fueron utilizadas como cebo para detectar,
atrapar y multiplicar hongos entomopatogénicos in vivo. Con base a las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas se obtuvo un 24% de las
muestras de suelo positivas a la presencia de hongos entomopatdgenos.
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. fue detectado en un 15% (19 aislados),
Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin en 1.5 % (2 aislados) e Isaria
fumosorosea (Wize) en un 11% (14 aislados). La variabilidad genética de los
hongos se analiz6 mediante la amplificaciéon por PCR de las secuencias de los
espaciadores transcriptos internos (ITS-5.8S-ITS2) de los genes ribosomales y
posterior digestion enziméatica con Hae Ill. Como producto de la PCR se
obtuvieron fragmentos de aproximadamente 600 pb para B. bassiana y M.
anisopliae. Para el caso de |. fumosorosea, se amplific6 un fragmento por
arriba de 600 pb. Tanto en cepas de referencia como en aislados se generaron
patrones de restriccion similares. Los géneros de hongos entomopatégenos
fueron encontrados en las diferentes areas citricolas de México; lo que abre el
campo para el control bioldgico de plagas que afectan los citricos en cada

region.
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ABSTRACT

A total of 128 soil samples was collected from different Mexican states:
Campeche (13), Michoacan (15), Nuevo Led6n (25), San Luis Potosi (25),
Sinaloa (12), Sonora (15), Tabasco (5), Tamaulipas (13) and Yucatan (5).
Larvae of the greater wax moth, Galleria mellonella (L.), were used as bait to
detect, trap and multiply entomopathogenic fungi in vivo. Twenty-three percent
of the soil samples processed were positive for the presence of
entomopathogenic fungi according to the macroscopic and microscopic
characteristics: Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. was detected in 15% (19
isolates), Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin in 1.5% (2 isolates),
and Isaria fumosorosea (Wize) in 11% (14 isolates). Genetic variability of
the fungi was analyzed using the sequences of internal transcribed ribosomal
genes (ITS-5.8S-ITS2) and digested with the enzyme Haelll. PCR results
generated fragments of 600 bp for B. bassiana and M. anisopliae, and more
than 600 bp for I. fumosorosea. Both reference strains and field isolates
produced similar restriction patterns. Genera of native entomopathogenic fungi
were found in the diverse citrus areas of Mexico, opening the possibility for

biological control of pests affecting citrus in each region.
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1. INTRODUCCION

El control biologico es una practica agricola en constante crecimiento que busca la
destruccién total o parcial de patégenos e insectos plaga, frecuentemente mediante el uso
de sus enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004). 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, lo que los hace
excelentes agentes de control biolégico actuando como insecticidas de contacto (Charnley
y Collins, 2007).

Los hongos entomopatégenos son considerados como los patégenos mas
promisorios contra insectos como el caso de los &fidos, escamas y moscas blancas, ya
gue pueden infectar a los insectos directamente a través de la penetracion de la cuticula
(Hayek y Leger 1994), asi como sus multiples mecanismos de accién que les confiere una
alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia. Las especies mas
comunes como controladores de insectos son los hongos: Isaria fumosorosea, Verticillium
lecanii, Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, el rango de hospedantes sobre los
gue tienen efecto patogénico es dependiente de la especie y del aislado en cuestién. En
general Metarhizium y Beauveria actian sobre varios érdenes de insectos que agrupan
varias especies de lepidbpteros, colebpteros, ortdpteros, |I. fumosorosea actla sobre
lepidépteros (Spodoptera, y especies de afidos) y mosca blanca (Bemisia); Lecanicillium
lecanii, L. longisporum y L. muscarium sobre especies de afidos y mosca blanca
(Bemisia).

Por otro lado para México, la citricultura representa una actividad de gran
importancia dentro de la fruticultura nacional. La superficie establecida supera las 530 mil
hectareas, que producen un promedio anual de 6°700,000 toneladas de fruta, con un valor
estimado de 8,050 millones de pesos, (Sanchez, et al., 2005). La riqueza citricola de
México se encuentra amenazada por patégenos de importancia que han acabado con
industrias citricolas de otros paises, o han exigido que los gobiernos y productores
inviertan grandes sumas de dinero para su manejo.

Todo esto ha dado lugar a la necesidad de implementar estrategias en el manejo
integrado de plagas en los cultivos de exportacion y de empezar a establecer las bases
para la produccion de productos organicos. Sin embargo, la introduccion de bioldgicos en
la agricultura es incipiente. Los formulados biolégicos nativos de la regién en la que se va
aplicar son més efectivos que los formulados con microorganismos de otras regiones,

porque han sobrevivido y estan adaptados a ese ecosistema.



México es un pais mega-diverso y tiene gran variedad de ecosistemas, el aislar
hongos entomopatdgenos nativos para ser utilizados en el control biolégico, es importante
para conservar el ecosistema, explotar la biodiversidad y tener un manejo de plagas mas
eficiente (Torres et al., 2004).

Considerando la importancia de la citricultura en México, aunado a la diversidad de
ecosistemas en donde se localizan hongos entomopatégenos, se planteé el objetivo de
aislar hongos entomopatégenos nativos de la zona citricola de México, asi como la
caracterizacion genotipica mediante PCR-RFLP utilizando los espaciadores de
trascripcién internos (ITS), para determinar la existencia de variaciones moleculares entre

los mismos.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Por una parte, México es un pais que se encuentra en el quinto lugar mundial en
produccion de citricos (SIAP, 2006) dentro de los estados productores estan: Yucatan,
Campeche, Tabasco, Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosi, Michoacan, Sinaloa, Sonora
y Nuevo Leodn, por otra parte, solo existe una coleccién de hongos entomopatdgenos en el
Centro de Referencia de Control Bioldgico de la SAGARPA. Por lo anterior, es importante
el control biolégico con hongos entomopatégenos aclimatados a cada regién citricola,
para que asi estos organismos nativos se desempefien mejor. Es por esto que
pretendemos aislar microorganismos nativos y caracterizarlos genéticamente, para
establecer una coleccion de hongos entomopatdgenos de regiones citricolas de México,
para en un futuro utilizarse en el control de plagas de importancia citricola, ya que no han
sido muestreadas y existen posibilidades muy altas de obtener aislados que pudieran

tener ventajas que permitan su uso comercial.



3. OBJETIVO GENERAL

Colectar e identificar la variabilidad genética entre las diferentes especies de hongos
entomopatodgenos provenientes de la zona citricola de México.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Implementar la cria de Galleria mellonella a nivel laboratorio.

2.- Recolectar muestras de suelo en zonas citricolas de México (Nuevo Leodn,
Tamaulipas, Sinaloa, Sonora, San Luis Potosi, Yucatan, Campeche, Michoacan y
Tabasco).

3.- Aislar y purificar hongos entomopatégenos (Isaria fumosorosea, Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillium lecani, etc.) de los diferentes

muestras de suelo utilizando como vehiculo a Galleria mellonella.

4.- Caracterizar macroscopicamente y a nivel microscopico las diferentes hongos
purificados.
5.- Identificar mediante métodos moleculares basados en DNA los diferentes

aislamientos obtenidos.



4. HIPOTESIS

En las diferentes zonas citricolas de México (Yucatan, Campeche, Tabasco,
Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosi, Michoacan, Sinaloa, Sonora y Nuevo Lebn) es
posible encontrar diferentes hongos entomopatégenos, los cuales pueden ser aislados y

caracterizados molecularmente para ser aplicados como control biolégico.



5. ANTECEDENTES

5.1 Plagas de importancia citricola

Por la superficie cultivada a escala mundial, las especies de citricos mas comunes
son Citrus aurantifolia (lima), C. aurantium (naranja agria), C. grandis (pomelo), C. limon
(limén), C. medica (citron), C. paradisi (toronja), C. reticulata (mandarina o tangerina) y C.
sinensis (naranja dulce). Entre 1993 y 2003, la produccién mundial de citricos fue de 99
millones de toneladas, mismas que se obtuvieron de un total de siete millones de
hectareas. La naranja ocupé el 51% de la superficie sembrada y aportd el 63% de la
produccién, seguida por las mandarinas y tangerinas con el 22% y el 17%,
respectivamente. Por su parte, las limas y limones ocuparon el 13% de la superficie

sembrada y el 10% del volumen producido (Mufioz, et al., 2004).

Para México, la citricultura representa una actividad de gran importancia dentro de
la fruticultura nacional. La superficie establecida supera las 530 mil hectareas, que
producen un promedio anual de 6’700,000 toneladas de fruta, con un valor estimado de
8,050 millones de pesos, lo que sitla a nuestro pais en el quinto lugar mundial en
produccion de citricos (SIAP, 2006). De la superficie establecida, el 68.5% corresponde a
naranja, 20.5% a limén mexicano, 5.2% a limén persa, y el resto a mandarinas, tangerina

y pomelos (Sanchez, et al., 2005).

La mencionada riqueza citricola de México se encuentra amenazada por insectos
plaga y patdgenos de importancia cuarentenaria que han acabado con industrias citricolas
de otros paises, o han exigido que los gobiernos y productores inviertan grandes sumas

de dinero para su manejo.

Existe una diversidad relativamente grande de artrépodos que dafian a la citricultura
en el Continente Americano; tan solo en México, se han registrado alrededor de 74
especies de insectos y acaros que atacan a los citricos, los cuales se muestran en la
Tabla 1, donde pueden afectar la produccién y calidad de la fruta, en ocasiones la pérdida

de vigor del &rbol o la muerte en infestaciones severas.

Durante cada temporada de produccién en las diferentes regiones citricolas del pais
comunmente existen problemas causados por el acaro Phyllocoptruta oleivora (Ashmead)
(Acari: Eryophidae), conocido como arador o negrilla, y por las infestaciones de la mosca
Mexicana de la fruta Anastrepha ludens Loew (Diptera: Tephritidae), que frecuentemente

limita la comercializacion de los citricos dulces. Conjuntamente con estas plagas, existen
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otras especies de acaros y escamas que también son reconocidas como factores

limitantes de la produccion.

Tabla 1. Insectos y acaros que atacan a los citricos en México.

Especie Nombre comun Partes Entidades afectadas
atacadas

Orthoptera: Acrididae

1.Schistocerca americana (Drury) | Chapulin americano Hojas Tamps.

Orthoptera: Tettigonidae

2.Scudderia mexicana Chiva de los citricos Hojas Tamps.

(Saussure)

Isoptera: Termitidae

3.Reticulitermes flavipes (Kollar) Termita subterranea Raiz, tallo Tamps.

Thysanoptera: Thripidae
4. Frankliniella sp.
5. Scirtothrips citri (Moult.)

Trips de los citricos

Hojas, frutos

Camp., Chis., Mich., NL.,
SLP., Tab., Tamps., Ver.,
Yuc.

Hemiptera: Coreidae

6.Leptoglossus phyllopus Chinche de patas Frutos NL.
(Linnaeus) laminares
Hemiptera: Pentatomidae
7. Nezara viridula (L.) Chinche verde apestosa Frutos Tamps.
Homoptera: Aleyrodidae
8. Aleurocanthus woglumi Mosca prieta de los Hojas Camp., Col., Gro., NL.,
(Ashby) citricos Oax., SLP., Tamps., Ver.
Hojas Col., Mich., N.L.
9. Aleurothrixus floccosus Mosca blanca lanuda Hojas Col., NL., SLP., Tamps.
(Maskell) Hojas NL.
10. Dialeurodes citri (Ashmead) Mosca blanca de los Hojas
11. Dialeurodes citrifolii (Morgan) | citricos Hojas NL.
12. Parabemisia sp. Mosca blanca de los Hojas Col., Mich., NL.
13. Paradialeurodes sp. citricos Sin., Son., BCS
14. Tetraleurodes ursorum Mosca blanca de los
(Cockerell) citricos Hojas Oax.
15. Trialeurodes sp. Mosca blanca anidadora
Mosca de la uva de arena
Mosca blanca
Homoptera: Aphididae
16. Aphis gossypii Glover Pulgén de algodon Frutos Col., Mich., NL., Tamps.,
pequefios, Ver.
17. Aphis nerii B. de F. Pulgén de laurel hojas Col., Mich., NL., Tamps.,
Frutos Ver.
18. Aphis spiraecola Patch Pulgén verde de los pequefios, Col., Mich., NL., Tamps.,
citricos hojas Ver., Yuc.
19. Myzus persicae (Sulzer) Frutos Col., Mich., NL., Tamps.,
Pulgén del durazno pequefios, Ver.
20. Toxoptera aurantii B. de F. hojas Camp., Col., Mich., NL.,
Pulgén negro Frutos Tab., Tamps., Ver., Yuc.
21. Toxoptera citricida Kirkaldy pequefios, Camp., Q. Roo, Tab., Yuc.
Pulgdn café de los citricos | hojas
Frutos
pequefios,
hojas
Frutos
pequefios,

hojas




Tabla 1. Continuacion.

Especie Nombre comin Partes Entidades afectadas
atacadas

Homptera: Cicadellidae

22. Empoasca fabae Harris Chicharritas Frutos Sin., Son.

23. Erythroneura sp.

24. Homalodisca insolita (Walker) | Chicharrita Hojas, ramas Tamps.

25. Homalodisca vitripennis Chicharrita de alas vitreas | Hojas, ramas NL., Tamps.

(Germar)

26. Oncometopia clarior (Walker) | Chicharrita Hojas Tamps.

27. Oncometopia sp.

Ca. nigricans (Walker) Chicharrita Hojas Tamps.

Homoptera: Coccidae

28. Coccus hesperidum L. Escama suave café Ramas, Frutos NL.

29. Coccus viridis (Green) Escama verde Follaje tierno Tamps.

Homoptera: Diaspididae
30. Aonidiella auranti (Maskell)

31. Aonidiella citrina (Coquillet)
32. Chrysomphalus aonidum (L.)
33. Lepidosaphes beckii (Newm.)
34. Lepidosaphes gloverii
(Packard)

35. Parlatoria pergandii
Comstock

36. Pinnaspis aspidistrae
(Signoret)

37. Pinnaspis strachani (Cooley)

38. Selenaspidus articulatus
(Morgan)

39. Unaspis citri (Comostock)

Escama roja de California

Escama amarilla

Escama roja de Florida

Escama purpura

Escama guante

Escama pajiza

Escama nieve menor
Escama nieve menor

Escama bermeja

Escama de nieve

Hojas, frutos

Hojas,
pequefias,
frutos
Hojas,
pequefias,
frutos
Hojas

ramas

ramas

Hojas

Hojas

Hojas, frutos,
corteza

Hojas frutos

Hojas

Tallo, ramas,
hojas, frutos

Camp., Chis., Mich., NL.,
S.L.P., Sin., Tab., Tamps.,
Ver., Yuc.

Tamps.

Camp., Chis., Mich., NL.,
S.L.P,, Sin., Tab., Tamps.,
Ver., Yuc.

NL., Tamps., Tab., Ver.

NL., Tamps., Tab., Ver.
Camp., Chis., Mich., N.L.,
SLP., Sin., Tab., Tamps.,
Ver., Yuc.

Tamps.

Tamps.

Tab., Ver.

Col., NL., Mich., Tab., Ver.,
Yuc.

BCS: Baja California Sur, Camp.: Campeche, Chis.: Chiapas, Col.: Colima, Gro.: Guerrero, Mich.: Michoacan, NL.: Nuevo
Leén, Oax.: Oaxaca, Q. Roo: Quintana Roo, SLP.: San Luis Potosi, Sin.: Sinaloa, Son.: Sonora, Tab.: Tabasco, Tamps.:
Tamaulipas, Ver.: Veracruz, Yuc.: Yucatan

Las siguientes especies han invadido recientemente el estado de Florida, E.U.A., y

constituyen una amenaza potencial para los citricos del pais: Anoplophora chinensis

(Forster) (Coleoptera: Cerambycidae), el escarabajo de antenas largas de los citricos;
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Aulacaspis tubercularis Newstead (Coccoidea: Diaspididae), la escama blanca del mango;
Myllocerus undatus Marshall (Coledptera: Curculionidae), el picudo de cabeza amarilla;
Scirtothrips dorsalis Hood (Thysanoptera: Thripidae), el trips del chile; Papilio demoleus L.
(Lepiddptera: Papilionidae), el gusano de la lima se encuentra en Republica Dominicana y
Puerto Rico, la invasion a Florida se considera inminente (http://mrec.ifas.ufl.edu). La
escama del mango desde hace varios afios se encuentra en el estado de Nayarit, México,
y desde ahi existe el riesgo potencial de dispersion a las zonas citricolas cercanas.
Recientemente los citricos se han visto afectados por Diaphorina citri Kuwayama,
(psilido asiético de los citricos) a nivel mundial. D. citri, es el principal vector de una de las
enfermedades mas destructivas para los citricos, “greening o huanglongbing”, causada
por la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus (Robles Garcia 2007). En el continente
Americano, el psilido asiatico de los citricos fue citado por primera vez en Brasil (Lima,
1942), en Florida hasta 1998 fue detectado (Halbert et al., 1998) y en Texas hasta
septiembre de 2001. En 1998, D. citri fue encontrado en Guadalupe (Etienne et al., 1998)
y en el sur de Florida (Halbert 1998; Halbert et al. 2003). Desde entonces el movimiento
hacia el Caribe ha sido rapido. En 1999, fue encontrado en lIsla Abaco y en Islas
Bahamas, en ambos casos teniendo como hospedero a Citrus spp. y Murraya paniculata
(L)) Jack. En Venezuela fue reportado por primera vez en 1999 en la Peninsula de
Paraguana, estado de Falcon (Cermeli et al., 2000), teniendo como huésped a Citrus
aurantifolia, C. reticulata, C. latifolia y Murraya paniculada. Posteriormente se encontraron
infestaciones en Islas Caiman en Junio de 2000. Para el 2001 D. citri fue interceptado en
Jamaica por primera vez el 18 de enero de 2003. En Republica Dominicana se detectd en
septiembre de 2001 en los siguientes hospederos: Citrus sinensis (L.), C. limon (L.), C.
reticulata, C. limetta, C. sinensis y C. maxima. En Cuba fue detectado en 2001 C. sinensis
y en C. limén. En México el primer reporte de D. citri esta documentado en abril de 2004
cuando se localiz6 al vector en arboles citricos en el municipio de Arroyo Seco,

Querétaro, México.

5.2 Importancia de control bioldgico

El control biolégico es una practica agricola en constante crecimiento que busca la
destruccion total o parcial de patdgenos e insectos plaga, frecuentemente mediante el uso
de sus enemigos naturales (Spardo y Gullino, 2004). Existen numerosos reportes sobre la
utilizacion de microorganismos entomopatdgenos, que por su capacidad de producir
enfermedad y muerte en insectos, son utilizados como agentes de control biol6gico (Asaff
et al., 2002).
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La incorporacion del control biolégico, es un medio de lucha integrada que respeta
el medio ambiente, debido a que no emplea productos quimicos, lo que da mas
seguridad, evitando estos productos toxicos para la salud humana.

El control biol6égico posee muchas ventajas como: (1) Poco o ningun efecto nocivo
colateral; (2) casos raros de resistencia; (3) control de largo plazo; (4) elimina por
completo o sustancialmente el uso de insecticidas; (5) relaciobn beneficio/costo muy
favorable; (6) evita plagas secundarias; (7) no provoca intoxicaciones y (8) se puede usar
como parte del Manejo Integrado de Plagas (MIP).

Los principales logros del control biolégico en América Latina han sido contra la
mosca prieta de los citricos Aleurocanthus woglumi (Ashby en Mesoamérica); el
barrenador de la cafia de azUcar Diatraea saccharalis (F.) en Cuba, Peru, Brasil y el
Caribe; la escama harinosa |. purchasi en casi todos los paises; el pulgén lanigero de la
manzana Eriosoma lanigerum (Hausmann) en Uruguay, Chile y Argentina; la escama
negra Saissetia oleae (Oliver) en Chile y Pera (Altieri et al., 1989; Zapater, 1996). Aunque
el control bioldgico de insectos en México desperto el interés de los especialistas desde el
siglo pasado, fue hasta 1942 cuando se realizaron los trabajos mas decididos con la
introduccion de Aphelinus mali (Haldeman) para el control del pulgdén lanigero del
manzano E. lanigerum en Coahuila. En 1938, se hizo el primer intento para el control
biol6gico de la mosca prieta de los citricos A. woglumi, pero fue entre 1949 y 1950 cuando
el Departamento de Agricultura de E.U.A. y la entonces Direccién de Defensa Agricola de
México, llevaron a cabo un programa para la introduccion de enemigos naturales desde la
India y Pakistan con resultados espectaculares en el control de esta plaga (Jiménez,
1958; Smith et al., 1964; Carrillo-Sanchez, 1985).

Posteriormente, en E.U.A. se establecieron diferentes programas de control con
enemigos haturales previamente introducidos; las plagas consideradas y sus enemigos
naturales fueron: La escama algodonosa de los citricos |. purchasi con R. cardinalis; la
escama purpurea Lepidosaphes beckii (Newm.) con el parasitoide Aphytis lepidosaphes
Compere; la escama roja de Florida Crysomphalus aonidum L. con el parasitoide Aphytis
holoxanthus (DeBach); la escama algodonosa de los pastos Antonina graminis (Mask)
con los parasitoides Anagyrus antoninae (Timb) y Neodusmetia sangwani (Rao); las
moscas de la fruta Anastrepha ludens (Loew) y A. striata (Schiner) con los parasitoides
Diacasmimorpha longicaudatus (Ashmead), Syntomosphyrum indicum Silv. vy
Pachycrepoides vindemmiae (Rondani); y el pulgdbn manchado de la alfalfa Therioaphis
maculata (Buckton) con las especies Praon palitans (Muesebeck), Aphelinus semiflavus
(Howard) y Trioxys utilis Muesebeck (Carrillo-Sanchez, 1985). En centros localizados en

diferentes Estados de la Republica Mexicana, desde el 2006 se cuenta con 60
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laboratorios que producen y distribuyen 35 especies de agentes de control bioldgico, de
los cuales el 20% son depredadores, el 48.5% parasitoides y el 31.5% patégenos
(Arredondo, 2006).

Existen numerosos reportes sobre la utilizacion de microorganismos
entomopatodgenos, que por su capacidad de producir enfermedad y muerte en insectos,
son utilizados como agentes de control biologico (Asaff et al., 2002). 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, lo que los hace excelentes agentes de control biolégico actuando como

insecticidas de contacto (Charnley y Collins, 2007).

5.2.1 Bioinsecticidas a partir de hongos entomopatégenos

En la actualidad se conocen mas de 1500 especies de microorganismos entre
hongos, bacterias y virus que son patdégenos de artrépodos y directamente controladores
de otras poblaciones microbianas. Sin embargo, solo unos pocos se usan rutinariamente
en los programas de control de plagas.

Por la eficiencia en el control de plagas y vectores, pueden producirse
bioinsecticidas a partir de diferentes géneros y especies de hongos entomopatégenos
cuyo ingrediente activo es el propio hongo (Lozano et al., 2000). Algunos productos con
efectividad comprobada lo constituyen los bioinsecticidas Green Guard producido en
Australia a base de Metarhizium anisopliae var. acridum para el control de langostas en
cultivos, Micos Plag® a base de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y P. lilacinus,
producido para el control de diversas plagas en Colombia como trips, afidos, acaros,
broca del café y nematodos.

Otros productos latinoamericanos son Myctrol ES®, Naturalis-L®, Mycotech,
Conidia® (Beauveria bassiana), Tracer® (Saccharopolyspora spinosa), (Orozco et al.,
2000; Ramos et al., 2000; Valle et al., 2003). Otros productos comerciales a base de
hongos son: Aseronija que tiene como ingrediente Aschersonia aleyrodis y se produce en
la U.S.S.R; con Beauveria bassiana se elabora Biotrol FBB (USA), Boverin (U.S.S.R.) y
ABG-6178 (U.S.A.); empleando Hirsutella thompsonii, se elabora Mycar (USA); con
Metarhizium anisopliae, se fabrica Biotrol FMA (USA), Metaquino (Brasil); por ultimo en
Inglaterra, con las marcas de Vertalec y Mycotol, se fabrica el Verticillium lecanii.

Son diversos los géneros de hongos que podrian servir para elaborar productos

comerciales en diversos paises. Con algunos ya existen ofertas, como pueden
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mencionarse: Culicinomyces, Lagenidium, Entomophthora, Aschersonia, Beauveria,
Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea y Lecanicillium (Vergara, 2004).

Los productos bioplaguicidas representaron en el mercado el 2.5% del total de
ventas en el 2005, lo que produjo 672 millones USD. Se espera que en el 2010 estos
alcancen el 4.2% con un promedio de crecimiento en sus ventas de un 9.9% anual (Tabla
2). Los productos que prevalecen son a base de microorganismos o metabolitos de estos
directamente, en contraposicion con los quimicos tienen muchas ventajas, una mayor
seguridad al hombre, vertebrados e invertebrados y mayor especificidad por lo que su
impacto es menor sobre la biodiversidad. Su baja residualidad y en general una menor
probabilidad de desarrollo de resistencia por parte del organismo diana debido a su
complejo modo de accién los hacen muy atractivos. Cerca del 90% de estos
bioplaguicidas estdn representados por Bacillus thuringiensis (Bt) debido a su forma
relativamente facil de obtener, su rapida accién y facilidad de registro ya que el
ingrediente activo esta constituido por un metabolito o metabolitos (toxinas) que son las

de accion controladora.

Tabla 2. Mercado de bio-plaguicidas y plaguicidas sintéticos hasta el 2010

Tipo 2003 2004 2004 2010 Crecimiento
Anual*
Bio-plaguicidas 468 562 672 1,075 9.9
P** sintéticos 27,144 26600 26,076 24,205 -1.5
Total 27,612 27162 26,748 25,280 -1.1
% Total Bio-P** 1.69 2.07 2.51 4.25

Fuente: BBC, Inc y datos histéricos de la EPA
*0% de crecimiento anual (2005-2010)
**Plaguicidas

Los productos a base de hongos van tomando un lugar importante por el desarrollo
de resistencia al Bt en algunos casos, lo que es consecuencia del mecanismo de accién
por ingestion de la toxina (Delta endotoxina) que se activa y se une muy especificamente
a receptores de las células peritréficas del intestino medio del organismo diana. En otros
casos, el establecimiento en plantas transgénicas con toxinas de Bt incorporadas, que se
expresan en diferentes érganos de la planta a niveles muy superiores, que los que se
encuentran en la naturaleza y de forma muy heterogénea, favorecen también la aparicion
de resistencia relativamente rapida. Ademas, hay nichos donde el Bt no puede actuar o

no se cuenta con aislados patogénicos para determinada especie diana como es el caso
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de los locustidos y muchos otros ortdépteros y coledpteros. Otra restriccibn es la
imposibilidad de un control a mediano y largo plazo al no provocar epizootias donde los
hongos entomopatdgenos ejercen un control mucho més efectivo.

Entre los microorganismos de naturaleza fangica de m&s amplio uso contra
especies de invertebrados plaga en la agricultura estan los hifomicetos sobresalen B.
bassiana y B. brongniartii, Lecanicillium lecanii, L. longisporum y L. muscarium
(anteriormente Verticillium lecanii), Pochonia chlamidosporia (V. chlamidosporium), Isaria
spp. con P. lilacinus e I. fumosorosea, Metarhizium anisopliae y Nomuraea rileyi. Para el
control de enfermedades fungicas y nematodos se encuentra Trichoderma spp. donde
sobresalen T. harzianum, T. viride, T. virens y T. pseudokoningii. Todos presentan
estabilidad genética y fenotipica aceptable para el escalamiento en procesos de
produccién, ademas son seguros al hombre y otras especies del ecosistema y su rango
de hospederos no es tan estrecho para hacerlos demasiado especificos en su uso.

Dentro de los productos flngicos exitosos en el mercado se encuentran Mycotrol a
base de B. bassiana desarrollado por Mycotech Corporation para controlar a Leptinotarsa
decemlineata; Vertalec (Lecanicillium longisporum) y Mycotal (L. muscarium), ambos
desarrollados en Reino Unido para afidos y mosca blanca respectivamente; GrenMuscle
desarrollado por CABI, Reino Unido, a base de Metarhizium anisopliae para el control de
langostas; Binab T y Rootshield de Trichoderma desarrollados por Bio-Innovation de
Suecia y Bioworks, Inc. en E.U.A. respectivamente; Soilgard, es un producto efectivo
comercializado por Bioscape Inc. y Gliomix comercializado por la firma finesa Kemira Agro

Oy, ambos a partir de Gliocladium.

5.2.2 Empleo de bioinsecticidas en México

Los hongos entomopatégenos en México se utilizan en la produccion de
bioinsecticidas a base de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii,
Isaria fumosorosea, se realizan en los estados de Colima, Guanajuato, Oaxaca y Sinaloa,
para el control de plagas en cultivos de hortalizas, gramineas y leguminosas.

Algunos de los productos a partir de hongos y comercializados en México son
BotaniGard, Bea-sin, Mycotrol, Bio-fung a base de B. bassian; para el caso de
Metarhizium anisopliae con Bio-Blasst, Meta-sin y Fitosan-M, y a base de |. fumosorosea
Pea-sin y PFR-97 (Tamez et al., 2001).

5.2.3 Formulacion de hongos entomopatégenos
Los hongos que presentan un rango estrecho de hospederos son muy virulentos y

generalmente los mas dificiles de cultivar, aln mas las especies que presentan fases
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parasiticas y saprofiticas en su ciclo de vida. De forma natural, los hongos satisfacen
ciertos requerimientos nutricionales por la digestion enzimética de sus hospedadores.
Estos requerimientos pueden ser suplementados en cantidades adecuadas al medio de
cultivo para lograr un maximo crecimiento y esporulacion, aun cuando debe tenerse en
cuenta que estos requerimientos pueden ser diferentes para la obtencion de biomasa
miceliar, por lo tanto, las técnicas y procesos de produccion mas adecuados pueden ser
variables para diferentes especies de hongos (Kononova, 1981).

5.2.4 Caracteristicas béasicas de una formulaciéon comercial

Existen cuestiones que se deben tomar en cuenta, el mecanismo de accion
mediante el cual actia el microorganismo, asi como si el efecto se encuentra
estrechamente vinculado a condiciones ambientales, especificamente a condiciones de
humedad, temperatura, radiacién solar, entre otros factores ambientales (Samsinakova y
Kalova, 1981). En la seleccion del método de produccién de hongos entomopatdgenos es
importante considerar no solo la factibilidad tecnoldgica y econémica, sino el mecanismo
de accién ya que en el producto final deben estar presentes las estructuras infectivas y los
metabolitos activos de forma estable y con su mayor potencial biolégico (Bansal et al.,
1988). Otros aspectos a tener en cuenta son la seleccién de la cepa; un medio de cultivo
optimo con un balance nutricional y econémico que favorezca el desarrollo del hongo con
mayor potencial patogénico; la posibilidad de tecnologia econémica para escalar el
proceso a nivel de produccion; la formulacién que permita periodos de almacenamiento
prolongados; la facilidad de aplicacion y estabilidad en condiciones de campo y la
estabilidad en el medio ambiente, pueden ser, incluso mas importantes que la
patogenicidad de la cepa en condiciones de laboratorio (Taborsky, 1992; Batista et al.
1998).

Las formulaciones fangicas, aun aquellas en las que se logran bajos porcentajes
de humedad necesitan ser conservadas en frio. Temperaturas superiores a 10°C no
garantizan la estabilidad de estos productos por mas de tres meses, lo cual es sin duda
uno de los mayores inconvenientes para su produccion a escala industrial (Chet, 1987). El
objetivo de una formulacion es preparar una combinacion de ingredientes de tal forma que
el principio activo se mantenga estable, efectivo y de facil de aplicacion. Una de las
principales desventajas de los productos microbiolégicos para el control de plagas es el
efecto negativo de las condiciones ambientales, lo cual afecta la estabilidad y eficacia.
Esta desventaja puede ser resuelta en gran medida con la preparacion de formulaciones,

una vez obtenido el ingrediente activo se mezcla con los diferentes componentes. El
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desarrollo de una formulacidon a partir de microorganismos resulta similar a la de un
insecticida quimico (Devotto y Gerding, 2000).

Las formulaciones basicas se agrupan en liquidas como suspensiones acuosas 0
emulsificantes y sélidas como polvos para espolvoreo, polvos humedecibles, cebos y
granulados (Burgues y Hussey, 1971). En toda formulacion se distinguen tres tipos de
componentes: (1) principio activo (microorganismo y sus toxinas); (2) soporte o vehiculo,
gue puede ser soélido o liquido y es un material inerte y (3) coadyuvante, es inerte pero
tiene funcion protectora, dispersante y adherente, entre otras. Para mejorar la formulacion
es importante obtener la estabilidad fisica y biolégica durante el almacenamiento, evitar la
evaporacion, incrementar la cobertura y adherencia en el follaje, mejorar la dispersion y la
suspensibilidad, aumentar la resistencia a las condiciones ambientales (lluvia,

temperatura, radiacién, etc.) y facilitar la aplicacion (Hernandez, 1996).

5.2.5 Formulaciones liquidas

Una de las alternativas de las formulaciones liquidas es el desarrollo de
emulsiones, que surgen de la mezcla de aceite, conidias y material inerte, agua y un
emulsificador. La formulacién permite la dispersion estable y homogénea de particulas
menores a 10 micras en el agua. En formulaciones de B. bassiana se han empleado
diferentes tipos de suspensiones con aceite mineral. Las formulaciones oleosas se
emplean frecuentemente para aplicaciones en UBV (ultra bajo volumen), ya que evitan la
evaporacion, favorecen una mejor adhesién y dispersion de las conidias. El ingrediente
activo (conidias) se mezcla con productos comestibles o materiales inertes y se prepara
como pequefias esferas o bloques que resultan atractivos para el insecto plaga. En caso
de que no sea necesario ingerirlos para su accion, las formulaciones protegen a las
conidias de condiciones adversas. El salvado de trigo se ha usado con conidias de B.
bassiana, obteniendo un incremento significativo en la mortalidad de insectos (Hernandez,
1996; Morales, 1993).

5.2.6 Formulaciones sélidas

La caracteristica de los ingredientes para este tipo de formulaciones como tal, es
utilizar un soporte sélido para diluir el principio activo. Se pueden emplear sales solubles
en agua como cloruros, carbonatos, sulfatos, fosfatos, ademas se usan tierras inertes
como talco, arcillas, caolin, bentonita, silicato, zeolita, etc. También se utilizan soportes
liquidos, solubles o emulsionables como el xileno, derivados del petroleo, ciclohexano,
alcoholes, aceites minerales, etc. También se utilizan tensoactivos que son sustancias

gue disminuyen la tensién superficial de los liquidos, favoreciendo la formacion de
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emulsiones y humedad; mientras que para el esparcimiento del principio activo, pueden
ser compuestos cationicos, aniénicos y no iénicos como el Tween® o los detergentes.
Otros adyuvantes protegen las conidias de las condiciones ambientales, como polimeros
(aumentan tamafio de gota y evitan evaporacion), enzimas (aumentan actividad del
patdgeno), protectores de radiacion, agentes de fluidez (silicatos de aluminio y sodio),
adherentes (gelatina, gomas, dextrinas, polimeros, aceites), dispersantes (gomas,
albuminas, almidon, alcoholes), estabilizantes (aminas, glicoles, fenoles) y protectores
como melazay Tritdbn X® (Burges y Hussey, 1971).

Las formulaciones sélidas y oleosas al mantener humedades relativas inferiores al
10% permiten mejorar la viabilidad del hongo al retardar los procesos de germinacion y
disminuir el impacto de los cambios en la temperatura, aunque en general los
entomopatégenos se almacenan a temperatura de refrigeracion y los mejores resultados
se obtienen entre 4-10°C. Las formas liofilizadas aunque estables al almacenamiento,
tienen la dificultad de formar agregados en la aplicacién, por lo cual se requiere de un
disolvente, ademas las conidias no disponen de materiales nutritivos que faciliten su

germinacion en el campo (Galan et al., 1992; Cenicafé, 1996).

5.3 Hongos entomopatégenos

El control biolégico es una disciplina muy amplia basada en el principio natural en
que muchas especies de organismos se alimentan, viven y se reproducen sobre otras,
cuyas poblaciones son reguladas por las primeras en los diferentes ecosistemas
(Madrigal, 2001). Existe un grupo de organismos fungosos que son patdgenos obligados o
facultativos de los insectos, conocidos como hongos entomopatégenos. Su crecimiento y
desarrollo esta limitado principalmente por las condiciones ambientales externas, en
particular por la humedad, la radiacion solar y la temperatura, que determinan la
adecuada esporulacion y germinacion de las conidias (Tanada y Kaya, 1993). Los hongos
son microorganismos eucariontes, sin clorofila y pueden ser unicelulares o pluricelulares;
son filamentosos y sus paredes contienen quitina y/o celulosa; su reproduccién es sexual
0 asexual (con o sin conidias); las conidias se originan a partir de los conidiéforos y se
diseminan por el viento, el agua y otros agentes (Kuno et al., 1982). Son considerados
como los patébgenos mas promisorios contra insectos, ya que pueden infectarlos
directamente por contacto de esporas sobre la cuticula, ademas poseen multiples
mecanismos de accion que les confieren una alta capacidad para evitar que el hospedero

desarrolle resistencia (Hayek y Leger, 1994).
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Se conocen mas de 100 géneros y 700 especies, entre los mas importantes
destacan Beauveria, Metarhizium, Entomophthora, Aschersonia, Fusarium, Hirsutella,
Isaria (=Paecilomyces) y Lecanicillium, siendo estos los de mayor importancia en el
control biolégico por la susceptibilidad en los insectos plaga y por su facilidad de
multiplicacion (Monzén, 2001). En la Tabla 3 se describen los principales hongos
entomopatégenos.

Dentro de la clase Deuteromyces existe un grupo morfolégico de hongos
conocidos como Hyphomycetes. Estos son hongos filamentosos que se reproducen por
conidios y generalmente se forman aerObicamente en conidi6foros derivados del
substrato. Muchos de los géneros de hongos entomopatdégenos se ubican dentro de dicha
clase y poseen uno de los mas amplios rangos de hospederos, incluyendo numerosas
especies de mosquitos. La ruta mas comun de invasién del huésped es por medio del
tegumento externo, también es factible la infeccién a través del tracto digestivo (Goettel y
Inglis, 1997). El conidio se adhiere a la cuticula, germina y penetra a través de ella. Una
vez en el hemocele, el micelio crece dentro del huésped, formando hifas y blastoesporas.
La muerte del insecto se debe en ocasiones a la combinacion de toxinas del hongo, la
obstruccién fisica de la circulacién sanguinea, el agotamiento de nutrientes o la invasion a
6rganos. Una vez que el huésped ha muerto, las hifas usualmente emergen del cadaver y
al presentarse condiciones abidticas adecuadas, el conidio se produce al exterior del
huésped y es esparcido por el aire o el agua (Goettel y Inglis 1997).

Los hongos entomopatdgenos infectan individuos en todos los érdenes de insectos
en su mayoria al orden Hemiptera, Diptera, Coledptera, Lepidoptera, Hymenoptera y
Orthoptera (Ferron, 1978). Los estados inmaduros (ninfas y larvas) a menudo son mas
infectados por hongos que los adultos, mientras que los estados de huevo y pupa no son
frecuentemente infectados. La mayoria de estos hongos son patdgenos obligados o
facultativos y causan en el insecto enfermedades denominadas micosis (Tanada y Kaya,
1993).

Los hongos entomopatdégenos se encuentran clasificados taxonémicamente en el
phylum Ascomycota, subphylum Pezizomycotina de la clase Sordariomycetes, subclase
Hipocreomycetidae (Rehner y Buckley, 2005). Pertenecen al orden Hypocreales de la
familia Clavicipitaceae (Hawksworth et al., 1983) donde ejercen un papel muy importante
en la reduccion natural de poblaciones de insectos y &caros fitdfagos en la agricultura,
silvicultura y otros agroecosistemas (Humber, 1989). La familia Clavipitaceae presenta un
elevado grado de adaptabilidad expresado por sus caracteristicas patologicas, biologicas,
genéticas y ecoldgicas, manifestando su gran variabilidad de formas y estructuras entre

los diferentes géneros y especies existentes (Humber, 1997).



Tabla 3. Principales hongos entomopatégenos (Tanada y Kaya, 1993)

Subdivisiéon Clase Orden Género

Chytridiomycetes Chytridiales Coelomycidium
Mastigomycotina | Chytridiomycetes Blastocladiales Myiophagus
Oomycetes Lagenidiales Coelomomyces Lagenidium

Leptolegnia
Oomycetes Saprolegniales Couchia

Zygomycetes Mucorales Sporodiniella
Entomophthorales | Conidiobolus
Zygomycotina Entomophaga
Entomophthora
Erynia
Massospora
Meristacrum
Neozygites

Hemiascomycetes Endomycetales Blastodendrion
Metschnikowia
Mycoderma
Ascomycotina Saccharomyces
Plectomycetes
Ascosphaerales Ascosphaera
Pyrenomycetes
Sphaeriales Cordyceps
Torrubiella

Laboulbeniomycetes | Laboulbeniales Hesperomyces
Trenomyces

Loculoascomycetes | Myriangiales Myriangium

Loculoascomycetes | Pleosporales Podonectria
Deuteromycotina
Hyphomycetes Akanthomyces
Aschersonia
Aspergillus
Beauveria
Culicinomyces
Engyodontium
Fusarium

Gibellula

Hirsutella
Hymenostilbe
Metarhizium
Nomuraea

Isaria

Paraisaria
Pleurodesmospora
Polycephalomuces
Pseudogibellula
Sorosporella
Sporothrix

Stilbella
Tetranacrium
Tilachlidium
Tolypocladium
Verticillium
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Tabla 3. Continuacion. (Tanada y Kaya, 1993)

Subdivision Clase Orden Género

Mycelia sterilia Aegerita

Basidiomycotina Phragmobasidiomycetes | Septobasidiales Filobasidiella
Septobasidium
Uredinella

5.3.1 Beauveria bassiana

Beauveria es uno de los géneros de hongos entomégenos que se aisla con mas
frecuencia y que presenta una distribucién cosmopolita. Aunque el género cuenta con un
amplio rango de hospederos (Roberts, 1974), los acontecimientos naturales de Beauveria
en mosquitos han sido reportados tan solo en cuatro ocasiones, tres de ellas con
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, dos casos fueron mencionados por Clark y
colaboradores en 1968 (Clark et al., 1968) infectando a Culex tarsalis, C. pipiens y
Anopheles albimanus, y uno por Pinnock y colaboradores en 1973 (Pinnock et al., 1973),
infectando Ochlerotatus sierrensis

Los conidios de B. bassiana son eficaces para matar las larvas de mosquitos
cuando se aplica en formulaciones de polvo de conidios sobre la superficie del agua de
los criaderos (Clark et al., 1968). Los conidios son hidrofébicos, por lo que flotan en la
superficie del agua, entrando en contacto con los mosquitos y las larvas que se alimentan
debajo de la superficie, principalmente en el extremo del sifén, aunque Miranpuri y
Khachatourians en el 1991 encontraron la cabeza como un sitio de infecciéon de igual
importancia (Miranpuri y Khachatourians, 1991).

En pruebas de laboratorio demostraron que un hongo virulento fue eficaz contra
larvas de Culex pipiens, C. tarsalis, C. tritaeniorhynchus y Anopheles albimanus, pero no
contra el Aedes aegypti, Ochlerotatus sierrensis (Clark et al, 1968; Sandhu et al., 1993;
Geetha y Balaraman 1999), y C. quinquefasciatus (Alves et al., 2002). Las especies
sensibles eran propensas a la infeccion tiempo después de la muda, si la infeccion se
produjo poco antes de la muda, el micelio se perdié6 en la muda. En tres pruebas de
campo a pequefia escala con conidias de B. bassiana, las reducciones de 82, 95 y 69%
se encuentran en larvas y pupas de Culex pipiens, después de dos semanas (Clark et al.,
1968).

Un extracto de diclorometano del micelio que contiene beauvericina y dos
analogos (beauvericina A 'y B), mostré actividad cuando se ensay6 contra larvas de Aedes

aegypti a 100 ppm (Gupta et al., 1995). Las propiedades de larvicida de la beauvericina ya
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habia sido reportado por Grove y Pople en el afio 1980 (Grove y Pople, 1980), quienes
encontraron 86% de mortalidad de larvas de A. aegypti, después de 48 horas a 20 g/ml,
pero solo el 39% a 10 g/ml. La infeccién no parece ser dependiente de la temperatura
(Schaerffenberg, 1964; Ferron, 1981). Sin embargo, para conidios las altas temperaturas
pueden ser perjudiciales, especialmente en combinacion con condiciones de alta
humedad. Las conidios y blastoconidios son las etapas del hongo més efectivas contra las
larvas, siendo la dltima etapa mas patégena (Miranpuri y Khachatourians, 1991). La
humedad es considerada como uno de los factores criticos que afectan los resultados de
laboratorio y pruebas de campo con B. bassiana (Clark et al., 1968).

5.3.2 Isaria fumosorosea

I. fumosorosea (= P. fumosoroseus) se ha observado en diferentes tipos de suelo
a muy bajas densidades (Bolckmans et al., 1995). Este hongo entomopatégeno ha sido
citado como posible agente de control biol6gico para insectos de 25 familias distintas,
incluyendo 41 especies (Smith, 1993). Su ciclo de vida consiste en las siguientes etapas:
adhesion de las conidias o blastosporas al huésped, germinacién, penetracion,
crecimiento vegetativo y conidiogénesis. En mosca blanca el hongo crece y se desarrolla
rapidamente sobre todos los estadios, completando su ciclo de vida a las 120 horas, bajo
condiciones de campo, (Osborne y Landa, 1993). En medio de cultivo sintético, las
colonias de |. fumosorosea crecen de manera moderada cuando son incubados a 24°C

(25—-30 mm de diametro a los 7 dias y 50-65 mm a las 2 semanas).

5.3.3 Metarhizium anisopliae

Metharhizium, como Beauveria, son de los hongos entomopatégenos mas
comunes, con una distribucion mundial. Muchos estudios han demostrado el potencial de
Metarhizum anisopliae como agente de control de mosquitos (Roberts, 1970).

Metharhizium es un hongo que es transmitido por la tierra e infecta principalmente
insectos que viven en el suelo. La taxonomia de Metarhizium no es sencilla. La
clasificacion actual del taxdn se basa principalmente en la morfologia de los conidios y las
células conidibgenas. Algunos autores combinan estas caracteristicas con pruebas
bioquimicas y moleculares (Riba et al., 1986), y/o patogenicidad en el hospedero,
actividad en el frio y color de la esporulacion (Yip et al., 1992; Rath et al., 1995).

M. anisopliae se compone de cuatro variedades (Driver et al., 2000), dos de los
cuales se consideran importantes, que son M. anisopliae var. acridum (previamente
designados como M. flavoviride) y M. anisopliae var. anisopliae (Metschnikoff) Sorokin,

siendo esta Ultima la mas conocida de las dos especies. M. anisopliae cuenta con un
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amplio rango hospedero, incluyendo aracnidos y cinco 6rdenes de insectos (Boucias y
Pendland, 1998), que comprenden més de 200 especie. En insectos terrestres, el ciclo de
vida comienza cuando un conidio se une a la cuticula del huésped, forman un apresorio,
para penetrar a través de la cuticula. Después de entrar al hemocele, se forman hifas que
producen y liberan toxinas, causando la muerte al hospedero en 4 a 16 dias (dependiendo
principalmente de la especie huésped) después de la infeccion (Ferron, 1981;
Khachatourians, 1991; Boucias y Pendland, 1998).

Daoust y Roberts (1983), encontraron que en mas de la mitad de las 52 cepas de
M. anisopliae tomados de nueve paises causaron mas del 50% de mortalidad en larvas de
Culex pipiens tratados con 1 mg de conidias por cada 16 cm? En el mismo estudio se
demostré que la virulencia de las cepas en mosquitos podria aumentar a 1,6 a 2,5 veces
por el paso a través de las larvas de mosquitos (Daoust y Roberts, 1983). En pruebas a
pequefia escala al aire libre en pequefios estanques artificiales, con 300 mg 6 600 mg de
conidios/m existi6 una disminucién de C. pipiens de un 91% y 94% y Ochlerotatus
sollicitans de un 85% y 98% en los tres dias (Roberts, 1974). Ademas de las larvas, los
mosquitos adultos resultaron ser susceptibles al hongo.

A partir de un estudio de evaluacion de riesgo, se ha concluido que el hongo no
representa un riesgo evidente para los seres humanos o el medio ambiente (Strasser et
al., 2000). Sin embargo, se ha informado de que el hongo puede causar queratitis humana
(De Garcia et al., 1997). Otros trabajos han demostrado que el hongo puede causar una
mortalidad significativa de embriones camarones, ranas y peces expuestos a las conidias
(Genthner et al.1994, 1998).

5.3.4 Clasificacién de los hongos entomopatdégenos

De acuerdo a la clasificacién realizada por Ainsworth (1973), los hongos son
separados en dos divisiones: Myxomycota, aquellos que forman plasmodios, y Eumycota,
aquellos que no forman plasmodios y son frecuentemente micelianos. Los hongos
entomopatégenos se encuentran en la division Eumycota dentro de cinco subdivisiones:
Mastigomycotina (forman zoosporas, oosporas Yy presentan estado perfecto),
Zygomycotina (no presentan zoosporas, presentan estado perfecto y forman zygosporas),
Ascomycotina (presentan estado perfecto y forman ascosporas), Basidiomycotina
(presentan estado perfecto y forman basiodiosporas) y Deuteromycotina (no presentan
estado perfecto, ni zoosporas y forman conidias) esta division se presenta en la Tabla 3.
Las clases de mayor importancia desde el punto de vista del control de plagas agricolas

son Zygomycetes e Hyphomycetes (Ainsworth, 1973; Tanada y Kaya, 1993).
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Dentro de la clase Deuteromyces existe un grupo morfolégico de hongos
conocidos como Hyphomycetes. Estos son hongos filamentosos que se reproducen por
conidio generalmente formado aerdbicamente en conidiéforos derivados del substrato.
Muchos de los géneros de hongos entomopatdégenos aparecen dentro de dicha clase.
Estos poseen uno de los mas amplios rangos hospederos dentro de los
entomopatodgenos, incluyendo numerosas especies de mosquitos. La ruta mas comudn de
invasion del huésped se da por medio del tequmento externo, asimismo la infeccién a
través del tracto digestivo también es factible (Goettel y Inglish 1997). El conidio se
adhiere a la cuticula, germina y penetra a la cuticula. Una vez en el hemocele, el micelio
crece dentro del huésped, formando hifas llamadas blastoesporas. La muerte del insecto
se debe en ocasiones a la combinacion de las toxinas del hongo, la obstruccion fisica de
la circulacién sanguinea, el agotamiento de nutrientes o la invasiéon a érganos. Una vez
que el huésped ha muerto hifas usualmente emergen del cadaver y al presentarse
condiciones abiéticas adecuadas, el conidio se produce al exterior del huésped. El conidio
es esparcido por el aire o el agua (Goettel y Inglish 1997).

Muchos hongos entomopatégenos se encuentran en la subdivisidbn Zygomycotina,
clase Zygomycetes, orden Entomophthorales; en Ascomycotina, clase Pyrenomycetes,
orden Sphaeriales; clase Laboulbeniomycetes, orden Laboulbeniales y en

Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Moniliales.

5.3.5 Métodos de aislamiento de hongos entomopatégenos

Dentro de los hongos entomopatégenos mas frecuentes y estudiados a nivel
mundial se encuentran Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, debido a su alta
eficiencia y facilidad para multiplicarse, (Allendes, 2007), por lo tanto tienen ventajas como
como agentes de control. Para aislar hongos entomopatégenos se requiere una fuente de
indculo, tal como insectos, plantas, suelo, entre otros, ademas de medios artificiales como
agar papa dextrosa (PDA). Dentro del aislamiento de los hongos se considera importante
la obtencién de cultivos puros o monospoéricos, ya que es la primera etapa para un
proceso de produccién, que pueda garantizar el éxito del mismo, por lo que se debe tener
la seguridad con el hongo aislado que corresponda al hongo entomopatégeno de interés,
gue deberd estar libre de contaminantes y tener un buen vigor para su crecimiento. Dentro
de las diferentes técnicas para aislar hongos entomopatdgenos estan: dilucion seriada,
aislamiento directo (Monzon, 2001) o utilizando insectos como cebo o trampa.

Es importante destacar que los estudios de muestreo no deben realizarse en

zonas donde se hayan aplicado o se apliquen microorganismos de las especies que
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estamos tratando de aislar y siempre debe obtenerse un aislado monospérico para lograr

mayor homogeneidad genética.

5.3.5.1 Aislamiento por dilucién seriada

Este método consiste en colocar un insecto micosado en un recipiente que
contiene 10 ml de Tween 80 al 0.01% en agua destilada estéril. La suspension resultante
se agita por 1 minuto para desprender las conidias del cuerpo del insecto. Lo que resulta
es una suspension concentrada o solucién madre del in6culo més otras particulas. A partir
de la solucién madre se preparan diluciones en serie. La primera dilucién (10™) se obtiene
con 10 ml de la solucion madre en un tubo que contiene 9 ml de Tween 80 al 0.01% en
agua destilada estéril, esta operacion se repite varias veces hasta obtener una serie de
diluciones (10™ hasta 10°®). Para realizar la siembra y obtener los cultivos del hongo, se

utilizan las dltimas diluciones (10, 10°, 10°®).

5.3.5.2 Aislamiento directo

Consiste en la obtencion directa del hongo a partir del cuerpo del insecto,
pasandolo luego a un medio nutritivo. Una de las desventajas de esta técnica es que
pueden acarrear problemas de contaminacion en el aislamiento debido a que las
muestras que provienen de suelo pueden contener diversidad de microorganismos. Por lo
cual se recomienda hacer una desinfeccion externa del insecto con hipoclorito de sodio,
enjuagandose con agua destilada estéril. Este tipo de aislamiento puede ser de dos
formas: el primero puede ser raspando con un asa bacteriolégica las particulas del hongo
a partir de un insecto desinfectado, y pasandola luego mediante la técnica de estriado a
un medio de cultivo; y la segunda, con una pinza seca y estéril, tomar el insecto
esporulado previamente desinfectado y agitarlo con movimientos verticales y horizontales

sobre la superficie del medio de cultivo.

5.3.5.3 Aislamiento con insectos trampa

Consiste en insectos trampa para aislar el microorganismo deseado y evitar que
en el proceso se presenten problemas de contaminacion por otros organismos. Esta
técnica se ha utilizado para hongos y neméatodos entomopatdgenos. Bedding y Akhurst en
el afio de 1975, desarrollaron el método para recuperar neméatodos parésitos de insectos

en muestras de suelo, atrapados con las larvas de la polilla mayor de la cera Galleria
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mellonella (L) (Lepidoptera: Pyralidae) principalmente de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis (Bedding y Akhurst, 1975)

Lezama y colaboradores (2001) aislaron M. ansiopliae, B bassiana y P
fumosoroseus, y nematodos pertenecientes a los géneros Steinermena y Heterorhabditis
a partir de muestras de suelo cultivadas con maiz y sorgo provenientes de los estados de
Michoacan, Colima y Jalisco (Lezama et al., 2001).

En otra investigacion, Molina y colaboradores del 2003, recuperaron M. anisopliae
en localidades de Colima, Jalisco, Nayarit y Michoacan, y B. bassiana en Veracruz y
Michoacan, ademas de neméatodos de Steinernema sp y Heterorhabditis (Molina et al.,
2003).

5.3.5.3.1. Galleria mellonella

Polilla mayor de la cera es comunmente conocida G. mellonella, es una clase de
insecto lepidoptero de aproximadamente 14 mm a 35 mm de ancho alar y una longitud
total entre los 8 y 17 mm (Maceda y Gonzalez, 2008). Tiene una coloracién marrén, gris o
purpura y su cabeza es gris o marron claro. Su larva (oruga) roe y se alimenta de los
panales de cera. El tamafio de la larva oscila entre 1 mm en su nacimiento, hasta 25-30
mm en su ultimo estado larval (Pérez, 2011). Su ciclo biolégico es de aproximadamente
50 a 60 dias y consta de cuatro fases; 1) Huevo: dependen de la temperatura, eclosionan
de 5 a 8 dias a temperatura de 24 a 27°C, mientras que a una temperatura de 10 a 16°C
lo hacen a los 35 dias, por debajo de los 9°C no hay postura. 2) Larva: pasa de 1 a 23
milimetros en 28 dias a una temperatura de 29 a 35°C. 3) Pupa: dura 9 semanas en un
rango de temperatura de 29 a 35°C. 4) Imago (adulto): sobrevive de 1 a 3 semanas, a
temperatura de 29 a 35°C, deposita entre 300 y 1000 huevos. G. mellonella es uno de los
insectos mas utilizados en fisiologia, inmunologia, bioquimica, a pesar de ser considerada
una plaga para la apicultura, sorpresivamente este modelo no ha sido secuenciado. Las
ventajas de Galleria son su rapido ciclo de vida, facil lectura en dieta artificial y su
comercializacion en paises como: Espafia, Alemania, Estados Unidos, México, Chile y
Peru (P4ez y Hyrsl, 2010).

Un ejemplo de su uso, es como alimento vivo tanto para aves, reptiles y batracios
asi como en artrépodos depredadores, ésto es en su estado larval. Finalmente, el cultivo
de esta especie no representa ningln problema, a pesar de la especificidad alimenticia de
sus larvas: la cera de las colmenas de la Apis mellifera. Se conocen varios medios de
cultivo aptos para este insecto, una vez realizado el mismo, es suficiente con introducir

una cepa de orugas en avanzado estado de desarrollo o imagos.
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5.3.6 Proceso infectivo de los hongos entomopatdgenos en los insectos

El proceso infectivo de un hongo entomopatégeno ocurre bajo condiciones de
humedad y temperatura favorables al patégeno, pero si éstas no se dan, el hongo
producird estructuras no infectivas llamadas conidias de reposo o de resistencia, con
paredes gruesas y abundantes sustancias de reserva, con las que sobrevivira frente a
condiciones adversas impuestas por el medio. Cuando las condiciones climaticas son
adecuadas, las conidias germinan y producen conidias infectivas, dando inicio
nuevamente al ciclo biolégico del hongo. Las limitaciones de los avances cientificos y
estudios aplicados estan relacionados con las dificultades de crecimiento en medios de

cultivo artificial y con las diferencias de cada género o especie.

5.3.6.1 Adherencia de la conidia a la cuticula del insecto

El primer contacto que hacen las conidias con la superficie del hospedero es la
cuticula. Las caracteristicas fisicas y quimicas de la superficie de la cuticula del insecto y
la conidia son las responsables de esta union. Algunas glicoproteinas pueden servir como

un receptor especifico para las conidias (Tanada y Kaya, 1993).

5.3.6.2 Germinacion de la conidia

Es el proceso mediante el cual una conidia emite uno o varios pequefios tubos
germinales, que por crecimiento y alargamiento originan las hifas (Volcy y Pardo, 1994).
La germinaciéon de las conidias en gran parte depende de la humedad ambiental y
temperatura y en menor grado de las condiciones de luz o de su balance nutricional
(Tanada y Kaya, 1993). El nivel de agua es determinante en el crecimiento del hongo, por
lo cual pequefias diferencias en los niveles de humedad relativa pueden ser un factor
determinante en el éxito del hongo en el control de insectos plaga después de la
aplicacion de conidias (Guilliespie, 1988). El resultado de la germinacién y la penetracion
no necesariamente dependen del porcentaje total de germinacion, sino de la agresividad

del hongo, tipo de conidia y susceptibilidad del hospedero (Samson et al., 1988).

5.3.6.3 Penetracion al integumento del hospedero

La penetracién de conidias germinadas a la cuticula del insecto, ocurre como
resultado de la degradacion enzimatica de la cuticula y la presion mecanica del tubo
germinal (Gilliespie, 1988). El modo de penetracion depende principalmente de las
propiedades de la cuticula, grosor, esclerotizacion y presencia de sustancias antifingicas

y nutricionales. La fuerza mecanica es notable en el extremo de una hifa invasiva, donde



26
la capa cuticular es deformada por presion (Tanada y Kaya, 1993). Se produce un tubo
germinativo y un apresorio, con éste se fija en la cuticula y con el tubo germinativo o
haustorio (hifa de penetracién) se da la penetracion al interior del cuerpo del insecto
mediante presidbn mecanica. En la penetracion participa un mecanismo fisico y uno
guimico, el primero consiste en la presion ejercida por la estructura de penetracion, la cual
rompe las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. EI segundo mecanismo es
guimico y consiste en la accion enzimatica, principalmente proteasas, lipasas y quitinasas,
las cuales causan degradacion del tejido en la zona de penetracion, lo que facilita la
penetracion fisica (Monzén, 2001). Las enzimas descubiertas en el tubo germinativo son
proteasas, aminopeptidasas, lipasas, esterasas y N-acetilglucosamidasa (quitinasas).
Estudios in vitro indican que en la digestion del integumento sigue una secuencia de
lipasa-proteasa-quitinasa (Tanada y Kaya, 1993). Los hongos B. bassiana, M. anisopliae,
Isaria spp. y L. lecanii, producen grandes cantidades de proteasas y quitinasas en medios
de cultivo liquido (Gilliespie, 1988). La produccién de proteasa, lipasa y quitinasa sobre la
cuticula del insecto, se ha demostrado con M. anisopliae mediante coloracién de enzimas
especificas, recuperadas de moscas previamente inoculadas con conidias del hongo
(Tanada y Kaya, 1993). En varios aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae la enzima
principal es una endoproteasa que disuelve la proteina matriz que cubre la quitina
cuticular. Por lo tanto, la produccion de quitinasa ocurre después del proceso de infeccion
y una vez que el hongo atraviesa la cuticula debe vencer el sistema inmunol6gico del
hospedero antes de entrar a la hemolinfa y desarrollarse dentro del mismo (Gilliespie,
1988).

5.3.6.4 Penetracién através de cuerpos abiertos

Los hongos pueden infectar insectos a través de la cavidad bucal, espiraculos y
otras aberturas externas de un insecto. Puesto que la humedad no es un problema en el
tracto alimenticio, la espora puede germinar rapido en este ambiente; por otra parte, los
fluidos digestivos pueden destruir la espora o la hifa germinativa. La digestién de
estructuras fungicas puede causar la muerte por toxicidad mas que por micosis (Charnley,
1984). Los hongos pueden infectar insectos a través de los espiraculos y otros cuerpos
abiertos, M. anisopliae ocasionalmente infecta larvas a través de los espirdculos y poros
de organos de los sentidos, B. bassiana infecta varias especies de mosquitos a través del
sifon, en Heliothis zea a través del espiraculo y en el gorgojo de la alfalfa Hypera postica a
través de la traquea y no por la cuticula del integumento. La regién anal de las larvas del
gusano de seda es mas frecuentemente infectada por el hongo Aspergillus flavus oryzae
(Tanada y Kaya, 1993).
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5.3.6.5 Crecimiento del hongo en el hemocele

Después de llegar al hemocele, la mayoria de los hongos convierten el crecimiento
micelial en una fase de levadura o crecimiento por gemacion. Se producen toxinas y
enzimas, aunque algunos hongos aparentemente carecen de toxinas, matan el insecto al
consumir todos los nutrientes o por destruccion fisica (Bustillo, 2001). Los hongos pueden
evitar la defensa inmune de un insecto por (1) desarrollo de protoplastos que no son
reconocidos por la poblacion de hemocitos del insecto (2) formacion de cuerpos hifales
gue se multiplican y dispersan rapidamente (Samson et al., 1988) y (3) produccion de
micotoxinas (Tanada y Kaya, 1993). Las toxinas causan la muerte del insecto debido a la
degeneraciéon de los tejidos, producto de la pérdida de la integridad estructural de las
membranas, seguido de la deshidratacién de las células por pérdida de fluido (Ferron,
1981). Posterior al crecimiento del hongo en el hemocele, la micosis induce sintomas
fisiol6gicos anormales en el insecto tales como convulsiones, carencia de coordinacion y
comportamientos alterados. Ocurre una competencia entre el hongo y la flora intestinal.
En la mayoria de los casos los hongos producen sustancias antibacteriales y cambio de
color del cadaver (Ferron, 1981). Después de muerto el insecto, si la disponibilidad de
agua es alta, los hongos emergen al exterior a través de la cuticula y esporulan sobre el
cadaver produciendo indculo para infectar a otros insectos. Si las condiciones son
inadecuadas queda dentro del cadaver del insecto, donde puede sobrevivir por algunos
meses y eventualmente producir conidias cuando las condiciones sean favorables. La
esporulacion ocurre generalmente en cadaveres, pero puede también ocurrir en insectos

vivos (Tanada y Kaya, 1993).

5.3.6.6 Produccién de micotoxinas

Durante el proceso de multiplicacién de los hongos en el hemocele se producen
toxinas que pueden matar al insecto ya que presentan propiedades insecticidas ademas
actian como inhibidores de las reacciones de defensa del hospedante alterando los
hemocitos y retardando la agregacion de las células de la hemolinfa. Entre las principales
toxinas producidas por los hongos entomopatdgenos se destacan la beauvericina,
beauverolides, bassianolides, isarolides, acido oxdlico, destruxinas (a, b, c y d) y

cytochalasinas (Lopez, 1994).

5.3.6.7 Muerte del insecto
Posterior al crecimiento del hongo, la micosis induce sintomas fisioldégicos

anormales en el insecto como convulsiones, carencia de coordinacién y comportamientos
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alterados. Ocurre una competencia entre el hongo y la flora intestinal, se producen
sustancias antibacteriales y cambios de coloracion en el insecto (Leucona, 1996). Los
sintomas en la fase infectiva de una larva enferma por hongos entomopatégenos son:
pérdida de apetito, decoloracion del integumento, hinchazon, flacidez, falta de movilidad
hasta la paralisis, muerte y la momificacion. Las larvas de lepidopteros y coledpteros que
son afectadas en los ultimos estados de su desarrollo larval, pupan en actitud de defensa
antes de completar el ciclo (Ferron, 1981). Los adultos que se enferman pierden el
apetito, interrumpen la oviposicion, pierden movilidad hasta la pardlisis, la muerte y la
momificacion. Los coledpteros adultos enfermos se retiran del lugar donde se alimentan
en actitud de proteccién de su especie. Este comportamiento lo acompafa con una
segregacion de feromonas informantes que evitan que otros adultos de su especie,
lleguen al sitio a infectarse. La finalizacion de esta fase generalmente resulta en la muerte
del insecto. Algunos de los insectos muertos a causa de los hongos entomopatégenos

manifiestan la miceliacién y la esporulacion (Ferron, 1981).

5.3.6.8 Dispersién de las conidias

La dispersion de la espora puede ser un proceso activo o pasivo, que depende de
las caracteristicas de la conidia y el esporangio, cada conidia puede adherirse o pasar de
un invertebrado a otro por diseminacion (Tanada y Kaya, 1993). El integumento de los
cadaveres aparece recubierto por una masa flngica miceliar constituida por conidiéforos,
gue dan lugar a nuevas conidias en la region conidiogénica, secuenciando asi el ciclo
biolégico del hongo. La debilidad del insecto causada por la intoxicacién hace dificil su
sostenimiento y generalmente las plantas caen por la accién de la lluvia y el viento
(Lopez, 1994).

5.4 Distribucidon de los hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria
fumosorosea son especies que presentan una distribucidon cosmopolita y cuentan con un
amplio rango hospedero (Tanada y Kaya, 1993; Roberts, 1974). El suelo es el habitat
natural para estas especies de hongos (Hajek, 1997); sin embargo se ha demostrado
diferencia en cuanto a su cantidad, tanto en suelos de uso agricola como en suelos
adyacentes a cultivos y bosques (Vanninen, 1996; Bidochka et al., 1998; Keller et al.,
2003). La ubicacion geogréfica es un factor determinante para la distribucion de los
hongos entomopatégenos. Por otra parte, el tipo de suelo no afecta la distribucion de B.

bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea. Los patrones de distribucién de hongos se
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relacionan directamente con los requerimiento de temperatura en las diferentes especies

asi como su modo de supervivencia a largo plazo en suelo (Vanninen, 1996).

5.5 Identificacion de hongos entomopatégenos
5.5.1 Identificacién macroscopica
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

El género Beauveria estd compuesto por varias especies: B. bassiana, B.
brongniartii 0o B. tenella, B. amorpha, B. velata, sin embargo las mas frecuentemente
estudiadas son B. bassiana (Balsamo) Vuillemin y B. brongniartii (De Lacroix) Siemszko
(Bustillo, 2001).

El género se caracteriza por presentar un micelio blanco. Las colonias en PDA son
de aspecto aterciopelado a polvoriento, raras veces formando sinemas; blancas en los
bordes volviéndose amarillentas, en ocasiones rojizas, incoloras al reverso, amarillas o
rojizas. Presenta conidiéforos sencillos de 1-2u de diametro donde nacen células
conidiégenas, irregularmente agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies
hinchados en la base y adelgazandose hacia la porcion que sostiene la conidia, la cual se
presenta en forma de zigzag, después de que varias conidias se producen. Las células
conidiégenas (c.cs) estan agrupadas en forma de grupos compactos grandes y a veces
solitarias, en forma de botellitas de 3 a 6 x 3 a 5u. En ciertos casos, las c.cs. se ramifican
formando c.cs secundarias. Al final de las c.cs se forma un raquis que sostiene las
conidias. Las conidias son hialinas, redondeadas a ovoides y unicelulares (Bustillo, 2001).
B. bassiana posee conidias de globosas a subglobosas (2-3 x 2.0-2.5 uym) y las

estructuras conidioforas forman densos grupos (Samson, et al., 1988).

Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith

El género lIsaria presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas, de paredes
delgadas. La mayoria presentan ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas,
llevan en su parte terminal en cada rama grupos de fialides, las cuales pueden ser
también solitarias. Las fialides constan de una porcién basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los
conidiéforos llevan cadenas de conidias; éstas son hialinas, unicelulares y de forma
ovoide (Bustillo, 2001).

En nuestro medio se registran como minimo cinco especies de Isaria infectando

ocho insectos diferentes. Las infecciones causadas por |. fumosorosea se reconocen por
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el color rosado palido mientras que en P. lilacinus son de color violeta claro. La especie

mas importante del género es Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith (Bustillo, 2001).

Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

Es un hongo imperfecto, cosmopolita, ataca a méas de 300 especies de insectos de
diversos o6rdenes (ortopteros, hemipteros, dipteros, lepidopteros, dermépteros,
himenopteros y coledpteros), principalmente es un parasito de coledpteros en la
naturaleza.

Las colonias generalmente estan: pegadas al medio, completamente redondas, de
colores olivaceo, amarillento, verdoso o marrén oscuro dependiendo del proceso de
aislamiento. El envés marrén, a veces verdoso cetrino. El conidiéforo nace del micelio y
es ramificado irregularmente con dos a tres ramas en cada septa; de 4 a 14 de longitud x
1.5 a 2.5 y de diametro. Sus fidlides cilindricas en forma de clava, adelgazados en el
apice; miden 6 a 13 de longitud y 2 a 4 y de didmetro. Las conidias pueden ser
unicelulares, cilindricas y truncadas, formadas en cadenas muy largas, hialinas a verde

olivaceo que miden 3.5 a 9 de longitud x 1.5 a 3.5 y de didmetro

5.5.2 Identificacion microscoOpica

En la caracterizacion fenotipica, también existen avances tecnoldgicos, por
ejemplo el uso de analizadores de imagenes y contadores de particulas para la
determinacion de parametros geométricos (incluida la dimensién fractal) y tamafio de
estructuras (Guarro, 1999). Ademas, también se ha implementado un sistema de
taxonomia numérica para facilitar su clasificacion (Hawksworth et al., 1995).

Otra de las alternativas para la identificacion de los hongos son las técnicas
fisiologicas y bioguimicas. En las primeras, los aislamientos se analizan en cuanto a su
velocidad de crecimiento en medios especificos, determinandose ademas su temperatura
Optima de crecimiento. Dentro de las técnicas bioquimicas se incluye el analisis de
produccién de metabolitos secundarios (tales como esteroides, terpenos, alcaloides,
ciclopéptidos y cumarinas) que sin embargo presentan el inconveniente de ser altamente
dependientes de las condiciones de cultivo (Paterson y Bridge, 1994).

Con el crecimiento exponencial que han tenido las técnicas moleculares en los
altimos 10 afios, y en especial con la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), es ahora posible utilizar regiones de ADN con secuencias conservadas para
corroborar, y en su caso modificar, las relaciones taxonémicas y pertenencias de género
de los hongos. Existen reportadas varias técnicas para el analisis del ADN y busqueda de

informacion de su secuencia en regiones especificas en hongos. Dentro de las técnicas



31
mas importantes reportadas, se pueden utilizar por ejemplo alguna de las siguientes para
la caracterizacion de hongos fitopatégenos: Amplificacién al azar de polimorfismos en el
ADN (RAPD’s), o la amplificacion del polimorfismo en la longitud de fragmentos (AFLP’s).
Para estas técnicas se utilizan combinaciones de iniciadores (oligonucleétidos) que
produzcan patrones de bandas que puedan diferenciar el ADN de los diferentes individuos
(Bulat et al., 2000). En el mercado se encuentran disponibles kits con oligonucléotidos
universales para microorganismos y plantas, que pueden ser utilizados para hongos.
También es posible hacer ribotipificacion o RFLP’s como generalmente se le conoce, que
consiste en amplificar y cortar con enzimas las regiones espaciadoras transcritas internas
(ITS), que se sabe estan altamente conservadas en todos los organismos, por lo que
pequefios cambios en ellas pueden ser utilizados para clasificar a nivel inclusive de
especies. Ha sido utilizado para hongos tales como Aspergillus versicolor, Penicillium
chrysogenum, Stachybotrys chartarum, Cladosporium herbarum y Alternaria alternata
(Haugland et al., 1999) ademas de Trichoderma spp (Lubeck et al., 2000) y Phytophthora
fragariae (Martin et al., 2000). Se puede complementar esta técnica con la utilizacion de
sondas (basadas en la hibridacibn o complementacion de fragmentos de ADN) para
realizar su deteccion rapida y menos cara mediante pruebas tipo ELISA. En una etapa
posterior, el conocimiento generado con las técnicas mencionadas, se podria utilizar para
crear microarreglos (de genes o sondas), en los cuales se pueden manejar grandes
volumenes de muestras, y hacer un diagnostico completo y rapido de las especies
presentes en un suelo (Martin et al., 2000).

Todas estas tecnologias se encuentran en una etapa incipiente de desarrollo, y los
hongos son uno de los grupos que menos han sido estudiados desde el punto de vista
molecular, por lo que todavia se tiene practicamente todo su genoma para realizar la
busqueda de regiones que nos permitan su identificacion rapida e inequivoca (Martin et
al., 2000).
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6. METODOS

6.1 Reactivos y material biolégico

Las cepas de hongos entomopatégenos se obtuvieron de muestras de suelo de
cultivos agricolas en diferentes estados de México (Yucatdn, Campeche, Tabasco,
Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosi, Oaxaca, Michoacan, Sinaloa, Sonora y Nuevo
Ledn). En la Tabla 6 se muestran las cepas obtenidas en este trabajo de experimentacion
(la tabla se localiza en la seccion de resultados).

Se trabajo con las larvas de sexto estadio de Galleria mellonella (orden Lepidoptera
y de familia Pyridae) como insectos trampa, para la obtencibn de los hongos
entomopatogenos.

Para la implementacion de la cria se utilizd los siguientes ingredientes: miel de
abeja, glicerol, vitamina de pollo, 15 cereales Nestlé, polen de abeja y agua destilada.
Para el aislamiento se utiliz6 agar papa dextrosa, cloramfenicol y para la conservacién de
las cepas aisladas se utilizé glicerol.

Para la parte de biologia molecular se utilizaron los siguientes reactivos, agarosa,
fenol, cloroformo etanol, isopropanol, alcohol isoamilico buffer de lisis, proteinasa K, tris
base. Para el andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida se utiliz6 lo siguiente:
acrilamida, bis-acrilamida, glicina, persulfato de amonio y N,N,N’,N’-Tetrametilendiamina
(TEMED).

6.2 Equipo

Los equipos utilizados para el desarrollo del presente trabajo se describen a
continuacién: campana microbiolégica (Labconco Co. Inc.), balanza granataria (Mettler,
Toledo), balanza analitica (Mettler, Toledo), potenciémetro (Beckman), placa de agitacion
(Termolyne), agitadores magnéticos (Thermoline), gradillas (Glaser), incubadora
(Yamato), placa de calentamiento 17600 modelo DB17615 (Thermoline), termociclador
(PCR Sprint Hybaid), camara de electroforesis vertical y fuente de poder (494 ISCO),
equipo de captura de imagenes (EDAS 40 Kodak), espectrofotometro DU-650 (Beckman
Coulter), espectrofotometro modelo SmartSpect (Bio-Rad TM3000), microcentrifuga
(Beckman, Coulter TM22R), centrifuga Allegra (Beckman Coulter TM21R), centrifuga
Avanti (Beckman Coulter J25I), concentrador a vacio (Labconco Corporation), mini vortex
(VWRbrand 58816-121), incubadora con agitacion (Lab-Line Instruments Inc.), bomba de
vacio (0322-V4B-G180X General Electric), autoclave (Aesa), olla de presion 21 litros
(Presto), congelador a —20°C (Torrey) y 2 refrigeradores (Torrey)
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Para la identificacién microscépica se utilizé una camara de video Hitachi KDP-51
conectada a un microscopio Olympus CX 30. Para el procesamiento de datos y esquemas
se emple6 una computadora Compaq presario MV540 (Compagq), el procesador de texto
Microsoft Word XP (Microsoft Corporation, 2002), el procesador de gréaficos Microsoft
Power Point XP (Microsoft Corporation, 2002) y la hoja de célculo Microsoft Excel XP
(Microsoft Corporation, 2002).

6.3 Estrategia experimental

En la Figura 1 se ilustra el diagrama general de la estrategia experimental. Para el
aislamiento de las cepas de hongos entomopatégenos y su posterior identificacion, se
obtuvieron muestras de suelo de diferentes zonas citricolas de México. Para el caso del
aislamiento de los hongos entomopatégenos se utilizaron insectos trampa Galleria
mellonella. Las muestras de suelo, se tamizaron, humedecieron y colocaron en
recipientes de plastico, junto con las larvas de G. mellonella. Cada recipiente se tap6, se
invirtio e incubd, durante siete dias. Transcurrido ese tiempo, se extrajeron las larvas y
pupas, se desinfectaron con hipoclorito de sodio y se colocaron en una cadmara himeda
durante 7 dias, para favorecer el desarrollo de los hongos. Cuando se observé el
desarrollo de algun hongo sobre la superficie de la larva o pupa muerta, se tomd una
pequefia muestra y se sembrd en PDA.

Para implementar la cria se utilizé una dieta artificial para la multiplicacion de las
larvas que contenia miel de abeja, glicerol, vitamina de pollo, 5 cereales, polen de abeja
agua destilada. Con esta mezcla se llenaron botes de plastico de 1 Lt de capacidad a 1/3
parte, se taparon con una malla de acero inoxidable y se colocé una placa de cera. Una
vez lista, la dieta se llevd a cabo la infestacion colocando las larvas en el bote después los
recipientes se colocan en una incubadora, para que completen su ciclo biolégico. A los 60
dias se realiz6 un recambio de las larvas a dieta nueva y se establecio la primera colonia
a partir de larvas del ultimo estadio de la polilla mayor de la cera G. mellonella como
trampa cebo para la deteccién y multiplicacién in vivo de los hongos entomopatégenos.

Los hongos entomopatdégenos se identificaron mediante la técnica tradicional, la
identificacion de género (fenotipificacion) involucré su aislamiento en placas de cultivo,
purificacion y caracterizacion morfolégica, identificando los elementos hifales (septacion,
estructura de pared, estructura de septos, etc.) y sus estructuras de reproduccion
(esporangioforo, conidiéforo, ascomata, basidiomata 6 zoosporangio). Esto se realizé a
nivel microscopico. Posteriormente las cepas que resultaron ser hongos
entomopatogenos, fueron identificadas genéticamente mediante técnicas moleculares, se

les extrajo el DNA a partir del micelio, y se someti¢ a diferentes reacciones de PCR para
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amplificar las secuencias de transcripcion interna de los genes ribosomales y
posteriormente, se realizo la digestién enzimatica para la caracterizacion molecular de las
cepas aisladas (PCR-RFLP). Se realiz6 la clonacion y secuenciacion de fragmentos de
PCR amplificados para confirmar los patrones de restriccion obtenidos y la homologia con
otras secuencias reportadas en el banco de genes del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI). Las cepas las cuales fueron identificadas se conservaron para uso
posterior.

[ Recolectar muestras de suelo ]

/”’—
"4 N, i 7/
/
— [Aislar hongos entomopatoégenos
[ Utiizando como | ﬁ

Dif . i insectos trampa
LIErentes zonas Galleria mellonella
citricolas de México | .
Conservacion [ Purificar las cepas de hongos ]
de cepas —
| Utilizando el medio PDA [
* 7 '
3 Identificacion
,'é fenotipica
Identificacion
{ PCR-RFLP I genotipica

Figura 1. Representacion esquematica de la estrategia general. Se muestra cada una de las
etapas realizadas para el aislamiento e identificacion de cepas de hongos entomopatégenos.

Implementar cria de
Galleria mellonella

<«
n

6.4 Establecimiento de la cria de Galleria mellonella a nivel laboratorio

Con el propésito de establecer la cria y mantenimiento de la colonia de Galleria
mellonella (Lineus) (Lepiddptera: Pyralidae), este procedimiento se efectué de acuerdo a
las especificaciones de Woodrig y Kaya (1988). Para ello se solicitaron larvas a la
Facultad de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias de la Universidad de Colima, en
Tecoman (Colima).

Para implementar la cria se utilizé una dieta artificial para la multiplicacion de las
larvas que contenia 100 ml de miel de abeja, 100 ml de glicerol, 5 g de vitamina de pollo,
1200 ml de 5 cereales Nestlé, polen de abeja y 100 ml de agua destilada. Se llenaron
botes de plastico de 1 Lt de capacidad a 1/3 parte. Se taparon con una malla de acero
inoxidable y se colocé una placa de cera. Una vez lista la dieta se llevé a cabo la

infestacién colocando aproximadamente 60 larvas por bote, después los recipientes se
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colocan en una incubadora a 30 +/- 2 °C, para que completen su ciclo biol6gico. A los 60
dias se realizé un recambio de las larvas a dieta nueva, debido a que se agotaron los
nutrientes y al excremento que impide a las larvas seguir alimentandose.

Se establecio la primera colonia a partir de larvas del Ultimo estadio de la polilla
mayor de la cera G. mellonella como trampa cebo para la deteccion y multiplicacion in
vivo de los hongos entomopatégenos.

6.5 Obtencion de muestras de suelo de las diferentes zonas citricolas de México

Se colectaron muestras de suelo de cultivos agricolas en diferentes estados de
México (Yucatdn, Campeche, Tabasco, Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosi,
Michoacan, Sinaloa, Sonora y Nuevo Leén) (Figura 2). Una vez seleccionados los
municipios se colectaron 5 muestras de suelo compuestas, para tomar la muestra el sitio
se limpid, removiendo la hojarasca y las malezas; cerca de la rizosfera se tomaron 0.2 Kg
de suelo de los primeros 10 cm; las cinco submuestras se mezclaron para obtener una
sola muestra de 1 Kg; las muestras se colocaron en bolsas de plastico y llevadas en
hieleras de unicel al laboratorio L6 del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas, UANL para realizar el aislamiento de los hongos (Molina et al., 2003).

i

Estados Unidos Mexicanos \

—
— _Ohma Goito de Mexco

Oceano Pacifico

P,

Figura 2. Mapa de la Republica Mexicana. Resaltan los Estados que conforman la regién citricola
y de los cuales se recolectaron las muestras de suelo.
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En la Figura 2 se presenta un mapa de la Republica Mexicana, donde se indican
los estados citricolas que fueron muestreados para la investigacién y en la Figura 3 se

muestra un diagrama para la recoleccion de las muestras de suelo.

Recoleccion de suelo de
zona citricola de las
diferentes zonas citricolas
de México

Las muestras obtenidas
son almacenadas en
bolsas de plastico

Limpieza del punto de
recoleccién de la muestra

Obtencién de cinco
muestras de distintas
areas

Transportacion al lugar de
procesamiento

Figura 3. Representacién general de la obtencidn de suelo. Se muestra el proceso de
obtencién de suelo de las diferentes zonas citricolas de México.

6.6 Aislamiento y purificacion de los hongos entomopatégenos a través de Galleria
mellonella

En laboratorio se utilizaron larvas de sexto estadio de G. mellonella (L.) como
insecto trampa (Fan y Hominick, 1991). De cada muestra se tomaron 400 g de suelo, se
tamizaron, humedecieron y colocaron en recipientes de plastico de 1000 ml de capacidad,
junto con cinco larvas de G. mellonella. Cada recipiente se tap6, se invirti6 e incubé a
25°C, durante siete dias. Transcurrido ese tiempo, se extrajeron las larvas y pupas, se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 3 minutos y se colocaron en una
camara humeda a 25°C durante 7 dias, para favorecer el desarrollo de los hongos
(Woodring y Kaya, 1988; Fan y Hominick, 1991). Cuando se observo el desarrollo de
algun hongo sobre la superficie de la larva o pupa muerta, se tomo6 una pequefia muestra
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y se sembro en agar dextrosa Sabouraud enriquecido con 1% de extracto de levadura y
500 ppm de cloramfenicol (Hatting et al., 1999).

Se humedecio en suelo y

se colocaron 5 larvas de

Galleria mellonela, en un
bote con tapa

Se tamizo la Se pesaron
400 g de suelo

Se colocaron en
cajas petri con papel Transcurrido el tiempo de
filtro humedecido incubacién la larvas fueron
previamente retiradas del recipiente

Se incubaron por
7 dias a 25°C

Las larvas fueron
desinfectadas con
hipoclorito sadio 1%

Transcurrido el tiempo de
incubacién, se observaron

Se incubaron por

7 dias a 25°C con una
humedad de 60%-65%

las larvas

Cepas puras

Identificacion y
conservacion

A las larva micosadas se les
tomo una pequefia muestra |
del hongo y se sembraronen |

PDA con antibiético i

Figura 4. Representacion general del aislamiento y purificacion de los hongos
entomopatégenos. Se muestra el proceso del suelo hasta la obtencidon de cepas puras de hongos
entomopatdgenos.

En la Figura 4 se muestra detalladamente la forma de como se traté el suelo para
poder obtener cepas de hongos entomopatégenos mediante insectos trampa, para esto
se implemento a nivel laboratorio la cria de G. mellonella.

6.7 Identificacion fenotipica de los hongos entomopatégenos

La técnica tradicional de identificacion de un género (fenotipificacion) involucra su
aislamiento en placas de cultivo, purificacion y caracterizacion morfoldgica, tanto de los
elementos hifales (septacion, estructura de pared, estructura de septos, etc.) asi como de
sus estructuras de reproduccion (esporangiéforo, conidiéforo, ascomata, basidiomata o
zoosporangio) (Barnett y Hunter, 1972; Humber, 1997). Esto se realiz6 a nivel

microscopico (camara Evolution LC Color conectada a un microscopio Olympus BX 41).
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6.8 Caracterizacion genética de los hongos entomopatégenos

El DNA se obtuvo a partir del micelio mediante la técnica siguiente: la muestra se
centrifugd a 14000 rpm/1 min a 4 °C, se desechd el sobrenadante. Se adicioné 500 pl de
TE 1X y se centrifugd 14000 rpm/5 min a 4 °C, se desechd el sobrenadante. Se agrego
100 ul de buffer de lisis y adicionaron 3 perlas de vidrio a cada tubo. El tubo se sumergio
en nitrégeno liquido por 20 seg. Se esperd a que deshiele un poco. Se uso6 vortex para
descongelar por completo la muestra. Se adicioné 300 ul de buffer de lisis y 10 pl de
proteinasa K (10 mg/ml). Se incubd a 65 °C toda la noche. Posteriormente, se transfirié
todo el volumen (aprox. 400 pl) a un tubo nuevo. Se agregd igual volumen de
fenol:cloroformo (200 ul c/u). Se centrifugé a 14000 rpm/10 min a 4 °C. Se transfirié la
fase acuosa a un tubo nuevo y se agregd un volumen igual de SEVAG (cloroformo:
alcohol isoamilico 24:1). Se centrifug6 a 14000 rpm/10 min a 4 °C. Se transfirié el
sobrenadante a un tubo nuevo y adicion6 un volumen igual de isopropanol. Los acidos
nucleicos se precipitaron y se lavaron con 1 ml de etanol 70%. Finalmente el DNA se
resuspendié en 15 ul de TE 1X. Con el DNA se realizaron las reacciones de PCR para
amplificar las secuencias de transcripcion interna de los genes ribosomales (ITS1-5.8S-
ITS2) y posteriormente se realizé la digestién enzimatica con la endonucleasa Hae Il para
la caracterizacion molecular de las cepas aisladas (PCR-RFLP). Se realizé de algunos
aislados de B. bassiana la clonacion y secuenciacion de fragmentos de PCR amplificados
para confirmar los patrones de restriccion obtenidos y la homologia con otras secuencias
reportadas en el banco de genes del Centro Nacional de Informaciéon Biotecnoldgica
(NCBI).

6.9 Conservacion y mantenimiento de las cepas aisladas

La conservacion de las cepas identificadas de hongos entomopatdgenos se realizd
partir de los cultivos purificados, los cuales se sembraron en PDA por extension y luego
incubados durante 21 dias a temperatura ambiente. Posteriormente del cultivo anterior se
realizaron cortes de aproximadamente 1 mm?y se almacenaron en viales con 1.0 ml de
glicerol al 10% a una temperatura de -80 °C, hasta ser utilizados en experimentos

posteriores.
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7. RESULTADOS

7.1. Criade G. mellonella (L.) a nivel laboratorio.

Se establecio la cria de G. mellonella (Figura 5), para la deteccién y multiplicacion
in vivo de hongos entomopatdgenos utilizando las larvas como trampa cebo, asi como
para la realizacion de bioensayos como insecto blanco. La cria se inicié a partir de 80
larvas. La primera generacion de adultos proporcioné alrededor de 500 larvas a partir de
las cuales se continud para lograr la segunda generacion y asi sucesivamente. Se
observo que el ciclo de G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) fue de 40-60 dias bajo las
siguientes condiciones de 26-30°C y 70-80 humedad relativa (Figura 6). De los cuales 5 a
8 dias corresponden al estadio de huevo a larva, 20 a 25 dias del paso de larva a pupa y

de 8 a 9 dias de pupa a adulto. Los adultos ovipositaron en hojas de cera.

Dieta en en recipientes de plastico
con un pedazo de cera.

. =
Mezcla de los ingredientes
de la dieta.

Incubacién: 30 +/- 2°C Larvas de G. mellonella en
recipientes con dieta.

Larvas de G. mellonella

Figura 5. Preparacion de la dieta para el establecimiento de G. mellonella (Lineus)
(Lepidoptera: Pyralidae).
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A) Huevo

D) Adulto
o imago

B) Larva
u oruga

C) Pupa o crisalida

Figura 6. Ciclo biologico de G. mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae)
obtenido en el laboratorio. A) Huevo, B) Larva, C) Pupa y D) Adulto.

7.2 Muestreo a nivel nacional en las zonas citricolas

Se colectaron muestras de suelo de cultivos agricolas en diferentes estados que
constituyen la zona citricola de México (Figura 2). Los estados que fueron sujetos de
estudio son Nuevo Ledn, Tamaulipas, Tabasco, Campeche, Yucatan, Sinaloa, Sonora y
San Luis Potosi.

Nuevo Ledn

El estado de Nuevo LeoOn se localiza en la zona noreste de pais (Figura 7) y se
colectaron muestras de los siguientes municipios: General Teran, Cadereyta, Allende,
Hualahuises, Linares y Montemorelos, obteniendo 25 muestras de suelo de diferentes
localidades mostradas (Tabla 4). Ademéas en la Tabla 4 se indican las coordenadas
digitales de cada una de éstas. Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa
de coordenadas “Map Source”.
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Clave de Localidad Clave de Localidad
Muestra Muestra

A Campo Experimental, General Teran Huerto El Recuerdo, Hualahuises

Huerta La Union, General Teran HualahuisesKm. 168
LaNutria, Cadereyta El Fraile T-13

Quinta Jazmin, Allende El Fraile T-122

El Barrial. Hualahuises El Fraile T-125

Huerta Pequefio, Hualahuises
Huerta El Ranchito, Montemorelos Montemorelos

Huerta El Jardin, Linares Montemorelos Las Parcelas
Huerta San Julian, General Teran

El Granjenal, General Teran

Linares La Guitarra
Huerta Nogalitos, General Teran

Linares Palomas

Linares Concepcion

Linares Hernando Izufiiga
El Ranchito, General Teran

El Fraile T-129

<XS<CHOAIODDOZ

Huerta La Florida, General Teran

Erxe—-IMMOOm

Figura 7. Mapa del estado de Nuevo Le6n donde se resaltan los municipios muestreados
gue conforman la region citricola.

En el mapa del estado de Nuevo Ledn (Figura 7), se indican los municipios
muestreados en diferentes colores: Cadereyta es de color amarillo fuerte, Allende de color
rojo, General Teran de color naranja, Montemorelos de color verde claro, verde obscuro
para Hualahuises y para el municipio de Linares de amarillo claro. En la Figura 7 se
sefala a través de una clave de muestra, la localizacién de cada una de las lugares
muestreados.

Tamaulipas

El estado de Tamaulipas se localiza al igual que el estado de Nuevo Ledn en la
zona noreste de pais (Figura 8) y se colectaron 13 muestras de los siguientes municipios:
Mainero, Villagran, Hidalgo y Padilla.

En la Figura 8, se sefalan los municipios muestreados en diferentes colores:
Mainero, rosa; Villagran, verde obscuro; Hidalgo, verde claro y Padilla de color café. En el
mapa de la Figura 8 se sefala a través de una clave de muestra, la localizacion de cada

una de las lugares muestreados.
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Tabla 4. Ubicacion geografica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado de

Nuevo Ledn
NUEVO LEON
Coordenadas
(r\:/:ﬁ\éit?: Localidad Digital Geogréficas
Norte Oeste Norte Oeste
A Campo Experimental, General Terdn | 25.298056 | -99.58528 25°17°53” | 99°35°07”
B Huerta La Unién, General Teran 25.326389 | -99.585278 | 25°19°35” | 99°35°07”
C La Nutria, Cadereyta 25.47 -99.882222 | 25°28'12" | 99°52°56”
D Quinta Jazmin, Allende 25.409444 | -99.988056 | 25°24°34” | 99°59'17”
E El Barrial, Hualahuises 24.893056 | -99.708056 | 24°53°35” | 99°42°29”
F Huerta Pequefio, Hualahuises 24.885 -99.723056 | 24°53°06” | 99°4323”
G Huerta El Ranchito, Montemorelos 25.23 -99.776667 | 25°13°48” | 99°46°36”
H Huerta El Jardin, Linares 24.763056 | -99.672778 | 24°45°47" | 99°40°22"
| Huerta San Julian, General Teran 25.345833 | -99.591389 | 25°20°45” | 99°35729”
J El Granjenal, General Teran 25.2775 -99.614722 | 25°16°39” | 99°36°53”
K Huerta Nogalitos, General Teran 25.283611 | -99.73 25°17°01” | 99°43°48”
L Huerta La Florida, General Teran 25.276111 | -99.620278 | 25°16°34” | 99°37°13”
M El Ranchito, General Teran 25.263889 | -99.771389 | 25°15°50” | 99°46°17”
N Huerto El Recuerdo, Hualahuises 24.884282 | -99.634861 | 24°53'03” | 99°38'55”
(0] Hualahuises Km. 168 24.887449 | -99.671185 | 24°53'14” | 99°40°16”
P El Fraile T-13 25.318417 | -99.853472 | 25°19'06” | 99°51'12”
Q El Fraile T-122 25.3035 -99.887167 | 25°1812” | 99°53'13”
R El Fraile T-125 25.3035 -99.902717 | 25°18'12” | 99°54°09”
S El Fraile T-129 25.319253 | -99.902208 | 25°19'09” | 99°54°07”
T Montemorelos 25.167667 | -99.953056 | 25°10°03” | 99°57°11”
U Montemorelos Las Parcelas 25.167667 | -99.852917 | 25°10°03” | 99°51°10”
\% Linares La Guitarra 25.15375 -99.852778 | 25°09'13” | 99°51°10”
W Linares Palomas 25.15375 -99.852917 | 25°09'13” | 99°51°10”
X Linares Concepcioén 24.885694 | -99.617528 | 24°53'08” | 99°37°03”
Y Linares Hernando lzGfiga 24.884294 | -99.617889 | 24°53'03” | 99°37°04”

Las localidades muestreadas de la zona citricola de Tamaulipas: Mainero, Rancho

de San lIgnacio, Tomasefio, El Sauz, Cruz y Cruz, El Enquilado, El Barretal, y Santa

Vicenta se muestran en la Tabla 5. En dicha tabla indican las coordenadas digitales de

cada una de ellas. Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de

coordenadas “Map Source”
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Clave de
Muestra
A

ErxXc—IETMMOO®

Localidad

Mainero

Mainero

Mainero

Rancho San Ignacio, Villagran
Santa Vicenta, Villagran
El Tomasefio, Hidalgo
Hidalgo

Hidalgo

El Enchilado, Hidalgo

El Sauz, Hidalgo

Cruz y Cruz, Hidalgo

El Barretal, Padilla

El Barretal, Padilla

/
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Figura 8. Mapa del estado de Tamaulipas donde se resaltan los municipios muestreados
gue conforman la region citricola.

Tabla 5. Ubicacion geografica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado de

Tamaulipas.
TAMAULIPAS
Coordenadas
Clave de
Muestra Localidad DIGITAL Geogréficas
NORTE OESTE NORTE OESTE

A Mainero 24557116 | -99.610291 | 24° 33'25" | 99° 36' 37"
B Mainero 24.557116 | -99.610291 | 24° 33'25" | 99° 36' 37"
C Mainero 24.565235 | -99.629517 | 24° 33'54" | 99° 37' 46"
D Rancho San Ignacio, Villagran | 24.472463 | -99.488411 | 24°28'20" | 99° 29' 18"
E Santa Vicenta, Villagran 24.476994 | -99.497509 | 24°28'37" | 99° 29' 51"
F El Tomasefio, Hidalgo 24.381178 | -99.500127 | 24° 22'52" | 99° 30' 0"
G Hidalgo 24.247904 | -99.436398 | 24° 14'52" | 99° 26' 11"
H Hidalgo 24.247904 | -99.436398 | 24° 14'52" | 99° 26" 11"
[ El Enchilado, Hidalgo 24.186221 | -99.291 24°11'10" | 99° 17’ 27"
J El Sauz, Hidalgo 24.183208 | -99.173692 | 24° 10'59" | 99° 10' 25"
K Cruz Y Cruz, Hidalgo 24.098785 | -99.188385 | 24°5'55" | 99° 11'18"
L El Barretal, Padilla 24.083455 | -99.12509 24°5'0" 99° 7' 30"
M El Barretal, Padilla 24.083455 | -99.12509 24°5'0" 99° 7' 30"
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Sinaloa

El estado de Sinaloa se localiza en la zona noroeste de pais (Figura 9) y se
colectaron muestras de las siguientes localidades: Predio El Burrionsito, Baoma, Alprosa
Modulo Pascola, Ejido Jiquilpan, Ejido Macapule, Ejido Goros 2 y San Miguel, obteniendo

12 muestras de diferentes localidades, mostradas en la Tabla 6.

~

Baoma. Guasave

Alprosa, Guasave

Modulo Pascola, Ahome

Modulo Pascola, Ahome

Ejido Jiquilpan, Los Mochis, Ahome
Ejido Macapule, Los Mochis, Ahome
Modulo Pascola, Ahome

Ejido Goros 2, Ahome

{ ®t
) Lo,
A(OXE X A Clave de "
AEEYF 5 »
10 5a { ey Mussira Localidad
b 9/ Predio el Burrioncito, Guasave

Modulo Pascola. Ahome
San Miguel, Ahome
Ejido Goros 2, Ahome

rA«—=—IO0MmoOoOm>»

\ J

Figura 9. Mapa del estado de Sinaloa donde se resaltan los municipios muestreados que
conforman la regién citricola.

El municipio de Guasave se muestra de color morado y Ahome se muestran de
color verde en el mapa de Sinaloa (Figura 9). En la Figura 9 se sefiala a través de una

clave de muestra, la localizacion de cada una de las lugares muestreados.

Sonora

El estado de Sonora se localiza en la zona noroeste de pais al igual que el estado
de Sinaloa (Figura 10) y se colectaron muestras del municipio de Hermosillo,
representado de color amarillo de la figura antes mencionada. En el mapa (Figura 10) se
identifica el municipio de Hermosillo y se sefiala a través de una clave de muestra, la

localizacién de cada uno de las lugares muestreados.
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Tabla 6. Localidades de las diferentes areas citricolas muestreadas del estado de Sinaloa.

SINALOA

al d Coordenadas

Mﬁ\égtrae Localidad Digital Geogréficas

Norte Oeste Norte Oeste
A Predio el Burrioncito, Guasave 25.566127 -108.4458 25° 33'58" | 108° 26' 44"
B Bamoa, Guasave 25.705833 | -108.346667 | 25° 42' 20" | 108° 20" 48"
c Alprosa, Guasave 25.575278 | -108.471667 | 25°34'31” | 108°28'18”
D Modulo Pascola, Ahome 25.923607 | -109.173621 | 25° 55' 24" | 109° 10’ 25"
E Modulo Pascola, Ahome 25.923607 | -109.173621 | 25° 55' 24" | 109° 10’ 25"
F Ejido Jiquilpan, Los Mochis, Ahome | 25.806073 | -108.997078 | 25° 48' 21" | 108° 59' 49"
G Ejido Macapule, Los Mochis, Ahome | 25.813336 | -108.99107 | 25° 48'48" | 108° 59’ 27"
H Modulo Pascola, Ahome 25.923607 | -109.173621 | 25° 55' 24" | 109° 10’ 25"
' Ejido Goros 2, Ahome 25.917021 | -109.178567 | 25°55'1" | 109° 10’ 42"
J Modulo Pascola, Ahome 25.923607 | -109.173621 | 25° 55' 24" | 109° 10’ 25"
K | SanMiguel, Ahome 25.91264 | -109.173288 | 25° 54' 45" | 109° 10’ 23"
L Ejido Goros 2, Ahome 25.917021 | -109.178567 | 25°55'1" | 109° 10 42"
ai:t?: Localidad
A Campola Esperanza. Hermosillo.

OZErXe—-—IMMOO®

Campo Masoloba, Hermosillo
Campo San Sebastian, Hermosillo
Campo Santa Sarina, Hermosillo
Campo Carlobento, Hermosillo
Campo San Martin, Hermosillo
Campo Tepeyac, Hermosillo

Campo Carclina, Hermosillo

Campo Todos los Santos, Hermosillo
Campo San Martin, Hermosillo
Campo El Mezquite, Hermosillo
Campo 31 de Octubre, Hermosillo
Campo Santa Josefina, Hermosillo
Campo Santa Inés, Hermosillo
Campo Vifias de la Costa, Hermosillo

/

Figura 10. Mapa del estado de Sonora donde se resaltan los municipios muestreados que
conforman la region citricola.

En las siguentes localidades de Hermosillo: La Esperanza, Masoloba, San

Sebastian, Santa Sarina, Carlobento, San Martin, Tepeyac, Carolina, Todos los Santos, El

Mezquite, 31 de Octubre, Santa Josefina, Santa Ines y Vifias de la Costa, se recolectaron
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15 muestras. En la Tabla 7 se presentan las coordenadas digitales de cada una de ellas.

Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de coordenadas “Map Source”.

Tabla 7. Ubicacion geografica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado de

Sonora
SONORA
Coordenadas
ﬂﬁ\égt?ae Localidad Digital Geograficas
Norte Oeste Norte Oeste

A Campo la Esperanza, Hermosillo. 28.784722 | -111.579722 | 28°47°04” 111°34°46”
B Campo Masoloba, Hermosillo 28.770556 | -111.558889 | 28°46’14” 111°33°32”
C Campo San Sebastian, Hermosillo 28.74515 -111.53871 | 28°44'42” 111°3219”
D Campo Santa Sarina, Hermosillo 28.75621 -111.52051 28°45'22” 111°31°13”
E Campo Carlobento, Hermosillo 28.75373 -111.48015 | 28°45'13" | 111° 28'48"
F Campo San Martin, Hermosillo 28.77798 -111.30229 | 28°46'40" | 111°18'8”

G Campo Tepeyac, Hermosillo 28.75563 -111.40086 | 28°45'20" | 111°24'3"
H Campo Carolina, Hermosillo 28.7182 -111.39495 28°43'5" | 111°23'41"
| Campo Todos los Santos, Hermosillo | 28.680278 | -111.391389 | 28°40'49" | 111° 23' 29"
J Campo San Martin, Hermosillo 28.70093 -111.48331 28°42'3" | 111°28'59"
K Campo El Mezquite, Hermosillo 28.67702 -111.48909 | 28°40'37" | 111°29' 20"
L Campo 31 de Octubre, Hermosillo 28.66682 -111.52841 28°40'0" | 111°31'42"
M Campo Santa Josefina, Hermosillo 28.72444 -111.55396 | 28°43'27" | 111° 33' 14"
N Campo Santa Inés, Hermosillo 28.8935 -111.32928 | 28°53'36" | 111° 19'45"
(0] Campo Vifias de la Costa, Hermosillo | 28.93022 -111.29182 | 28°55'48" | 111° 17" 30"

San Luis Potosi

Los municipios Ciudad Valles, Tamuin, Tancahuite, San Martin, Coxcatlan vy

Matlapa, pertenecen al estado de San Luis Potosi, localizado en la zona cento norte del

Pais, (Figura 11). En el mapa de la Figura 11, los municipios se identifican por colores,

para Ciudad Valles verde claro; Tamuin, naranja; Tancahuite, café; San Martin, rosa;

Coxcatlan, morado y Matlapa de color amarillo y ademas se sefiala a través de una clave

de muestra, la localizacion de cada uno de las lugares muestreados.
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2 Cave de Localidad
A Labor Grande, Matlapa
\’__f“ B Huexco, Tampacan
{ ( /*4L C La Cuchilla, Tamazunchale
X S ( D Las Palomas, Tamazunchale
o E Santa Rita, San Martin
f? F Ixpatlach, San Martin
G El Naranjo, San Martin
- 2 H Tierra Blanca, Tampamolon
Ny = w1 f I El Tecolote, Tanquian
“ i \ S J Ejido Tanquian
\”J/ { K La Laguna, Tanquian
o L Tamaquiche, CiudadValles
- ™M Ajuatitla, Coxcatlan
5\ N Chiquitenco, Tampamolon
\ o] La Laja, Axtla
.-' P La Figura, Tancahuitz
Q Vega 501, Ciudad Valles
/_ R Uruapan, Tamuin
e S El Charco, Tampacan
‘\\4, f\ ‘/ 5’« T Miraflores, Tampacan
S~ U El Aguacatal, Tampacan
haa® -1 /\ N 1 0% ¢ ’Wf{)l vV Jalpilla, Axtia
(x*\/\%dj w El Mirador, Axtla
X ElMirador, Axtla
Y Chalchitepetl, Axtla

)

Figura 11. Mapa del estado de San Luis Potosi donde se resaltan los municipios
muestreados que conforman la region citricola.

En la Tabla 8 se muestra la ubicacién geogréfica de las siguientes localidades del
estado de San Luis Potosi: Labor Grande, Huexco, La Cuchilla, Las Palomas, Sta. Rita,
Ixpatlach, El Naranjo, Tierra Blanca, El Tecolote, Ejido Tanquian, La Laguna, Tamaquiche,
Ajuatitla, Chiquitenco, La Laja, La Figura, Vega 501, Uruapan, El Charco, Miraflores, El
Aguacatal, Jalpilla, El Mirador y Chalchitepetl, obteniendo 25 muestras, las cuales en la

Tabla 8, se muestra su ubicacién geografica, indicando sus coordenadas digitales.

Yucatan

El estado de Yucatan se localiza en la zona sureste de pais al igual que los
estados de Campeche y Tabasco (mapa de la Figura 12) y se colectaron muestras del
municipio de Akill, representado de color rojo en el mapa de la Figura 12. En el mapa del
estado de Yucatan se sefialan con una clave, la localizacién de cada uno de los lugares

muestreados.
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Tabla 8. Ubicacién geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado de
San Luis Potosi.

SAN LUIS POTOSI
Coordenadas
?\:/Ilﬁ\é(set?ae Localidad Digital Geogréficas
Norte Oeste Norte Oeste

A Labor Grande, Matlapa 21.368056 | -98.779167 | 21°22°05” | 98°46°'04”
B Huexco, Tampacéan 21.359444 | -98.760278 | 21°21'34” | 98°45'36”
C La Cuchilla, Tamazunchale 21.2875 -98.7275 21°17°15” | 98°43'38”
D Las Palomas, Tamazunchale | 21.293056 | -98.708333 | 21°17°34” | 98°42'13”
E Santa Rita, San Martin 21.308333 | -98.708333 | 21°18'29” | 98°42’'30”
F Ixpatlach, San Martin 21.351944 | -98.7 21°21°07” | 98°41'59”
G El Naranjo, San Martin 21.463333 | -98.601389 | 21°27°48” | 98°36'05”
H Tierra Blanca, Tampamolén 21.528333 | -98.703889 | 21°31'41” | 98°42'14”
| El Tecolote, Tanquian 21.586667 | -98.663333 | 21°35'12” | 98°39'47”
J Ejido Tanquian 21.594444 | -98.645833 | 21°35'40” | 98°38'45”
K La Laguna, Tanquian 21.604722 | -98641667 | 21°36’16” | 98°38'29”
L Tamagquiche, Ciudad Valles 21.937778 | -98.979722 | 21°56’16” | 98°58'47”
M Ajuatitla, Coxcatlan 21.509722 | -98.905278 | 21°30°'35” | 98°54’'19”
N Chiquitenco, Tampamol6n 21.513611 | -98.799722 | 21°30'49” | 98°47°59”
o La Laja, Axtla 21.484722 | -98.869167 | 21°29'05” | 98°52'09”
P La Figura, Tancahuitz 21.626944 | -98.985556 | 21°37'37” | 98°59'08”
Q Vega 501, Ciudad Valles 22.053889 | -99.095556 | 22°03'14” | 99°05'44”
R Uruapan, Tamuin 21.124444 | -98.605278 | 21°07°'28” | 98°36'19”
S El Charco, Tampacan 21.418056 | -98.895556 | 21°25'05” | 98°53'44”
T Miraflores, Tampacéan 21.496944 | -98.681389 | 21°29'49” | 98°40°'53”
u El Aguacatal, Tampacén 21.458333 | -98.792222 | 21°27°30” | 98°47'32”
\ Jalpilla, Axtla 21.399444 | -98.877778 | 21°23'58” | 98°52'40”
W El Mirador, Axtla 21.454167 | -98.822222 | 21°27°'15” | 98°49'20”
X El Mirador, Axtla 21.458056 | -98.824444 | 21°27'29” | 98°49°'28”
Y Chalchitepetl, Axtla 21.3525 -98.839444 | 21°21°09” | 98°50'22”
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Figura 12. Mapa del estado de Yucatan donde se resaltan los municipios muestreados que
conforman la region citricola.

En la las siguentes unidades de Akill: San Mateo, Santa Cruz, Echeverria, Mulba y
el entronque Akill-Oxkutzcab, se recolectaron 5 muestras, mostradas en la Tabla 9. En la
tabla mencionada se indican las coordenadas digitales de cada una de ellas. Las

coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de coordenadas “Map Source”.

Tabla 9. Ubicacién geografica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado de

Yucatan

YUCATAN

al d Coordenadas

Mﬁ\égtr: Localidad Digital Geogréficas

Norte Oeste Norte Oeste

A Unidad San Mateo, Akill 20.286111 | -89.346111 | 20°17°02” | 89°21'06”
B Unidad Santa Cruz, Akill 20.275556 | -89.338056 | 20°17°10” | 89°20°46”
C Unidad Echeverria, AKkill 20.283889 | -89.351667 | 20°16°32” | 89°20'17”
D Unidad Mulba, Akill 20.267222 | -89.320833 | 20°19’15” | 89°19'15”
E Entronque Akill-Oxkutzcab | 20.271389 | -89.371389 | 20°16’17” | 89°22'17”




50

Campeche

El estado de Campeche se localiza en la zona sureste de pais al igual que los
estados de Yucatdn y Tabasco (Figura 13), se colectaron muestras del municipio de

Hecelchakan, representado de color amarillo y Campeche de color verde en el mapa de la
Figura 13.

Clave de

Muestra
A Poc-Yax'xum

Nohacal

Localidad Clavede | ocalidad
Muestra
Tikinmul
Tikinmul
Suc-Tue Chencolli
Pueblo Nuevo Cayal Chencolli

Pueblo Nuevo Cayal Pomuch
Castamay Hampolol
Castamay

Figura 13. Mapa del estado de Campeche donde se resaltan los municipios muestreados
gue conforman la region citricola.

@MmMOoOOwW
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En el municipio de Hecelchakén, se tomd una muestra de suelo de la localidad de
Pomuch y en el municipio de Campeche se tomaron muestras de suelo de diferentes
localidades: Poc-Yax’xum, Nohacal, Suc-Tuc, Pueblo Nuevo Cayal, Castamay, Tikinmul,
Chencolli y Hampolol, obteniendo un total de 13 muestras de suelo, Tabla 10. En la tabla
anterior se muestra la ubicacion geogréfica de estas localidades, indicando sus

coordenadas digitales. Las coordenadas fueron obtenidas utilizando el programa de
coordenadas “Map Source.”
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Tabla 10. Ubicacion geografica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado

de Campeche.

CAMPECHE
Coordenadas
Clave De
Muestra Localidad Digital Geogréficas
Norte Oeste Norte Oeste

A Poc-Yax'xum 19.675 -90.341667 | 19°40° 30" | 90° 20" 30”
B Nohacal 19.715 -90.349444 | 19°42’' 54” | 90° 20’ 58”
C Suc-Tuc 19.709167 | -90.024722 | 19°42’ 33" | 90° 01’ 29”
D Pueblo Nuevo Cayal | 19.741667 | -90.113889 | 19°44’ 30" | 90° 06’ 50"
E Pueblo Nuevo Cayal | 19.751667 | -90.135833 | 19°45' 06" | 90° 08’ 09"
F Castamay 19.817778 | -90.421389 | 19°49’ 04” | 90°25 17~
G Castamay 19.809722 | -90.434444 | 19° 48 35" | 90° 26’ 04”
H Tikinmul 19.767222 | -90.2075 19° 46’ 02” | 90° 12’ 27~
| Tikinmul 19.772222 | -90.202778 | 19° 46’ 20” | 90° 12’ 10”
J Chencolli 19.790556 | -90.253889 | 19°47 26" | 90° 15’ 14”
K Chencolli 19.813333 | -90.273611 | 19°48 48" | 90° 16’ 25”
L Pomuch 20.123333 | -90.134167 | 20° 07’ 24” | 90° 08 03”
M Hampolol 19.923611 | -90.390556 | 19°55 25" | 90° 23’ 26”

Michoacan

Los municipios Apatzingén,

Paracuaro y Mugica, pertenecen al estado de

Michoacan, localizado en la zona occidente del pais, (Figura 14). En el mapa de la Figura

14, los municipios se identifican por colores, Apatzingan, rosa; Paracuaro, rojo y Mugica

de color verde, ademas se sefala a través de una clave de muestra, la localizacién de

cada una de las lugares muestreados.
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Clave de Clave de

Localidad Localidad
Muestra Muestra
A El Cefiido, Paracuaro | Presa del Rosario, Apatzingan
B El Columpio, Mugica J Puerta del Alambre, Apatzingan
[} Corondrio, Mugica K Loma delos Hoyos, Apatzingan
D El Letrero, Mugica L 20 de Noviembre, Apatzingan
E Gambara, Mugica M Los Tiquiches, Paracuaro
F Uspero, Paracuaro N El Valle, Paracuaro
G San Antonio, Apatzingan (e} Antufiez, Paracuaro
H Nopalera, Apatzingan

Figura 14. Mapa del estado de Michoacén donde se resaltan los municipios muestreados
gue conforman la region citricola.

En la Tabla 11 se muestra la ubicacion geografica de 3 municipios del estado de
Michoacan, de los cuales se obtuvieron 15 muestras de suelo de las siguientes
localidades: El Cefiido, Uspero, Los Tiquiches, El Valle, Antafiez, Gambara, ElI Columpio
Corondrio, El Letrero, San Antonio Nopalera Presa del Rosario Puerta del Alambre, Loma
de los Hoyos y 20 de Noviembre. Las coordenadas digitales de estas localidades se

muestran en dicha tabla.

Tabasco

El estado de Tabasco se localiza en la zona sureste de pais al igual que los
estados de Yucatan y Tabasco (Figura 15) y se colectaron muestras del municipio de
Huimanguillo, representado de color verde y de Emiliano Zapata de color rosa fuerte en el
mapa de la Figura 15, también se sefala a través de una clave de muestra, la

localizacién de cada una de las lugares muestreados.
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Tabla 11. Ubicacion geografica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado
de Michoacan.

MICHOACAN
Coordenadas

Clave de . — =
Muestra Localidad Digital Geograficas

Norte Oeste Norte Oeste
A El Cefiido, Paracuaro 19.146506 | -102.218728 | 19° 8'47" 102°13' 7"
B El Columpio, Mugica 19.032586 | -102.090797 | 19° 1'57" 102° 5' 26"
C Corondrio, Mugica 19.715 -100.552368 | 19°42'53" | 100° 33' 8"
D El Letrero, Mugica 19.453644 | -102.052002 | 19°27'13" | 102° 3'7"
E Gambara, Mugica 18.950454 | -102.119293 | 18°57' 1" 102° 7' 9"
F Uspero, Paracuaro 19.028367 | -102.282715 | 19° 1'42" 102° 16' 57"
G San Antonio, Apatzingan 19.092618 | -102.375755 | 19° 5'33" 102° 22" 32"
H Nopalera, Apatzingan 19.01863 -102.568016 | 19°1'7" 102° 34' 4"

Presa del Rosario, Apatzingan 19.396011 | -102.174911 | 19° 23'45" | 102° 10' 29"

J Puerta del Alambre, Apatzingan | 19.048488 | -102.323914 | 19° 2' 54" 102° 19' 26"
K Loma de los Hoyos, Apatzingan | 19.097809 | -102.375069 | 19° 5' 52" 102° 22' 30"
L 20 de Noviembre, Apatzingan 19.065687 | -102.252846 | 19° 3' 56" 102° 15 10"
M Los Tiquiches, Paracuaro 19.090022 | -102.233276 | 19° 5'24" 102° 13' 59"
N El Valle, Paracuaro 19.10527 -102.217312 | 19°6' 18" 102°13'2"

o Antlfiez, Paracuaro 19.012787 | -102.206497 | 19°0'46" | 102° 12' 23"

4 .‘ )

Clave de

Muestra Localidad
A Huimanguillo
B Carreteraa La Laguna
C Carreteraa La Laguna
D Carreteraalalaguna
E CarreteraaLalLaguna

Figura 15. Mapa del estado de Tabasco donde se resaltan los municipios muestreados
gue conforman la region citricola.
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Se recolectaron 5 muestras, una de ella es del municipio de Huimanguillo y las
otras 4 se tomaron en el municipio Emiliano Zapata por la carretera a la Laguna. En este
caso las coordenadas son aproximadas por que las muestras se tomaron durante el

trayecto de regreso y se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Ubicacion geogréfica de las diferentes zonas citricolas muestreadas del estado

de Tabasco
TABASCO
Coordenadas
Clave de
Muestra Localidad Digital Geogréficas
Norte Oeste Norte Oeste

A Huimanguillo 17.714444 | -93.460833 | 17°42' 52" | 93° 27 39”
B Carretera a La Laguna | 17.748333 | -91.673611 | 17°44’ 54” | 93° 40’ 25”
C Carretera a La Laguna | 17.753056 | -93.661667 | 17°45 117 | 93° 39’ 42”
D Carretera a La Laguna | 17.775278 | -93.640833 | 17°46’ 31" | 93° 38’ 27"
E Carretera a La Laguna | 17.853056 | -93.576667 | 17°51 11”7 | 93° 34’ 36”

7.3. Aislamiento y purificacion de hongos

La multiplicacion in vivo de los hongos entomopatégenos aislados fue detectada
en un rango de 20 - 60% en las larvas evaluadas de G. mellonella: Metarhizium sp.
(Figura 16A), Beauveria sp. (Figura 16B) e Isaria sp. (= Paecilomyces sp.) (Figura 16C).
Se observo la presencia de nematodos entomopatdégenos en un rango del 20% de las

larvas evaluadas de G. mellonella.

Nuevo Ledn

Se colectaron un total de 25 muestras de suelo de areas cultivadas de citricos en
el estado de Nuevo Ledn, de las cuales el 60% de las muestras resultaron positivas a la
presencia de hongos entomopatdgenos. De los diferentes hongos aislados Beauveria spp.
fue detectada en el 24% (6 aislados) de las muestras, Metarhizium spp. en el 8% (2
aislados) y Isaria spp. en el 25% (7 aislados), en la tabla 13 se muestran estos aislados, y

en que localidad fueron encontrados.
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Figura 16. Larvas de G. mellonella infectadas por: A) Metarhizium, B) Beauveria y C) Isaria ( =
Paecilomyces).
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Tabla 13. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con citricos en diferentes
lugares del estado de Nuevo Leo6n

NUEVO LEON
Clave muestra Localidad Aisamiento
A Campo experimental General Teran N.L Negativo
B Huerta La Unién General Teran N.L Negativo
C La Nutria, Caderetya N.L Negativo
D Quinta Jazmin, Allende N.L Beauveria spp., Metarhizium spp.
E El Barrial,Hualahuises N.L Beauveria spp., Metarhizium spp.
F Huerta Pequefio Hualahuises N.L Beauveria sp
G Huerta El Ranchito, Montemorelos,N.L Negativo
H Huerta El Jardin, Linares N.L Beauveria spp.
| Huerta San Julian General Teran,N.L Negativo
J El Granjenal General Teran,N.L Beauveria spp.
K Huerta Nogalitos General Teran,N.L Negativo
L Huerta La Florida General Teran,N.L Negativo
M El Ranchito General Teran,N.L Negativo
N Huerto El Recuerdo Hualahuises N.L Isaria spp.
(0] Hualahuises Km 168 Isaria spp.
P El Fraile T-13 Isaria spp.
Q El Fraile T-122 Isaria spp.
R El Fraile T-125 Negativo
S El Fraile T-129 Beauveria spp.
T Montemorelos desviacion Linares-Montemorelos | Isaria spp.
U Montemorelos Las Parcelas Isaria spp.
\% Linares La Guitarra Negativo
w Linares Palomas Isaria spp.
X Linares Concepcion Negativo
Y Linares Hernando lzufiiga Negativo
Tamaulipas

Se colectaron un total de 13 muestras de suelo de areas cultivadas con citricos en

el estado de Tamaulipas, de las cuales el 38% de las muestras resultaron positivas a la

presencia de hongos entomopatdgenos. De los diferentes hongos aislados Beauveria spp.

fue detectada en el 31% (4 aislados) de las muestras e Isaria spp. en el 8% (1 aislados)

de las muestras, en la Tabla 14 se muestran los aislados y la localidad en que fueron

encontrados.
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Tabla 14. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con citricos en diferentes
lugares del estado de Tamaulipas.

Tamaulipas

Clave muestra Localidad Aislamiento
A Mainero Negativo
B Mainero Negativo
C Mainero Negativo
D Rancho San Ignacio, Villagran | Negativo
E Santa Vicenta, Villagran Negativo
F El Tomasefio, Hidalgo Negativo
G Hidalgo Beauverian spp.
H Hidalgo Beauveria spp.
| El Enchilado, Hidalgo Negativo
J El Sauz, Hidalgo Negativo
K Cruz y Cruz, Hidalgo Negativo
L El Barretal, Padilla Beauveria spp.
M El Barretal, Padilla Isaria spp.

Sinaloa

En el estado de Sinaloa se colectaron un total de 12 muestras de suelo de areas
cultivadas con citricos, de las cuales el 75% de las muestras resultaron positivas a la
presencia de hongos entomopatégenos. Este 75% de cepas encontradas pertenecen al
género de Beauveria spp. con 9 aislados, en la Tabla 15 se muestran estos aislados, asi

como la localidad en que fueron encontrados.

Tabla 15. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con citricos en diferentes
lugares del estado de Sinaloa.

SINALOA

Clave muestra Localidad Aislamiento
A Predio el Burrionsito, Campo Santa Eduviges | Beauveria spp.
B Baoma, Guasave Beauveria spp.
C Alprosa, Guasave Beauveria spp.
D Modulo Pascola, Ahome Beauveria spp.
E Modulo de pascola, Ahome Beauveria spp.
F Ejido Jiguilpan, Los Mochis, Ahome Beauveria spp.
G Ejido Macapule, Los Mochis, Ahome Beauveria spp.
H Modulo Pascola Beauveria spp.
| Ejido goros 2, Ahome Beauveria spp.
J Modulo Pascola Negativo
K San Miguel, Ahome Negativo
L Ejido Goros 2, Ahome Negativo
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Sonora

Se colectaron un total de 15 muestras de suelo de areas cultivadas de citricos en
el estado de Sonora, de las cuales solamente una (6.7%) resultdé positiva a la presencia
de hongos entomopatégenos. ElI hongo entomopatdégeno aislado corresponde al género
Isaria spp., en la Tabla 16 se muestra el aislado, asi como la localidad donde fueron

encontrados.

Tabla 16. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con citricos en diferentes
lugares del estado de Sonora.

SONORA

Clave muestra Localidad Aislamiento
A Costa de Hermosillo, Campo la Esperanza Negativo
B Costa de Hermosillo, Campo Masoloba Negativo
C Costa de Hermosillo, Campo San Sebastian Negativo
D Costa de Hermosillo, Campo Santa Sarina Negativo
E Costa de Hermosillo, Campo Carlobento Negativo
F Costa de Hermosillo, Campo San Martin Negativo
G Costa de Hermosillo, Campo Tepeyac Negativo
H Costa de Hermosillo, Campo Carolina Negativo
[ Costa de Hermosillo, Campo Todos los Santos Negativo
J Costa de Hermosillo, Campo San Martin (Laborin) | Negativo
K Costa de Hermosillo, Campo el Mezquite Negativo
L Costa de Hermosillo, Campo 31 de Octubre Negativo
M Costa de Hermosillo, Campo Santa Josefina Negativo
N Costa de Hermosillo, Campo Santa Ines Isaria spp.
(0] Costa de Hermosillo, Campo Vifias de la Costa Negativo

San Luis Potosi

En San Luis Potosi se colectaron un total de 25 muestras de suelo de areas
cultivadas de citricos, de las cuales el 8% de las muestras resultaron positivas a la
presencia de hongos entomopatdgenos. El porcentaje corresponde a 2 aislados, uno de
ellos del género Beauveria spp. (4%) y el segundo aislado del genero Isaria spp.(4%), en

la Tabla 17 se muestran estos aislados y en que localidad fueron encontrados.
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Tabla 17. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con citricos en diferentes
lugares del estado de San Luis Potosi

SAN LUIS POTOSI
Clave muestra Localidad Aislamiento

A Labor Grande, Matlapa Negativo
B Huexco, Tampacan Negativo
C La Cuchilla, Tamazunchale Negativo
D Las Palomas, Tamazunchale Beauveria spp.
E Sta Rita, San Martin Negativo
F Ixpatlach, San Martin Negativo
G El Naranjo, San Martin Negativo
H Tierra Blanca, Tampamolon Negativo
[ El Tecolote, Tanquian Isaria spp.
J Ej. Tanquian Negativo
K La Laguna, Tanquian Negativo
L Tamaquiche, Cd Valles Negativo
M Coxcatlan, Ajuatitla Negativo
N Chiquitenco, Tampamolon Negativo
(0] La Laja, Axtla, Tancanhuitz Negativo
P La Figura, Tancanhuitz Negativo
Q Vega 501, Cd Valles Negativo
R Uruapan, Tamuin Negativo
S El Charco, Tampacan Negativo
T Miraflores, Tampacan Negativo
U El Aguacatal (Imdecit), Tampacan | Negativo
\Y Jalpilla, Axtla Negativo
w El Mirador(Imdecit), Axtla Negativo
X El Mirador(Imdecit), Axtla Negativo
Y Chalchitepetl, Axtla Negativo

Yucatan
Se colectaron un total de 5 muestras de suelo de areas cultivadas de citricos en el
estado de Yucatan, las muestras resultaron negativas a la presencia de hongos

entomopatégenos

Campeche
Se colectaron un total de 13 muestras de suelo de areas cultivadas de citricos en

el estado de Campeche, de las cuales el 23% de las muestras resultaron positivas a la
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presencia de hongos entomopatégenos. Este 23% corresponde a tres aislados de Isaria

spp. en la tabla 18 se muestran estos aislados.

Tabla 18. Géneros de hongos encontrados en suelos cultivados con citricos en diferentes
lugares del estado de Campeche

CAMPECHE
Aislamiento
Clave muestra Localidad
A Poc-Yax'xum Campeche Isaria spp.
B Nohacal Campeche. Negativo
C Suc-Tuc Hopelchen Camp. | Negativo
D Pueblo Nuevo Cayal Camp. | Negativo
E Pueblo Nuevo Cayal Camp. | Negativo
F Castamay Campeche Negativo
G Castamay Campeche Negativo
H Tikinmul Campeche Negativo
| Tikinmul Campeche Isaria spp.
J Chencolli, Campeche Negativo
K Chencolli, Campeche Isaria spp.
L Pomuch, Campeche Negativo
M Hampolol, Campeche Negativo

Michoacan
Se colectaron un total de 15 muestras de suelo de areas cultivadas de citricos en
el estado de Michoacan, todas las muestras resultaron negativas a la presencia de

hongos entomopatégenos.

Tabasco

En el estado de Tabasco se colectaron un total de 5 muestras de suelo de areas
cultivadas de citricos, de las cuales el 100% de las muestras resultaron negativas a la
presencia de hongos entomopatdgenos.

Se recolectaron un total de 128 muestras de suelos de areas cultivadas de citricos
de los diferentes estados de la Republica Mexicana, de los cuales el 24% (35 aislados) de
las muestras resultaron positivas a la presencia de hongos entomopatégenos. De los
diferentes hongos aislados Beauveria spp. fue detectada en el 15% (19 aislados) de las
muestras, Metarhizium spp. en el 1.5% (2 aislados) e Isaria spp. en el 11% (14 aislados).

A cada uno de los aislados de hongos entomopatégenos (Beauveria, Isaria vy
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Metarhizium), se les asigné una clave de identificacion alfa numérica, que se observa en
las tablas 19, 20 y 21, respectivamente para los géneros Beauveria spp., Isaria spp. y
Metarhizium spp.

Tabla 19. Resumen de cepas aisladas del género Beauveria spp. encontradas en los
diferentes estados de la Republica Mexicana.

Beauveria spp.

Estado Localidad Clave alfa numérica

Nuevo Ledn Quinta Jazmin, Allende N.L HIN -10
El Barrial,Hualahuises N.L HIB-11
Huerta Pequefio Hualahuises N.L HIB-20
Huerta El Jardin, Linares N.L HIB-28
El Granjenal General Teran,N.L HIB 29
El Fraile T-129 HIB-24

Tamaulipas Hidalgo HIB-14
Hidalgo HIB15
El Barretal, Padilla HIB-18

Sinaloa Predio el Burrionsito, Campo Santa Eduviges HIB-3
Baoma, Guasave HIB-1
Alprosa, Guasave HIB-6
Modulo Pascola, Ahome HIB-17
Modulo de pascola, Ahome HIB-16
Ejido Jiquilpan, Los Mochis, Ahome HIB-5
Ejido Macapule, Los Mochis, Ahome HIB-7
Modulo Pascola HIB-4
Ejido goros 2, Ahome HIB-2

San Luis Potosi | Las Palomas, Tamazunchale HIB-8
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Tabla 20. Resumen de cepas aisladas del género Isaria spp. encontradas en los diferentes
estados de la Republica Mexicana.

Isaria spp.
Estado Localidad Clave alfa numérica
Nuevo Leén Huerto El Recuerdo Hualahuises N.L. HIB-34
Hualahuises Km 168 HIB-20
El Fraile T-13 HIB-28
El Fraile T-122 HIB-29
Montemorelos desviacion Linares-Montemorelos HIB-30
Montemorelos Las Parcelas HIB-23
Linares Palomas HIB-19
Tamaulipas El Barretal, Padilla HIB-32
Sonora Costa de Hermosillo, Campo Santa Ines HIB-27
San Luis Potosi | El Tecolote, Tanquian HIB-9
Campeche Poc-Yax'’xum Campeche HIB-33
Tikinmul Campeche HIB-21
Chencolli, Campeche HIB-31
Hampolol, Campeche HIB-26

Tabla 21. Resumen de cepas aisladas del género Metarhizium spp. encontradas en los
diferentes estados de la Republica Mexicana.

Metarhizium spp.

Estado Localidad Clave alfa numérica
Nuevo Le6n | Quinta Jazmin, Allende N.L HIB-12
El Barrial,Hualahuises N.L HIB-11

7.4. Caracterizacion microscépica de los diferentes hongos purificados

La identificaciéon de los hongos aislados se realiz6 mediante las claves de Barnett

H. L. y Hunter, B. B. 1998, tomando como base sus estructuras de reproduccion, que en

este caso fueron los conidiéforos, para la identificacion de B. bassiana (Figura 17), I.

fumosorosea (Figura 18) y de M. anisopliae (Figura 19).
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Figura 17. Microfotografia a 100x de B. bassiana donde se puede apreciar la presencia de
(A) conidioforos, (B) esporas, (C) noétese el arreglo caracteristico en zigzag que distingue a
este género.

Figura 18. Microfotografia a 100x de I. fumosorosea, donde se puede apreciar (A) los
conidioforos con cadenas de conidias.

Figura 19. Microfotografia a 100x de M. anisopliae (A) que muestra la forma caracteristica
de sus conidias.
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7.5. ldentificacion de los aislamientos mediante métodos moleculares basados en
DNA

Los resultados de la PCR generaron fragmentos de aproximadamente 600 pares
de bases (pb), las diferencias en tamafo fueron indistinguibles en geles de agarosa entre
los géneros Beauveria spp. y Metarhizium spp. En el caso de Isaria spp, se amplificé un
fragmento superior a 600 pb (Figura 20). Mediante la simulacién del PCR con el programa
computacional el fragmento de Metarhizium es de 581 pb, para Isaria es de 612 pb y para
Beauveria 593 pb, los cuales fueron similares entre las cepas aisladas de campo y cepas
de coleccion. Con los productos de PCR virtual generados por el programa Amplify 2.0, se
realizaron simulaciones de analisis de restriccion con el programa DNAStrider-1.1.

600 pb e e ~- 00 oup am

Figura 20. Productos de amplificacion de muestras aisladas de campo. Carril 1-3 = Beauveria sp
(HIB-1, HIB-2 y HIB-3); carriles 4-9 = |saria sp (HIB-19, HIB-20, HIB-23, HIB-28, HIB-29 y HIB-30);
carriles 10 y 11 = Metarhizium sp (HIB-11 y HIB-12); carril = 12 control negativo y carril = 13
marcador de peso molecular Ladder 100 pb.

El andlisis de restriccion para Isaria spp. con Hae Ill mostr6 7 fragmentos, de los
cuales fueron visibles en gel de agarosa los de 257, 133, 87, 56 pb. Para Metarhizium
spp., se obtuvieron los fragmentos de 404 y 141 pb y para el caso de Beauveria spp. de
257, 133, 87, 56, 27, 22, 19 y 11 pb (Figura 21). Tanto en cepas de coleccién como en
aislados de campo se obtuvieron patrones de restriccion similares para los aislados de
Beauveria spp. (HIB-6, HIB-5, HIB-4, HIB-3, HIB-2, HIB-16 y HIB-1).
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Figura 21. Productos de digestién enzimatica de muestras aisladas de campo. Carril 1 = GHA,
carriles 2 a 8 = HIB-6, HIB-5, HIB-4, HIB-3, HIB-2, HIB-16, HIB-1 respectivamente. Carril 9 =
Control negativo y carril 10 = Marcador de peso molecular Ladder 100 pb.

A partir de la secuencia de bases obtenidas de los fragmentos amplificados por
PCR, se realiz6 una comparacion mediante el programa computacional MegaAlign y se
encontraron valores de similitud. La determinacion de secuencias de ADN de los
fragmentos ITS fueron realizadas en el Centro de Biotecnologia Genomica, Instituto
Politécnico Nacional (Anexo 1). Se encontré6 una similitud entre Beauveria HIB-5 y
Metharizium HIB-12 de 76.0 y Beauveria HIB-2 y Metharizum HIB-12 de 57.0. Al comparar
Beauveria HIB-5 con secuencias de Beauveria bassiana reportadas en el banco de genes
del NCBI, se encontr6 que las similitudes de 355/390 (91%), espacios de 19/390 (4%). El
aislado HIB-2 present6é homologia con Beauveria bassiana cepa EABb 04/01-Tip del
banco de genes con identidades de 564/571 (98%) y espacios de 3/571 (0%), por lo que

se confirma el género y la especie.
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8. DISCUSION

México es un pais mega-diverso y tiene gran variedad de ecosistemas, el aislar
hongos entomopatdgenos nativos para ser utilizados en el control biolégico, es importante
para conservar el ecosistema, explotar la biodiversidad y tener un manejo de plagas mas
eficiente (Torres et al., 2004).

Los hongos entomopatégenos son considerados como los patégenos mas
promisorios contra insectos como el caso de los afidos, escamas y moscas blancas, ya
que pueden infectar a los insectos directamente a través de la penetracion de la cuticula
(Hayek y Leger 1994).

Las especies mas comunes como controladores de estos insectos son los hongos
Deureromycetes: Isaria fumosorosea, Verticillium lecanii y Beauveria bassiana. En
general Metarhizium y Beauveria actian sobre varios érdenes de insectos que agrupan
varias especies de lepidbpteros, colebpteros, ortdpteros, |I. fumosorosea actla sobre
lepidépteros (Spodoptera y especies de afidos) y mosca blanca (Bemisia).

A nivel mundial, las dos especies mas frecuentes y estudiadas de hongos
entomopatdgenos son Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, debido a su
eficiencia y facilidad de multiplicacion, (Allendes, 2007). El aislamiento de los hongos
entomopatdgenos puede hacerse de diferentes maneras: dilucion seriada, aislamiento
directo (Monzon, 2001) o utilizando insectos como cebo o trampa.

Con el fin de aislar cepas de hongos entomopatégenos y poder caracterizar
molecularmente, en este proyecto se realizé la implementacion de la cria de G. Mellonella,
utilizando una dieta artificial a base de miel de abeja y cereales, de acuerdo a la
comunicacion personal con el Dr. Roberto Lezama. Con respecto a los ingredientes de la
dieta no se realizé ninguna modificacion debido a que G. mellonella la aceptd
perfectamente sin afectar su ciclo biolégico. Este se completd sin presentar
malformaciones o una mortalidad elevada de las larvas. En investigaciones anteriores se
menciona que el establecer un insecto en dieta artificial facilita el crecimiento larval,
reduce la probabilidad de contaminacion por enfermedades y puede obtenerse una
produccion continua de insectos independiente de la temporada, localizacion geogréafica o

la fuente de los insectos (Lezama-Gutiérrez et al., 2001).
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La cria del insecto G. mellonella se mantuvo por 5 generaciones, lo cual es tiempo
considerable para probar la accion de algin microorganismo entomopatégeno o para la
deteccion y multiplicacion in vivo de hongos o neméatodos entomopatégenos.

En la Tabla 22 se observa la cantidad de muestras recolectadas en los diferentes
estados, (Nuevo Ledn, Tamaulipas, Sinaloa, Sonora, San Luis Potosi, Yucatan,
Campeche, Michoacan y Tabasco) que constituyen la zona citricola de México. Todas las
muestras fueron llevadas al laboratorio L6 del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas, UANL, para realizar el aislamiento de los hongos.

Una vez establecida la cria de G. mellonella se realiz6 el procedimiento para aislar
los hongos entomopatégenos en el laboratorio utilizando al insecto como cebador. De las
128 muestas obtenidas de los huertos de citricos de los diferentes estados: Nuevo Leén,
Tamaulipas, Sinaloa, Sonora San Luis Potosi, Yucatdn, Campeche, Michoacan vy
Tabasco, el 24% de éstas se encontraron positivas a la presencia de hongos
entomopatégenos. El 15% de los aislamientos fueron positivos para el hongo
entomopatégeno Beauveria spp., el 11% para Isaria spp. y para Metarhizium spp. se
encontrd el 1.5% de las muestras (Tablas 19, 20 y 21, éstas se encuentran en el apartado
de resultados).

En la Tabla 22 se muestra, un resumen de las cepas aisladas de los diferentes
géneros de hongos entomopatdgenos (Beauveria sp, Isaria sp y Metharizium spp.),
encontrados en las muestras de suelo de los diferentes estados citricolas en estudio,
también se menciona por estado la cantidad de aislados encontrados de Beauveria sp,
Isaria sp y Metharizium spp.

Del estado de Nuevo Le6n se obtuvieron 25 muestras, al igual que San Luis
Potosi, ambos estados obtuvieron la mayor cantidad de muestras de suelo. Nuevo Ledén
fue el estado del cual se obtuvieron la mayor cantidad de cepas de hongos
entomopatoégenos, 7 cepas de lsaria spp., 6 cepas de Beauveria sp y 2 cepas de
Metharizium spp., siendo Nuevo Ledn el Unico estado en el cual se obtuvo éste hongo,
mientras que en las muestas de suelo de los estados de Michoacan, Yucatan y Tabasco
no se obtuvieron cepas de hongos entomopatdégenos. Es posible que el muestreo
realizado en campo de estos dos estados fuera muy reducido para obtener hongos

entomopatégenos.
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Tabla 22. Resumen de cepas aisladas de los tres géneros de hongos entomopatogenos.
encontradas en los diferentes estados de la Republica Mexicana.

Estado NUmero de muestras Isaria spp. Beauveria spp. |Metharizium spp.
Nuevo Leodn 25 7 6 2
Tamaulipas 13 1 3 0
Sinaloa 12 0 9 0
Sonora 15 1 0 0
San Luis Potosi 25 1 1 0
Yucatan 5 0 0 0
Campeche 13 4 0 0
Michoacén 15 0 0 0
Tabasco 5 0 0 0

Estos géneros de hongos entomopatdégenos han sido encontrados en suelos bajo
diversos cultivos (Bidochka et al., 1998; Lezama-Gutiérrez et al., 2001). En México,
(Lezama et al., 2001) se aislaron de muestras de suelo de diferentes estados del pais, las
siguientes especies: M. anisopliae en Colima y Jalisco, B. bassiana en Colima, Michoacan
y Jalisco, y I. fumosoroseus en Colima, las cuales mostraron patogenicidad hacia
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidéptera: Noctuidae).

En Nuevo Ledn, durante el 2007 se informd también del aislamiento de estos
géneros de hongos entomopatogenos de los suelos de los huertos citricolas de la region
(Gandarilla-Pacheco et al., 2006; Galan-Franco et al., 2007). En el estudio de Lezama-
Gutiérrez et al., (2001), asi como en la presente investigacion no se han aislado especies
del género Lecanicillium (=Verticillium), las cuales poseen la capacidad reportada de
infectar a G. mellonella (L6pez-Llorca y Carbonell, 1999), el insecto indicador utilizado, y
aun cuando han sido detectadas en insectos infectados asociados a los citricos (Berlanga
y Nufiez, 2006).

Es posible que el muestreo realizado en campo fue muy reducido para obtener al
hongo, o que las condiciones para el crecimiento en medio no favorecieran el desarrollo
de alguna posible especie de Lecanicillium; ademas como se conoce existen diversos
factores ambientales que pueden afectar el aislamiento y la eficiencia de estos hongos
como agentes de control biolégico, entre estos factores pueden encontrarse la baja

humedad relativa, temperatura y brillo solar (Leucona, 1996), asi como la presencia de
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funguicidas en el suelo. Por ejemplo se requiere de una alta humedad relativa para la
germinacion del hongo entomopatdgeno M. anisopliae. Asi como el estudio de Walstad y
colaboradores, indica que la mayor germinacion ocurre al 100% de humedad relativa y
disminuye a 0 al 85% de HR (Walstad et al. 1970).

Se logr6 identificar todos los aislados de hongos entomopatégenos a nivel
microscépico, mediante las claves de Barnett H. L. y Hunter, B. B. 1998, tomando como
base sus estructuras de reproduccion, que en este caso fueron los conidiéforos. Se
identificaron los géneros B. bassiana, |. fumosorosea y de M. anisopliae .

Se confirmd la identificacion mediante los métodos moleculares, mediante PCR-
RFLPS de las secuencias ITS, el género y la especie de los aislados obtenidos en los tres
géneros.

Se logré determinar homologias 91% y del 98% para B. bassiana, confirmando
nuevamente el género y especie mediante secuenciacién de los fragmentos ITS de los
aislados y comparando éstas con lo reportado en el banco del NBCI.

Sin embargo, los géneros de hongos entomopatdégenos encontrados generalmente
albergan especies con capacidad para infectar insectos que son plagas de los cultivos,
por lo que es necesario continuar con la determinacion de las especies y su capacidad de
infeccion, y de esta forma contar en el futuro, con referencias minimas de sus
caracteristicas como agentes efectivos de control de plagas. Asimismo, serd necesario
determinar las estrategias de produccion masiva para una aplicacion extensiva en los
programas de manejo de plagas en la regién o el pais. La presente investigacion continta
y contempla ampliar la exploracion en busqueda de especies de hongos
entomopatégenos de las zonas citricolas mas importantes del pais, ya que esto
contribuird a establecer las bases para el aprovechamiento potencial de agentes de

control biol6gico adaptados a las condiciones agroecoldgicas que imperan en el pais.
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9. CONCLUSIONES
Se establecio la cria de G. mellonella, 6ptima para la deteccion y multiplicacion In

vivo de hongos entomopatogenos utilizando las larvas como trampa cebo.

Se observé que el ciclo de G. mellonella fue de 40-60 dias bajo las siguientes
condiciones de 26-30°C y 70-80 H. R.

G. mellonella acept6é favorablemente la dieta artificial, desarrollando su ciclo de

manera normal, sin malformaciones ni mortalidad elevada.

Los hongos entomopatdégenos aislados en huertos de citricos de los estados de
Nuevo Lebn, Tamaulipas, Sinaloa, San Luis Potosi, Yucatan, Campeche,
Michoacan y Tabasco fueron: B. bassiana, |. fumosoroseus y M. anisopliae.

El mas abundante de los hongos entomopatégenos aislados fue Beauveria spp.
detectado en un 15% de todas las muestras procesadas en la zona citricola de

México.

Se obtuvieron en total 35 cepas de hongos entomopatdgenos aisladas de las
diferentes muestras de suelo de los estados de la zona citricola de México, 19
cepas se identificaron como B. bassiana, 14 cepas de |. fumosorosea y 2 cepas de

M. anisopliae.

Se confirmaron, mediante PCR-RFLPS de las secuencias ITS, el género y la
especie de los aislados obtenidos en los tres géneros.

Mediante secuenciacion de los fragmentos ITS de los aislados y comparando
éstas con lo reportado en el banco del NBCI, se logré determinar homologias del
91% y del 98% para Beauveria bassiana, confirmando nuevamente el género y
especie.
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APENDICE 1

Secuencias de la region ITS1-5.8S-ITS2

HIB-1 (Morfolégico: Beauveria)

cgcgttctgecgtecceccAaCGCCgeCteCCCaagGGGgGGtCGtGGGTTGaAATGACGCtCGAACAGGCATgCC
CGCCAGAATgTGGCGGGCGaATGTGCGTTCAAAGATtcGATGATtcACTGGALTCTGCAATTCACATTACTTA
TCGCGTTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCaAGAGATCcGTTGTTGAAAGTTTTgaTTcATTTGTTT
TccTTGeGGCeGTTTCAGELGATGCTGGTcgGTTTGaGGTcccGGeGGGeeGeeGGTeccAGTeccteGTeeGGge
TggGGcGAGtccGeeGecaGeAACGATGGTeGGTTceccgGGGTTALGGeGTTGeeccecTeGGTAATGTecccTee
GGccGGTTcACTACGGALATCACTAGTGAALTCGCGGeCGececTGecaGGTcGaccATATGGGAGAGCTCCCaAC
GCGTTGGaTGCATaGCTTGaGTaTTCTATAGTGTCACCTGaaTAGCTTGGCGTaatgatGgtcatgcet

Hongos con los que tiene similitud:

. o Max | Total | Query Max
Accession Description — | =/ | = |Evalue| T
score | score |coverage|— | ident

Cordyceps brongniartii isolate CNPMS78 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer|
DQ153037.1 |1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed514 514 73% 1e-142 91%
spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Beauveria bassiana isolate 1848 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8s
AY531995.1 [ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,508 508 73% 6e-141 91%

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence

HIB-2 (Morfol6gico: Beauveria)

AATATGTAATACGCCTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGCCGGGG
AATTCAATTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTTCAACTCCCTAACCCTTCTGTGAACC
TACCTATCGTTGCTTCGGCGGACTCGCCCCAGCCCGGACGCGGACTGGACCAGCGGCCCGCCGGGGACCTCAA
ACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCCGCAAGGCAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGACCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC
TCGACCTCCCCTTGGGGAGGTCGGCGTTGGGGGACCGGCAGCACACCGACGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGCC
CGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACAGCTCGCACCGGAACCCCGACGCGGCCACGCCGTAAAACACCCA
ACTTCTGAACGTTGACCTCGAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAACGGAGGAAATCA
CTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGT
ATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZCGJA7F014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73487229&dopt=GenBank&RID=GZCGJA7F014
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46812083&dopt=GenBank&RID=GZCGJA7F014
http://livepage.apple.com/

Hongos con los que tiene similaridad:

2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene,
partial sequence

Max Total | Query E
Accession Description - I — [Max ident
score | score [coverage|value |
Beauveria bassiana strain EABb 04/01-Tip 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
DQ364698.
175.88 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer1013 1013 [73% 0.0 98%
B 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence
Cordyceps brongniartii isolate CNPMS78 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1,
DQ153037.
I [5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer|1013 1013 [713% 0.0 98%

HIB-12 (Morfolégico: Metarhizium)
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CGTCGATATATGAGCATACAGTATGCTCATGACGATACAGTALtGgATGtgtGgGGgaAATAGAGAAATAGGT
CCcCgcCTTATTGATATgCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTCGAGgCAACTATAAAAAGTTGGGGG
TTTTACGGCAGTGGACgCGCCGGCEtCCTGTGCGAGTGCTTACTatGCGCAGAGGAGGGCCACGCGAGACCGCe
AATTAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTG
AGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGA
GATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTTAACCACTCAGAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTT
TGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAATTAAAGGTATGATTCACAGGGGTTGGGAGTTGGA
TAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACTACGGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGAC
CATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGE
AatCaTGgtcATA

Hongos con los que tiene similitud:

Accession

Description

Max

Score

Total

score

Query

coverage

E value

Max ident|

EF113341.

Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain Mb7 18S|
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,

partial sequence

950

950

72%

0.0

98%

EF113340.

Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain Mb5 18S|
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed

spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene,

044

partial sequence

944

72%

0.0

98%



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZWAEZ9Y01R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=86450064&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=86450064&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73487229&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=73487229&dopt=GenBank&RID=GZWAEZ9Y01R
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&EXPECT=10&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=GZY255Y301R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394641&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394641&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://livepage.apple.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394640&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=119394640&dopt=GenBank&RID=GZY255Y301R
http://livepage.apple.com/
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Isolation and Characterization of Entomopathogenic Fungi Obtained from
Citrus-growing Areas of Mexico

Lucila Adriana Galan-Franco', Alberto Morales-Loredo?, Genoveva Alvarez-Ojeda’,
José Isabel Lopez-Arroyo®, Katiushka Arévalo-Nifio, Carlos Sandoval-Coronado,
and Isela Quintero-Zapata’

Resumen. Se colectaron 142 muestras de suelo de diferentes estados de la
Republica Mexicana: Campeche (13), Michoacan (15), Nuevo Leon (25), San Luis
Potosi (25), Sinaloa (17), Sonora (17), Tabasco (5), Tamaulipas (20), y Yucatén (5).
Las larvas de Galleria mellonella (L.) fueron utilizadas como cebo para detectar,
atrapar y multiplicar hongos entomopatogénicos in vivo, Con base a las
caracteristicas macroscépicas y microscopicas se obtuvo un 23% de las muestras
de suelo positivas a la presencia de hongos entomopatogenos. Beauveria
hassiana (Rals -Criv ) Vuill. fue detectado en un 12% (17 aislades), Metarhizium
anisopliae (Metchnikoff) Sorokin en 1% (2 aislados) e /saria fumosorosea (Wize) en
un 10% (14 aislados). La variabilidad genética de los hongos se analiz6 mediante
la amplificacion por PCR de las secuencias de los espaciadores transcriptos
internos (ITS-5.8S-1TS2) de los genes ribosomales y posterior digestién enzimatica
con Hae Ill. Como producto de la PCR se obtuvieron fragmentos de
aproximadamente 600 pb para B. bassiana y M. anisopliae. Para el caso de /.
fumosorosea, se amplificé un fragmento por arriba de 600 pb. Tanto en cepas de
referencia como en aislados se generaron patrones de restriccion similares. Los
géneros de hongos entomopatogenos fueron encontrados en las diferentes areas
citricolas de México, lo que abre el campo para el control bioldgico de plagas que
afectan los citricos en cada regién.

Abstract. A total of 142 soil samples was collected from different Mexican states:
Campeche (13), Michoacén (15), Nuevo Ledn (25), San Luis Potosi (25), Sinaloa
(17), Sonora (17), Tabasco (5). Tamaulipas (20), and Yucatan (5). Larvae of the
greater wax moth, Galleria mellonella (L.), were used as bait to detect, trap, and
multiply entomopathogenic fungi in vivo. Twenty-three percent of the soil samples
processed were positive for the presence of entomopathogenic fungi according to
the macroscopic and microscopic characteristics: Beauveria bassiana (Bals.-Criv.)
Vuill. was detected in 12% (17 isolates), Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin in 1% (2 isolates), and Isaria fumosorosea (Wize) in 10% (14 isolates).
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Genetic variability of the fungi was analyzed using the sequences of internal
transcribed ribosomal genes (ITS-5.8S-1TS2) and digested with the enzyme Haelll.
PCR results generated fragments of 600 bp for B. bassiana and M. anisopliae, and
more than 600 bp for /. fumosorosea. Both reference strains and field isolates
produced similar restriction patterns. Genera of native entomopathogenic fungi
were found in the diverse citrus areas of Mexico, opening the possibility for
biological control of pests affecting citrus in each region.

Introduction

In Mexico, there are 523,505 ha of citrus, mainly of orange and lime
(FAOSTAT 2009). Citrus are of great socioeconomic importance in the country.
Annually the established citrus farms are aftacked by at least 107 species of
detrimental arthropods. The citrus red spider, Panonychus citri (McGregor),
Mexican fruit fly Anastrepha ludens (Loew), black fly Aleurocanthus wolglumi
(Ashby), whiteflies Tetraleurodes ursorum (Cockerell) and Aleurothrixus floccosus
(Maskell), and citrus thrips Scirtothrips citri (Moulton) commonly represent the main
pest species (Lopez and Loera 2009). Presently, the citrus industry in Mexico is at
high risk of damage by the occurrence of the disease Huanglongbing and the
extended presence of its vector, the Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Peyllidae). Rialagiral cantrol is an alternative to reduce the problems
caused by the diverse citrus pests and by the excessive use of insecticide (Landis
and Orr 1996). Documented biological control programs have been successfully
applied against diverse pests in Mexico (Rodriguez and Arredondo 2008).
Entomopathogenic fungi are considered biological control agents with potential to
be used in the control of pests in diverse agricultural settings (Roberts and Hajek
1992, Shah and Pell 2003). These microorganisms infect directly through
penetration of the cuticle and exert multiple mechanisms of action, avoiding
developing resistance from the host (Carruthers and Soper 1987, Alves 1998). The
isolation of strains of entomopathogenic fungi with greater virulence has been
obtained from ill insects in environmental samples (Hajek 1997, Bidochka et al.
1998). The present study was intended to isolate and characterize genetically
native fungl from the suil uf diverse citrus regions in Mexico. The intention was to
establish a collection of entomopathogenic fungi that could be used in the future as
potential biological control agents of citrus pests.

Material and Methods

Soil samples were collected in citrus areas in the Mexican states of
Campeche, Michoacéan, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco,
Tamaulipas, and Yucatan. The samples were taken in representative orchards
where five trees per hectare were selected randomly. A surface of 30 x 30 cm was
selected and weeds were removed. A garden trowel was used to obtain 300 g of
soil from the first 8-10 cm depth of ground deposited into plastic bags. After
obtaining five samples per orchard, the soil samples were mixed to form a
compound sample. All the samples were kept at room temperature. The
processing of the soil samples was done in the L6 laboratory of the Institute of
Biotechnology at the University of Nuevo Leon, Mexico. In the process, 400 g of
sieved soil were placed in a 1-liter plastic container and dampened with distilled
water until 60% humidity was achieved. Five greater wax moth, Galleria mellonella
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(L.) larvae (Lepidoptera: Pyralidae), as an indicator insect, were placed on the
surface of the soil. Each container was covered and turned upside down. The
samples were incubated at room temperature for 7 days. All larvae were taken from
the containers, superficially disinfected using sedium hypochlorite 1% for 3 minutes,
placed in a Petri dish with a dampened paper filter, and incubated at 25°C for 7
days to promote the development of fungi (Woodring and Kaya 1988, Fan and
Hominick 1991). A sample was taken from fungi developed on the surface of dead
larvae incubated in a culture medium of potato, dextrose, agar, and 500 ppm of
chloramphenicol (Hatting et al, 1999, Lezama-Gutiérrez et al. 2001). The isolated
fungi were incubated in the medium for the observation of fruiting bodies and fast
sporulation. A microscope (Camera Evolution LC color connected to a microscope
Olympus BX-41) and taxonomic keys (Samson et al. 1988; Humber 1998a,b) were
used to aid in identifying the fungi obtained. The fungi obtained were conserved in
10% glycerol at -80°C in the collection of the UANL's Institute of Biotechnology and
used for molecular identification. Reference strains GHA of Beauveria bassiana
(Bals.-Criv.) Vuill., Pfr-612 of /saria fumosorosea (Wize), and Ma of Metarhizium
anisopliae (Metchnikoff) Sorokin) were used. DNA was obtained from the mycelium
by using the following technique: the sample was centrifuged at 14,000 rpm for 1
minute at 4°C and the supernatant discarded. Five hundred TE 1X was added and

centrifuged at 14,000 rpm for 5 minutes at 4°C, and the supernatant was discarded.
One hundred pl of lysia buffer and three glasse pearls were added to cach tubc. The
tube was submerged in liquid nitrogen for 20 seconds. A vortex was used to defrost
the sample. Three hundred pl of lysis buffer and 10 pl proteinasa K (10 mg/mi)
were added. The sample was incubated overnight at 65°C. All was transferred to a
new tube (400 pl). Phenol (200 ul) was added to each tube. The tube was mixed
for 1 minute at 4°C at 14,000 rpm in a centrifuge. The aqueous phase was
transferred to a new tube and the same volume of SEVAG (chloroform:isoamilic
alcohol 24:1) was added. The mixture was centrifuged with the same parameters
as before. The supernatant was transferred to a new tube and an equal volume of
isopropanol was added. The nucleic acids were precipitated and washed with 1 ml
of 70% ethanol. The DNA was resuspended on 15 pl of TE 1X. The internal
transcription sequences (ITS) from the ribosome genes (ITS1-5.8S-ITS2) were
amplitied by using PUR. |he endonuclease Haelll was used to digest enzymes for
the molecular characterization of the isolated strains (PCR-RFLP). The PCR
fragments were cloned and sequenced to confirm the restriction patterns obtained
and the homology with other reported sequences in the National Center for
Biotechnology Information.

Results

According to macroscopic and microscopic characteristics, 23% of the
samples were positive for the presence of entomopathogenic fungi. B. bassiana
was detected in 12% of the positive samples (17 isolates), M. anisopliae was found
in 1% (iwo isolates). and /. fumosorosea was found in 10% (14 isolates). B.
bassiana was detected in the states of Nuevo Ledn (two isolated strains), San Luis
Potosi (one isolated strain), Sinaloa (nine isolated strains), Tabasco (one isolated
strain), and Tamaulipas (four isolated strains). /. fumosorosea was found in the
states of Nuevo Ledn (six isolated strains), Tamaulipas (one isolated strain), San
Luis Potosi (one isolated strain), Sonora (one isolated strain), Campeche (two
isolated strains), and Tabasco (three isolated strains). M. anisopliae was detected

445

89



only in the state of Nuevo Leon (two isolated strains). The pathogenicity caused by
each of the isolated fungi in the greater wax moth larvae ranged from 1.2-35.2%
(Table 1).

PCR generated fragments of approximately 600 base pairs (bp). The size
differences between B. bassiana and M. anisopliae genera were indistinguishable
on agarose gel. In [. fumosorosea, a fragment larger than 600 bp was amplified
(Fig. 1).

Table 1. Percentage of Larvae of Galleria mellonella Infected by Entomopathogenic
Fungi Obtained from Different Citrus Areas of Mexico

_No. of samples % of infected larvae

Locality Collected Positives B. bassiana |. fumosorosea M. anisopliae
Nuevo Ledn 25 10 6.4 6.4 16
Sinaloa 17 9 35.2 0 0
Yucatan 5 0 0 0 0
Campeche 13 2 0 4.6 0
Tabasco 5 - 4.0 20.0 0
Tamaulipas 2n 5 4.0 30 0
San Luis Potosi 25 2 24 1.6 0
Michoacan 15 0 0 0 0
Sonora 17 1 0 1.2 0

600 bp

Fig. 1. Amplification of fungal isolates from soil of citrus orchards. Lanes 1-3 = B,
bassiana, Lanes 4-9 = |. fumosorosea, Lanes 10-11 = M. anisopliae, Lane 12 =
negative check, Lane 13 = Molecular Weight Marker Ladder 100 bp.
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Using a PCR simulation with the software Amplify 2.0, the M. anisopliae
fragment obtained was 581 bp, 612 bp for I. fumosorosea, and 593 bp for B.
bassiana. These fragments were similar to those isolated from the field and to the
reference strains. With the virtual PCR fragments, restriction was simulated using
the application DNAStrider-1.1. The /. fumosorosea restriction analysis with Haelll
showed seven fragments, while only the 257, 133, 87, and 56 bp were visible on the
agarose gel (Fig. 2). For M. anisopliae, 404 and 141 bp fragments were obtained,
and for B. bassiana, fragments of 257, 133, 87, 56, 27, 22, 19, and 11 bp were
cbtained. In the reference straine and field isolates similor reatriction patterns were
obtained for the isolates of B. bassiana (A1-A8) and the GHA B. bassiana.

Fig. 2. Enzymatic digestion products of fungi isolated from soil of citrus orchards.
Lane 1 = GHA; Lanes 2-8 = A7, A6, A5, A4, A3, A2, and A1, respectively; Lane 9 =
negative check; and Lane 10 = Molecular Weight Marker Ladder 100 bp.

Discussion

Entomopathogenic fungi B. bassiana, M. anisopliae, and |. fumosorosea
were found. In Mexico, Lezama el al. (2001) isolated from soil samples the
following species: M. anisopliae, B. bassiana, and P, fumosoroseus that showed
pathogenicity toward fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae). In the study by Lezama-Gutiérrez et al. (2001) as well as
in the present investigation, the isoclation of species of Lecanicillium (Verticillium)
has not been obtained, which has the capacity to infect greater wax moth (Lopez-
Llorca and Carbonell 1999), even though they have been detected in infected
insects associated with citrus (Berlanga and Nufiez 2006). This is probably

447

91



because of less sampling and that conditions for the growth of Lecanicillium in
culture medium were not favorable for their development.

With the seguence obtained from the PCR fragments, the software
MegaAlign was used for comparisons, and similar values between B. bassiana A1
and M. anisopliae 21 of 76.0 and between B. bassiana A3 and M. anisopliae 21 of
57.0 were found. Comparing sequences from B. bassiana A1 with B. bassiana
reported in the NCBI GenBank were similarities of 355/390 (91%) and gaps of
19/390 (4%). The A3 isolate presented homology with B. bassiana strain EABb
04/01-Tip from GenBank with identities of 564/571 (98%) and gaps of 3/357 (0%),
thus confirming genus and species.

Entomopathogenic fungi found in this investigation have the capacity to infect
other insect species that frequently are pests of crops (Bidochka et al. 1998,
Lezama-Gutiérrez et al. 2001). It is necessary to determine the species of pests
affected and their ability to infect. Also, it will be necessary to determine massive
production strategies for their application in pest management programs in Mexico.
This study will contribute to establishing the basis for the use of specific
microbiological control agents adapted to the diverse conditions of Mexico.
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