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Resumen: En México Chloridea virescens es una plaga del garbanzo, tomate y otras
hortalizas que causa importantes pérdidas econémicas. Para el control de esta plaga
se evaluaron tres cepas diferentes (M1, M2 y M3) de Metarhizium robertsii (previa-
mente Metarhizium anisopliae) y tres cepas de Beauveria bassiana (B1, B3 y B9) en
condiciones de laboratorio basados en parametros de su crecimiento radial, produc-
cion y germinacién de conidios. La patogenicidad de las mejores cepas fue evaluada
a una concentracion de 1x10® conidios/mL, contra larvas del segundo a tercer instar
de C. virescens, a 28 £ 1 °C, 70 = 5 % de humedad relativa y fotoperiodo de 12
horas luz. Las seis cepas causaron mortalidad de larvas de C. virescens, con rangos
de 57 % a 97 %, con diferencias estadisticas entre estas y el control (P < 0,02).
La cepa M1 de M. robertsii exhibié el mayor crecimiento radial 4,79 £+ 0,02 cm,
tasa de crecimiento de 3,33 mm/dia, y una produccion de 6x10° conidios/mL a los
14 dias, con 96 % de germinacion a las 24 horas. En términos de patogenicidad M1
causo 97 % de mortalidad total de larvas a los 7 dias, con TLs, de 4 dias. Las cepas
M2 y M3 causaron mortalidad de 83 % y 77 % con TL,, de 4 dias. Las cepas B1, B3
y B9 tuvieron mortalidad de 63 %, 57 %y 70 % con TL,, de 4,3 dias. La cepa M1 de
M. robertsii tuvo el mejor desempeiio en todos los parametros evaluados, por lo que
puede ser probada en condiciones de campo para el control de C. virescens.

Palabras clave: Hongos entomopatogenos, Metarhizium robertsii, crecimiento ra-
dial, patogenicidad, cepa.

Abstract: In Mexico, Chloridea virescens is a pest of chickpea, tomato and other
vegetables causing significant economic losses. To control this pest, three different
strains (M1, M2 and M3) of Metarhizium robertsii (previously Metarhizium aniso-
pliae) and three strains of Beauveria bassiana (B1, B3 and B9) were evaluated under
laboratory conditions, based on radial growth parameters, and conidia production
and germination. The pathogenicity of the best strains was assessed at concentration
of 1x10® conidia/mL, against second and third instar larvae of C. virescens, at 28
+1°C, 70 £ 5 % of relative humidity and a photoperiod of 12 hours light. The six
strains caused larvae mortality of C. virescens, ranging from 57 % to 97 %, with
statistically significant differences compared with the control (P < 0.02). The M1
strain of M. robertsii exhibited the highest radial growth of 4.79 + 0.02 c¢m, a growth
rate of 3.33 mm/day, and a production of 6x10° conidia/mL at 14 days, with 96 % of
germination at 24 hours. In terms of pathogenicity M1 caused 97 % of total larvae
mortality at 7 days with TL,, of 4 days. The M2 and M3 strains caused mortality
of 83 % and 77 % with a TL;, of 4 days. Strains B1, B3 and B9 have mortalities
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of 63 %, 57 % and 70 % with a TL,, of 4,3 days. (M1) M.
robertsii had the best performance across all evaluated para-
meters, and it is therefore recommended for field testing to
control of C. virescens.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Metarhizium robertsii,
radial growth, pathogenicity, strain.

Introduccion

En el Estado de Sinaloa, México, el gusano del fruto Chlo-
ridea virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) es una
plaga que ataca los cultivos de garbanzo Cicer arietinum
(L.) y tomate Solanum Ilycopersicum (L.), en los que se ha
observado que las larvas del primer estadio se alimentan de
las porciones tiernas de las hojas u otras partes vegetativas.
Sin embargo, a partir del segundo y tercer instar tienen mayor
movilidad y se alimentan de flores y frutos (Garcia-Gutiérrez
et al., 2019). Estudios de Manzanarez-Jiménez et al. (2021a)
indican que el desarrollo de estos estadios sobre hojas de to-
mate dura 8,3 dias a 23,5 °C + 5,5 °C y humedad relativa 70 %
+ 10 %, en esta etapa las larvas se encuentran alimentandose
de manera voraz, el dafio a las hojas terminales retrasa el cre-
cimiento de las plantas y puede provocar un crecimiento de
frutos de mala calidad, el cuarto y quinto estadio se alimentan
activamente del fruto y el sexto reduce su movilidad dejando
de alimentarse. Con relacion a los dafios que causan en el to-
mate, Manzanarez-Jiménez et al. (2021a) informaron que una
sola larva de este insecto puede consumir el fruto en 25 % de
su totalidad. Lo anterior causa grandes pérdidas econdmicas
en este cultivo, las cuales se han estimado en 8,5 % de la pro-
duccion (Garcia-Gutiérrez et al., 2019).

Por esta razon, el control de C. virescens y otras plagas
en tomate y garbanzo se ha realizado con mezclas de dos o
mas insecticidas quimicos (7 a 8 mil t/afo) a base de organo-
clorados, organofosforados, carbamatos y piretroides, aplica-
dos mediante aspersiones via aérea o manual (SIAP, 2021).
El empleo de estos productos causa efectos perjudiciales a la
salud humana y los ecosistemas terrestres y acuaticos (Mar-
tinez-Valenzuela et al., 2019). En programas de manejo in-
tegrado de plagas en cultivos de chile y tomate se realizan
aplicaciones de Bacillus thuringiensis (Berliner), algunos
parasitoides como Trichogramma spp. y depredadores como
Chrysoperla spp., asi como como Metarhizium robertsii
(Metchnikoff) Sorokin, Beauveria bassiana (Balsamo-Cri-
velli) Vuillemin, Isaria fumosorosea (Wize) (anteriormente
Paecilomyces fumosoroseus) Brown & Smith y P. lilacinus
(Thom) (Garcia-Gutiérrez et al., 2019).

En esta region los hongos entomopatégenos B. bassiana
y M. robertsii causan mortalidad en el adulto del picudo del
chile Anthonomus eugenii Cano (Coleoptera: Curculionidae)
y larvas del primer y tercer estadio de gusano cogollero Spo-
doptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
gusano soldado Spodoptera exigua (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae), gusanos barrenadores de la cafia Diatraea spp.
(Lepidoptera: Crambidae) y gusano del fruto C. virescens
(Garcia-Gutiérrez et al., 2019). Sin embargo, es necesario
seleccionar cepas que sean altamente infectivas para los es-
tadios referidos a las condiciones climaticas y el cultivo en
el que se desarrolla la plaga. Por esta razon, se realizo la se-
leccion de cepas de M. robertsii y B. bassiana y se evalud su
patogenicidad contra larvas del segundo a tercer estadio de C.
virescens en condiciones de laboratorio.

Materiales y métodos

Origen de las cepas de los hongos entomopatégenos.
Se evaluaron seis cepas nativas aisladas en el norte de Sina-
loa de los hongos M. robertsii y B. bassiana del laboratorio
de Bioinsecticidas del Centro Interdisciplinario de Investi-
gacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad Sinaloa
(Tabla 1).

Tabla 1. Origen de las cepas de Metarhizium robertsii y Beauveria bas-
siana en el norte de Sinaloa y nimero de acceso al GenBank

Cepa Origen GenBank*

Beauveria bassiana

CIDSBO1 (B1) Choix KR998503

CIDSBO03 (B3) Choix KR998505

CIDSB09 (B9) Choix KR998511
Metarhizium robertsii

CIDSMO1 (M1) Sinaloa de Leyva KR998522

CIDSMO02 (M2) Sinaloa de Leyva KR998523

CIDSMO03 (M3) Guasave KR998524

* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Las cepas se cultivaron en una camara climatica (CBRF-
PLC-20, Prendo) a 28 °C £ 1 °Cy 70 % £+ 5 % de hume-
dad relativa (HR) y fotoperiodo de 12 h luz:12 h oscuridad,
en medio nutritivo de agar papa-dextrosa (PDA) durante 14
dias. Los conidios se recuperaron agregando 2 mL de agua
destilada estéril al cultivo y con una espatula de acero inoxi-
dable (18/10 Bochem™) se raspo el area de crecimiento.
La suspension de conidios se vertid en un tubo coénico
(50 mL) de polipropileno con 10 de Tween 80 al 0,05 % y se
homogenizé durante 3 min en un agitador Voértex (MX-S5,
Thermo scientific). Se cuantificé la concentracion de conidios
mediante una cdmara Neubauer (0,1 mm, Marienfeld). La via-
bilidad de los conidios en las suspensiones se determind en
medio PDA siguiendo el protocolo de Inglis et al., (2012).
Los cultivos se mantuvieron a 4 °C.

Crecimiento radial de las cepas. En el dia 14 del creci-
miento de los hongos se tomd un fragmento de micelio
de 4 mm del borde del cultivo utilizando un sacabocado
(MOD.0629890, Cole-Parmer®), se sembr6 en el centro de
cajas de Petri (90 mm) en posicion invertida y se incubaron
a28°C=+1°Cy70% =+ 5 % de humedad relativa y fotope-
riodo de 12 horas luz. La medida de crecimiento radial de las
cepas se midi6 con un vernier (Pie de rey) (UltraTech®, Mod.
H-7352) en mm/dia cada 24 h durante 14 dias; midiendo el
diametro a partir del punto “0” del eje cartesiano (Cuadran-
te I, II, III y IV) previamente trazado en la base inferior de
cada caja de Petri.

Esporulacion y viabilidad de las cepas. La esporulacion
de conidios se evaluod siguiendo el protocolo de Sun et al.,
(2002), los conidios de cada caja de cultivo de 14 dias de
crecimiento se suspendieron en 10 de Tween 80 % al 0,05 %
en agua destilada estéril, y después se obtuvo el promedio de
conidios/mL de cada cepa. En cada muestra se observaron
cinco campos de la cdmara de Neubahuer. Las suspensiones
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se ajustaron a 1x10® conidios/mL, de donde se tomaron 100
pL y se sembraron por extension con ayuda de un asa de
Drigalsky triangular en medio PDA. La germinacion se cuan-
tificd cada 4 horas a partir de las 8 horas hasta las 24 horas,
siguiendo los criterios de tamafio de tubo germinativo, el do-
ble del tamafio del conidio y el porcentaje de germinacion
(Inglis et al., 2012).

Los datos de crecimiento radial de las cepas por dia,
crecimiento total de la cepa, esporulacion y germinacion se
analizaron con el programa estadistico Minitab version 21
(2021).

Bioensayo de patogenicidad. La cria de C. virescens se ini-
ci6 con la colecta de larvas en cultivos de garbanzo en el valle
agricola de la ciudad de Juan José Rios, Sinaloa. Las larvas se
alimentaron con la dieta ICRISAT Diet 3 (Arévalo & Zenner
de Polania, 2010) modificada con 5 % de aceite de soya como
fagoestimulante, 10 % de germen de trigo y 20 % de harina
de maiz, para proporcionar consistencia a la dieta. Los adultos
obtenidos de las pupas se colocaron a temperatura ambiente
(~ 25 °C £ 2 °C) en un cilindro de PVC revestido con ho-
jas de papel, alli se alimentaron las palomillas con una solu-
cion de sacarosa puesta en algodon humedecido en una caja
Petri dentro del cilindro con tapa hasta obtener la oviposicion
en el papel.

La patogenicidad y el Tiempo letal medio (TL,,) de las
cepas de B. bassiana y M. robertsii se determind en grupos
formados al azar con 30 larvas de segundo y tercer estadio
de C. virescens, por ser estos los de mayor movilidad en las
plantas (Manzanarez-Jiménez et al., 2021b) y por tener mayor
posibilidad de entrar en contacto con los hongos. Las cepas se
prepararon en suspension a una concentracién de 1x10% co-
nidios/mL en 10 mL de Tween® 80 al 0,05 %. El control se
hizo con agua destilada estéril. Las larvas de C. virescens se
seleccionaron al azar de una colonia proveniente del laborato-
rio, y se individualizaron en caja Petri + papel filtro humede-
cido + alimento artificial, sin metilparabeno, y se inocularon
con 50 pL de la suspension de conidios sobre su exoesqueleto
con ayuda de una micro-pipeta automatica (LM-200, LabMa-
te®). Las cajas se sellaron con papel parafilm y se incubaron
a 27 °C £ 1 °C; humedad relativa de 70 % + 5 % y fotoperio-
do de 10 horas luz. La mortalidad se registr6 cada 24 horas
durante 8 dias.

Disefio experimental y analisis estadistico. El experimento
se realizod bajo un disefio completamente al azar. Los datos
de mortalidad de larvas se ajustaron mediante la formula de
Abbott (1925). Las diferencias entre los tratamientos se deter-
minaron con el estadistico ANOVA y las diferencias entre las
medias de los tratamientos se compararon mediante la prue-
ba de Tukey (P < 0,05) en el programa SAS®, version 9.00
(SAS, STAT®, 2009). El Tiempo letal medio de los tratamien-
tos (TLs,) se obtuvo a través del modelo de regresion Probit
(Finney, 1978).

Resultados y discusion

Crecimiento radial, esporulaciéon y germinacion de cepas.
La cepa M1 de M. robertsii presento los valores mas altos del
parametro de crecimiento, comparados con las cepas M2 y
M3y con las cepas B1, B3 y B9 de B. bassiana (F = 6149,03;
gl=5,14; P<0,00) (Tabla 2).

Tabla 2. Tasa de crecimiento por dia, crecimiento radial, esporulacion y
germinacion de cepas de Beauveria bassiana 'y de Metarhizium robertsii
a las 24 horas en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA).

Tasa de crecimiento  Crecimiento radial Esporulacion (%) Germinacion

Cepa

(mm/dia) Total/cm (conidios/mL) (24h)
B1 2,28+0,0133¢  3,20+£0,01f 2 %10 f 82,0+4,4721 ¢
B3  228+0,0136e 3,45+0,07¢ 2x107e 82,6 +2,8810 ¢
B9 229+0,0117d 3,99+0,14d 5x107d 88,0 +2,2361 ¢
M1 334+0,0167a 4,79+0,02a 6x10°a 96,2 +3,1145a
M2  3,33+£0,0094b 4,68+0,02b 4x10%¢c 86,2 +3,8341d
M3  3,32+0,0099¢c 4,09+0,08c 4x10%b 89,8+ 1,1923 b

Medias con la misma letra, en cada columna, no son significativamente
diferentes (a < 0,05). Los resultados son medias + de la desviacion estandar,
obtenidos de datos de los experimentos realizados por triplicado.

Desarrollo de micelio en larvas de Chloridea virescens.
Las larvas de segundo y tercer estadio de C. virescens infecta-
das por M. robertsii y B. bassiana tuvieron diferente desarro-
llo de micelio y esporulacion con 4 + 0,5 dias, 8 + 1 diasy 7y
10 dias, respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Larvas de Chloridea virescens infectadas con Beauveria bassiana 'y Metarhizium robertsii. a) micelio de aspecto algodonoso
en cepa B9 a los 19 dias. b) micelio en forma de tabiques de M. robertsii cepa M1 a los 14 dias. Fotografias tomadas con un microscopio
estereoscopico (Zeiss Stemi DV4, Oberkochen, Alemania).
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Sun et al., (2002), encontraron presencia de micelio de
estos dos hongos en tiempo de uno y dos dias en cadaveres
de larvas de termitas subterraneas de Formosa Coptotermes
formosanus Shiraki, 1909 (Blattodea: Isoptera: Rhinotermi-
tidae). La esporulacion en este estudio fue similar a la ob-
servada en el cuerpo de las termitas, donde M. robertsii tuvo
crecimiento micelial sobre C. virescens, dos dias después de
morir. Por su parte, Cheng et al. (2016) al realizar el estudio
con B. bassiana y M. robertsii encontraron diferencias en el
crecimiento del micelio, M. robertsii tuvo crecimiento rapido
y alta esporulacion, mientras que B. bassiana tuvo menor cre-
cimiento y baja esporulacion. Estos hallazgos son congruen-
tes con el tiempo de desarrollo de las cepas evaluadas en este
estudio, donde las cepas B1 y B3 de B. bassiana tuvieron baja
esporulacion, destacando la cepa B9 con alta tasa de esporu-
lacion, mientras que en todas las otras cepas de M. robertsii
también fueron altas y el valor mas alto lo tuvo la cepa M1
(Tabla 2). Estos resultados tienen que ver con la disponibili-
dad de conidios y la velocidad de colonizacion fungica sobre
las larvas de C. virescens.

Estudios recientes de crecimiento y propagacion de M. ro-
bertsii en medios de cultivo a base de agar dextrosa y papa
(PDA) como fuente de carbono y nitrégeno, mezclados con
extracto acuso de alga parda gigante Macrocystis pyrifera (L.)
C. Agardh (Laminariales: Phaeophyta), indicaron mayor via-
bilidad y produccién de conidios de esta especie (Manzana-
rez-Jiménez & Garcia-Gutiérrez, 2020; Manzanarez-Jiménez
etal., 2021b).

El rapido crecimiento y alta produccion de conidios de
M. robertsii comparada con B. bassiana, podria deberse a
su capacidad para crecer a temperatura > 35 °C (Bugeme
et al., 2008; Chandra-Teja & Rahman, 2016). Por otro lado,
Manzanarez-Jiménez et al. (2021b) reportaron persistencia
de conidios de estas dos especies de hongos después de 14
dias de haber sido asperjados en plantas de tomate en inverna-
dero contra larvas C. virescens. No obstante, para seleccionar
a una cepa ademas de los parametros encontrados, es necesa-
rio realizar estudios de crecimiento de M1 a diferentes tempe-
raturas y determinar su persistencia en campo.

Bioensayo de patogenicidad. En el bioensayo de patogenici-
dad las seis cepas causaron mortalidad de larvas de segundo
y tercer estadio de C. virescens, con diferencia significativa
entre estas y con respecto al control (F = 1,81; gl = 6,49;
P <0,02) (Tabla 3).

Tabla 3. Mortalidad de larvas de Chloridea virescens causadas
por cepas de Beauveria bassiana'y Metarhizium robertsii.

Cepas (%) Mortalidad (aT:“fgs) ({)1;;0)

B. bassiana (B1) 63 +2,56 a 5
B. bassiana (B3) 57+2,80 a 5
B. bassiana (B9) 70 £2,72 b 3
M. robertsii (M1) 97+ 3,20 c 3
M. robertsii (M2) 83 +2,59 b 4
M. robertsii (M3) 77+2,33 b 5

Control 2+0,35 d -

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(a0 < 0,05). Los resultados son medias + desviacion estandar, obteni-
dos de datos de los experimentos realizados por triplicado.

En todas las cepas la mortalidad promedio vari6 de 57 %
a 97 %. La mayor mortalidad de larvas se obtuvo con la cepa
nativa M1 de M. robertsii con 97 % a los 7 dias, las otras
cepas causaron de 63 % a 83 %. Estos resultados de morta-
lidad son mayores a los encontrados por Acuifia-Jiménez et
al., (2015) sobre larvas de C. virescens usando formulados
microencapsulados. Por su parte, Manzanarez-Jiménez et al.
(2021b) usaron formulaciones en aceites sobre larvas de pri-
mer a tercer estadio de C. virescens, encontrando mortalidad
superior al 50 % a partir de los 4 dias con M. robertsii y 4,5
dias con B. bassiana.

Lo anterior nos indica que la patogenicidad de los hon-
gos entomopatoégenos es una caracteristica importante para
la seleccion de cepas con potencial para controlar plagas de
insectos. De acuerdo con esto, la evaluacion y seleccion
de las cepas que se realizd en este trabajo permite aumentar
la efectividad de estos agentes en el control de las plagas
que afectan a estos cultivos, como lo han considerado otros
autores (Faria & Wraight, 2007; Inglis et al., 2012; Vega
et al., 2012).

El mejor tiempo letal medio de mortalidad de larvas de
segundo a tercer estadio fue de tres dias con M. robertsii (M1)
y B. bassiana (B9). Este resultado es importante para el con-
trol bioldgico de C. virescens, ya que la mayor voracidad de
las larvas fue del primero al tercer estadio (Manzanarez-Jimé-
nez et al., 2021a). En este estudio se encontrd que los hongos
M. robertsii (M1) y B. bassiana (B9) se pueden utilizar para
controlar larvas en estadios de desarrollo temprano para evi-
tar que sus poblaciones alcancen umbrales economicos que
causen pérdidas econdomicas en el rendimiento del cultivo, tal
como lo sugieren Garcia-Gutiérrez et al. (2019). No obstante,
para evitar que las larvas se desarrollen es importante realizar
estudios de la patogenicidad de cepas a utilizar en su control,
y considerar el comportamiento de la plaga sobre las plantas,
ya que se observo que el movimiento de las larvas sobre el
follaje evita el contacto con los hongos (Manzanarez-Jiménez
etal., 2021b).

Conclusiones

Las cepas de M. robertsii y B. bassiana fueron patbgenas con-
tra larvas del gusano del fruto a partir del tercer dia de haber
sido inoculadas con estos hongos en condiciones de laborato-
rio. La cepa M1 de M. robertsii y B9 de B. bassiana tuvieron
tiempos letales cortos, destacando la cepa M1 con el mayor
crecimiento, esporulacion, germinacion de conidios y pato-
genicidad. Estos parametros determinaron el potencial de esta
cepa para evaluarla en el control de larvas de C. virescens en
condiciones de campo.
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