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Actividad de dos hongos entomopatogenos, identificados molecularmente,
sobre Bactericera cockerelli

Activity of two entomopathogenic fungi, molecularly identified, on Bactericera cockerelli
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Resumen: El psilido de la papa Bactericera cockerelli afecta a las solanaceas en México, por el dafio directo que cau-
sa, ademas, de que es transmisor de patdogenos procariotes como Candidatus Liberibacter solanacerum (psyllaurous).
Este insecto es combatido principalmente con productos quimicos. Sin embargo, en la actualidad, se buscan nuevas
estrategias para su manejo como el uso de hongos entomopatogenos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la suscep-
tibilidad del psilido de la papa a dos cepas comerciales y dos nativas de Metarizhium anisopliae y Beauveria bassiana,
asi como confirmar la identificacion de las mismas mediante técnicas moleculares. Los bioensayos se realizaron con la
cepa nativa MA25 de M. anisopliae y las comerciales Metabich® (MA28) y Bassianil® (BB09) y la nativa BB42 de Be.
bassiana. Se probaron cinco concentraciones sobre ninfas del tercer estadio de B. cockerelli y se obtuvieron sus CLs
y CLos. Todas las cepas resultaron patdogenas para el psilido de la papa, las mas toxicas fueron BB09, BB42 y MA2S.
La mortalidad fluctud entre 90 a 100% con las concentraciones mas altas de cada cepa: la mas virulenta fue BB09, con
una CLs, de 2,99 x 10*conidias mL"' y MA25 la menos virulenta tuvo una CLsyde 6,34 x 10° conidias ml'. Mediante
la clonacion y la secuenciacion de la region ITS de los rADN 188, se corrobord que las cepas nativas identificadas por
morfologia microscopica y claves taxondmicas corresponden a Be. bassiana 'y M. anisopliae.
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Abstract: The potato psyllid Bactericera cockerelli affects solanaceous causes direct damage to crops in Mexico, as
well as transmitting prokaryotic pathogens such as Candidatus Liberibacter solanacerum (psyllaurous). In the past,
it has been controlled mainly using chemical products, while recent management strategies seek different strategies,
including the use of enthomopathogenic fungi. The goal of this study was to evaluate the susceptibility of the potato
psyllid to commercial and native Metarizhium anisopliae and Be. bassiana strains, and to determine the identity of these
fungi through molecular techniques. Bioassays were done under laboratory conditions using the wild type (MA25) of
M. anisopliae, the commercials strain (Metabich® MAZ28), the Be. bassiana BB42 wild type strain, and the commercial
strain Bassianil® BB09. Five different conidia concentrations were tested against third instar nymphs of Bactericera
cockerelli, and their corresponding LCsy and LCss were determined. The strains tested were pathogenic against the
potato psyllid, with the highest virulence obtained using BB09 followed by BB42 and MA28. Using the highest con-
centrations of the strains, mortality varied between 90 and 100%, with the most virulent being BB09 with a LCs, of
2.99 x 10*conidia per ml, and the least virulent being MA25, with a LCs, of 6.34 x 10° conidia per ml. Previously, the
Be. bassiana and M. anisopliae wild type strains were identified using conventional methods; this report confirms them
through molecular techniques based on the cloning and sequencing of their DNA 18S gene.

Key words: Bioassays. Paratrioza. Entomopathogenic fungi.

Introduccion

Las solanaceas, como chile (aji), jitomate y papa, son hor-
talizas muy importantes para México. A nivel mundial este
pais es el noveno productor de chile y esta dentro de los diez
principales productores de jitomate (FAO 2009). Estos culti-
vos son severamente afectados por el psilido de la papa, Bac-
tericera cockerelli (Sulc). Los daflos que ocasiona son de tipo
directo por la inyeccion de una toxina transmitida inicamen-
te por las ninfas e indirecto a través de graves enfermedades
conocidas como “permanente del tomate” “amarillamiento
apical del chile”, y “zebra chip” de la papa, causadas por la
bacteria Candidatus Liberibacter solanacerum (Psyllaurous)
(Munyaneza et al. 2009a, b, c) transmitida por este insec-
to (Hansen et al. 2008; Garzon et al. 2009). En la industria

de la papa, la enfermedad “zebra chip” ha generado pérdi-
das valuadas en millones de dolares en zonas productoras del
suroeste de los Estados Unidos, México, Centroamérica y
Nueva Zelanda (Munyaneza et al. 2008; Liefting et al. 2009;
EPPO 2009).

El combate del psilido de la papa se hace, principalmen-
te, con agroquimicos. Sin embargo, se han reportado casos
de resistencia a algunos de ellos como la abamectina, ciper-
metrina, endosulfan, imidacloprid y profenofos (Cerna et
al. 2010); lo que aunado a los requerimientos actuales de la
sanidad de los cultivos para su consumo, disminuyendo los
residuos de los productos quimicos en las cosechas, hace fun-
damental encontrar alternativas biologicas para el manejo de
esta plaga.
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De acuerdo con lo descrito por Lacey et al. (2009), el
control biologico del psilido de la papa con hongos ento-
mopatogenos promete ser una alternativa viable; debido a
que los mecanismos de invasion unicos les permiten actuar
como insecticida de contacto (Charnley 1992). Trabajos
previos han demostrado la capacidad de estos organismos
para ser utilizados en programas de manejo integrado de
plagas. A nivel mundial los mas utilizados son Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin (33,9 % de los casos), Be.
Bassiana (Blas.- Criv.) Vuill (33,9 %), Isaria fumosorosea
Wize (5,8 %) y Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch (4,1
%) (De Faria y Wraight 2007). Estas especies también se
han probado sobre otros psilidos generando altas expecta-
tivas de control (Alizadeh et al. 2007; Meyer et al. 2007,
Lacey et al. 2009).

En la actualidad la identificacion de los microorganismos
eucariontes se lleva a cabo a través de técnicas moleculares
como la secuenciacion directa de productos de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (St.
Leger y Joshi 1997). Los genes rADN 18S poseen caracte-
risticas que son apropiadas para la identificacion de hongos.
Dentro de éstos, las regiones espaciadoras transcripcionales
intergénicas (ITS) son en las que presenta mas variacion en-
tre diferentes especies de hongos y, por consiguiente, son un
blanco muy atractivo para estudios de taxonomia, filogenia y
deteccion molecular (White et al. 1990). Con esta técnica se
ha identificado eficazmente otras cepas de las especies usadas
en este estudio (Diaz et al. 2008; Hegedus y Khachatourians
1996). En México la identificacion de hongos entomopatoge-
nos se ha llevado a cabo por técnicas convencionales y poco
precisas, comparadas con las basadas en la secuenciacion de
productos amplificados por PCR como los ITS.

El objetivo de este estudio fue determinar la susceptibi-
lidad de ninfas de tercer estadio de B. cockerelli a dos cepas
nativas y dos comerciales de Be. bassiana y M. anisopliae,
asi como el confirmar el género y especie de las cepas nativas
por secuenciacion de la region ITS amplificada por PCR.

Materiales y métodos

Colonia de B. cockerelli. Se recolectaron aproximadamente
150 adultos de B. cockerelli con una red entomoldgica en el
campo de produccién de jitomate de la Facultad de Agrono-
mia y Veterinaria de la Universidad Autonoma de San Luis
Potosi, México. Estos se colocaron en un frasco de vidrio y
se trasladaron al laboratorio de entomologia para su cria y
reproduccion masiva. Los adultos se introdujeron en jaulas
de madera y organza (50 cm x 50 cm x 75 cm) con plantas
de chile para que ovipositaran sobre ellas y se mantuvieron
con un fotoperiodo de 12:12 luz: oscuridad, temperatura me-
dia de 25 = 1 °C y humedad relativa de 60 = 10 %. Cada 48
h las plantas de chile se cambiaron individualmente a otras
jaulas, con la finalidad de obtener ninfas del tercer estadio
para la realizacion de los bioensayos. La edad de las ninfas
se determind por medio de unidades calor y el tamafio de
las mismas (Abdullah 2008; Medina y Covarrubias 2008). El
procedimiento consiste en usar una temperatura umbral base
de desarrollo de la especie, junto con las maximas y minimas
del ambiente en el cual se realiza el desarrollo del ciclo del
insecto, con ello se estiman las unidades calor y se pronostica
cuando se alcanzara cada estado y/o instar de interés de la
especie en estudio. En este caso se usaron los datos de unida-
des calor y tamaios propuestos por Garzon et al. (2007). La

herramienta usada para el calculo de unidades calor fue de la
Universidad de California (UC IPM 2015).

Hongos entomopatégenos. Se evaluaron cuatro cepas de
hongos entomopatdgenos proporcionadas por el Laboratorio
de Reproduccion de Organismos Benéficos, dependiente del
Comité Estatal de Sanidad Vegetal del estado de Guanajuato,
México. Las comerciales fueron Bassianil® (Be. bassiana-
BB09) y Metabich® (Metarizhium anisopliae MA28); y las
dos nativas fueron Be. bassiana (BB42) aislada a partir de
una chinche Lygus spp. (Hemiptera: Lygacidae) en “El Co-
pal”, Guanajuato, y otra de M. anisopliae (MA25) aislada
de una larva de Scarabaeidae (Coleoptera) en la localidad de
Puruaga, Guanajuato.

De manera preliminar se aplicaron concentraciones des-
conocidas de cada cepa a ninfas de B. cockerelli, para su pos-
terior re-aislamiento y obtencion de colonias en medio agar
dextrosa Sabouraud (ADS), incubadas a 28 °C en el caso de
las cepas BB09 y BB42; mientras que MA25 y MA28 fueron
crecidas a 25 °C.

Identificacion molecular. La extraccion de ADN se efectud
con el protocolo descrito por Reader y Broda (1989), a partir
del crecimiento fingico en caldo dextrosa y papa (PDA). Las
regiones ITS se amplificaron con los oligonucleotidos ITS1
e ITS4 disenados por White ef al. (1990). La PCR se realizo
en un volumen de 25 pl, con una mezcla de reacciéon cons-
tituida por 5,0 ul de tampon de reaccion 5x, 1 pl de MgCl,
25 mM; 0,5 pl de cada oligonucleodtido 10 uM; 0,3 ul de taq
polimerasa 5 upl™; 0,5 pl de ANTP’s 10 uM; 1,0 ul de ADN,
y agua miliQ estéril c.b.p. Las condiciones de reaccion fue-
ron: desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C, seguida de 35
ciclos con fase de desnaturalizacion (30 segundos a 94 °C)
cada uno, alineamiento (45 segundos a 60 °C) y extension
(1,5 minutos a 72 °C); y con extension final de 8 minutos a
72 °C en un termociclador marca Eppendorf ®

El producto de PCR fue clonado en el vector pGEM-T
Easy siguiendo las instrucciones del fabricante (Promega
2003). La manipulacién genética se llevé a cabo en células
competentes de E. coli JM 109. El ADN plasmidico se extra-
jo por el método de lisis alcalina (Birnboim y Doly 1979), y
las clonas positivas se identificaron por liberacion del inserto
mediante digestion con la enzima Eco RI (Sambrook et al.
1989). Se eligieron tres clonas positivas para cada uno de los
hongos, se purifico el ADN y se secuencid por el método de
Sanger en el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agrico-
la, Médica y Ambiental del Instituto Potosino de Investiga-
cion Cientifica y Tecnoldgica de México.

Las secuencias de nucledtidos se compararon contra
las secuencias en el GenBank-NCBI (National Center for
Biotechnology Information 2011), con el programa BlastN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blastn.cgi/). Se rea-
liz6 un analisis filogenético contrastando las secuencias ob-
tenidas con las que dieron mayor porcentaje de similitud en
el GenBank, a través de un dendrograma obtenido con el
método agrupamiento de vecinos “neighbor-joining” (Sai-
tou y Nei 1987), basandose en datos de 500 repeticiones
(“bootstrap”) (Felsenstein 1985) y las distancias evolutivas
se calcularon utilizando el método de méaxima verosimili-
tud en unidades de la cantidad de base de sustituciones por
sitio, con el programa MEGA 5.05% (Tamura et al. 2011).
Finalmente, las secuencias obtenidas fueron dadas de alta
en el GenBank.
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Concentracién de conidias y prueba de viabilidad. Se reco-
lectaron conidias a partir de colonias crecidas en medio ADS
y se suspendieron en agua destilada con surfactante INEX-A
COSMOCEL® 0,2 %, por agitacion en una placa magnética
Cimarec®. Se contaron las conidias con un hematocitdmetro
Neubauer Brigh SUPERIOR® y un microscopio marca Zeiss
Axiolab a 40x. Las suspensiones se ajustaron por dilucién
a las concentraciones de 1 x 10° a 1 x 10% conidias ml*! para
cada especie de entomopatogeno y fueron corregidas después
de realizar las pruebas de viabilidad.

Para determinar la viabilidad de las esporas se diluyo una
concentracion desconocida de las conidias en 2 ml de agua
destilada con surfactante INEX-A COSMOCEL® al 0,2 %, se
tomaron 50 pl de esta dilucion y se sembraron sobre peque-
fios rectangulos de agar, colocandole un cubreobjetos para
observar al microscopio la cantidad de conidias germinadas a
las 17 h (Lacey et al. 2009).

Susceptibilidad de B. cockerelli a las cepas de entomopa-
tégenos. Los bioensayos de susceptibilidad se realizaron por
aspersion con una Torre de Potter (Burkard®). Cada unidad
experimental consistid de una caja Petri de 9 cm de diame-
tro con una hoja de chile ancho infestada con 10 ninfas del
tercer estadio de B. cockerelli, con el envés hacia arriba para
exponer a las ninfas directamente a la aspersion. El peciolo
de la hoja se envolvid en torundas de algodon humedecidas
con agua destilada estéril durante todo el ensayo. En la parte
inferior de la caja se ubicaron circulos de papel secante sin
humedecer. Las unidades experimentales fueron asperjadas
con 2 ml de suspensiones de 10° a 10® conidias ml"' de las
distintas cepas, mientras que los testigos fueron asperjados
con 2 ml de la solucion agua destilada con surfactante. Se
realizaron cuatro repeticiones. Las aspersiones se efectuaron
a una presion de 13,3 psi (Lacey et al. 2009). Después de la
aplicacion, las cajas se sellaron y se situaron en una camara
himeda con temperatura de 25 + 1 °C, humedad de 60 = 10 %
y fotoperiodo de 12:12 h. Para estimar las lineas de respuesta
log-dosis probit se registraron los datos de mortalidad en el
séptimo dia después de la aplicacion.

Analisis estadistico. La mortalidad en el testigo se utilizo
para corregir el resto de las mortalidades registradas median-
te la formula de Abbott (Abbott 1925). Los datos de mortali-
dad se analizaron con el modelo Probit y el programa POLO
PC (LeOra Software 2002). Se estimaron las concentraciones
letales CLs, y CLos y sus limites de confianza al 95 % para
cada especie y cepa de hongo. La respuesta de B. cockerelli
a cada especie de hongo se considerd significativamente di-
ferente si los valores de los limites de confianza de las CLs,
y CLys no se traslapaban. Se usé una prueba de y? para de-
mostrar la bondad de ajuste al modelo (Robertson y Preisler
1992). Ademas se estimd el factor de virulencia (FV), a dos
niveles, dividiendo la CLsy 0 CLos de la cepa menos patogé-
nica entre la CLs,0 CLys de la mas patogénica segun el caso
(Rueda y Shelton 2003).

Resultados y discusion

Identificacion molecular de los entomopatégenos. Los
productos de PCR de los ITS fueron bandas de 600 y 700
pares de bases para ambas cepas y se obtuvo la secuencia
respectiva. La comparacion de las secuencias obtenidas con
las depositadas en el GenBank mostraron que las clonas de

M. anisopliae presentan valores de 79 a 88 % de similitud y
de 99 % de identidad con M. anisopliae, M. pingshaense y
Cordyceps japonica Lloyd. Las secuencias de Be. bassiana
presentaron un valor de 99 % de identidad y valor de 84 a
87 % de similitud con el mismo género y especie. Las se-
cuencias obtenidas quedaron inscritas en la base de datos del
GenBank, con los registros JX624255 para Be. bassiana y
JX624254 para M. anisopliae.

En la figura 1 se muestra el dendrograma NJ con el que
se establecio el analisis filogenético de las secuencias de las
cepas en estudio y las seleccionadas del GenBank, las cuales
incluyen algunas especies de contraste tanto de la division
Ascomycota como Basidiomycota. En este dendrograma se
distingue el clado de Be. bassiana en el que se ubicaron las
clonas de la cepa nativa, y de igual forma el clado de M. ani-
sopliae con las clonas de la cepas nativas. Ademas, se obser-
v6 que Be. bassiana tiene relacion con otro hongo entomopa-
togeno Lecanicillium lecanii R. Zare & W. Gams, pero am-
bos no se relacionan con M. anisopliae, lo que coincide con
los resultados de Hegedus y Khachatourians (1993), quienes
seflalan que hubo hibridacion de sondas de ADN mitocon-
drial de Be. bassiana con aislamientos de Beauveria, Leca-
nicillium y Paecilomyces, pero no con Metarhizium. Resulta-
dos similares fueron obtenidos por Uribe y Khachatourians
(2007) al determinar con la secuencia parcial del rADN 18S
una relacion entre Metarhizium con hongos micoparasitos y
no con los entomopatdgenos Beauveria y Lecanicillium, e in-
fieren que la estrategia de parasitismo de insectos proviene de
por lo menos dos raices ancestrales en hongos filamentosos.

En el manejo integrado de plagas es importante identi-
ficar las especies de entomopatdgenos con exactitud, lo que
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Figura 1. Identificacion molecular y relacion filogenetica de las cepas
nativa y comercial de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana,
basada en la maxima similitud con secuencias de las mismas especies y
especies de contraste, registradas en el GenBank. Los numeros al lado
de las ramas indican el nivel de apoyo de arranque basado en datos de
500 repeticiones (“bootstrap”) y las distancias evolutivas determinadas
con el método de méaxima verosimilitud, en unidades de la cantidad de
base de sustituciones por sitio.
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actualmente se realiza con técnicas moleculares (Sugimoto
et al. 2002; Luan et al. 2011). Driver et al. (2000) realizaron
una reclasificacion taxonomica del género Metarhizium con
la técnica amplificacion por PCR de fragmentos polimorficos
de ADN al azar (RAPD-PCR), llegando hasta el nivel de va-
riedad. Los mismos autores y Glare et al. (1996) enfatizan en
que las caracteristicas morfologicas no siempre son suficien-
tes para una correcta clasificacion de cepas de Metarhizium
y de otros entomopatégenos. Las técnicas moleculares tienen
gran aplicabilidad y permiten conocer el desplazamiento geo-
grafico de las cepas, diferenciar entre y dentro de aislados
nativos, asi como en la biodiversidad de poblaciones de ento-
mopatodgenos y de cepas (Meyer et al. 2007).

Viabilidad de las conidias de los hongos entomopatoge-
nos. La germinacion de las conidias de M. anisopliae y Be.
bassiana fue de 88 a 100 %. Las dos cepas de M. anisopliae
tuvieron en promedio 90 % de viabilidad. Para la cepa nativa
de Be. bassiana (BB42) la viabilidad fue de 88 % y para la
comercial (BB09) de 100 %. Los resultados concuerdan con
lo citado por Lacey et al. (2009), quienes obtuvieron porcen-
tajes que varian de 95 a 99 % con cepas de M. anisopliae. Sin
embargo, respecto a las cepas de Be. bassiana, el porcentaje
del presente trabajo es superior a lo reportado por los mismos
autores, lo que es un buen indicador de la calidad de las cepas
en estudio, como lo sefialan Alves y Pereira (1998).

Micosis en Bactericera cockerelli. Todas las cepas utilizadas
esporularon sobre los cadaveres de las ninfas o adultos de
B. cockerelli. La micosis se presentd primero en los insec-
tos a los que se les aplico las concentraciones mas altas. En
el caso de Be. bassiana, antes de la esporulacion, el cuerpo
de los insectos se tornd rosa, sin importar la cepa, lo que ha
sido reportado también en otros insectos, como el psilido del
eucalipto Glycaspis brimblecombei Moore y la mosca blanca
Bemisia tabaci (Gennadius) (Wraight ef al. 2000; Dal et al.
2011). Este sintoma de infeccion es de utilidad en trabajo de
campo, ya que las condiciones no siempre son las adecuadas
para observar la esporulacion del hongo, y el cambio en la
coloracion puede evidenciar que el entomopatdgeno esta ac-
tuando sobre las ninfas de B. cockerelli.

Mortalidad. La mortalidad de B. cockerelli por la aplica-
cion de las cepas de Be. bassiana y M. anisopliae presento
diferencia estadistica significativa con relacion al testigo; el
cual presento un porcentaje de mortalidad menor a 10 %, pro-

bablemente debido a manejo y no por efecto del bioensayo.
Ademas, hubo un aumento en el porcentaje de mortalidad
conforme al incremento en la concentraciéon de conidias de
las diferentes especies y cepas. La mortalidad vari6 de 90
a 100 % con las concentraciones mas altas. Sobresalen las
cepas de Be. bassiana BB09 y BB42, que a menores concen-
traciones provocaron 100 % de mortalidad (Tabla 1).

En el caso de M. anisopliae, MA25 y MA28 provocaron
100 % de mortalidad con la concentracion de 1 x 108 conidias
ml!, sin embargo, en la respuesta de mortalidad que inducen
estas dos cepas sobre ninfas de tercer estadio de B. cockerelli,
existio diferencia significativa (P < 0,05) solo a nivel de la
CLs,. MA25 presentd una CLs, de 6,34 x 10° conidias ml',
y en MA28, la CLs, fue 1,32 x 10° conidias ml'. No obstante
que a nivel de CLys no existié diferencia significativa en la
patotoxicidad de las dos cepas sobre B. cockerelli, pues los
limites fiduciales de ambas respuestas se traslapan, la cepa
comercial es aproximadamente cinco veces mas virulenta
que la nativa a nivel de CLs, (Tabla 1).

Respecto a la respuesta por la aplicacion de cepas de Be.
bassiana, no se encontrd diferencia en la CLs, ni en la CLgs.
Con BB42 se obtuvo 100 % de mortalidad con una concen-
tracion de 1 x 10°, su CLs, estimada fue 3,01 x 10* conidias
ml' y una CLos de 1,6 x 10°. Al probar BB09 se obtuvo 100
% de mortalidad con la concentracion de 1 x 107, una CLs,de
2,99 x 10* y una CLys de 4,2x10°. Esto significa que a nivel de
la CLs, la cepa nativa es practicamente igual de virulenta que
la comercial, pero a nivel de CLo;s, la cepa nativa evaluada en
este trabajo resulta aproximadamente 2,5 veces mas virulenta
que la comercial (Tabla 1).

Al realizar una comparacion entre las cuatro cepas de
los hongos evaluados, la tnica que resultd ser diferente en
su CLs, fue la nativa MA25, la cual es significativamente (P
< 0,05) menos virulenta contra ninfas de tercer estadio de
B. cockerelli. La cepa comercial BB09 es la mas virulenta,
aproximadamente 21 veces mas que la cepa nativa MA25, y
cuatro veces mas que la comercial MA28; contrastando con
la cepa nativa BB42, ésta result6 no ser diferente (Tabla 1). A
diferencia del trabajo de Lacey ef al. (2009), las cepas de Be.
bassiana en este trabajo resultaron ser mas virulentas que las
de M. anisopliae, ademas de obtener mortalidad mayores a
95 % con una concentracion de 1x108 conidias por ml.

Al comparar las CLs, obtenidos por Hoy et al. (2010) so-
bre el psilido asiatico de los citrico Diaphorina citri Kuwa-
yama con las estimadas en el presente trabajo, se aprecio que
las cepas de Be. bassiana y una de M. anisopliae (MA28),

Tabla 1. Estimacion de la CL;, y la CLy; (conidias mL™') de cuatro cepas de hongos entomopatdgenos sobre ninfas de B. cockerelli.

Cepa N Pendiente CL,," (Limites fiduciales) CL,; (Limites fiduciales) x4 FV© FV,f
MA25 256 0,602 6,34 x 10° 3,43 x 108 0,806 21,2 214,37
(Nativa) (337x10°-11,74x 10°) (1,03 x 10°- 1,99 x 10°)

MA28 223 0,709 1,32 x 10° 2,7x 107 2,723 4,41 16,88

(6,00 x 10*- 2,5 x 0%) (9.7 x 10°- 1,36 x 10%)

BB42 224 0,952 3,01 x 10* 1,6 x 10° 9,69 1,01 1,00
(Nativa) (6,79 x 10-1,53 x 10°) (2,64 x 10°- 2,23 x 10%)

BB09 343 0,766 2,99 x 10* 42 x10° 3,588 1,00 2,63

(9.9 x 10°- 7,11 x 10%

(1,15% 10°- 4,6 x 107)

*N Numero de individuos utilizados en cada bioensayo. " CL5, Concentracion letal 50. ©CL  Concentracion letal 95. % Prueba de bondad de ajuste al modelo.
¢Factor de virulencia 50 (CLs, de la cepa menos patogena entre la mas patogena). fFactor de virulencia 95 (CL,s de la cepa menos patdgena entre la mas

patogena).



Respuesta de paratrioza a hongos entomopatdgenos 31

resultan hasta 23 veces mas virulentas contra el psilido de
la papa. Sin embargo la cepa MA25 tiene un efecto similar
anivel de CLs,. Derivado de los resultados, se puede hipote-
tizar que las cepas nativas del estado de Guanajuato pueden
lograr en campo un buen control de B. cokerelli, y lo mas
importante, que las dosis obtenidas en esta investigacion
son econdmicamente viables de aplicar en campo, ya que la
mayoria de los productos comerciales poseen formulaciones
mas concentradas.

El aislamiento y uso de cepas nativas de hongos ento-
mopatdgenos ha cobrado gran importancia a nivel mundial,
porque ellas se encuentran mejor adaptadas a las condiciones
naturales locales y a sus huéspedes (Meyer et al. 2007, 2008;
Hoy et al. 2010). Este es el caso de una cepa nativa de 1.
fumosorosea que se utilizd contra el psilido asiatico de los
citricos, y resultd altamente virulenta (Meyer 2008).

En este trabajo también se estudio la respuesta al uso de
cepas comerciales, cuya ventaja es que ya se encuentran for-
muladas, y los resultados obtenidos son similares a los de Dal
et al. (2011), quienes evaluaron seis cepas comerciales de Be.
bassiana, M. anisopliae y Lecanicillium longisporum (Petch)
Zare & W. Gams contra el psilido del eucalipto. Al comparar
la virulencia de las cepas comerciales de M. anisopliae (Me-
tarril WP® y Toyobo®) utilizadas por los autores citados con
la observada en el presente trabajo, MA28 resultd entre 2,2
y 2,8 veces mds virulenta que las cepas comerciales. Dichos
resultados se pueden deber a las diferencias en el grado de
susceptibilidad de los insectos, a propiedades y caracteris-
ticas genéticas del mismo hongo entomopatdgeno, como se
expone en el trabajo de Padulla y Alves (2009), quienes con
la misma cepa de Be. bassiana (Boveril WP®) utilizada en
el trabajo de Dal ef al. (2011), requirieron una concentraciéon
de 2,37 x 107 conidias ml"! para matar a 50 % de la poblacion
del psilido asiatico de los citricos; resultando mas susceptible
que el psilido del eucalipto; esta concentracion es menor a la
determinada en este trabajo con el uso de la cepa BB09 sobre
el psilido de la papa.

La concentracion de las cepas BB42 y BB09 no difirieron
en patogenicidad a la cepa menos virulenta de Be. bassiana
que aplicaron Alizadeh et al. (2007), sobre el psilido del pis-
tacho Agonoscena pistaciae Burck. and Laut.

Es importante sefialar que ademas de las altas mortali-
dades obtenidas con las cepas de entomopatégenos en este
trabajo, ya fueran nativas o comerciales, existe la posibi-
lidad de transmision horizontal durante el uso de hongos
entomopatogenos para el manejo de B. cockerelli, como lo
mencionan Avery et al. (2009) con el hongo /. fumosorosea,
el cual se transmite de manera eficaz por D. citri. Esta es
otra ventaja sobre los productos quimicos, y representa una
cualidad mas para la utilizacion de hongos entomopatoge-
nos dentro de los programas de manejo integrado del psilido
de la papa.

Con nuestra investigacion corroboramos el potencial de
Be. bassiana y M. anisopliae para el manejo de este psilido
y representan nuevas opciones de manejo debido a su modo
de infeccion, el cual no requiere ser ingerido para poder cau-
sar una enfermedad (T¢éllez et al. 2009). Trabajos previos han
demostrado la capacidad de estos entomopatdgenos para ser
utilizados dentro de programas de manejo integrado de B. coc-
kerelli (Diaz et al. 2005), que entre otras ventajas son la segu-
ridad para los humanos y otros organismos que no son blanco,
la preservacion de otras especies naturales y el incremento de
la biodiversidad en los agroecosistemas (Lacey et al. 2001).

Finalmente, son necesarias las pruebas en campo ¢ inver-
nadero para determinar qué cepa tiene mayor aplicabilidad
bajo diferentes condiciones agroecoldgicas, asi como explo-
rar sobre la produccion masiva y la elaboracion de formula-
ciones.

Conclusiones

Mediante secuenciacion de la region ITS, se corrobord que
las cepas nativas de hongos entomopatdgenos recolectadas
en el estado de Guanajuato, si corresponden a Be. bassiana
y M. anisopliae. Las cepas de Be. bassiana resultaron mas
virulentas que las de M. anisopliae sobre ninfas de tercer es-
tadio de B. cockerelli. La cepa mas virulenta fue la comercial
de Be. bassiana (BB09) con una CLs, de 2,99 x 10*conidias
mL". La cepa nativa de Be. bassiana (BB42) posee la misma
virulencia que las comerciales de M. anisopliae (MA28) y
Be. bassiana (BB09).
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