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In vitro growth, sporulation and germination of five strains of Metarhizium and
their virulence on Bemisia tabaci eggs and nymphs

Abstract. In vitro growth, sporulation and germination of four wild and one commercial strains

of Metarhizium and their virulence on Bemisia tabaci eggs and second instar nymphs under
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laboratory and greenhouse conditions were evaluated. The radial growth of the colony was
significantly lower for MaSin strain (0.30 cm/day). The sporulation was significantly higher in
MaSin (8.5x10° conidia/ml) and MaCol strains (6x10°conidia/ml). The conidial germination was
not significantly different between the strains evaluated. The virulence of the Metarhizium
strains on B. tabaci was evaluated by immersion of leaves that contained eggs or nymphs in
conidial suspension (1 x 10” conidia/ml). There was no significant difference on mortality of eggs
under laboratory (9.9-32.2%) or greenhouse (18.7-30.7%) conditions by the effects of the
Metarhizium isolates. There was no difference either on mortality of nymphs (67.7-88.2%) by
the effects of the strains in laboratory conditions. However, in greenhouse conditions, MaSan
and MaCol strains caused significantly higher mortality, with values of 60 y 50.5%, respectively.
These results indicated that all strains are more virulent for nymphs than for eggs of B. tabaci.

MaSan and MaCol strains could be potential candidates for the management of B. tabaci.

/
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Resumen. Se evalud el crecimiento, esporulacién y germinacion in vitro de cuatro cepas nativas
y una comercial de Metarhizium y su virulencia en huevos y ninfas de segundo instar de Bemisia
tabaci bajo condiciones de laboratorio e invernadero. El crecimiento radial de la cepa MaSin
(0.30 cm/dia) fue significativamente menor a lo observado en el resto de las cepas. La
esporulacién fue significativamente mayor en la cepa MaSin (8.5 x 10° conidios/ml) y MaCol (6 x
10° conidios/ml). No se observé diferencia significativa en la germinacion de conidios. La
virulencia se evalu6 por inmersion de B. tabaci en una suspension de 1 x 107 conidios/ml. No se
observo diferencia significativa en la mortalidad de huevos en laboratorio (9.9-32.2%) e
invernadero (18.7-30.7%) por efecto de las cepas. Tampoco se observé diferencia significativa
en la mortalidad de ninfas (67.7 a 88.2%) por efecto de las cepas en las evaluaciones de
laboratorio. Sin embargo, en las evaluaciones de invernadero, las cepas MaSan y MaCol
ocasionaron significativamente mayor mortalidad, con 60 y 50.5%, respectivamente. Los
resultados indican que las cepas evaluadas presentan mas virulencia en ninfas que en huevos de
B. tabaci. Las cepas MaSan y MaCol podrian ser consideradas buenos candidatos para el manejo
de B. tabaci.

Palabras clave: control biol6gico, entomopatégenos, mosquita blanca.
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Introduccion

La mosquita blanca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)
es un insecto fitofago, polifago y cosmopolita que se alimenta
de una gran variedad de plantas cultivadas. En México esta
especie es considerada plaga principal de cultivos horticolas y
ornamentales (Castellanos et al., 2007), debido a los dafios
que ocasiona de manera directa mediante la succion de savia e
indirecta por la transmision de enfermedades de etiologia
viral (Mufiizy Nombela, 2001).

El control quimico de B. tabaci es la estrategia mas
utilizada para el manejo, debido a su rapida accion y
persistencia. Sin embargo, el abuso en la utilizacion de estos
productos ha provocado resistencia de las poblaciones de B.
tabaci y efectos negativos en el ambiente, asi como riesgos
para la salud humana (Monzén, 2001). El uso de hongos
entomopatogenos constituye una alternativa de gran valor en
el manejo de B. fabaci, pues resulta inocuo al ambiente, al
hombre y otros organismos superiores (Tanada y Kaya, 1993;
James, 2001). Se han documentado mas de 20 especies de
hongos entomopatégenos con potencial infectivo en B.
tabaci, destacandose por su importancia los hongos
Hyphomycetes de los géneros Paecilomyces, Beauveria,
Lecanicillium, Aschersonia'y Metarhizium (Dos Santos y del
Pozo,2003).

Metarhizium (Moniliales: Moniliaceae) presenta
amplio rango de hospederos. Se ha documentado que puede
parasitar mas de 300 especies de insectos de diversos 6rdenes
(Gomez et al., 1997). Metarhizium ha sido usado
exitosamente en varios programas de control bioldgico de
plagas agricolas, como Aeneolamia spp. en cafia de azucar y
pastos (Bautista y Gonzalez, 2005), Schistocerca piceifrons
(Orthoptera: Acrididae) en maiz (Hernandez et al., 2003),
Alabama argillacea (Lepidoptera: Noctuidae) y
Maconellicoccus hirsutus (Hemiptera: Pseudococcidae) en

algodon (Filho et al., 2002; Ujjan y Shahzad, 2007) y

Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) en granos
almacenados (Khashaveh ez al., 2008). Especificamente para
B. tabaci, existen antecedentes limitados de la actividad
patogénica de Metarhizium. Uno de los trabajos mads
detallados es el de Malsam et al. (2002), quienes encontraron
que M. anisopliae puede causar hasta 50% de mortalidad bajo
condiciones de laboratorio, inclusive tal eficiencia puede
incrementarse al 100% si se usa aceite en la formulacion de las
esporas y aditivos al momento de la aplicacion.

El aislamiento y determinacion de la patogenicidad
de nuevas cepas es necesario para iniciar la seleccion de cepas
con potencial para programas de control microbiano con
hongos (Vidal et al., 1997), ya que las caracteristicas de
desarrollo in vitro (crecimiento y viabilidad) proporcionan
datos asociados a la virulencia de los hongos (Heale et al.,
1989; Estrada ef al., 1997). Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue caracterizar el desarrollo in vitro de cuatro
cepas nativas y uno comercial de Metarhizium y evaluar su
virulencia en huevos y ninfas de B. fabaci bajo condiciones de

laboratorio e invernadero.

Materiales y métodos

Las cepas de Metarhizium se obtuvieron del laboratorio de
reproduccion de hongos entomopatogenos del Comité Estatal
de Sanidad Vegetal del estado Yucatan. Las cepas se aislaron
de diferentes hospederos y lugares (Tabla 1). La identidad de
las cepas se confirmo6 mediante caracteristicas morfologicas y
coloracion del conidio, conidioforo y micelio, segun Humber
(1998) y Barnett y Hunter (2003). En el estudio se incluyd
como referencia una cepa de Metarhizium comercialmente
disponible (Agrobionsa, M¢éxico). Las cepas fueron
reactivadas en Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) (Merck,
Alemania) mas Spug ml de cloramfenicol (Lab. Sophia S. A. de

C. V. México), incubandose en laboratorio a 27+3°C, 75£5%

Tabla 1. Origen geografico y hospedante de las cepas de Metarhizium

Aislamiento Hospedante de origen Origen geografico Tipo de Cultivo
MaSan Aeneolamia sp. San Luis Potosi Cana de azticar
MaCol Macrodactylus sp. Colima Maiz

MaQui Aeneolamia sp. Quintana Roo Cana de azicar
MaVer Aeneolamia sp. Veracruz Cafia de azlicar
MaSin’ - - -

* . . .
Aislamiento comercial.

de humedad relativa y fotoperiodos de 14 h luz/10 h
oscuridad.

Para la evaluacion del crecimiento radial de los
micelios se siguié la metodologia de Skrobek (2001). En el
centro de una caja de Petri (60 x 15 mm) con medio de cultivo
SDA, se depositdé 1 pl de una suspension de 1 x 10
conidios/ml. Las cajas de Petri se incubaron bajo las
condiciones indicadas anteriormente. El crecimiento
(mm/dia) se obtuvo del promedio de la medicion del diametro
de los micelios en direccion vertical y horizontal. Las
mediciones se realizaron durante 15 dias por el reverso de la
caja. Cada caja de Petri represent6 una unidad experimental.

A los cultivos desarrollados en cajas de Petri se les
agregaron 10 ml de agua destilada estéril mas 5 pl de Tween
80 (Merck, Alemania). Posteriormente, el micelio se raspd
con una espatula estéril y el producto obtenido se filtré a
través de gasa estéril para separar los conidios del micelio y
fragmentos de medio nutritivo. La concentracion de conidios
de la suspension se determind con una camara de Neubauer
(Marienfeld, Alemania) y un microscopio compuesto (Leica
Inc., USA) (Li y Holdom, 1994; Gindin et al, 2000). La
suspension de conidios extraida de cada caja de Petri
represent6 una unidad experimental.

Para la evaluacion de la germinacion de conidios se
sigui6 la metodologia de Berlanga-Padilla y Hernandez-
Velazquez (2002). Se colocaron cinco puntos de 2 pl de una
suspension de 1 x 10 conidios/ml en cajas de Petri (100 x 15
mm) con SDA. Sobre estos puntos se colocaron cubreobjetos

para facilitar la observacion, y cada hora con ayuda de un

microscopio compuesto (Leica Inc., USA) en cada punto se
observaron 100 conidios y se registré el nimero de conidios
germinados. Se obtuvo entonces el valor promedio de los
cinco puntos y este valor representd directamente la tasa de
germinacion (porcentaje/hora) de una unidad experimental.
Se considerd conidio germinado el que presentara la longitud
del tubo germinativo al menos del tamafio del conidio.

Para determinar la patogenicidad de Metarhizium en
huevos y ninfas de B. fabaci, la colonia de la mosquita se
estableci6 en el invernadero de adaptacion del Instituto
Tecnoldgico de Conkal (ITC), en Conkal, Yucatan, en jaulas
entomoldgicas de 1.2 x 1.2 x 1 m, construidas con aluminio y
malla antiafidos. Los adultos de B. fabaci se colectaron en
cultivos de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) del area
de produccioén horticola del ITC. Se confirm6 la identidad de
los insectos con las caracteristicas morfoldgicas de las ninfas,
pupas y adultos como lo describe Ortega (2002). La colonia
de B. tabaci se mantuvo en plantulas de 30-45 dias de edad de
C. chinense, establecidas en macetas de plastico con sustrato
Cosmopeat (Cosmocel, Canadd). Cada 15-20 dias se
introducian nuevas plantulas y se retiraban las anteriores con
el finde proveer hospederos nuevos a B. tabaci.

Los estados inmaduros de B. tabaci para las pruebas
de patogenicidad se obtuvieron siguiendo la metodologia de
Muiliz y Nombela (2001). Se tomaron cinco adultos de la
colonia de B. tabaci y se depositaron en una jaula pinza de 1
cm de diametro, colocada en una hoja completamente
extendida de la parte superior de las plantas de C. chinense de

30 dias de edad. Los adultos y las jaulas pinza se retiraron a las
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24 horas y los huevos ovipositados se usaron inmediatamente
para los bioensayos respectivos. En el caso de los bioensayos
con ninfas, los huevos se dejaron en las hojas por 5 a 6 dias
hasta obtener ninfas de segundo instar. La unidad
experimental fue un grupo de 25 a 30 huevos o ninfas
establecidas enuna hoja.

Para realizar los bioensayos se obtuvieron
suspensiones de esporas de los micelios cultivados en SDA,
como se describié anteriormente (Gindin et al., 2000). Los
tratamientos se llevaron a cabo por inmersion de hojas de C.
chinense que contenian huevos o ninfas de B. fabaci, por 15
segundos en una solucién de 1 x 10" esporas/ml (Al-Deghairi,
2008). El testigo fue tratado con agua destilada estéril mas
Tween 80 al 0.05% v/v. Para las evaluaciones de laboratorio,
las plantas tratadas se mantuvieron en el Laboratorio de
Fitopatologia del ITC a 2743°C y humedad relativa de
75+8%. Para las evaluaciones de invernadero, las plantas
fueron depositadas en un invernadero rustico a 39+6°C y
humedad relativa de 65+10%. Las evaluaciones de
mortalidad se realizaron diariamente por 7 dias en los
bioensayos con huevosy 12 dias en los bioensayos con ninfas,
de tal forma que en los resultados se presenta la mortalidad
acumulada en cada caso. El registro de los individuos muertos
se realizo con un microscopio estereoscopico, contabilizando
como huevos muertos los micosados, deformes y no
eclosionados (Gindin et al., 2000; Skrobek, 2001); en los

bioensayos con ninfas se consideraron ninfas muertas

aquellas con cambios de coloracidn, brillo, forma y aspecto
del cuerpo, asi como con crecimiento de micelio sobre éste
(del Pozoy Rodriguez, 2003).

En todos los experimentos se empled un disefio
estadistico completamente al azar con cinco repeticiones.
Cada repeticion estuvo representada por una unidad
experimental. El analisis de varianza y comparacion de
medias Tukey (p<0.05) de las variables de desarrollo in vitroy
patogenicidad se analizaron con el programa GraphPad InStat

(GraphPad Software Inc.).

Resultados y discusion

El crecimiento radial de los micelios vari6 de 0.31 a 0.37
cm/dia (Tabla 2). Las cepas MaCol, MaQuiy MaVer con 0.37,
0.35 y 0.35 cm/dia, presentaron valores mas altos (p<0.05)
que el observado en la cepa MaSin. Los valores observados en
el presente trabajo son similares a los encontrados por
Skrobek (2001), quien al evaluar el crecimiento micelial de
M. anisopliae var. anisopliae sobre SDA a 26 °C, registro
velocidad de crecimiento de 0.33 a 0.36 cm/dia. Por su parte,
Rachappa et al. (2007) reportaron valores de crecimiento
micelial de 0.38 a 0.39 cm/dia en aislamientos de M.
anisopliae, los cuales son ligeramente superiores a los

encontrados en el presente estudio.

Tabla 2. Crecimiento radial de los micelios, esporulacién y porcentaje de germinacion de las cepas de Metarhizium

evaluadas
Aislamiento Crecimiento radial Esporulacion Germinacioén
(cm/dia) (10° esporas/ml) (%/h)
MaCol 0.37+£0.0061 a 6.00 = 0.87 ab 21.1 £0.6*
MaQui 0.35+0.0038 a 393 +£0.59b 203 +0.8
MaVer 0.36+0.0000 a 451+055b 200+ 1.1
MaSan 0.34+0.0034 ab 451 +038b 211 +1.1
MaSin 031+0.0173 b 856 +098 a 174+£27

Valores dentro de la misma columna que no comparten ninguna letra son significativamente diferentes (Tukey, p<0.05).

* No se observo diferencia significativa en la variable germinacion.

Los porcentajes de germinaciéon de los conidios
variaron entre 17.4 y 21.1%/h, no observandose diferencias
significativas entre las muestras evaluadas. Todas las cepas
presentaron alta viabilidad in vitro, ya que alcanzaron 100%
de germinacion entre las 6 a 7 h de incubacion. Otros estudios
han reportado porcentajes mas bajos de germinacion de
conidios, por ejemplo, Herndndez et al. (2007) reportaron
80% de germinacion de conidios de M. anisopliae a las 21 h
posteriores a la inoculacién en SDA incubado a 25 + 1°C, y
Khashaveh et al. (2008) encontraron porcentajes de
germinacion de 89 a 94% a las 24 h en SDA. La capacidad de
desarrollo in vitro, particularmente crecimiento de la micelios
y germinacion de conidios, ha sido asociada directamente a la
virulencia de los hongos entomopatégenos (Heale et al.,
1989; Estrada et al., 1997), sin embargo, de acuerdo con los
datos observados en el presente trabajo, no se podria inferir
cual cepa podria presentar mayor virulencia.

La virulencia de las cepas de Metarizium en huevos
de B. tabaci fue similar en las condiciones de laboratorio e
invernadero. La mortalidad de huevos por efecto de las cepas
vari6 de 9.9 a 32.3% en laboratorio y de 18.7 a 30.7% en
invernadero (Tabla 3). Skrobek (2001), quien evalué en
laboratorio la mortalidad de huevos de B. fabaci biotipo B
por efecto de M. anisopliae var. anisopliae, encontr6 33% de
mortalidad a los 6 dias después de la aplicacion, este valor es

ligeramente superior a los observados en el presente ensayo.

Tabla 3. Mortalidad de huevos de Bemisia tabaci observadas
por efecto de las cepas de Metarhizium aplicadas

Aislamiento Mortalidad (%) Mortalidad (%)
en laboratorio en invernadero
MaQui 257 £5.65 30.7 £438
MaSan 139+1.34 28.1 £4.1
MaVer 323 +6.53 244 +50
MaCol 09.9+£10.08 193+£53
MaSin 16.0 £7.08 18.7+49
Testigo 05.0 £2.04 120 £0.8

Los valores dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (Tukey, p<0.05).

Para otras especies de insectos, existen reportes que M.
anisopliae presenta buen potencial patogénico en huevos,
como en la polilla del tomate Tuta absoluta (Lepiddptera:
Gelechiidae), Diabrotica undecimpunctata (Coleoptera:
Chrysomelidae), Haematobia irritans (Diptera: Muscidae) y
Blissus antillus (Hemiptera: Lygaeidae) (Tallamy et al., 1998;
Coracini y Samuels, 2002; Sahagun et al., 2005; Rodriguez et
al.,2006). La baja susceptibilidad de huevos de B. tabaci a M.
anisopliae podria estar relacionada a las barreras fisicas del
corium. Probablemente, esta estructura impide la
colonizacion del embrion durante el periodo embrionario,
pero no evita la mortalidad de la ninfa después de su eclosion
(TanadayKaya, 1993).

Bajo condiciones de laboratorio, no se observo
diferencia significativa en la mortalidad de ninfas de B. fabaci
por efecto de las cepas de Metarhizium, ya que los valores
encontrados variaron de 67.7 a 88.2% (Tabla 4). En otros
trabajos de patogenicidad de M. anisopliae en B. tabaci, se
han encontrado valores similares a los observados en el
presente estudio. Quisberth et al. (2004) evaluaron la
virulencia de cuatro especies de hongos entomopatogenos en
ninfas de B. tabaci en soya obteniendo porcentajes de
mortalidad que alcanzaron 89%. De manera similar, Skrobek
(2001) hallo porcentajes de mortalidad entre 80 y 85% en
ninfas del primer instar de B. fabaci en algodon. Herrera ef al.
(1999), por su parte, observaron mortalidades de 97% en
ninfas de B. tabaci tratadas con esporas de M. anisopliae bajo
condiciones controladas (25+0,5 °C, 80+5% HR y 12:12
L:D).

Bajo condiciones de invernadero, la mortalidad de
ninfas de B. tabaci por efecto de las cepas de Metarhizium fue
menor que lo observado en laboratorio, los valores de
mortalidad variaron de 18.3 a 65%. Las cepas MaSan y
MacCol causaron significativamente mayor mortalidad con 65
y 50.5%, los cuales fueron significativamente superiores a los
observados en las cepas MaQui, MaVer y MaSin (Tabla 4).

Cabe mencionar que en invernadero se tuvieron temperaturas
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Tabla 4. Mortalidad de ninfas de primer instar de B. tabaci
bajo las condiciones evaluadas

Cepas Mortalidad (%)
en laboratorio

Mortalidad (%)
en invernadero

MaQui 88.2+7.2a 225+28Db
MaSan 87.0+7.4a 65.0+5.0a
MaVer 83.9+43a 267+940b
MaCol 837+7.1a 50.5t49a
MaSin 677 +15a 183+£35b
Testigo 15.8£3.6b 154+12D

Valores dentro de la misma columna que no comparten letras son
significativamente diferentes (Tukey, p<0.05).

de 39+6 °C, tipico de regiones tropicales, que resaltan las
buenas caracteristicas de las cepas MaSan y MaCol que aun
bajo ¢éstas condiciones ambientales fueron altamente
virulentos (Amed y Shahsad, 2007). La virulencia de estas
cepas podria incrementarse a través de la formulacion de las
esporas en aceite y el uso de algunos aditivos, como lo

reportan Malsam et al. (2002).
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