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|dentificacion de Lecanicillium longisporum
asociado a Melanaphis sacchari (Hemiptera: Aphididae),
en sorgo

Identification of Lecanicillium longisporum associated with Melanaphis sacchari
(Hemiptera: Aphididae), in sorghum
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RESUMEN

En enero de 2016 se observé la presencia de poblaciones micosadas de Melanaphis sacchari en Tecomén, Colima. Los ejemplares infecta-
dos mostraron una coloraciéon blanca con matices amarillos similares a Lecanicillium lecanii, especie reportada como patogena de dfidos,
considerando la importancia de la plaga, se procedio a la identificacion del entomopatdgeno. La identificacion morfoldgica del hongo
se realizé en insecto momificado y a partir de cultivos in vitro. El estudio morfoldgico y el andlisis multigénico, mostraron que el hongo
asociado a M. sacchari correspondi6 a Lecanicillium longisporum. Se reporta por primera vez el hallazgo de L. longisporum asociado
a M. sacchari. El conocimiento preciso de hongos controlando a plagas de importancia fitosanitaria es primordial en la busqueda de
aislados més prometedores para el desarrollo de insecticidas microbianos.
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ABSTRACT

In January 2016, the presence of mycosis on Melanaphis sacchari populations was observed in Tecoman, Colima. The infected specimens
showed white coloration with yellow shades similar to Lecanicillium lecanii, reported as pathogenic species of aphids, considering the
importance of the pest, the identification of the entomopathogenic was performed. The morphological identification was carried out in
mummified insects and from in vitro cultures. The morphological study and multi-gene analysis showed that the fungus associated to
M. sacchari corresponded to Lecanicillium longisporum. This study reported for the first time the association of L. longisporum with M.
sacchari. Accurate identification of fungi controlling plant pests is essential in the search of more promising strains for the development
of microbial insecticides.
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El pulgén amarillo del sorgo Melanaphis sacchari (Zehntner, cebada, y como hospedantes secundarios arroz y maiz (Singh et
1897), es una plaga de importancia econdémica que afecta prin- al., 2004). Esta plaga se detect6 por primera vez en México en
cipalmente los cultivos de sorgo, avena, cafia de aztcar, trigo, noviembre de 2013 al norte del estado de Tamaulipas, ocasio-
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nando dafios severos en cultivos de sorgo (Rodriguez-del-Bos-
que y Terdn, 2015). Para junio de 2015, su distribucion incluia
13 estados de la Republica Mexicana (SENASICA, 2015). La
ausencia de enemigos naturales de M. sacchari incrementa sus
poblaciones en sorgo, por lo que su conservacion juega un papel
importante para mantener este cultivo por debajo del umbral de
dafno econémico (van Rensburg y van Hamburg, 1975; Hall,
1987). Los hongos entomopatdgenos se encuentran dentro de
los enemigos naturales de M. sacchari, una de las especies repor-
tadas es Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams (Singh
et al., 2004), sin embargo, existen otras especies de Lecanici-
llium asociadas a afidos, por lo que su estudio es fundamental
en la busqueda de aislados prometedores para el desarrollo de
insecticidas microbianos (Gallou et al., 2016).

En la comunidad de Tecuanillo, Tecomin, Colima
(18.85775° Ny 103.88159° W, 85 msnm) se observaron altas
infestaciones del pulgén amarillo en un cultivo de sorgo en
enero de 2016 (0.3 ha). Durante el hallazgo se observo una gran
cantidad de afidos micosados sobre el follaje con aspecto algo-
donoso y de apariencia amarillenta, se procedi6 a la colecta de
dicho material para su aislamiento y caracterizaciéon morfol6-
gica. Ademds se colectaron dfidos sanos, los cuales fueron utili-
zados para realizar la identificacion molecular mediante
secuenciacion del gen mitocondrial de la Citocromo ¢ Oxidasa I
(co1) (Herbert et al., 2003). Se realizdé un segundo muestreo
(una semana posterior) para recolectar aleatoriamente secciones
de hojas de aproximadamente 8 x 2.5 cm con la finalidad de
contabilizarlos y determinar el porcentaje de infeccion en afidos
ocasionado por el hongo (un total de 26 cortes). Para esta deter-
minacion se consideré como infectados a aquellos insectos con
signos visibles, incluyendo cambios de coloracién y presencia de
hifas en diversas partes del cuerpo, en individuos vivos y muer-
tos. Para que un hongo entomopatdgeno infecte a un nimero
inusual de huéspedes al mismo tiempo, debe haber condiciones
abidticas favorables (Liu, 2012). Se consultd la temperatura y
humedad relativa (HR) promedio mensual que fue de 24.5°C y
78.5% para enero de 2016 (Red de estaciones del INIFAP, 2016).

La identificacion morfoldgica del hongo en principio se
realizé sobre insectos micosados y una vez purificados del pro-
ceso de aislamiento, se realizaron micro-cultivos de Riddel

siguiendo la metodologia descrita por Mier et al. (2002), el
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medio base consistié de agar de dextrosa Sabouraud suplemen-
tado con extracto de levadura al 1% (ADSY), se incubaron a
27°C por 7 dias, midiendo el largo y ancho de los conidios y
conidi6foros de acuerdo al estudio de Zare y Gams (2001). El
material se examiné con un microscopio 6ptico AXIO Scope Al
(Carl Zeiss, Microscopy GmbH, Gottingen, Germany) utili-
zando el objetivo 100x. El crecimiento radial de los micelios fue
ensayado por triplicado en ADSY, durante 17 dias a 25 = 2°C, y
se registraron las caracteristicas de los mismos. La caracteriza-
cién molecular se realiz6 con un analisis multigénico de la
region de los espaciadores transcritos internos (ITS), el exon del
factor de elongacion 1-o (TEF) y las subunidades 1y 2 de la ribo-
polimerasa II (RPB1 y RPB2). Los procesos de extraccion de ADN,
amplificacion por PCR y secuenciacién se desarrollaron con-
forme a Gallou et al. (2016) exceptuando la amplificacion de las
regiones TEF, RPB1 y 2 (Johnson et al., 2009). La inferencia filo-
genética bayesiana se obtuvo con el software MrBayes 3.2.5
(Ronquist y Huelsenbeck, 2003).

La mayoria de dfidos vivos colectados en campo, estadios
ninfales y adultos desarrollaron infeccién por el hongo en el
laboratorio, los signos iniciales fueron cambios de coloracion y
crecimiento de micelio blanco en antenas y patas, y una vez
muertos, abundante esporulacion de tonalidad amarilla claro a
crema en la parte central de los cadaveres. Las caracteristicas
morfolégicas del hongo fueron fidlides verticiladas con cabezas
globosas en las que se aglutinaban los conidios de forma de elip-
soidal a oval-oblonga (Figura 1). La morfometria de los conidios
del hongo a partir de insectos recolectados en campo fue 7.05 =
1.22 (5.62 - 12.18) x 2.45 = 0.51 (1.63 - 3.56) pm (n = 30), las
fidlides midieron 32.46 = 6.21 (21.6 - 47.19) x 1.90 = 0.33 (1.32
-2.72) pm (n = 30). Por su parte los micro-cultivos de siete dias,
mostraron las siguientes dimensiones conidiales 7.54 = 1.27
(5.61- 9.85) x 2.69 = 0.47 (1.94 - 3.44) (n = 30) y de fidlides
25.87 = 6.04 (13.88 - 39.64) x 1.98 = 0.33 (1.37 - 2.68) pm
n = 30); el tamano de las estructuras conidiales sobre el insecto
y medio de cultivo son similares, las dimensiones de las fidlides
en los afidos fueron ligeramente mayores a las observadas en
medio de cultivo, no obstante ambos caracteres se ubicaron en
los rangos descritos por Zare y Gams (2001) y corresponden a
Lecanicillium longisporum (Petch.) Zare y W. Gams. El creci-

miento radial de los micelios en medio de cultivo después de 17
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llo a crema. Ademis la identidad del hongo fue confirmada con
la inferencia filogenética procedente del andlisis multigénico
agrupandola en el clado de la cepa tipo CBS126.27 con un valor
del 100% de Bootstrap y también corresponde a L. longispo-
rum (Figura 2) (Numero de accesion GenBank; ITS: KX426564;
TEF: KX426565; RPB1: KX426566; RPB2: KX426567). El ais-
lado de L. longisporum obtenido fue depositado en la Coleccion
de Hongos Entomopatégenos (CHE) del Centro Nacional de
Referencia de Control Biolégico (CNRCB) en Tecomdn, Colima,
con el acrénimo CHE-CNRCB 620.

Lecanicillium longisporum es referido como patdgeno de

los dfidos Myzus persicae (Sulzer) y Macrosiphoniella sanborni

(Gillette) y se le ubica en el clado del género Lecanicillium que

Figura 1. Conidi6foros y conidios de Lecanicillium longisporum CHE-

CNRCB 620. incluye a los patégenos de insectos L. attenuatum Zare & W.

Gams, L. lecanii (Zimerm.) Zare & W. Gams, L. longisporum,

L. muscarium (Petch) Zare & W. Gams y L. nodulosum (Petch)

dias fue de 3.6 cm, el anverso de los mismos mostro forma irre-
gular, elevacion umbonada, margen ondulado, consistencia
dura y coloracion blanca que se torné amarilla azufre conforme

a la maduracion del cultivo; el reverso del micelio fue de amari-

Zare & W. Gams, los cuales fueron clasificados anteriormente
como Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas (Zare y Gams, 2001).
La identidad del afido M. sacchari fue confirmada al nivel

molecular (Nimero de acceso Genbank: KY033389), el mate-

CHE-CNRCB 620

22 L ecanicillium longisporum CBS 126.27*
Lecanicillium longisporum CBS 102072

Lecanicillium lecanii CBS 102067 *
100 100

- Cordyceps confragosa CBS 101247

Lecanicillium sabanense JChAS

100} | ecanicillium sabanense JCh16C

oo} 72|

Lecanicillium muscarium CBS 143.62*
Lecanicillium pissodis CBS 118231
Lecanicillium attenuatum CBS 402.78

S — Cordyceps cardinalis CBS 113412

1E[Sirrl;'.-lfcil.fium lanosoniveum CBS 704.86

Simplicillium lanosoniveum CBS 101267

0.02

Figura 2. Filograma derivado del andlisis Bayesiano acorde a la concatenacion de ITS (region de espaciadores transcritos internos), TEF (ex6n del
factor de elongacion 1-a), RPB1 y RPB2 (sub unidad 1y 2 de la ribopolimerasa II) (+ 3100 pb). Se utiliz6 el modelo de evolucion GTR (General Time-
Reversible) con una distribuciéon gamma y 1 000 000 de generaciones con un muestreo cada 200 drboles. El soporte de las ramas del arbol se

representa como valor numérico en cada nodo. Las cepas ex-tipo (Zare y Gams, 2001) se sefialan con un *.
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rial fue depositado en alcohol al 100%, en la Coleccion de
Insectos Entomofagos del Centro Nacional de Referencia en
Tecoman, Colima.

Del material colectado en el segundo muestreo se contaron
5434 dfidos, el 90% presentaron infeccion por L. longisporum,
incluyendo pulgones vivos y muertos. En estudios previos de
laboratorio para L. lecanii, Ayala-Zermefio et al. (2002) deter-
minaron que la temperatura 6ptima para su crecimiento es
25°C. La temperatura y humedad registrados en Tecuanillo,
Colima, para el mes de enero de 2016, favorecieron el desarrollo
de L. longisporum originando un alto porcentaje de infeccion
sobre M. sacchari.

Al respecto, Steinkraus (2006) indica que los hongos ento-
mopatogenos desempefian un papel importante en el control
biolégico de dafidos puesto que tienen caracteristicas morfoldgi-
cas, bioldgicas y ecoldgicas que los hacen susceptibles a ser ata-
cados por hongos patdogenos, y son capaces de producir
epizootias que reducen drasticamente sus poblaciones. Por otra
lado, Shah y Pell (2003), mencionan que hongos como L. lecanii
han sido reportados causando epizootias naturales en pulgones
y escamas, en regiones tropicales y subtropicales.

Se reporta por primera vez el hallazgo de L. longisporum
asociado a M. sacchari, el conocimiento preciso de hongos con-
trolando a plagas de importancia fitosanitaria es primordial en
la basqueda de aislados prometedores para el desarrollo de
insecticidas microbianos.

En ensayos posteriores, se evaluaran variables de virulen-
cia de la cepa CHE-CNRCB 620, para determinar su potencial

como agente de control biolégico de M. sacchari.
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