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RESUMEN

Antecedentes: Durante la busqueda de enemigos naturales de Melanaphis sacchari en Tecomdan, Colima, México, se observaron pobla-
ciones micosadas de pulgén amarillo en sorgo; tres meses después se encontraron estructuras fiingicas de reproduccion sexual desarro-
lldndose en la region dorsal abdominal de algunos pulgones.

Objetivo: Dar a conocer por primera vez el estado teleomorfo de Lecanicillium longisporum, desarrollado sobre M. sacchari en Colima,
México.

Métodos: Se utilizaron técnicas de microscopia para el andlisis morfoldgico de los peritecios encontrados sobre M. sacchari. Para la
caracterizacion molecular se utiliz6 la region ITS y el gen RPBI1.

Resultados y conclusiones: Los peritecios encontrados en los pulgones momificados con L. longisporum son morfolégicamente diferentes
a Cordyceps confragosa y otras especies reportadas como teleomorfos de Lecanicillium. Las secuencias ITS y RPB1 mostraron 100% de
similitud con las secuencias del anamorfo CHE-CNRCB 620 (ITS: KX426564; RPB1: KX426566) de L. longisporum. La identificacion
molecular confirmé que los peritecios corresponden al teleomorfo de la misma especie, siendo el primer reporte del estado sexual de

L. longisporum.
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ABSTRACT

Background: During the search for natural enemies of Melanaphis sacchari in Tecoman, Colima, Mexico, mycosed populations of yellow
aphid in sorghum were observed; three months later, fungal structures of sexual reproduction were found developing in the abdominal
dorsal region of some aphids.

Objective: To make known for the first time the teleomorphic state of Lecanicillium longisporum developed on M. sacchari in Colima,
Mexico.

Methods: Microscopy techniques were used for the morphological analysis of the perithecia found on M. sacchari. ITS region and the
RPB1 gene were used for molecular characterization.

Results and conclusions: Perithecia found in mummified aphids with L. longisporum are morphologically different from Cordyceps con-
fragosa and other species reported as Lecanicillium teleomorphs. ITS and RPB1 sequences showed 100% similarity to the sequences of
the anamorph CHE-CNRCB 620 (ITS: KX426564; RPB1: KX426566) of L. longisporum. The molecular identification confirmed that
the perithecia correspond to the teleomorph of the same species being the first report of the sexual stage of L. longisporum.
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Los Ascomicetos pueden reproducirse asexualmente (anamorfo)
o sexualmente (teleomorfo), fases diferenciadas que se presentan
generalmente desfasadas una de la otra; no obstante, ocasional-
mente y bajo ciertas condiciones, el holomorfo es observado de
manera conjunta (Vega et al., 2012). Los factores extrinsecos al
organismo necesarios para promover la formacién de uno u otro
estado son especificos, y dependen principalmente de las carac-
teristicas del nicho ecolégico que ocupa el hongo, en cuanto a
nutrientes, luz, temperatura, aireacion, pH y presencia de hués-
pedes (Poggeler et al., 2006).

En el caso del género Lecanicillium, los teleomorfos conoci-
dos son: Cordyceps confragosa (Mains) G.H. Sung, J.M. Sung,
Hywel-Jones & Spatafora (Zimm.) para L. lecanii, por su parte
C. militaris (L.: Fr.) Fr., C. pseudomilitaris Hywel-Jones & Sivi-
chai, C. khaoyaiensis Hywel-Jones (Sung et al., 2007; Kepler et
al.,2012; Shrestha et al., 2017) y Cordyceps piperis (J.F. Bisch. &
J.E. White) D. Johnson, G.H. Sung, J.F. Bisch. & Spatafora,
(= Torrubiella piperis ]J.F. Bischoff & J.F. White) (Bischoff y
White, 2004; Johnson et al., 2009) han sido asociados con el
grupo Lecanicillium. La especie Lecanicillium longisporum fue
descrita en 2001 por Zare y Gams, la fase asexual del hongo pre-
senta fidlides verticiladas con dimensiones de 32.46 = 6.21
(21.6 - 47.19) x 1.90 + 0.33 (1.32 = 2.72) um (n = 30), los conidios
en el dpice de la fidlides forman cabezas globosas, de forma elip-
soidal a oval-oblonga de 7.05 = 1.22 (5.62 — 12.18) x 2.45 = 0.51
(1.63 - 3.56) pm (n = 30) (Berlanga-Padilla ez al., 2016). Los hon-
gos obtenidos se han encontrado en afidos y cdccidos, cuya distri-
bucién geograifica incluye paises como Reino Unido, Sri Lanka y
Perti (Zare y Gams, 2001). A la fecha no existe informacion rela-
cionada con el estado sexual de esta especie.

Durante la basqueda de enemigos naturales de Melanaphis
sacchari Zehntner en sorgo, se reportd la presencia de poblacio-
nes de pulgén amarillo infectados con L. longisporum (Ber-
langa-Padilla et al., 2016). En el trimestre posterior a estas
exploraciones en esa misma zona se encontraron pulgones con
protuberancias que exhibieron una morfologia similar a perite-
cios desarrolldndose en la superficie de la region dorsal abdomi-
nal de algunos insectos. El objetivo de la presente investigacion
es dar a conocer por primera vez el estado teleomorfo de L.
longisporum, desarrollado sobre M. sacchari en Colima,

México.

NOTA CORTA

El material se recolecté en la comunidad de Tecuanillo,
Tecomdn, Colima (18.85775° LN y 103.88159° LO, a 85
msnm), en abril de 2016, donde previamente se habian encon-
trado altas poblaciones del pulgén amarillo infectados con el
estado anamorfo de L. longisporum (Berlanga-Padilla et al.,
2016), en algunos de los insectos se desarrollaron peritecios
sobre el dorso del abdomen (Figura 1A). Los peritecios fueron
retirados del insecto con un micro-manipulador y se almacena-
ron en viales con alcohol al 70%. Las muestras del insecto con
las estructuras sexuales se depositaron con el acronimo CHE-
CNRCB 620/T1 en la Colecciéon de Hongos Entomopatdgenos
(CHE) del Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico
(CNRCB), en Tecoman, Colima, México.

Se prepararon laminillas de estructuras sexuales y asexua-
les presentes en el insecto, con lactofenol/azul de algod6n (10:1)
y se examinaron con un microscopio 6ptico Axio Scope Al
(Carl Zeiss, Microscopy GmbH, Gottingen, Germany), con los
objetivos 20, 40 y 100 x. Para fotografiar las estructuras se uti-
lizé6 una cdmara digital modelo AxioCam ICc 1 (Carl Zeiss),
utilizando el software AxionVision 4.9.1 (03 - 2013).

La caracterizacion molecular se realiz6 a partir de perite-
cios encontrados en campo sobre individuos momificados de
M. sacchari. Se utilizaron alrededor de 20 cuerpos fructiferos
que previamente fueron limpiados con un micro-manipulador
retirando las hifas adyacentes, posteriormente se extrajeron las
ascas y sus ascosporas en un reloj de vidrio con 20 pL de agua
destilada estéril grado de biologia molecular. A partir de esta
muestra se realizé directamente la amplificacion de la region
ITS (ITSS/ITS4) (White et al., 1990) y RPB1 (CRPB1A/
RPB1CR) (Castlebury et al., 2004) con el kit Phire™ Tissue
Direct PCrR Master Mix (Thermo Scientific™, California, EU)
acorde al método de dilucién y almacenamiento para tejidos
animales especificado en el protocolo del fabricante. La purifi-
cacion de los amplicones se realizé con el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System Kit (Promega, Madison, EU) y los
amplicones fueron enviados a secuenciacion con los primers
sentido y antisentido a Macrogen (Setl, Corea del Sur). La edi-
cién y ensamble de las secuencias se realiz6 en el programa
BioEdit 7.2.0. (Hall, 1999). Las secuencias se compararon por
el ‘Basic Logic Alignment Tool’ (BLAST) en la base de datos

del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Figura 1. Lecanicillium longisporum. A: micelio en la superficie de adulto de Melanaphis sacchari. B: peritecios subinmersos creciendo sobre el
abdomen de M. sacchari (flechas). C: micrografia de peritecios. D: ascas unitunicadas e inoperculadas. E: verticilos y conidiéforos con cabezuelas de

conidios. F: conidios. C = 100 pm, D, E, F = 10 pm.
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Los alineamientos muiltiples se efectuaron con el algo-
ritmo MAFFT (Katoh et al., 2002).

Los peritecios de L. longisporum carecen de estromas,
subinmersos en el micelio que cubre a los insectos, piriformes,
ostiolados, con pigmentacion amarillo claro (Figura 1B), de
hasta 352 x 158 pm (Figura 1C). Ascas unitunicadas de hasta
136 x 3.43 pm con un poro inoperculado (Figura 1D); ascospo-
ras filiformes claras.

Al comparar con los telemorfos hasta ahora conocidos
para Lecanicillium, es evidente con base en nuestras observacio-
nes que la forma sexual de L. longisporum no forma peritecios
estromaticos, diferencidndose de C. militaris (Gedminas et al.,
2015), C. pseudomilitaris, C. khaoyaiensis (Hywel-Jones,
1994) y C. piperis (Johnson et al., 2009). Las estructuras mor-
foldgicas del teleomorfo de L. longisporum son similares a C.
confragosa (= Torrubiella confragosa), ya que ambas carecen de
un verdadero estroma produciendo los peritecios libres y ascos-
poras filiformes, no obstante la fase sexual aqui descrita, mues-
tra mayores dimensiones que los peritecios de C. confragosa,
cuyas estructuras asexuales presentan fidlides de 15-35 x 1 -2
pm y conidios de 2.5 - 4.5 x 1.2 - 1.8 pm (Evans y Samson
1982; Sung et al., 2007) y difieren por ser menores a las obser-
vadas en L. longisporum (Figuras 1E y 1F). Las secuencias ITS
(MF443867) y RPB1 (MF443868) obtenidas a partir de las
ascosporas mostraron 100% de similitud con las secuencias del
anamorfo CHE-CNRCB 620 (ITS: KX426564; RPB1: KX426566)
de Lecanicillium longisporum (Berlanga-Padilla et al., 2016)
confirmando que los peritecios corresponden al estado sexual de
la misma especie.

El nombre del anamorfo de L. longisporum se conserva
para la fase sexual, lo anterior de acuerdo al articulo 59 del
Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y
Plantas, donde se mencionan modificaciones importantes en la
taxonomia de los hongos pleomérficos. Las reformas admiten
un solo nombre para cualquier hongo pleomérfico, indepen-
dientemente de la etapa del ciclo de vida. La nueva regla es reco-
nocida como «un hongo = un nombre», o por sus siglas en inglés
«1F = 1N» (“one Fungus = one Name”) (McNeill ez al., 2012).

En algunos Ascomicetes se ha observado que el desarrollo
sexual puede tener beneficios potenciales, la formacion de cuer-

pos fructiferos de paredes gruesas resistentes a condiciones

NOTA CORTA

ambientales desfavorables les permiten persistir hasta que se
presenten condiciones Optimas para su desarrollo. Si considera-
mos los principios bédsicos de la reproduccion sexual, esta sirve
para limpiar el genoma de mutaciones deletéreas y producir pro-
genie recombinante mejor adaptada (Poggeler et al., 2006). Lo
anterior puede favorecer la persistencia de organismos con
mejores aptitudes en el control de plagas. Se describe por pri-
mera vez la caracterizacion morfoldgica y molecular del teleo-
morfo de L. longisporum en los restos momificados de

individuos de M. sacchari.
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