Variabilidad intraespecifica del crecimiento de Lecanicillium lecanii
(=Verticillium lecanii) por efecto de la temperatura
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Intraspecific variability of Lecanicillium lecanii (=Verticillium lecanii):
Effect of temperature on growth
Abstract. The effect of temperature (15, 25, 30 and 35°C) on the growth rate of six isolates of
insects and coffee rust (polyspore isolates), six monospore cultures derived from these
isolates, and six reference strains of Lecanicillium lecanii of different countries was assayed.
All studied fungi exhibited the highest growth rate at 25 °C (2.55 + 0.43 mm/day); all showed
a better growth at 15 ((1.52 = 0.23 mm/day) than at 30 °C (0.95 = 0.67 mm/day); and no
fungal growth was observed at 35°C. Significant differences (p < 0.001) among growth rates
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at 15, 25 and 30 °C of polyspore isolates, monospore cultures, and reference strains were
shown, as well as in the majority of original and monospore cultures, with the exception of
isolates EH-459 and EH-572 at 15 °C, EH-458 at 25 °C, and EH-457 at 25 and 30°C. The
difference of growth at the temperatures assayed among the different isolates showed the
intraspecific variability of L. lecanii.
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Resumen. Se estudi6 el efecto de diferentes temperaturas (15, 25, 30 y 35 °C) sobre el
crecimiento de seis cultivos aislados de insectos y de la roya del café de México

/

(polispdricos), seis monospéricos derivados de estos cultivos y seis cepas de referencia de
Lecanicillium lecanii de diferentes paises. Todos los hongos estudiados presentaron la mayor
tasa de crecimiento a 25 °C (2.55 = 0.43 mm/dia), crecieron mejor a 15 °C que a 30 °C, y
ninguno crecid a 35 °C. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.001) entre la tasa de
crecimiento de los cultivos polispéricos, monospéricos y cepas de referencia de este hongo a
15, 25 y 30 °C, asi como en la mayorfa de los cultivos polispéricos y sus monospéricos, con
excepcion de los aislados EH-459 y EH-572 a 15 °C, EH-458 a 25 °C, y EH-457 a 25 y 30°C.
La diferencia de crecimiento a las temperaturas ensayadas entre los hongos estudiados
muestra la variabilidad intraespecifica de L. Lecanii.
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El efecto de factores abidticos como la temperatura en los  [14, 20]. Lecanicillium lecanii (Zimmermann) Zare & W.
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hongos entomopatogenos debe ser considerado como un  Gams (= Verticillium lecanii) es un biorregulador natural de
punto de partida para la seleccion de cepas con potencial para  plagas de importancia econdmica como la mosquita blanca,
el control biolégico [4]. Este factor ambiental es relevante  pulgones, trips y de la roya del café, y ha sido considerado
para la eficiencia como agentes microbianos fiingicos por  como una alternativa ambiental de control [1, 2, 6, 13]. En el
incidir en su crecimiento vegetativo y persistencia en campo  presente trabajo se estudié la variabilidad intraespecifica,
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la misma especie fingica, en este caso, como respuesta a
diferentes temperaturas de incubacion, en cultivos poli- y
monosporicos y cepas de referencia de L. lecanii. Para ello se
determind la tasa de crecimiento a diferentes temperaturas,
como parte de los requisitos para la seleccion de cepas para su
uso en control bioldgico.

La procedencia de los hongos estudiados se muestra
en la Tabla 1. Los cultivos polispéricos o aislados originales
fueron obtenidos directamente en campo a partir del
hospedero. Los cultivos monospdricos se obtuvieron a partir
de estos aislados originales (polisporicos). Las cepas de
referencia corresponden a cultivos del hongo depositados en
la coleccion “Agricultural Research Service of
Entomopathogenic Fungi” (ARSEF, USA). Los hongos se
cultivaron en medio de Sabouraud dextrosa agar (SDA,
Biox6n, México) incubando a 28 °C durante 7 dias. Los
cultivos monosporicos se obtuvieron a partir de una
suspension conidial de cada polisporico estudiado en 3 ml de
Tween 80 al 0.05%, ajustada a una suspension de 100
conidios/ml. Se aplicaron 200 pl de la suspension en cajas de
Petri en un medio translicido (en g/l: agarosa 8, dextrosa 2,
gelatina 1, cloranfenicol 0.5). En el reverso de la caja se trazd
un cuadriculado con cuadrantes de 1 cm’. Las cajas se
incubaron a 28 °C, se revisaron por el reverso, cada 24 horas,
al microscopio optico a 4 y 10X, para marcar con un punto (al
lado del conidio) el cuadrante donde hubiera solamente un
conidio con tubo germinativo. Al cabo de 96 h las colonias
provenientes de un solo conidio, se pasaron a tubos de cultivo
con SDA. Se ensayd un cultivo monosporico de cada
polisporico.

Se depositaron 4 x 10 conidios obtenidos de
suspensiones de los cultivos (polispéricos, monosporicos y
cepas de referencia) en circulos de 5 mm de papel filtro, se
colocaron por separado en el centro de cajas de 90 mm con
SDA, incubando a 15, 25, 30 y 35 °C durante 15 dias,
considerando 10 réplicas. El crecimiento de las colonias se

midi6 diariamente con base en el promedio de dos diametros

perpendiculares trazados en el fondo de las cajas, durante 15
dias, y al final del periodo de incubacion se calcul6 la tasa de
crecimiento (didmetro promedio final entre 15 dias: mm/dia).
Se llevo a cabo un analisis de varianza de un factor (ANOVA)
y la prueba de comparacion multiple de medias de Tukey. Los
analisis se llevaron a cabo con el programa estadistico SPSS
version 12.0[12].

Todos los cultivos mostraron la mayor tasa de
crecimiento a 25 °C (2.55+0.43), crecieron mejor a 15 °C
(1.52+0.2338) que a 30 °C (0.95+0.67) (Tabla 2) y ninglin
cultivo crecid a 35 °C. Las cepas que mostraron el mayor y
menor crecimiento a las temperaturas ensayadas fueron las de
Israel (ARSEF 1029) y la India (ARSEF 1026),
respectivamente. Los aislados de México que mejor
desarrollo tuvieron a 25 °C fueron los cultivos polispdricos
EH-457 y EH-459, y los cultivos monosporicos EH-572/7,
EH-457/5, y EH-458/2. En general, se observo diferencia
significativa (p < 0.001) entre la tasa de crecimiento de los
cultivos polispdricos y sus monosporicos, con algunas
excepciones como por ejemplo para EH-459 y EH-572 a IS
°C; EH-458 a 25 °C y EH-457 para 25 °C y 30 °C (Tabla 2).

Esta diferencia puede deberse a la condicion de
homocariosis del conidio a partir del cual se origina el cultivo
monosporico, en contraste con el cardcter heterocaridtico de
los cultivos polisporicos [17]. En otros estudios de L. lecanii
[3] también encontraron diferencias entre cultivos
polispéricos y monosporicos al analizar otras caracteristicas
fenotipicas tales como morfologia de la colonia, largo,
produccion y tiempo de germinacion de conidios.

Respecto a la tasa de crecimiento a diferentes
temperaturas (Tabla 2) se encontr6 variabilidad fenotipica
intraespecifica entre los aislados de México estudiados y las
cepas de referencia de L. lecanii como expresion de la
variabilidad genética existente en la especie la cual puede
manifestarse como la variacion de aspectos morfologicos y/o
bioquimicos [15]. Esta condicion relevante de los

requerimientos térmicos de los candidatos a ser utilizados en

el control bioldgico de plagas, ha hecho que se estudie la
variabilidad inter e intraespecifica de los hongos
entomopatogenos a diferentes temperaturas [4, 14, 16].

El presente estudio sobre el crecimiento de L. lecanii
a diferentes temperaturas indica que éste es un hongo
mesofilico debido a que la mayoria de los aislados se
desarrollaron mejor a una temperatura de 25° C. Este dato

coincide con lo observado por Lépez-Llorca y Carbonell [9],

Monteiro et al. [11]y Liet al. [8] para aislados de Verticillium
lecanii (= L. lecanii) de Espafa, Brasil y China,
respectivamente, asi como para aislados provenientes de los
Estados Unidos de Norteamérica, Reino Unido, Dinamarca y
Alemania [19]. Estos ultimos resultados se encuentran dentro
del intervalo de temperatura optima de la mayoria de los
hongos entomopatdgenos mesofilicos [5]. Por otro lado, las

cepas de referencia provenientes de Israel, clima

Tabla 1. Caracteristicas de los aislados de Lecanicillium lecanii estudiados.

UCI\llillill O(r:ilz:;eal Hospedero Plaga de cultivo Origen

México

EH-348 Aislado C' Trialeurodes vaporariorum Frijol Morelos, MX

Homoptera: (Aleyrodidae)

EH-457 IE-3632 Hemileia vastatrix Café Veracruz, MX
(Basidiomycota: Uredinales)

EH-458 IE-397% Hemileia vastatrix Café Veracruz, MX
(Basidiomycota: Uredinales)

EH-459 IE-388> Hemileia vastatrix Caf¢ Edo. de México, MX
(Basidiomycota: Uredinales)

EH-460 1E-3932 Hemileia vastatrix Café Puebla, MX
(Basidiomycota: Uredinales)

EH-572 V-262° Toxoptera aurantii Limén Colima, MX

(Homoptera: Aphididae)

Cepas de referencia

(ARSEF)*
313 Aislado monosporico del micoinsecticida Manipulada en Paises Bajos
Vertalec laboratorio
972 Trialeurodes vaporariorum Invernadero Polonia
(Homoptera: Aleyrodidae)

980 Pulvinaria floccifera INP’ Turquia
(Homoptera: Coccidae)

1026 Myzus persicae INP’ India
(Homoptera: Aphididae)

1029 Saissetia oleae Clavel Israel
(Homoptera: Coccidae)

4064 Bemisia tabaci Tabaco Dinamarca

(Homoptera: Aleyrodidae)

'Universidad Auténoma Metropolitana- Xochimilco, Depto. E1 hombre y su Ambiente, México D.F.

’Herbario XAL, Instituto de Ecologia, A.C.

3Centro Nacional de Referencia de Control bioldgico, Tecoman, Colima.
*ARSEF = Agricultural Research Service of Entomopathogenic Fungi, EU.A.

’INP = Informacion no proporcionada.
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generalmente subtropical, y también las cepas de Dinamarca
y Polonia, paises donde predominan las temperaturas bajas,
sorpresivamente, se desarrollaron mejor a 30 °C, hecho que
puede deberse al lugar de origen del hospedero a partir del
cual se obtuvo el hongo [16].

La temperatura de la region donde vaya a ser
empleado L. lecanii como agente de control bioldgico es
decisiva para el éxito del hongo en campo debido a que
constituye un factor climatico importante que afecta no sélo el
crecimiento de los hongos entomopatdgenos sino también su
eficacia como agente de control bioldgico al incidir en la
esporulacion y germinacion de conidios [10], en la tasa de
invasion [18] y en la virulencia del hongo [7]. Los sistemas

hospedero-parasito son diversos y complejos y extrapolar los

datos obtenidos in vitro para predecir la respuesta del hongo
en condiciones de campo no siempre es valido [16]. Sin
embargo, como prerrequisito para la seleccion de aislados, los
estudios in vitro de los factores que rigen el crecimiento y la
infeccion de los hongos tienen que ser considerados dado que
proporcionan informacion necesaria para la caracterizacion

de las cepas.
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Tabla 2. Tasa de crecimiento de diversos aislados de Lecanicillium lecanii a diferentes temperaturas.

Hongos Tasa de crecimiento
mm/dia
X +DS!
15°C 25°C 30°C
EH-348 1.19 + 0.048g** 1.96 £ 0.081¢g 0.28 £ 0.042h
EH-348/2° 1.06 + 0.133h 2.46 £0.047¢ 0.48 £ 0.181fgh
EH-457 1.66 + 0.047bc 2.64 +£0.078c 0.42 £ 0.206fgh
EH-457/5 1.70 + 0.069b 2.68 +0.042c 0.39 £ 0.133fgh
EH-458 1.69 £+ 0.082b 2.62 £0.069cd 0.43 £ 0.141fgh
EH-458/2 1.51 £ 0.070de 2.67 £ 0.056¢ 0.66 + 0.047efg
EH-459 1.73 £ 0.048b 2.66 +0.047¢c 0.36 £ 0.156gh
EH-459/1 1.71 £ 0.070b 2.48 £ 0.063¢ 1.03+0.141cd
EH-460 1.58 £ 0.042cd 2.61 +0.070cd 0.97 £0.152cde
EH-460/1 1.70 £ 0.069b 2.51 £ 0.052de 0.73 £0.221def
EH-572 1.41 £ 0.052ef 2.51+£0.108de 1.26 £ 0.249bc
EH-572/7 1.42 +0.051ef 2.69 + 0.048c 1.32 +0.347bc
ARSEF*313 1.48 £ 0.091def 2.48 +0.063¢ 0.86 £ 0.282de
ARSEF 972 1.40 £ 0.051f 2.72+£0.051c 1.47 +£0.341b
ARSEF 980 1.43 £ 0.067ef 2.12 £ 0.096f 0.73 £ 0.275def
ARSEF 1026 1.07 £ 0.031h 1.40 £ 0.096h 0.71 £ 0.150defg
ARSEF 1029 1.86 = 0.000a 3.41£0.070a 2.58 £0.103a
ARSEF 4064 1.68 +£ 0.063bc 3.26+0.115b 2.40 +£0.452a
Promedio 1.52+£0.2338 2.55+0.43 0.95+0.67
F =121.426; F=353.659; F=284.461;
ANOVA a =005 gl.17,162; gl. 17,162; g.l. 17,162; P<0.001
P<0.001 P<0.001

' X + DS = media + desviacién estandar.
2 Letras iguales indica que no existe di ferencia significativa (P < 0.05) entre el las (comparaciéon multiple de medias de Tukey).

3Las claves con diagonal seguidas deun digito corresponden al cultivo monospérico obtenido del original.
* ARSEF = Agricultural Research Service of Entomopathogenic Fungi, E.U.A.

por el aislado del Centro Nacional de Referencia en Control
Biologico, Tecoman, Colima. Este proyecto se llevo a cabo
con el apoyo del CONACYyT (G-31451-B), a quien el primer
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