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RESUMEN
Melanaphis sacchari es una plaga de reciente introduccion en México y los Estados Unidos
de América donde ha causado un gran dafio en el cultivo de sorgo. Los hongos
entomopatogenos son patdogenos comunes que regulan en forma natural a las poblaciones
de afidos. En el presente estudio, tres aislados (TXJW-UAMI, TXJK-UAM2 vy
TXNS-UAM3) fueron recolectados en Corpus Christi, Texas, EE. UU. y morfolégicamente
identificados como Lecanicillium lecanii. Para determinar la virulencia de cada aislado, se
realizaron bioensayos in vitro para seleccionar un aislamiento con potencial para el control
biolégico de M. sacchari. En el laboratorio, se prepararon diluciones seriadas de esporas
(105, 106, 107, 108, 109, 1010, 10" y 10"* conidios mL'l) y cada concentracion se aplico a un
grupo diferente de veinte adultos de afidos colocados en los discos de hojas de sorgo. El
porcentaje de afidos muertos se determin6 cada 24 horas durante un periodo de 8 dias. Se
llevaron a cabo dos repeticiones del experimento en el tiempo con dos pseudoreplicas. Los
datos de mortalidad se analizaron con un analisis Probit para determinar la concentracion
letal 50 (CLs) de cada aislado. Los aislados TXJK-UAM2 y TXNS-UAM3 fueron los que
presentaron los valores mas altos de virulencia, con una CLsy de 1.64x10° y 3.01x10°
conidios mL™, respectivamente. En el aislado TXIW-UAMI, la CLs, fue de 1.99x10°
conidios mL™. Con respecto a la mortalidad acumulada; este parametro fue mayor en los
aislamientos TXJK-UAM2 y TXNS-UAM3 con valores del 80 al 100% a concentraciones
de 1x10” a 1x10'* conidios mL™". La mortalidad acumulada en el aislado TXJW-UAMI1 fue
de 89.00% con 1x10'* conidios mL™'. Todos los aislados mostraron actividad patogénica
contra el afido del cultivo de sorgo. Los aislados TXIK-UAM2 y TXNS-UAM3
representan una alternativa prometedora al uso de insecticidas para el control de la

poblacion de M. sacchari en cultivos de sorgo.
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ABSTRACT
Melanaphis sacchari is a pest of recent introduction in México and the United States of
America where it has caused great damage in the sorghum crop. Entomopathogenic fungi
are common pathogens that naturally regulate aphid populations. In the present study three
isolates (TXJW-UAMI, TXJK-UAM2 and TXNS-UAM3) were collected in Corpus
Christi, Texas, USA and morphologically identified as Lecanicillium lecanii. For evaluate
the virulence, bioassays were carried out to determine their potential in the biological
control of M. sacchari. In the laboratory, a serial dilutions of spores was prepared (10°, 10°,
107, 10%,10%, 10", 10'" and 10" conidios mL'l) and each concentration was applied on was
applied to two replicates in time with pseudoreplicates. The percentage of dead aphids was
evaluated every 24 hours during eight days. The data of mortality were analyzed with a
Probit analysis for determine the lethal concentration 50 (LCsp) of each isolate. The
TXJK-UAM2 and TXNS-UAM3 isolates were showed the highest values of virulence,
with LCso of 1.64x10° and 3.01x10° conidia mL", respectively. In the isolate TXJW-
UAMI the LCso was of 1.99x10° conidia mL". The cumulative mortality was of 80 at
100 % in the isolates TXJK-UAM2 and TXNS-UAMS3 at concentrations of 1x10° to 1x10'?
conidia mL™"'. The maximum acumulative mortality in the isolate TXJW-UAMI1 was of
89.00 % with 1x10'* conidia mL™. All isolate showed pathogenic activity against the
sugarcane aphid; however TXJK-UAM2 and TXNS-UAM3 represent a promising
alternative to the use of insecticides for the control of the population of M. sacchari in

sorghum crops.
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I. INTRODUCCION

El pulgon amarillo del sorgo (PAS) Melanaphis sacchari (Zehntner) (Hemiptera;
Aphididae) es considerado como la plaga mas importante del cultivo de sorgo Sorghum
bicolor (L.) Moench en México y Estados Unidos de América donde ha ocasionado graves

pérdidas (Rodriguez del Bosque y Teran, 2015; Alatorre et al., 2016; Bowling et al., 2016).

La principal estrategia para el manejo del PAS es el uso de insecticidas quimicos, los
cuales son aplicados al follaje y en tratamiento a la semilla (Rodriguez del Bosque y Teran,
2015; Bowling et al., 2016; Bjanos ef al., 2016). Sin embargo, algunas de estas moléculas
son toxicas no solo para los organismos para los que fueron disefiados, sino también para la
fauna benéfica, ademds las constantes aplicaciones de agroquimicos ocasionan
contaminacion ambiental y provocan efectos adversos en la salud de los humanos (Aktar et

al., 2009; Hall y Nguyen, 2010).

Durante los ultimos 20 afos, se han desarrollado nuevas estrategias para el manejo de
diversas plagas agricolas. Altieri et al. (2004) sugieren como alternativa el uso de agentes
de control biolégico para mitigar el uso de los insecticidas convencionales empleados
tradicionalmente para el manejo de plagas. Una estrategia alternativa para el manejo del
PAS es el uso de enemigos naturales del PAS (Alatorre et al., 2016; Berlanga et al., 2016;
Bowling et al., 2016; Cortez-Moncada et al., 2016; Lomeli-Flores et al., 2016). Entre estos,
destacan los hongos entomopatdgenos (HE) que tienen la capacidad propiciar enfermedades
epidémicas regulando en forma natural a las poblaciones de insectos (Hajek, 1994;

Manfrino et al., 2014). Estos patdgenos son considerados como el principal agente de
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control bioldgico de afidos ya que actuan por contacto, penetrando a través de la cuticula o
aberturas naturales y provocando la muerte de los hospederos (Steinkraus, 2006; Manfrino

etal., 2014).

Entre los HE asociados con afidos destacan diversas especies de Entomopthorales y las
especies Lecanicillium (=Verticillium) lecanii, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill, Isaria
(=Paecilomyces) fumosorosea, 1. farinosus (Holmsk. ex S.F. Gray) Brown & Smith (Diaz
et al. 2009; Manfrino et al., 2014). El género Lecanicillium [Zare & Gamms (gen. novo)]
constituye el principal patdgeno que infecta a la familia Aphididae, ya que exhibe una alta

virulencia contra estos insectos (Hall, 1981; Diaz et al. 2009).

A nivel mundial, los HE asociados con el PAS han sido pobremente documentados. En
M¢xico, Zambrano et al. (2015) reportan la presencia de Beauveria spp., Isaria spp. y
Lecanicillium spp. infectando a poblaciones del PAS en el estado de Tamaulipas. Alatorre
et al. (2016), observaron epizootias causados por un hongo Entomopthoral del género
Conidiobolus spp. en varios municipios del estado de Guanajuato. Asimismo, también
documentaron bajos niveles de infeccion causados por Lecanicillium spp. y Beauveria
bassiana. En general, para establecer un programa de control bioldgico es importante
disponer de aislamientos nativos adaptados a las condiciones climaticas de una region
agricola con la capacidad de infectar al insecto hospedero, ser virulentos a bajas
concentraciones, y sobresalir por su capacidad de transmision y persistencia en la poblacion

hospedera.



II. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del cultivo de sorgo.

La domesticacion del sorgo Sorghum bicolor se produjo alrededor del siglo I A. C. en la
zona de Etiopia. Especies silvestres se utilizaban como alimento milenios atrds, tanto en
Africa como en la region (Pacheco, 1998). El cultivo de sorgo presenta buena adaptabilidad
y rendimientos aceptables en regiones donde las lluvias son escasas, por lo que ha sido
nombrado “cereal del siglo XXI” (Rodriguez et al., 2006). A principios de los afos sesenta,
una gran produccion de este cultivo se destinaba para el consumo humano; mientras que en
la actualidad la mayor parte se emplea en la elaboracion de alimentos para ganado
(Rodriguez et al., 2006). El sorgo es, después del trigo Triticum spp (L), arroz Oryza sativa
(L), maiz Zea mays (L.) y la avena Avena sativa, el quinto cereal de mayor importancia en
el mundo (Pacheco, 1998). Los principales lugares de produccion de sorgo se encuentran en
las zonas aridas y semiaridas de los tropicos, y en regiones de los subtropicos (Hidalgo,
1997; Doggett, 1998). El sorgo tiene habito y fisiologia vegetal (metabolismo de las plantas
C4) similares al maiz. Tiene inflorescencias en panojas; cada panicula pude contener de 400
a 8000 granos, con un valor energético aproximado de 1.08 Mcal kg y comparado con el

maiz, es un poco mas rico en proteinas (Hidalgo, 1997; Doggett, 1998).

De acuerdo con el SIAP (2014), entre los paises con mayor produccion de sorgo destacan
Estados Unidos, Nigeria y México. En México, anualmente se siembran 2 millones de h y
el ciclo agricola mas importante para la produccion de este cultivo es primavera-verano. En
este periodo se obtiene el 70 % de la produccioén nacional, siendo el segundo cultivo de

mayor importancia en cuanto a produccion, solo por detrds del maiz Zea mays (L.). El



principal estado productor es Tamaulipas con una superficie sembrada de 875, 000 h afio™
y un rendimiento de 3 t ha™, seguido por Sinaloa donde anualmente se obtiene una

produccion superior a 460, 000 t. (SIAP, 2014).

2.2. Plagas del sorgo

Entre los principales insectos que limitan la produccion de este cultivo, tanto en riego como
temporal, se encuentra el gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), el gusano
trozador Agrotis ipsilon (Hufnagel), la mosca de la panoja o midge Contarinia sorghicola
(Coquillet), el pulgén verde del follaje Schizaphis graminum (Rondani), el pulgon del
cogollo Rapholosiphum maidis (Fitch), el complejo de diabroticas (Diabrotica spp.), la
chinche café¢ Oebalus mexicana (Sailer) (Sharma et al., 1993; Espinosa-Ramirez et al.,
2014; Moreno-Hernandez et al., 2016). Sin embargo, en los ultimos afos (2013-2017) el
problema fitosanitario mas importante lo constituye el pulgén amarillo del sorgo (PAS) M.
sacchari (Rodriguez del Bosque y Teran, 2015; Pena-Martinez et al., 2015; Bowling et al.,

2016).

2.3. Origen y distribucion geografica de Melanaphis sacchari

El PAS es una plaga originaria de Africa y Asia, con amplia distribucion en regiones
tropicales y subtropicales de Africa, Asia, Centroamérica, Sudamérica, El Caribe y Oceania
(Singh et al., 2004; Pefia-Martinez et al., 2017). De acuerdo con Bowling (2015), la
capacidad de hibernar en huéspedes alternos como el zacate Johnson y el arrastre de los
afidos alados por el viento son factores que pueden favorecer la distribucion geografica del
PAS. En México, este afido fue detectado como plaga invasiva en 2013 sobre cultivos de

sorgo en el norte de Tamaulipas (Rodriguez del Bosque y Teran, 2015). Actualmente, se
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encuentra presente en Campeche, Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Morelos, Michoacén, Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sonora, Sinaloa, Tabasco, Veracruz y Yucatan
(SENASICA, 2017) (Figura 1). En Estados Unidos de América, el PAS fue reportado en
2015 en més de 400 condados ubicados en Arkansas, sur de Carolina, Florida, Georgia,

Illinois, Kansas City, Louisiana, Mississippi, Oklahoma, Tennessee, Texas y Virginia

(Bowling et al., 2016).
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Figura 1. Distribucion geogréfica del pulgdn amarillo del sorgo en México. Fuente:

SENASICA (2017).

2.3.1 Biologia y Habitos
De acuerdo con Pefia-Martinez ef al. (2016a y b), el ciclo bioldgico del PAS considera dos

tipos de desarrollo: 1) Anholociclico y 2) Holociclico monoécico (Figura 2). El primer tipo
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presenta reproduccion asexual, con formas viviparas, partenogenéticas, apteras y aladas
durante todo el afio. Este tipo de reproduccion se observa principalmente cuando el follaje
del sorgo esta disponible y abundante en campo. Al finalizar el ciclo de cultivo, las
poblaciones se conservan en zacate Johnson o bien en plantas de sorgo que escapan al
cultivo (plantas voluntarias). En esta etapa, una parte de la poblacion cambia a
reproduccion sexual (hembras oviparas y machos) para producir huevos. En estado de
huevo, el PAS resiste el invierno, dando origen al segundo tipo de reproducciéon holociclico
monoécico, el cual se produce tanto en sorgo como en hospederos alternos. La duracion del
ciclo de este insecto puede variar de dos semanas hasta 28 dias en promedio. Con base en lo
documentado por SENASICA (2014), la dispersion del PAS hacia los cultivos de sorgo
sucede cuando los individuos alados emigran de los hospedantes alternos hacia las zonas de

cultivo, lo cual puede suceder durante cualquier etapa de desarrollo del sorgo.

2.3.2 Descripcion morfologica

El PAS presenta un tamafio de 1.0 a 2.0 mm y coloracion variable (color amarillo palido,
amarillo-marrén, marrén oscuro, purpura o incluso rosado), lo que depende de la planta
hospedante y de las condiciones ambientales. Los individuos pueden ser alados y apteros,
con marcas dorsales esclerdticas oscuras en el cuerpo (Figura 3). Durante su desarrollo
pasan por cuatro instares ninfales, el tercero y cuarto instar se caracteriza por presentar
parches marrones distribuidos aleatoriamente sobre el tergo abdominal con lineas

intersegmentadas de color marrén (Pefia-Martinez et al., 2016a y b).
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Figura 2. Ciclo biologico de Melanaphis sacchari. Fuente: Pefia-Martinez et al. (2016b).

2.3.3 Daiios ocasionados en el cultivo

Las infestaciones en el cultivo comienzan con la formaciéon de colonias aisladas de afidos
en las hojas inferiores, en donde las ninfas y adultos se alimentan de la savia de la planta
(Rodriguez del Bosque y Teran, 2015; Bowling et al., 2016). Cuando la densidad del PAS
es alta, los afidos colonizan las hojas superiores, el tallo y la panicula, causando clorosis y
necrosis en las hojas, presencia de lesiones amarillentas, rojas y marrén en el follaje, y
retraso en el crecimiento y floracion del cultivo (Singh et al., 2004; Rodriguez del Bosque y
Teran, 2015; Bowling et al., 2016). Debido a las infestaciones severas las plantas sufren
aborto de flores, por lo cual no hay formaciéon de panoja o los granos pueden mostrar un
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llenado deficiente y en casos extremos las altas densidades de &fidos provocan la muerte
prematura del cultivo (Singh et al., 2004; Rodriguez del Bosque y Teran, 2015; Bowling et
al., 2016). Entre los dafos indirectos, los pulgones excretan una sustancia pegajosa
(mielecilla) sobre la cual crece el hongo fumagina que afecta el proceso de fotosintesis en
las plantas (Sharma et al., 2013; Rodriguez del Bosque y Teran, 2015). Asi mismo, la
presencia de mielecilla en las panojas y hojas afecta el proceso de limpieza y separacion del

grano por parte de las maquinas cosechadoras afectando el rendimiento (Kerns et al., 2015).

« Tarso

Antena

A

Corniculos

| Cabeza [:>

Figura 3. Morfologia general de la forma aptera del pulgén amarillo del sorgo. Fuente:

Bowling y Thomas (2017).

2.4. Estrategias para el manejo del pulgon amarillo del sorgo.

2.4.1. Control cultural.
Como medida preventiva para el manejo del PAS se recomienda destruir los residuos de la

cosecha anterior y evitar el rebrote del cultivo (socas), eliminar los hospederos alternos
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antes de la siembra, durante el desarrollo del cultivo y en los periodos en los cuales no se
realizan siembras de sorgo. En Guanajuato, México, se establecieron fechas oficiales de
siembra para el cultivo de sorgo. De esta forma, la disponibilidad de alimento para el PAS
estaria concentrada a periodos especificos de tiempo durante el afio agricola (Quijano-

Carranza et al., 2017).

2.4.2 Enemigos naturales asociados con el pulgén amarillo del sorgo.

De Bach (1982) define al control biologico como la accion de parasitoides, depredadores, o
patdgenos para mantener la densidad de la poblacion de otro organismo a un promedio mas
bajo que el que existiria en su ausencia. De acuerdo con Singh ef al. (2004), las poblaciones
del PAS se encuentran reguladas en forma natural por 47 especies de enemigos naturales
(depredadores, parasitoides y HE) reportados en el mundo. Con respecto a los
depredadores, destacan por su abundancia especies de la familia Coccinellidae como
Hippodamia convergens (Guerin), Harmonia axyridis (Pallas), Cycloneda sanguinea (L.),
Diomus terminatus (Say), D. roseicollis (Mulsant), Scymnus loewii (Mulsant),
Coleomegilla maculata (DeGeer), Coccinella septempunctata (L.), Brachiacantha decora
(Casey), Hyperaspis wickhami (Casey) y Olla-v-nigrum. Otros depredadores importantes
son Ceraeochrysa sp. nr. cincta (Schneider), C. caligata (Banks), C. cubana (Hagen), C.
valida (Banks), Chrysopa quadripunctata (Burmeister), Chrysoperla carnea s. lat.
(Stephens), Ch. externa (Hagen), Ch. comanche (Banks), Ch. plorabunda (Fitch) y Ch.
rufilabris (Burmeister) (Bowling et al., 2016; Cortez-Mondaca et al., 2016; Lomeli-Flores
et al., 2016; Salas-Marina et al., 2017). También se han reportado especies de la familia
Hemerobiidae y Syrphidae (Hall 1988 citado por White et al., 2001; Bowling et al., 2016).

Entre los parasitoides asociados a las poblaciones del PAS se encuentran Aphidius colemani
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(Viereck), Lysiphlebus testaceipes (Cresson), y los géneros Praon spp., Binodoxys spp.,
Diaretiella spp. y Aphelinus spp. (Hymenoptera: Aphelinidae) (Bowling et al., 2016;
Lopez-Gutiérrez et al., 2016; Marin y Herrera, 2016). Con respecto a los HE, los primeros
reportes indica que Lecanicillium (=Verticillium) lecanii actia como un regulador natural
de poblaciones del PAS en Florida, Estados Unidos de América (Hall 1987, citado por
Singh et al., 2004). En México, se documento a las especies Lecanicillium (=Verticillium)
longisporum, Isaria (=Paecilomyces) javanica y Beauveria bassiana (Hypocreales:
Clavicipitaceae) infectando naturalmente a las poblaciones de PAS en el sur de Tamaulipas
y la region del Bajio en Guanajuato (Zambrano-Gutiérrez et al., articulo en revision).
Berlanga et al. (2016) reportaron una alta incidencia de afidos micosados por Lecanicillium

longisporum en Tecoman, Colima.

2.4.3. Control quimico

El control quimico se considera la ultima opcion dentro de un programa de MIP,
generalmente se recomienda implementarlo cuando el resto de tacticas haya sido rebasado
por la abundancia y dafio de la plaga. Sin embargo, en algunas ocasiones existe también la
posibilidad de realizar alguna accidon estratégica que permita evitar el crecimiento
exponencial de la poblacion plaga, por ejemplo, al detectar poblaciones del PAS en plantas
aisladas, ubicadas en el margen del cultivo (Moreno-Herndndez et al., 2017). Los
insecticidas recomendados dentro de las estrategias de control quimico del PAS incluyen a
Flupyradifurone, Sulfoxaflor, Imidacloprid, Thiamethoxam y Spirotetramat (Rodriguez del
Bosque y Terén, 2015; Bowling et al., 2016) a las dosis recomendadas en la Figura 6. De
acuerdo con Moreno-Hernandez et al. (2017) es posible realizar aplicaciones localizadas o

bien si el PAS est4 presente en los distintos margenes del cultivo se recomienda realizar
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aplicaciones en forma anillada, frenando el incremento poblacional de la plaga, aunque sea
temporalmente, sin afectar la presencia de enemigos naturales en el resto del cultivo. En
caso de que la poblacion del PAS se haya extendido hacia el centro del cultivo serad
necesario hacer la aplicacion en toda la superficie. En algunos casos el insecticida quimico
llega a causar fitotoxicidad sobre el cultivo, ademas de propiciar el desarrollo de resistencia
del insecto plaga y causar un efecto negativo sobre las poblaciones de parasitoides y

depredadores (Moreno-Hernandez et al., 2017).

ngredienteactivo  GrupoMoA  Grupo quimico Mododeacddn 45" FORMULACON DOSI

_tag
Imidacloprid

Neoicotnides 551 10-oriha
Thiametoxam Neanicotinoides

5571 sogha
Sulfoxaflor Sultoximings 5506 50-Tomia
Spirotetramat Derivados del dcidotetrdnico 556 s00miha
ot ul de paguido toradordeao rkels.
ABREVIACION OE TIO DE FORMULACIONES CATEGORIAS TOXICOLOGICAS
§Csuspension concentrads, LS liguido soluble, 0D dispersidn en oleosa g ;
A — (0] veterecucn Ao Prcaucin (1) Amarlopeigro )] oloPegr

Figura 4. Insecticidas comerciales utilizados para el control quimico del pulgén amarillo

del sorgo. Fuente: CESAVEG (2015).

2.5 Hongos entomopatogenos

Los HE son un grupo de microorganismos ampliamente estudiados en todo el mundo,
tienen la particularidad de parasitar a diferentes tipos de artropodos (insectos y acaros) y de
encontrarse en los hdbitats més variados. Asimismo, los HE pueden jugar un papel muy

importante, ya que algunas especies son muy virulentas. Finalmente, su caracteristica de
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penetrar al hospedante via tegumento no es muy comun entre el resto de los

entomopatogenos (Lecuona ef al., 1996).

De acuerdo con Vega et al. (2008) y Castillo et al. (2014), los HE son capaces de controlar
plagas en forma natural y puede llegar a ser una alternativa para evitar el uso de insecticidas
quimicos (Sevim et al., 2012). Zimmerman (1993) menciona que los hongos
entomopatogenos ofrecen una oportunidad para la regulacion biologica de especies
invasivas de insectos, como es el caso del PAS. Estos organismos presentan la capacidad de
ocasionar brotes epizodticos, causando una rdpida declinacion de la plaga. Se han
documentado aproximadamente 750 a 1000 especies de HE, entre ellos destacan las
especies Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Isaria fumosorosea. Estas especies
tienen la capacidad de ser patogénicas para una gran diversidad de insectos plaga y
generalmente su presencia ocurre en regiones con ambientes donde la temperatura fluctua
entre los 25 a 30 °C. Algunas especies han sido aisladas de insectos micosados y pueden ser
inducidos de manera artificial, como Beauveria spp., Metarhizium spp., Isaria spp. y
Lecanicillium spp. Estos hongos, son capaces de controlar plagas en forma natural y puede
llegar a ser una alternativa atractiva para evitar el uso de pesticidas quimicos, no afectan a

las plantas, animales y medio ambiente (Sevim et al., 2012).

2.5.1. Mecanismos de patogenicidad

El proceso de infeccion de los HE sobre los insectos hospederos inicia cuando las esporas
viables son retenidas por contacto en la superficie del integumento hasta encontrar un
espacio propicio para establecer la asociacion patdgeno-hospedero (Jones, 1994).

Posteriormente, forman los tubos germinales y el apresorio, que facilitaran la invasion del
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hongo en el hospedero (Hajek, 1997; Deshpande, 1999; Milner, 2000; Asaff et al., 2002;
Barranco et al., 2002). El desarrollo de la infeccion se divide en tres fases: (a) adhesion y
germinacion del conidio en la epicuticula del insecto, (b) penetracion en el hemocele y (c)

desarrollo del hongo, que generalmente produce la muerte del insecto (Téllez et al., 2009;

Lu et al., 2015) (Figura 5).

Figura 5. Proceso de infeccion de los entomopatdgenos sobre su

hospedero. Fuente: Thomas y Read (2007).

2.5.2. Adhesion y germinacion

El conidio es adherido por contacto en la epicuticula del insecto, la adhesion de conidios
estd mediada en parte por las proteinas de la superficie celular conocidas como
hidrofobinas (Zhang et al., 2012). La germinacién ocurre con el hinchamiento del conidio,
favorecido por una alta humedad y por carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares
del insecto (Hegedus y Khachatourians, 1995). Dependiendo de la especie de HE, este

desarrolla un haustorio (Srisukchayakul et al., 2005) o sustancia mucilaginosa llamada
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adhesina (Wang y St. Leger, 2007). El haustorio o la adhesina mantienen al conidio unido a

su huésped para iniciar con la formacion del tubo germinativo (Pedrini et al., 2007).

2.5.3. Penetracion hacia el hemocele

El tubo germinativo reconoce la superficie del insecto para la localizacion de sitios
receptores (Wessels, 1999). La penetracion es posible debido a la accion combinada de dos
mecanismos, uno fisico y uno bioquimico. El primero consiste en la presion ejercida hacia
el interior del insecto por el tubo germinativo, que deforma la capa cuticular rompiendo las
areas esclerosadas. En el segundo, el hongo excreto una gran cantidad de enzimas entre las
que se incluyen proteasas, quitinasas, quitobiosas, lipasas que van degradando la cuticula
(Frazzon et al., 2000; Wang et al., 2003; Barreto et al., 2004; Lubeck et al., 2008; Boldo et
al., 2009). La penetracion también puede ocurrir a través de la cavidad bucal, espiraculos y
otras aberturas externas del insecto; la humedad no es una limitante en el tracto alimenticio,
el conidio puede germinar rapidamente en este ambiente, aunque los fluidos digestivos
pudieran destruir o degradar las hifas. En algunos casos, las estructuras fingicas producen
metabolitos que pueden causar la muerte por toxicidad y por el desarrollo del hongo

(micosis) (Inglis et al., 2001).

2.5.4. Desarrollo del hongo

Cuando la hifa llega al hemocele la mayoria de los hongos realizan una diferenciacion
celular de fragmentos de micelio a levadura llamadas blastosporas, que permite evadir el
sistema inmune del insecto (Zhang, 2009). Posteriormente, se produce la invasion y
proliferacion de las hifas en estructuras como tejidos musculares, cuerpos grasos, tubos de

Malpighi, mitocondrias, hematocitos, reticulo endoplasmico, membrana nuclear ademas de
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causar pardlisis celular (Kershaw et al., 1998; Pal et al., 2007). Las hifas secretan
antibioticos (oosporina) que ataca las bacterias del intestino (Wong, 2003). La micosis
induce a sintomas fisioldgicos anormales en el insecto tales como convulsiones, carencia de
coordinacion, comportamientos alterados y paralisis. La muerte sobreviene por una
combinacion de efectos que comprenden el dafio fisico de tejidos, toxicosis, deshidratacion
de las células por pérdida de fluido y consumo de nutrientes (Bustillo, 2001). Finalmente,
si las condiciones de humedad y temperatura son las adecuadas, las hifas del hongo
emergen nuevamente al exterior del cadaver del insecto enfermo a través de las aperturas
naturales del insecto (boca, ano, orificios de uniéon de los tegumentos y artejos). En el
exterior forma sus estructuras fructiferas y las esporas. Los individuos enfermos no se
alimentan, presentan debilidad, desorientacion y cambian de color (Téllez et al., 2009;

Sanchez et al., 2013) (Figura 6).

2.5.5. Generalidades del género Lecanicillium

Este HE se ha observado causando epizootias en poblaciones de afidos (Shah y Pell, 2003)
y algunas de estas especies se han formulado como micoinsecticidas para el control de
diferentes especies de pulgones y otros insectos chupadores (Diaz et al., 2009). Durante su
proceso de infeccion el insecto pierde sensibilidad y coordinaciéon de movimientos, se
presenta una obstruccidn mecéanica de los conductos respiratorios, agotamiento de las
reservas, interrupcion de los 6rganos y paralisis (Pucheta et al., 2006). Las especies de este
género inician su proceso infectivo cuando las esporas son retenidas en la superficie del
integumento, donde se forma el tubo germinativo y comienza la secrecion de enzimas tales
como las proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas y lipooxigenasas. Estas enzimas

degradan la cuticula del insecto y coadyuvan con el proceso de penetracion por presion
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mecanica iniciado por el apresorio, que es una estructura especializada formada en el tubo

germinativo (Pucheta et al., 2006).

Figura 6. Proceso de infeccion de Lecanicillium sobre el PAS. 1. Adhesion de la conidia,
2. Invasion, 3. Desarrollo en el interior del pulgén, 4. Extrusion de micelio a través de la
cuticula y liberacion de inoculo o conidios como parte del proceso de esporulacion y
dispersion de esporas. Diagrama elaborado por: Jason Thomas y Margarita Martinez.
Adobe illustrator
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III. JUSTIFICACION

Los insectos chupadores causan dafos severos en los cultivos agricolas, tal es el caso del
pulgén amarillo del sorgo (PAS). En los tltimos afios, este afido ha ocasionado graves
pérdidas en la produccion de sorgo en México y Estados Unidos de América. La principal
estrategia utilizada para el manejo de este afido es el uso de insecticidas quimicos. Sin
embargo, el uso constante de insecticidas quimicos puede provocar efectos adversos al
medio ambiente y en la salud de las personas que aplican estos productos. El uso de hongos
entomopatogenos (HE) es una estrategia viable para el control microbial de este insecto.
Las especies del género Lecanicillium son organismos de importante valor ecologico, ya
que pueden constituirse como una estrategia ambientalmente amigable y efectiva para el
manejo del PAS. Esta estrategia contemplaria la busqueda y evaluacion in vitro de
aislamientos nativos que ayudaran a depender en menor medida de las aplicaciones de
agroquimicos. Estos aislamientos se encuentran adaptados a las condiciones climaticas de
cada region geografica en las que este insecto se ha convertido en el principal problema del
cultivo de sorgo. En esta investigacion se determind la incidencia natural de Lecanicillium
en Corpus Christi, Texas, una de las regiones mas importantes en cuanto a la produccion de
sorgo en Estados Unidos de América y donde este afido ha causado graves pérdidas. Con
los aislamientos obtenidos se realizaron bioensayos de virulencia para seleccionar aquellos

aislamientos candidatos para ser utilizados en una estrategia de manejo integrado del PAS.
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3.1. Objetivos e Hipdtesis

Objetivo general
Determinar la presencia de Lecanicillium spp. en poblaciones de pulgon amarillo del sorgo
Melanaphis sacchari (Zehntner) (Hemiptera: Aphididae) en Corpus Cristi, Texas, EUA. y

determinar la virulencia de los aislamientos colectados sobre una poblacion de adultos.

Objetivos particulares:

1. Identificar morfoloégicamente las especies de Lecanicillium asociadas con poblaciones
del pulgon amarillo del sorgo en Corpus Cristi, Texas, EUA.

2. Determinar la virulencia de Lecanicillium spp. sobre adultos colectados en Corpus Cristi,

Texas, EUA.

Hipotesis:

1.- Los aislamientos colectados en Corpus Cristi, Texas, EUA. pertenecen a las especies
L. lecanii (Zimmermann) y L. longisporum (Petch).

2.- Al menos uno de los aislamientos colectados presenta una alta virulencia y pudiera ser

considerado para el manejo microbial de M. sacchari.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Controladores naturales

Entre 2013 a 2015 aparecié una nueva especie de afido en México y Estados Unidos de
América, la cual fue identificada como pulgén amarillo del sorgo Melanaphis sacchari. La
principal estrategia para el manejo de este afido es el uso de insecticidas quimicos.
Considerando lo anterior, se decidi6 explorar la posibilidad de encontrar hongos
entomopatdgenos infectando a esta plaga en las zonas productoras de sorgo en Corpus
Christi, Texas, EUA. Este trabajo permitio complementar la informaciéon que se estaba

generando en México.

4.1.1. Localizacion del area de estudio.

La exploraciéon de HE asociados al PAS se realiz6 de octubre a noviembre de 2017 en
predios localizados en los condados de Jackson, Jim Wells y Nueces en Corpus Christi,
Texas (Figura 7). En cada condado se revisaron de uno a dos lotes con presencia de socas
de sorgo para determinar la presencia de afidos del PAS infectados con Lecanicillium spp.
Las condiciones climaticas predominantes durante el periodo de muestreo fueron obtenidas
de la base de datos meteorologicos Meteoblue para la ciudad de Corpus Christi (Meteoblue,

2018).

4.1.2. Muestreo
Por cada predio, se examinaron visualmente 20 hojas seleccionadas al azar de 10 plantas
para localizar las colonias de afidos sanos y con presencia de micosis. Las hojas con

presencia de afidos micosados fueron colectadas y se colocaron en bolsas de papel estraza
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N°8 (Berlanga, 2016). Enseguida, las muestras se transportaron al laboratorio de
Entomologia del Centro de Investigacion y Extension de la Universidad de Texas A&M en
donde se mantuvieron a 10°C hasta su procesamiento. En el laboratorio, se contabiliz6 el
nimero de afidos sanos y con presencia de micosis para determinar la proporcion de afidos

infectados en campo.

De Witt

© Copyright Bruce Jones Design Inc. 2014

Figura 7. Condados seleccionados para la busqueda de hongos entomopatdogenos

asociados con el pulgon amarillo del sorgo en Corpus Christi, Texas, EUA.

4.1.3. Obtencion de los aislamientos.
De cada sitio de colecta fueron seleccionados 10 afidos micosados. Los afidos
seleccionados se desinfectaron en una solucién de alcohol al 70 % durante un minuto y

posteriormente, en hipoclorito de sodio al 1 % durante cinco minutos y finalmente fueron
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lavados con agua destilada estéril en tres ocasiones de cinco minutos. Para remover el
exceso de humedad, los afidos fueron colocados sobre una capa de papel filtro estéril
(Lacey y Solter, 2012). Posteriormente, cada individuo fue colocado individualmente en
cajas de Petri de 90 mm de didmetro adaptadas como cédmara hiimeda. Las cajas se
incubaron en una cdmara bioclimatica (Thermo Fisher Scientific, Model 3721. Marietta,
OH, USA) durante ocho dias en obscuridad total a 25+2 °C y 90 % de HR (Goettel e Inglis,
1997). Después de este periodo, con la ayuda de un asa bacterioldgica se colectdé una
muestra de conidios y micelio de la superficie externa del cuerpo del insecto. La muestra se
inocul6 en cajas de Petri con 15 mL de Agar Dextrosa Sabouraud (ADS: RPI Research
Products International Corp. Mount Prospect, Illinois, USA). De los pulgones micosados
colectados en campo se obtuvieron tres aislamientos (Cuadro 1), los cuales fueron
purificados mediante cultivos monosporicos y se incubaron bajo las condiciones descritas

anteriormente por 15 dias.

Cuadro 1. Origen geografico de los aislamientos de Lecanicillium spp. aislados de

poblaciones del pulgén amarillo del sorgo en Corpus Christi, Texas, EUA.

Ubicacion Geografica

Condado Aislamiento Etapa fenologica
N W
Jim Wells  27.7655670 97.9504896 TXJW-UAMI Soca
Jackson 28.7194541 96.3307405 TXJK-UAM2 Soca
Nueces 27.8210693 97.5475394 TXNS-UAM3 Soca
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4.2. Identificacion morfologica

El color de la colonia fue determinado mediante observaciones diarias del crecimiento de
micelio por un periodo de 15 dias. Para determinar el tamafio de los conidios y fidlides se
realizaron microcultivos en cajas de Petri de 60 mm de didmetro con 10 mL de ADS (Mier
et al, 2012). Las cajas se incubaron por 15 a 18 dias en obscuridad total a 25+2 °C. Después
del periodo de incubacion, con un fotomicroscopio (Leica DM750 Leica Mycrosystems,
Heerbrugg, Switzerland) a 40x y el programa Leica Applicattion Suite, version 3.0.0 se
tomaron fotografias digitales de conidios y fidlides (n=100). Las imagenes de conidios
fueron procesadas con el programa GIMP version 2.8 (GNU Image Manipulation Program)
y para determinar las dimensiones de ambas estructuras se utiliz6 Image J version 3.00. Las
caracteristicas observadas y las dimensiones de las estructuras fueron comparadas con las
descritas en las claves taxondmicas propuestas por Zare y Gamms (2008) y Humber (2012)

para especies del género Lecanicillium.

4.3. Bioensayo de virulencia.

La virulencia de los tres aislamientos obtenidos se determind sobre adultos apteros del
pulgdén amarillo del sorgo colectados sobre un cultivo experimental de sorgo sembrado en
el campo experimental del Centro de Investigacion y Extension de Texas AgriLife ubicado

en Corpus Christi, Texas.

4.3.1. Produccion del inoculo.
De los cultivos monosporicos de 15 dias de edad se colectd una muestra de esporas que fue
distribuida con un asa bacteriologia sobre la superficie de 15 ml de ADS contenido en cajas

de Petri de 90 mm de diametro. Las cajas con el indculo se incubaron durante 15 dias en las
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condiciones descritas anteriormente. Después del periodo de incubacién, el micelio fue
colectado de la superficie del medio con la ayuda de una espatula estéril y depositado en un
tubo para centrifuga con 10 mL de Tween 80 al 0.02 %. Posteriormente, los tubos con el
micelio fueron sometidos a agitacion constante durante tres minutos usando un vortex
(Genie 2, Si-0236 Scientific Industries). Para separar el micelio y los conidios, la
suspension se filtr a través de una gasa clinica estéril al momento de ser vertida a otro tubo
para centrifuga. Posteriormente, para cada suspension se prepararon diluciones de 1:1000 y
con la ayuda de un hematocitometro (Marienfeld, Germany) se estimd la concentracion de
conidios en cada suspension.

4.3.2. Ensayo de virulencia.

Para cada aislado se prepararon ocho diluciones a una concentracion de 105, 106, 107, 108,
109, 1010, 10" y 10" conidios mL™. Para realizar los bioensayos, 10 mL de cada
concentracion se asperjaron a un grupo diferente de 20 adultos apteros de M. sacchari. Los
afidos fueron colocados en cajas de Petri de 60 mm de didmetro con 10 mL de agar al 2 %
y un disco de hoja de sorgo de 40 mm de diametro colocado sobre la superficie del medio
(Yun et al., 2017). Todos los tratamientos se aplicaron por aspersion directa con la ayuda
de un aerografo (Neo Trn 1. Trigger Airbrush. Iwata-Medea, Inc. Barcelona, Espana) a 40
psi (Topuz et al., 2016). Después de la aplicacion, las cajas con los afidos inoculados
fueron incubadas a 25+2°C, 70 a 90 % de HR y un fotoperiodo de 16:8 h luz: obscuridad
(Hossein et al., 2014). Entre los tratamientos evaluados se incluyé un tratamiento control
aplicado con Tween 80 estéril al 0.02 % (Hossein et al., 2014). La mortalidad fue evaluada
cada 24 h durante un periodo de ocho dias posteriores a la aplicacion. Se considerdé como
afido muerto aquel individuo que no presentaba movimientos al ser tocado ligeramente con

un pincel (Hossein et al., 2014). Los cadaveres fueron removidos y se colocaron en una
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camara humeda con el fin de verificar el desarrollo de Lecanicillium spp. como agente
causal de la mortalidad observada (Fadayivata et al., 2010). En el tratamiento control se
considerd una mortalidad méxima del 10 %, en caso contrario el bioensayo fue desechado
(Bruck et al., 2005). El experimento se realizd bajo un disefio completamente al azar en
donde cada caja de Petri fue considerada como un replica. Para cada concentracion se
realizaron cinco replicas y el experimento completo fue repetido en dos ocasiones en el

tiempo.

4.3.3. Analisis estadistico

Los datos del tamafio de conidios y fidlides fueron analizados por medio de un analisis de
varianza no paramétrico de Kruskall-Wallis (aproximacion de x*). Cuando se encontraron
diferencias significativas entre aislados (P < 0.05) se realiz6é una comparaciéon de medias
con el método de Bonferroni. Con respecto a los datos generados en los bioensayos, cuando
se observo mortalidad en el tratamiento control esta se ajusto en el resto de los tratamientos
por medio de la ecuacién de Abbott (1925). Posteriormente, con los datos ajustados se
realizo un andlisis Probit (Finney, 1973) para determinar la concentracion letal 50 (CLsg) de
cada aislamiento. Todos los andlisis se realizaron con el programa Statistical Analysis

System (SAS Institute, 2001).
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V. RESULTADOS

5.1. Incidencia natural de Lecanicillium spp.

La colecta de especimenes del PAS en los condados de Jackson, Jim Wells y Nueces
permitié obtener tres aislamientos de HE. Los afidos colectados se encontraban cubiertos
por un micelio blanco de apariencia algodonosa, microscopicamente se observd micelio con
cabezuelas mucilaginosas y conidios oblongos. La proporcion de insectos micosados en
cada sitio de muestreo se presenta en el Cuadro 2. Con base en los resultados obtenidos, la
mayor poblacién de afidos micosados se observd en el condado de Jim Wells con una
proporcion del 3.22 %. En los condados de Jackson y Nueces la incidencia de individuos

infectados fue menor al 3.00 %.

Cuadro 2. Afidos del pulgén amarillo sanos y micosados por Lecanicillium lecanii en tres

condados de Corpus, Christi, Texas, EUA.

Jim Wells Jackson Nueces
Hoja

Asan Amic Pmic Asan Amic Pmic Asan Amic Pmic
1 750 16 2.13 300 11 3.67 300 9 3.00
2 300 10 3.33 300 9 3.00 300 8 2.67
3 300 8 2.67 300 8 2.67 750 8 1.07
4 750 14 1.87 300 10 3.33 300 11 3.67
5 1500 13 0.87 300 9 3.00 300 10 3.33
6 300 8 2.67 300 8 2.67 300 8 2.67
7 300 14 4.67 300 14 4.67 750 14 1.87
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8 750 22 293 1500 12 0.80 300 12 4.00

9 300 19 6.33 300 13 4.33 300 13 4.33
10 750 10 1.33 300 10 3.33 300 10 3.33
11 300 8 2.67 750 8 1.07 300 8 2.67
12 300 9 3.00 300 9 3.00 300 9 3.00
13 750 13 1.73 300 8 2.67 300 10 3.33
14 1500 12 0.80 300 10 3.33 1500 11 0.73
15 300 11 3.67 300 12 4.00 300 9 3.00
16 300 9 3.00 750 9 1.20 300 9 3.00
17 750 14 1.87 300 10 3.33 300 12 4.00
18 300 24 8.00 300 15 5.00 300 9 3.00
19 300 5 1.67 750 18 2.40 300 8 2.67
20 300 11 3.67 300 21 7.00 300 10 3.33

Ptotafmi 2.94 3.22 2.93

Asan = Afidos sanos. Amic = Afidos micosados. Pmic = Proporcién de afidos micosados. Ptotafimi = Proporcién

total de afidos micosados en cada condado.

5.2. Identificacion morfoldgica

Los aislamientos obtenidos presentaron colonias de coloracion blanca que se tornd
amarillenta conforme alcanzaba la maduracién del cultivo y el reverso de color amarillo
palido. Las observaciones realizadas al microscopio permitieron identificar la presencia de
fidlides cortas, hialinas y verticiladas con cabezuelas mucilaginosas, en las que se

agrupaban conidios cortos, de forma elipsoidal y bordes redondeados (Figura 10).
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Figura 8. Caracteristicas macroscopicas de la colonia de Lecanicillium spp.

—

desarrollado en medio ADS (a). Morfologia de los conidios (b) y Fialides (c).

El tamafio de los conidios y fidlides fue significativamente diferente entre aislados (Pr <
0.05) (Cuadro 3). En general, las dimensiones promedio de los conidios fueron de 2.54-
2.78 x 1.56-2.11 pm (largo x ancho). Los conidios de mayor tamafio se observaron en los
aislamientos TXJW-UAM2 y TXNS-UAM3. Con respecto a las fidlides, el tamafio
promedio de estas estructuras fue de 12.90-13.56 x 1.10-1.67 pm (largo x ancho). Los

aislados que presentaron las mayores dimensiones fueron TXJW-UAM1 y TXJK-UAM?2.
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Cuadro 3. Tamafio promedio de conidios y fidlides de Lecanicillium spp. obtenidos de

tres aislamientos de Corpus, Christi, Texas.

** Conidio = EE ** Fialides + EE

Aislamiento Largo Ancho Largo Ancho

(Lmin-Lmax)¥ (Amin-Amax) (Lmin-Lmax) (Amin-Amax)

TXIW-UAMI1  2.54+0.06 b* 2.11+0.03 a 13.56+0.48 a 1.52+0.056 a
(1.43-4.73) (1.45-3.74) (3.67-23.27) (0.75-2.53)

TXJK-UAM2 2.75+0.05 a 2.01+0.04 a 12.90+0.49 a 1.67+0.048 a
(1.63-4.17) (1.06-3.52) (5.06+25.28) (0.93+2.50)

TXNS-UAM3 2.78+0.03 a 1.56+0.01 a 13.02+0.40 a 1.10+0.032 b

(1.98-3.79) (1.16-2.33) (2.65-20.07) (0.31-1.74)

*Los aislados con la misma letra en cada columna no son significativamente diferente. EE=Error
estandar. ' Valor minimo y maximo observados para cada conjunto de datos. **Tamafio promedio de

conidios y células conidiogenas obtenidos de una muestra de tamafio n=100.

5.3. Virulencia sobre adultos de M. sacchari

La virulencia de los tres aislamientos obtenidos fue analizada para determinar su potencial

para infectar al PAS. Con base en los resultados observados, todos los aislamientos

mostraron virulencia sobre adultos de M. sacchari. Sin embargo, se encontrd variabilidad

en cuanto a la concentracion requerida para causar un 50 % de mortalidad sobre la

poblacion tratada. Los aislados que presentaron mayor virulencia fueron TXJK-UAM?2 y

TXNS-UAMS3, los cuales a una concentracion de 1.64x10° y 3.01x10° conidios mL™

respectivamente, causaron un 50% de mortalidad en la poblacion del pulgén amarillo del

sorgo. Por el contrario, el aislamiento TXJW-UAMI1 expresé una menor virulencia al
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requerir 1.99x10® conidios mL™ para causar una mortalidad del 50 % sobre adultos de M.

sacchari.

Cuadro 4. Valores LCsy con limites de confianza del 95% de aislamientos de

Lecanicillium lecanii sobre Melanaphis sacchari.

Aislamiento  N* CLs," LC95%" b+EE* X2

TXIW-UAM1 1600 1.99x10° 1.04x10%-3.78x10° 0.46+0.034  <.0001
TXIJK-UAM2 1600 1.64x10° 8.11x10°-3.04x10°  (0.47+0.034 <.0001

TXNS-UAM3 1600 3.01x10° 1.59x10°-5.31x10°  (.340.024 <.0001

*Numero de insectos tratados. * Concentracion Letal (conidios mL™). ° Limites de confianza del 95%.

“Error estandar de la pendiente. “Valor de ajuste del modelo de Chi-cuadrada.

5.3.1. Actividad aficida

Los resultados indican que el bioensayo es util para obtener informaciéon sobre la
susceptibilidad de las ninfas del pulgdén amarillo del sorgo hacia tres aislados de
Lecanicillium lecanii.  Algunas diferencias significativas fueron observadas entre la
mortalidad acumulada ocasionada por los tres aislamientos de L. lecanii registrada a los
ocho dias después de la aplicacion de los conidios. En general se observo que los niveles de
mortalidad se incrementaron conforme aument6 la concentracion de conidios aplicada. Con
base en la mortalidad acumulada, los aislamientos que produjeron una mortalidad superior
al 90 % fueron TXJK-UAM2 y TXNS-UAMS3 a partir de concentraciones de 1x10° a
1x10" conidios mL™". Con respecto al aislamiento TXJW-UAMI, este nivel de mortalidad

fue observado con una concentraciéon de 1x10'" conidios mL™" (Figura 11).
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad in vitro + EE de Melanaphis sacchari, a los § dias

de aplicacion de Lecanicillium lecanii.
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VI. DISCUSION

6.1. Caracteristicas morfologicas de Lecanicillium lecanii

Las caracteristicas morfométricas observadas en el presente estudio permiten establecer que
los tres aislados obtenidos pertenece a L. lecanii, todos provenientes de especimenes de
pulgdén amarillo infectados en campos de sorgo localizados en los condados de Jackson, Jim
Wells y Nueces en Corpus Christi, Texas. Las caracteristicas de los pulgones micosados
coinciden con lo descrito por Monzo6n (2001) al observar afidos de apariencia blanquecina

infectados por esta especie.

Con respecto a las colonias de los aislamientos obtenidos, estas presentaron una coloracion
blanca que se tornd amarillenta conforme a la maduracién del cultivo. Estas mismas
caracteristicas son reportadas por Rodriguez et al. (2003), Canedo et al. (2004) y Shinde et
al. (2010) para la especie L. lecanii. Con respecto a las caracteristicas microscopicas,
Nirwan y Upadhyaya (1976) y Zare y Gamms (2008) reportan la presencia de fialides
cortas, hialinas, verticiladas, con agrupaciones mucilaginosas de conidios en aislamientos

de L. lecanii.

La descripcion morfologica de estas estructuras coincide con las observaciones
microscopicas realizadas en los aislamientos TXJW-UAMI, TXJK-UAM2 y TXNS-
UAM3. La dimensién de los conidios observados en los aislamientos colectados en Corpus
Christi, Texas, son similares a los descritos por Nirwan y Upadhyaya (1976) quienes
reportan para L. lecanii conidios de 1.5-5.0 x 1.4-2.8 pm (largo x ancho). Diaz et al.

(2009) indican que el tamafio de los conidios para aislamientos de L. lecanii es de 1.0-2.27
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x 1.0-2.77 pm (largo x ancho). Los aislamientos TXJW-UAMI1, TXJK-UAM2 y TXNS-
UAM3 presentaron un tamano de fidlides similar a los descritos por Zare y Gamms (2008)
quienes reportaron dimensiones de 1.0-2.0 x 11.0-22.0 um (largo x ancho). Cafiedo et al.
(2004) observaron dimensiones de 11.0-30.0 x 1.5-2.0 dm (largo x ancho). Con base en las
caracteristicas morfométricas observadas en el presente estudio y a las comparaciones
realizadas con otros autores, los aislamientos TXJW-UAMI, TXJK-UAM2 y TXNS-
UAMS3 pertenecen a la clase L. lecanii formado por las especies L. lecanii, L. longisporum

y L. muscaria (Petch).

6.2. Incidencia natural de L. lecanii sobre el pulgéon amarillo del sorgo en el sur de
Texas.

El hongo L. lecanii es una especie que se ha observado causando epizootias naturales sobre
diferentes especies de afidos en regiones de clima tropical y subtropical (Shah y Pell, 2003;
Manfrino et al., 2014). En el presente estudio, esta especie se observo causando bajos

niveles de infeccion sobre las poblaciones de M. sacchari en el sur de Texas.

Esta misma situacion fue documentada por Alatorre et al. (2016) al observar bajos niveles
de infeccion por L. longisporum sobre poblaciones del PAS en Guanajuato, México.
Berlanga et al. (2016) observaron epizootias causadas por L. longisporum sobre afidos de
M. sacchari en Colima, México. Baiswar et al. (2016) describen la presencia de afidos de
Brevicoryne brassicae (L.) infectados por L. longisporum cuando la humedad relativa (HR)
fue del 70.0 a 90.0 % y la temperatura (TEMP) de 20.0 a 30.0 °C. Durante el periodo de
muestreo en Corpus Christi, Texas, la TEMP oscil6 entre los 6 a 30 °C en octubre, mientras

que en noviembre esta condicion fue de 6 a 34 °C. Por otra parte, la HR durante octubre fue
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del 20.0 a 80.0 % y en noviembre del 40.0 a 80.0 %. Considerando lo anterior, las
condiciones de HR fueron favorables para la persistencia de este patdogeno en campo, ya
que generalmente los entomopatogenos requieren de alta humedad relativa para infectar a
sus hospederos (Sharififard et al., 2012). Sin embargo, los valores minimos y maximos de
temperatura registradas durante algunos periodos posiblemente influyeron en la baja
incidencia de L. lecanii observada en campo sobre las poblaciones del PAS. De acuerdo
con Ayala-Zermetio et al. (2002) y Gul et al. (2014) la TEMP 6ptima de crecimiento para

L. lecanii es de 15 a 25 °C.

b

Figura 10. Datos climaticos diarios registrados en Corpus Christi, Texas durante en el

periodo de muestreo de Octubre (a) Noviembre (b) 2017.
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6.3. Concentracion letal media (CLs)

En laboratorio, esta especie ha demostrado una mayor actividad patogénica que otras
especies de Hypocreales (Diaz et al., 2009). Los tres aislamientos colectados en el sur de
Texas, EUA, presentaron virulencia sobre los adultos apteros de M. sacchari. Los
aislamientos TXJK-UAM2 y TXNS-UAM3 fueron los que presentaron una mayor

actividad aficida sobre el pulgdén amarillo del sorgo.

De acuerdo con Abaajeh y Nchu (2015), la virulencia es un pardmetro importante al
seleccionar aislamientos para ser usados en el control bioldgico de una plaga,
principalmente entre aquellos que pertenecen a una misma especie. Esta situacion se
observo con los aislamientos colectados en Texas, ya que TXJK-UAM?2 y TXNS-UAM3

fueron los que presentaron una mayor actividad aficida sobre el PAS.

Los niveles de virulencia que presentaron estos dos aislamientos son similares a los valores
de CLs reportados por otros autores al determinar la virulencia de diferentes especies del
género Lecanicillium sobre &fidos de importancia agricola y forestal. En este sentido, Hanh
et al. (2007) determinaron una CLsy de 6.55x10° conidios mL™" para un aislamiento de L.
lecanii evaluado sobre poblaciones M. persicae. De manera similar, Fadayivata et al.
(2014) establecieron una CLso de 3.15x10° y 5.9x10* conidios mL" al determinar la
virulencia de un aislamiento de L. longisporum sobre poblaciones de Metopolophium

dirhodum (Walker) y Sipha flava (Passerini), respectivamente.

Hossein et al. (2014) reportaron que la concentracion de conidios de L. longisporum que

causé un 50 % de mortalidad (CLs) sobre adultos y ninfas del afido Cinara pini fue de
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1.2x10° y 6.9x10° conidios mL™. De acuerdo con Shinde et al (2010), el proceso de
infeccidn por L. lecanii comienza cuando el conidio se adhiere a la cuticula del insecto y
germina. L. lecanii produce enzimas como proteinasas, quitinasas y lipasas que degradan la
cuticula del insecto hospedero, lo cual facilita el proceso de infeccion del hongo (Askari et
al., 1997; Shahid et al., 2012). Posteriormente, los tubos germinativos penetran
directamente a la cuticula del insecto o crecen sobre la superficie de la epicuticula (Shinde
etal.,2010; Lu et al., 2015).

Lu et al. (2015) observaron que algunos aislamientos de Lecanicillium comenzaron con el
proceso de infeccidon sobre Diaphorina citri (Kuwayana) entre las 12 a 24 h después de la
inoculacién in vitro. Esto explica la mortalidad que se observo por algunos tratamientos
sobre los adultos del pulgén amarillo en los primeros tres dias de evaluacion. Aun cuando
en el presente estudio no fue posible observar el mecanismo de infeccion por L. lecanii, si

se observo la presencia de micelio en la cabeza, el abdomen, tibias y tarsos del afido.

Después de seis dias, en los pulgones muertos se observé el desarrollo de hifas blancas en
todo el cadaver. Estas observaciones son similares a las descritas por Lu ef al. (2015) en
cadaveres de D. citri infectados por Lecanicillium spp. Steinkraus (2006) indica que el
corto periodo de tiempo que requieren los hongos entomopatdogenos para suprimir
poblaciones de pulgones puede estar relacionado con el tamafo de los afidos. Con base en
este estudio, los aislamientos de L. lecanii obtenidos de afidos de pulgon amarillo del sorgo
infectados en el sur de Texas mostraron variabilidad intraespecifica en cuanto a la
virulencia. Considerando los resultados obtenidos, los aislamientos TXJK-UAM?2 y TXNS-

UAM3 fueron los que presentaron una mayor actividad aficida sobre el PAS.
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VII. CONCLUSIONES

La proporcion de afidos de pulgdén amarillo infectados en campo fue menor al 5.00 %. A
pesar de observar bajos niveles de infeccidn, se obtuvieron tres aislamientos de hongos
entomopatdgenos asociados a las poblaciones del pulgon amarillo del sorgo en Corpus
Christi, Texas. Con base en las caracteristicas morfométricas, los aislados fueron
identificados como L. lecanii. Otras especies de este mismo género se han observado
infectado al pulgdén amarillo del sorgo en algunos estados de México. Con base en los
valores de CLs( destacan por su virulencia los aislados TXJK-UAM2 y TXNS-UAM3. Los
resultados de virulencia observados en el presente estudio son similares a los observados
por diversos autores con otras especies de afidos de importancia agricola y forestal. Es
importante realizar muestreos en diferentes periodos de tiempo y en otras zonas de Texas
para determinar la diversidad de especies de hongos entomopatégenos que pudieran estar

asociadas con este afido.
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VIII. PERSPECTIVAS

Realizar la caracterizacion molecular para establecer la correcta identidad de los
aislamientos obtenidos.

Establecer un sistema de produccion masiva que permita obtener una gran cantidad de
inoculd a bajo costo.

Evaluar en condiciones de invernadero la mortalidad y comportamiento de cada aislamiento
sobre una poblacion de Melanaphis sacchari.

Con base en los resultados del estudio anterior, seleccionar a los mejores aislamientos para
determinar su efectividad biologica en diferentes regiones agroecologicas de México y

Estados Unidos de América.
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ATEXAS ASM
GRILIFE
COASTAL BEND DISTRICT OFFICE EXTENSION

March 16, 2017

To: Juana Margarita Martinez de Jesus
Re: Collaborative Sugarcane Aphid Rescarch

Dear Ms. Martinez de Jesus,

Thank for showing interest in collaborative rescarch with my progrmm at the Texas A&M Agrilife
Rescarch and Extension center at Corpus Chnstl, TX. | welcome you to Corpus Christi to further your
rescarch. [am confident that interests in hiological evaluations of the sugarcanc aphid, Melanaphis sacchari,
in South Texas and those in Dr. Alatorre’s program as well as your current research project will be
complimentary and beneficial to us all.

The scope of work for this project will be evaluation of fungi (¢nlomopathogens and saprophytes) on
sugarcane aphid in south Texas. Field collected sugarcane aphids wilt discase symptomology from the Rio
Grande Velley, Coustal Bend, and Upper Gulf Coast and returned to Corpus Christi for pathogen
identification, Each collection site will be identified by GPS coordinates and information recorded as a
reference point,

The time frame for this rescarch will be from August |5 through October 31, 2017, Sorghum will be
harvested but [ believe sugarcane aphid collections will be possible from late-plinted sorghum, remnant and
volunteer sorghum,

I look forward to working with you on this project.

Sincerely.

Kol f 77

Robert Bowling, Ph.D.
Assistant Professor and Agnlife Extension Entomology Specialist
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Sugarcane Aphid ACRILIEE

Fungal Entomopathogens EXTENSION

By Robert Bowling, Jason Thomas and Margarita Martinez

Fungal Entomopathogens in Texas

I'wo entomopathogenic fungi, Lecanicilium lecanii
and Isaria sp., have been identified from field
collections of sugarcane aphid in south Texas. These
fung: were detected in Hive .x}'llul'w collected from
sorghum and cultured in the lab. Lecanicillium
lecanni was the most common entomopathogen
present in sugarcane .x['ll:ti and two strains of this

pathogen were isolated in the lab
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La Sociedad Colombiana de Entomologia certifica que:

Margarita Martinez

participé como expositor del trabajo:

Determinacion de patogenicidad de Lecanicillium sp., en el pulgén amarillo del sorgo
Melanaphis sacchari

en el 45 Congreso de la Sociedad Colombiana de Entomologia,
realizado en Cali del 11 al 13 de julio de 2018

—e—

« J.'.w."l. /’» g -
[ ==

Jonathan Rodriguez G,
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