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RESUMEN

La industria citricola es una de las mas importantes industrias con las que cuenta el
pais y en los ultimos afios se encuentra amenazada por una plaga que esta ocasionando
estragos en todas las areas citricolas en México, el Huanglongbing o greening la cual es
transmitida por el psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama, insecto
que ocasiona dafio en las plantas al alimentarse de los brotes tiernos y que ademas es el
vector de la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus para la cual no hay cura y por lo
que es necesario controlar al insecto que la transmite. Por lo que el presente trabajo
consistio en aislar hongos de D. citri micosados, identificarlos en base a sus
caracteristicas morfométricas y usando técnicas moleculares, cultivarlos en diferentes
medios de cultivo comerciales de agar para seleccionar aquel en el cual crecen y
conidian mejor, se determin6 también el tipo de exudados producidos por Hirsutella
citriformis en los medios de agar, se cultivaron en dos diferentes medios de cultivo
liquido y un sustrato vegetal para obtener mayor cantidad de conidios; también se
realizaron bioensayos de laboratorio para determinar la virulencia de las cepas vy
seleccionar aquellas que pudieran controlar mejor al insecto; se evalu6 la patogenicidad
que pudieran presentar sobre insectos depredadores de D. citri, y con los resultados
obtenidos se selecciond las cepas que presentaron mayor patogenicidad sobre el insecto
vector del HLB para evaluar su actividad sobre el mismo en bioensayo de campo. Se
aislaron cinco cepas de insectos micosados provenientes de diferentes regiones
citricolas, se trabajo con ellos ademas de tres cepas con las cuales ya contaba el INIFAP
de General Teran de Nuevo Ledn. Se identificaron morfométrica y molecularmente
como Hirsutella citriformis Speare. Los medio comerciales de cultivo en los cuales
crecen y presentan mejor conidiacién son los medios agar papa dextrosa enriquecidos
con extracto de levadura al 0.5y 1 % en los cuales se obtuvo un crecimiento radial de
3.2 a 3.8 cm para las cepas IB-Hir-2 e INIFAP-Hir-1 respectivamente, a los 34 dias de
cultivo a 25 = 1 °C. La conidiacién obtenida para las ocho cepas no correspondio al
crecimiento radial, pero si concordd en presentarse en los medios enriquecidos con

extracto de levadura, los valores variaron desde 1.22 x 10° a 2.79 x 107 para las cepas



INIFAP-Hir-2 en agar papa dextrosa e 1B-Hir-2 en agar papa dextrosa con extracto de
levadura al 1% respectivamente. En medios liquidos la mayor produccion de
blastosporas obtenida fue 4.3 x 108 blastosporas /ml a los 9 dias en el medio de
casaminodcidos para la cepa INIFAP-Hir-1, y en caldo papa dextrosa la mayor
produccion la presentd a los 11 dias la cepa IB-Hir-2 (7.7 x 107 blastosporas/ml). La
mayor produccién de conidios en el sustrato vegetal (arroz) se obtuvo a los 14 dias por
la cepa INIFAP-Hir-4 (1.97 x 107 conidios/gr). Se analizaron los dos tipos de exudados
observados en las cepas usando los métodos de Bradford para proteinas y el del Fenol
Sulfarico para carbohidratos y con estos métodos se determind que todas las cepas
producen ambos tipos de compuestos, ademéas de que las proteinas son los exudados
amarillo claro y oscuro, mientras que los carbohidratos corresponden a las gotas
cristalinas producidas por las cepas en los diferentes medios de agar. En los diferentes
bioensayos de laboratorio las cepas presentaron mayor mortalidad cuando se inocul6 por
contacto, donde las cepas INIFAP-Hir-1, INIFAP-Hir-2, IB-Hir-1 e IB-Hir-2 mostraron
los mayores porcientos de mortalidad media. Al evaluar la patogenicidad de cuatro cepas
sobre dos depredadores de D. citri, los resultados fueron similares para tratamientos y
testigo y no se presentd micosamiento en los insectos muertos. Bajo condiciones de
laboratorio la CLso y CLoo Obtenidas para el aislado INIFAP-Hir-1 fueron, 34 x 10° y
26.7 x 10" respectivamente. En el bioensayo de campo se usaron las cepas INIFAP.Hir-
2, INIFAP.Hir-4, 1B-Hir-1 e IB-Hir-2 y el mayor porciento de mortalidad obtenida fue
51.049 y el menor 35.7 para las cepas INIFAP-Hir-4 e IB-Hir-1 respectivamente,
mientras que el testigo con adherente mostro 6.059 y en el testigo absoluto 4.84 % de
mortalidad promedio. Ademas logramos aislar la cepa que los micosaba de 20 insectos
colectados en diferentes puntos de muestreo, identificando en base a sus caracteristicas
morfoldgicas de crecimiento colonial a tres de las cepas evaluadas Y a la cepa nativa de

Martinez de la Torre.



ABSTRACT

The citrus industry is one of the most important industries on which it counts the
country and in the last years is being threatened by a plague that is causing havoc in all
citrus areas in Mexico, Huanglongbing or greening which is transmitted by the Asian
citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama, insect that damages plants by feeding on
tender shoots and it is also the vector of the bacterium Candidatus Liberibacter asiaticus
for which there is no cure and which is necessary to control the vector insect. Whereby
the present study was to isolate fungi from mycosed D. citri, identify them based on
their morphometric characteristics and using molecular techniques, cultivate them in
different commercial culture agar media to select that in which they grow and conidian
better, the type of exudate produced by Hirsutella citriformis agar in agar media It was
also determined, they were cultivated in two different liquid culture media and a
vegetable substrate to obtained greater amount of conidia; laboratory bioassays were
also performed to determine the virulence of the strains and select those that could be
better control of the insect; pathogenicity that could present over insect predators of D.
citri was evaluated, and which the results obtained, the strains which showed higher
pathogenicity on vector insect of HLB were selected to evaluate their activity against D.
citri in a field bioassay. It was isolated five strains of mycosed insects from different
citrus states of Campeche, Chiapas, Colima Veracruz, and Yucatan. Mexico, it worked
with them in three strains which already had the INIFAP of General Teran Nuevo Leon.
They were morphometrically and molecularly identified like Hirsutella citriformis
Speare. Commercial culture medium where they grow and exhibit better conidiation are
potato dextrose agar media enriched with yeast extract (0.5 and 1%) in which a radial
growth from 3.2 to 3.8 cm was obtained by IB-Hir-2 and INIFAP-Hir-1 strains,
respectively, at 34 days of culture at 25 + 1 ° C. Conidiation obtained for the eight
strains did not correspond to radial growth, but agreed to appear in the media enriched
with yeast extract, values ranged from 1.22 x 10° to 2.79 x 107 for strains INIFAP-Hir-2
on potato dextrose agar and IB-Hir-2 on potato dextrose agar with yeast extract 1%,

respectively. In liquid media the higher production of blastospores obtained was 4.3 x



108 blastospores/ml after 9 days in medium of casaminoacids for INIFAP-Hir-1 strain,
and in potato dextrose broth higher production was presented at 11 days by IB-Hir-2
strain (7.7 x 107 blastospores/ml). The higher production of conidia in vegetable
substrate (rice) was obtained at 14 days by INIFAP-Hir-4 strain (1.97 x 10’ conidia/g).
The two kinds of exudates observed in strains were analyzed using the methods
Bradford for protein and Phenol Sulfuric for carbohydrate, and with these methods, it
was determined that all strains produce both types of compounds, in addition to proteins
are light and dark yellow exudates, while carbohydrates correspond to crystal droplets
produced by strains in different agar media. In different lab bioassays, all the isolates
showed higher mortality when was inoculated by contact, where isolates INIFAP-Hir-1,
INIFAP-Hir-2, IB-Hir-1 and IB-Hir-2 showed the highest percentages of mean
mortality. When evaluating the pathogenicity of four strains against two predators of D.
citri, the results obtained were similar for treatment and untreated control and any dead
insects were mycosed. Under lab conditions, the LC*® and LC® obtained for INIFAP-
Hir-1 isolated were 34 x 10° and 26.7 x 107 respectively. In the field bioassay,
INIFAP.Hir-2, INIFAP.Hir-4, 1B-Hir-1 and IB-Hir-2 isolates were used and the highest
percentage of mortality was 51,049 and the lowest 35.7 obtained by the INIFAP-Hir-4
and IB-Hir-1 respectively, while the control with adherent showed 6.059 and the
absolute control 4.84% of mean mortality. Also we can be isolate the strain that
mycosed of 20 insects collected in different sampling points, identified based on their
characteristics morphological colony growth at three of the strains evaluated and the

native strain of Martinez de la Torre.



INTRODUCCION

La citricultura es una actividad agricola altamente rentable a nivel mundial, més de
107 millones de toneladas se producen al afio; entre los principales paises productores se
encuentran Brasil, Estados Unidos de Ameérica, China, México y Espafia. México ocupa
el cuarto lugar en produccion mundial de naranjas y el segundo en produccion de limas y
limones con alrededor de 539,957 hectéreas de cultivo y una produccion de 7, 394,917

toneladas, con un valor estimado de 8,050 millones de pesos.

En México la industria citricola se encuentra amenazada por plagas y enfermedades
ya establecidas en las huertas como la leprosis, el virus de la tristeza de los citricos
(razas débiles), la mosca blanca de la fruta, mosca mexicana de la fruta y otras que se
localizan en paises vecinos al nuestro como el cancro, clorosis variegada, mosca del
mediterraneo, muerte subita y virus de la tristeza de los citricos (razas severas) y, en los

ultimos afios por el huanglongbing.

El huanglongbing (citrus greening) conocido como HLB es una enfermedad causada
por la bacteria Candidatus liberibacter que es un bacilo Gram negativo (G -), vascular
limitado al floema, que no es posible cultivarlo en medios artificiales. Esta enfermedad
es transmitida principalmente por los insectos vectores Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) y Trioza erytreae (Hemiptera: Triozidae), aunque también es
posible esparcirla por injertos de yemas infectadas y movimiento de un lugar a otro de
plantas enfermas. De los insectos vectores, Diaphorina citri por sus caracteristicas de
crecimiento es el principal vector de la enfermedad en México. Este insecto se
caracteriza por tener un periodo corto de vida y fecundidad alta ya que llega a
ovipositar hasta 800 huevecillos y tener ademéas mayor resistencia al clima de nuestro

pais.

El HLB esta considerada como una de las enfermedades mas destructivas en los
citricos a nivel mundial ya que afecta a todo tipo de citricos ocasionando hasta la muerte
de la planta, se distribuye rapidamente, y ademas no existe cura para la misma por lo que

lo Unico posible y recomendable por hacer es cortar y quemar las plantas infectadas para



evitar que sirvan de reservorio y de ahi se esparza a otros arboles. Actualmente se
trabaja en el control del vector de la enfermedad usando para ello diferentes insecticidas
quimicos, aplicacion del control bioldgico con el uso de depredadores y parasitoides del
vector, asi como también se estd estudiando el uso de diferentes hongos

entomopatogenos.

En México se han evaluado a diversos hongos entomopatdgenos como Beauveria
bassiana, Isaria fumosorosea, Metarhizium anisopliae e Hirsutella citriformis contra D.
citri en bioensayos de laboratorio; pero es importante tomar en cuenta que solo a
Hirsutella citriformis se le ha encontrado causando epizootias naturales sobre D. citri, lo

cual lo hace uno de los hongos maés viables para ser usado en el control del psilido.

Para realizar un buen control del vector, lo mas recomendable es aislar al hongo que
lo parasita de las mismas regiones en las cuales se vaya a utilizar, esto con el fin de
evitar el introducir microorganismos comerciales o aislados de otros lugares los cuales
pueden afectar a los sistemas naturales o bien ser menos efectivos en donde sean
utilizados. La presencia de Hirsutella fue reportada micosando a D. citri en diversas
areas citricolas del pais desde el 2008 (Ldpez-Arroyo et al. 2008), y fue aislado de
insectos micosados colectados en el Estado de Tabasco en ese mismo afio.

Por todo lo anterior, se aisldé al hongo Hirsutella citriformis de insectos vectores
proporcionados de algunas de las zonas citricolas de nuestro pais, se les identifico
morfométrica y molecularmente; se cultivaron en diferentes medios y sustratos
(econdmicos) para determinar el mejor para la produccion de conidios y que el cultivo
masivo de ellos sea factible para su uso en el control bioldgico del vector y finalmente
se evaluaron las distintas cepas para seleccionar aquel o aquellos que presentaran mayor

patogenicidad.



ANTECEDENTES
Generalidades.

El Huanglongbing (amarillamiento o dragdn verde de los citricos) es una palabra
de origen chino que significa enfermedad del brote amarillo, se le reportd por primera
vez en China a fines del siglo XIX (Zhao 1981). Se reconocen dos distintos tipos de la
enfermedad; el tipo asiatico (Capoor et al. 1967) y el tipo africano (Jagoueix et al. 1996)
que es menos severo. Hasta el afio 2004, América se encontraba libre del HLB, los
primeros reportes se registran en Marzo del 2004 y Agosto del 2005 cuando los sintomas
de la enfermedad son descubiertos en Sao Paulo, Brasil y Florida Estados Unidos
respectivamente (Bove 2006). Esta es una enfermedad de reciente introduccion en
México ya que es reportada por primera vez en julio del 2009, (SENASICA 2009, 2010,
www. senasica. gob.mx), atacando a todo tipo de citricos y a la limonaria Murraya

paniculata.

Distribucion geogréfica del HLB

ElI HLB se encuentra ampliamente distribuido en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo, la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus se reportd por
primera vez en China a fines del siglo XIX (Zhao 1981), posteriormente se encontrd en
Taiwan y las islas Filipinas (Otake 1990), y para fines del afio 1990 se detecta una nueva
variante de la bacteria (var. Africanus) en Sudafrica (Van Der Merwe y Andersen 1937).
En el 2004 se reportd la presencia de Ca. Liberibacter asiaticus en Sao Paulo, Brasil
(Coleta-Filho et al. 2004), posteriormente se descubrié una nueva especie de la bacteria
Ca. Liberibacter en citricos a la cual se llam6 Ca. Liberibacter americanus (Teixeira et
al. 2005), un afio después en el 2005 se reporta la presencia de Ca. Liberibacter asiaticus
en Florida (Halbert 2005; Bouffard 2006), se reconoce la presencia de la enfermedad en
cerca de 40 paises de Asia, Africa, Oceania y América (Figura 1). En México se reportd
por primera vez a la bacteria Ca. Liberibacter asiaticus en julio del 2009 en la localidad
el Cuyo del municipio de Tizimin, Yucatan (SENASICA 2009, 2010, www. senasica.

gob.mx), de ahi en el mismo afio se extiende a Nayarit y Jalisco y a la fecha se encuentra



presente en 12 estados (Figura 2) productores de citricos de la Republica Mexicana
(SENASICA 2013, www. senasica. gob.mx).

Yucatan (2009)
Quintana Roo (2009)

Nayarit (2009)
Jalisco (2009)
Campeche (2010)
Colima (2010)
Sinaloa (2010)
Michoacan (2010)
Chiapas (2011)
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Figura 2. Distribucion del HLB en México



Impacto econdémico del HLB en México

La citricultura en México es considerada una de las mas importantes industrias
agricolas, y a nivel mundial México esta catalogado como el cuarto pais productor de
citricos, (SIAP 2008, www.siap.gob.mx; FAO 2010, www.fao.org.mx/), con un valor
estimado de produccion cercano a los nueve mil millones de pesos. La mayoria de la
produccion es naranja tipo valencia. Por la naturaleza agresiva del patégeno, la mayoria
de los arboles infectados mueren en un plazo de 3 a 10 afios y no existe cura para la
enfermedad. Por lo cual, los efectos negativos del HLB comprenden la reduccion de la
produccién citricola nacional, reduccién de las fuentes de empleo en campo,
agroindustria y actividades afines (hasta 90,000 empleos), disminucién de los productos
derivados de los citricos, subutilizacién de la capacidad agro-industrial establecida
(hasta un 71%), disminucion de ingresos por exportacion de citricos y derivados (ca.
1880 millones de pesos) y disminucion de ingresos a nivel nacional (hasta 6,985

millones de pesos).

Agente causal

El HLB es causado por tres especies de o-Proteobacterias, Gram negativas,
exclusivas del floema, pertenecientes al género Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) como
son Ca. L. africanus, sensible al calor (20-25 °C) y restringida a Africa (Bové 2006); Ca.
L. asiaticus, tolerante al calor (< 35°C) y ampliamente distribuida a nivel mundial (Asia,
Oceania y América) (Miyakawa y Tsuno 1989; Texeira et al. 2005; Bové 2006) y Ca. L.
americanus, sensible al calor (< 32°C) y presente s6lo en Brasil (Texeira et al. 2005a).
La cepa africana produce sintomas menos severos a temperatura frescas (22 a 24°C),
normalmente encontradas en altas elevaciones (900 m.s.n.m.). La cepa asiatica produce
sintomas severos tanto en temperaturas frescas como calurosas (27 a 32°C), encontradas
en bajas elevaciones (360 m.s.n.m.). El agente causal que afecta a la citricultura
brasilefia es una variante de Ca. Liberibacter asiaticus a la cual se le ha denominado Ca.

Liberibacter americanus.



Sintomas

Los sintomas varian de acuerdo al tiempo de infeccion (Figura 3), variedad,
especie y madurez del arbol, ya que estos se observan claramente en arboles jovenes y
vigorosos, mientras que en los afectados después de su desarrollo los sintomas son
menos marcados (Gomez 2008). Las plantas muestran una considerable defoliacién con
muerte apical, pocos afios después de ocurrida la infeccion. Se presenta un moteado y
amarillamiento generalizado. Se desarrollan brotes maltiples con hojas pequefias, palidas
y moteadas que crecen en posicion erecta (“orejas de conejo”), floracion fuera de época,
retraso del crecimiento, caida de frutos y hojas, frutos deformes de tamafio pequefio con
pobre coloracion, sabor amargo y semillas deformes. Los sintomas se pueden confundir

con deficiencias minerales (Bove 2006).

Figura 3. Sintomas del HLB: Amarillamiento de los brotes, moteado de las hojas, frutos
deformes, caida de hojas y frutos.
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Trasmision

La enfermedad se transmite principalmente por insectos vectores (Figura 4) de
los cuales existen dos géneros Diaphorina citri Kuwayama (Tirtawidjaja et al. 1965;
Salibe y Cortez 1968; Martinez y Wallace 1967; Capoor et al. 1967) en Asia 'y América
y Trioza erytreae (McClean y Oberholzer 1965) en Africa. Pero también puede
transmitirse por yemas infectadas (injerto). La distribucién de la bacteria dentro de un
arbol infectado puede ser irregular, por lo cual no todas las yemas contendran la bacteria
o transmitirdn la enfermedad; cuanto mayor sea el tejido del floema incluido en el
indculo, mayor sera la probabilidad de transmision por injerto, otras formas de
transmision de la enfermedad es el movimiento de plantas enfermas de una region a otra;
se ha demostrado que la enfermedad puede transmitirla también una planta parasita del

género Cuscuta; no se ha probado que se transmita por semilla.

Figura 4. Adultos de los vectores Diaphorina citri y Trioza erytreae.
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Vector de la enfermedad en México

El vector del HLB en México es Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae) (conocido como el psilido asiatico de los citricos) el cual es un insecto plaga
con categoria cuarentenaria que afecta a todas las especies de citricos (Wooler et al.
1974). Diaphorina citri se caracteriza por presentar antenas cortas (0.48 mm), conos
genales aplanados y anchos con é&pices angostos redondeados o truncados; alas
anteriores hialinas, 2.4 veces mas largas que anchas, angostas en su base y ensanchadas
hacia el &pice, con patrones de maculacion en forma de bandas que se cruzan, épice
redondeado y sin pterostigma visible. Edeago con el primer segmento curveado (Yang
1984; Halbert y Manjunath 2004). Los machos son ligeramente mas pequefios que las
hembras y con la punta del abdomen roma, mientras que el abdomen de la hembra
termina en una punta bien marcada (Aleman et al. 2007). El ciclo de vida comprende
huevo, ninfa y adulto (Figura 5), dura de 20 a 47 dias promedio de acuerdo a las
condiciones climaticas. El huevo, de 0.3 mm, es ovoide y de color amarillo a anaranjado.
La ninfa pasa por cinco estadios en los cuales siempre es mavil, la longitud varia desde
0.25 hasta 1.7 mm y generalmente son de color amarillo, el adulto es pequefio, midiendo
de 2.5 a 4.0 mm. El insecto se alimenta de la savia que circula por el floema en la planta
en donde se aloja el patégeno. Debido a los habitos alimenticios del liivido, produce
dafo en los brotes jovenes de los cuales prefiere alimentarse, consecuentemente provoca
que las hojas se enrollen y retuerzan. Se alimentan por el envés de las hojas, aunque
cuando hay altas poblaciones, se les puede observar formando grupos tanto en el haz
como en el envés. Se les puede reconocer por la posicion que adoptan durante la
alimentacion, donde la cabeza esta pegada a la superficie de la hoja, mientras que el
extremo distal del cuerpo esta levantado, formando un angulo de 30 a 45° con respecto a
la superficie. El rango de temperaturas méas favorable se presenta entre 22 y 29°C. Tanto
las altas como las bajas temperaturas son perjudiciales para el incremento de su densidad
poblacional. Este liivido no tiene diapausa y sus poblaciones declinan en los periodos en

que las plantas no presentan brotacion.

12



USDA-ARS

UGA5006085

Figura 5. A y B instares ninfales, C adulto de Diaphorina citri Kuwayama.

Control del vector

A nivel mundial la estrategia de control se encuentra basada en disminuir al
maximo al vector de la enfermedad, para lo cual se contempla la implementacion de una
serie de practicas fitosanitarias (Aubert et al. 1996; Da Graca). En México se llevan a
cabo una gran variedad de préacticas fitosanitarias en las cuales se involucra a
productores, viveristas, organismos auxiliares de sanidad vegetal (OASV) y las
instituciones de investigacion y ensefianza del pais (SENASICA 2010. www. senasica.

gob.mx).

Para el control del vector se puede hacer uso de una gran variedad de productos
quimicos existentes en el mercado los cuales han demostrado proporcionar un efectivo
control del psilido entre los cuales se encuentran los piretroides, fosfatos organicos,
carbamatos, neonicotinoides, aceites de horticultura, etc. (Khangura et al. 1984; Rae et
al. 1997) pero estos insecticidas, ademas de incrementar el costo de produccion; pueden
ocasionar dafios en los ecosistemas. Por lo cual se requiere desarrollar e implementar

programas de control mas ecologicos y economicos que tengan menor efecto dafiino en
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la naturaleza, el control biolégico es una buena alternativa con que se cuenta para

combatir al vector.

Existe una diversidad de enemigos naturales que se alimentan de D. citri
(depredadores) ente los cuales se encuentran arécnidos, crisépidos, sirfidos y
coccinélidos; algunos insectos parasitoides, Tamarixia radiata Waterston y

Diaphorencyrtus aligarhensis entre los mas efectivos (Vacaro et. al. 2006).

Ademaés se han determinado diversas especies de hongos entomopatdgenos que
podrian tener potencial para utilizarse en el control del vector incluyendo a Isaria antes
Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown and Smith (Samson 1974; Subandiyah et al.
2000), Hirsutella citriformis Speare (Rivero-Aragon y Grillo-Ravelo 2000; Subandiyah
et al. 2000; Etienne et al. 2001; Cabrera et al. 2004; Hall, et al. 2012), Cephalosphorium
lecanii Zimm (Verticillium lecanii) (Rivero-Aragon y Grillo-Ravelo 2000; Xie et al.
1988), Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Rivero-Aragon y Grillo-Ravelo 2000),
Cladosporium sp. nr. oxysporum Berk. y Curtis (Aubert 1987) Y Capnodium citri Berk.
y Desm. (Aubert 1987) los cuales se han encontrado parasitando a D. citri alrededor del
mundo. En México se ha detectado a Hirsutella citriformis causando epizootias en
algunas de las regiones citricolas (Reyes-Martinez et al. 2010; Reyes-Rosas et al. 2010;
Sanchez-Pefia et al. 2011).

Los hongos superan a cualquier invertebrado en el control bioldgico, debido entre
otras razones a que la infeccion de sus huéspedes se da por contacto a través de la
cuticula sin necesidad de ingerirlo; ademas tienen un ciclo de vida corto que se traduce
en un potencial alto de reproduccion y en ocasiones son endoparasitos obligados de un
huésped especifico (Feng et al. 1994; Jenkis et al. 1998). Otra ventaja del uso de hongos
en el control bioldgico es que pueden vivir como saprofitos en ausencia de sus
huéspedes (Scholler y Ruber 1994) y bajo condiciones adversas son capaces de producir

esporas de resistencia las cuales pueden permanecer viables por largo tiempo.
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Clasificacion taxonémica del género Hirsutella citriformis

Hirsutella es un género de hongos de reproduccion asexual perteneciente a la
familia Ophiocordycipitaceae. Originalmente descrita por el micélogo francés Narcisse
Thophile Patouillard en 1892, este género incluye especies que son agentes patégenos de
insectos, acaros y nematodos; hay interés en el uso de estos hongos en el control
biolégico de plagas de insectos y nematodos ya que presentan caracteristicas de ser

hongos con alta especificidad hacia el blanco.
El hongo se encuentra clasificado como se describe a continuacion.

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Subfilum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes (Sung et al. 2007)
Subclase: Hypocreomycetidae

Orden: Hypocreales

Familia: Ophiocordycipitaceae

Género: Hirsutella

Especie: citriformis

Los miembros de este grupo son considerados el estado imperfecto de Cordyceps

Ophiocordyceps o Torrubiella (Tananda y Kaya 1993).

Hirsutella citriformis presenta micelio septado, fino y hialino con un didmetro de
1.7 a 2.3 micras, fialides con bases esféricas de aproximadamente 4 — 8.5 micras de
largo, cuello de la fialide largo y delgado de 20 a 35 micras de largo que no presenta
ramificaciones y termina en una Unica conidia elongada, alantoide-cimbiforme (forma de
gajo de naranja), de 5-8 x 1.7-2.0 micras rodeadas de una capa mucilaginosa de forma

ovoide o de limén de 8 micras de largo y 6 micras de ancho que frecuentemente se
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disuelve en agua (Hywel-Jones 1997; Subandiyah et al. 2000; Alvarez et al. 2003;
Cabrera et al. 2004; Meyer et al. 2007; Sanchez-Pefia et al. 2011) (Figura 6).

Figura 6. Hirsutella citriformis (a) conidias (b) fialides tipicas (c) sinemas.

Origen y Distribucion geografica de Hirsutella citriformis

Hirsutella citriformis es originario probablemente de Asia ya que los primeros
reportes de su presencia provienen de ese continente y tal vez se haya distribuido a otras
regiones geogréficas en diferentes paises por el movimiento que han tenidos los insectos
de los cuales es parasito, ha sido posible encontrar al hongo en diversas regiones de
clima tropical y subtropical en diversos paises. En la Tabla 1 se muestra la distribucion

geografica de donde se ha aislado a H. citriformis.
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En México el interés que se tiene por encontrar controladores de Diaphorina citri,

insecto que transmite el huanglongbing (HLB), ha permitido detectar la presencia de H.

citriformis en diversas regiones citricolas del pais (Tabla 2, Figura 7)

Tabla 1. Distribucion geogréfica de H. citriformis en Asia, Africa y América

Pais Localidad Referencia
Hawaii Speare 1920

India Petch 1923

Malasia Sajap 1993

Indonesia Java central Subandiyah et al. 2000
Isla Guadalupe Etienne et al. 2001
Isla Reunion Aubert 1987

Cuba Alvarez et al. 1994
Carmelina, Cienfuegos; Cabrera et al. 2004
Morény Ceballos, Ciego
de Avila; San Antonio de
los Bafios, La Habana
Jovellanos, Matanzas Alvarez et al. 2003
Jaguey El Grande, Rodrigues-Toledo et al.
Matanzas 2008

Argentina Los Hornos y la Plata, Toledo et al. 2007

Estados Unidos

Buenos Aires

Polk, Marion y Hendry,
Florida

Indian River, Florida

Meyer et al. 2007

Hall et al. 2012
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La presencia del hongo en una gran cantidad de municipios en un mismo estado

del pais nos indica que es posible que se encuentre presente en otras regiones de los

mismos estados y en la mayoria de las regiones citricolas del pais aungque no se haya

reportado su presencia.

Tabla 2. Estados de la Republica Mexicana en los cuales se ha detectado a Hirsutella

citriformis
Estado Localidad Referencia
Tamaulipas Rio Bravo Reyes-Rosas et al. 2010
Gomez Farias y Llera Sanchez-Pefia et al. 2011
Yucatan Mococha Pérez-Gonzélez et al. 2012
Tabasco Huimanguillo Pérez-Gonzélez et al. 2012
San Luis Potosi Xolol Pérez-Gonzélez et al. 2012
Quintana Roo Nuevo Israel Pérez-Gonzalez et al. 2012
Campeche Edzna Pérez-Gonzélez et al. 2012
Chiapas Tapachula Pérez-Gonzélez et al. 2012
Veracruz Tlapacoyan
La Laja de Coloman, Tuxpan  Gonzalez et al. 2008
Troncones, Ixtacuaco y Dos Preza-Duran 2011 sin publicar
Cerros Guizar-Guzman et al. 2012
Papantla, Gutiérrez Zamora y
Tlapacoyan Pérez-Gonzélez et al. 2012
Tlapacoyan Hernandez-Guerra et al. 2013
Troncones, Ixtacuaco y El
Lindero
Colima Tecoman Pérez-Gonzalez et al. 2012
Oaxaca Santa Rosa de Lima, Villade  Pérez-Gonzélez et al. sin
Tututepec de Melchor publicar
Ocampo
Hidalgo Santa Ana Perez-Gonzélez et al. sin

publicar
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Figura 7. Estados de la Republica Mexicana de los cuales se ha aislado a Hirsutella
citriformis.

Insectos asociados a Hirsutella citriformis

H. citriformis es una especie tipicamente synnematosa que infecta a una amplia
gama de hemipteros incluyendo varios insectos vectores de enfermedades de las plantas.
En la naturaleza, este hongo es conocido por causar epizootias en diversas poblaciones
de insectos, incluyendo la tolva de la planta de café, Nilaparvata lugens (Hemiptera:
Delphacidae), Diaphorina citri (Hemiptera: Liividae), Myndus crudus (Hemiptera:
Cixiidae), Heteropsylla cubana (Hemiptera: Psyillidae) y Leptophasa constricta

(Hemiptera: Tingidae).

H. citriformis se la ha encontrado parasitando de manera natural a diversos

insectos hemipteros (Tabla 3) a los cuales se ha visto que controla disminuyendo la
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poblacion de los mismos cuando se tienen las condiciones adecuadas para su desarrollo

(temperatura de 25-28 °C y humedad relativa cercana o mayor al 80 %).

En los dltimos afios ha atraido la atencién como agente potencial de control

bioldgico para el psilido Diaphorina citri Kuwayama, insecto que se encuentra presente

en la mayoria de las regiones citricolas a nivel mundial y del cual ha sido aislado con

frecuencia por diversos investigadores.

Tabla 3. Hospederos de los cuales se ha aislado a Hirsutella citriformis.

Insecto parasitado Orden Distribucion Referencia
Fulgoridea Hemiptera  Nueva Zelanda  Speare 1920
Ricania discalis Hemiptera  Nueva Zelanda
Perkinsiella sacharicida Hemiptera  Hawaii
Siphanta acuta Hemiptera  Hawaii
Pentatomido Hemiptera  India Petch 1923
Bothriocera venosa Hemiptera  Puerto Rico Gregory y Martorell
1940
Leptopharsa constricta Hemiptera  Estados Unidos Wolcott 1941
Stahler 1945
Corythuca ulmi Hemiptera  Estados Unidos ~=VINStony Pepper 1945
Heteropsylla cubana Hemiptera  Malasia Sajap 1993
Crawford
Oliarus dimidiatus Hemiptera  Argentina Toledo et al. 2007
Diaphorina citri Hemiptera  Isla Reunion Aubert 1987
Cuba Alvarez et al. 1994
Cabrera et al. 2004
Rodriguez-Toledo et al.
2008
Indonesia Subandiyah et al. 2000

Isla Guadalupe

Etienne et al. 2001
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Florida
Florida
Veracruz,
México
Tamaulipas,
México
Tamaulipas,
México
Veracruz,
México
Veracruz,
México
Tabasco,
México

San Luis Potosi,
México
Quintana Roo,
México
Yucatan,
México
Campeche,
México
Chiapas,
México
Veracruz,
México

Colima, México

Veracruz y
Puebla, México

Oaxaca, México

Hidalgo,
México

Meyer et al. 2007
Hall et al. 2012
Gonzalez et al. 2008

Reyes-Rosas el al. 2010

Reyes-Martinez et al.
2010

Preza-Durén et al. 2011

Guizar-Guzman et al.
2012

Pérez-Gonzalez et al.
2012

Pérez-Gonzalez et al.
2012

Pérez-Gonzéalez et al.
2012

Pérez-Gonzalez et al.
2012

Pérez-Gonzalez et al.
2012

Pérez-Gonzalez et al.
2012

Pérez-Gonzalez et al.
2012

Pérez-Gonzalez et al.
2012

Hernandez-Guerra et al.
2013

Pérez-Gonzalez et al. sin
publicar

Pérez-Gonzalez et al. sin
publicar
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Hongos entomopat6genos reportados sobre Diaphorina citri

Entre los hongos entomopatdgenos que se han reportado infectando a D. citri se
encuentra Hirsutella citriformis Speare (Rivero-Aragon y Grillo Ravelo 2000;
Subandiyah et al. 2000; Etienne et al. 2000; Meyer et al. 2007; Hall et al. 2012), Isaria
fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus; Samson 1994; Subandiyah et al. 2000;
Meyer et al. 2008), Lecanicillium (=Verticillium) lecanii Zimm. (Rivero-Aragon y
Grillo-Ravelo 2000), Beauveria bassiana (Padulla y Alves 2009), y Cladosporium sp.
nr. Oxysporum Berk. y Desm. (Aubert 1987).

Epizootias de Hirsutella citriformis sobre Diaphorina citri

A Hirsutella citriformis se le ha encontrado ocasionando epizootias de manera
natural sobre Diaphorina citri en diversas regiones citricolas, de esta manera se tiene
que Etienne et al. (2001), citado por Halbert y Manjunath (2004), sefialé que es comUn
observar al hongo Hirsutella citriformis Speare, controlando al insecto vector cuando la
humedad relativa era mayor del 80%. En un estudio realizado en Cuba sobre hongos
entomopatdgenos, Alvarez et al. (1994), encontraron ninfas y adultos de D. citri,
parasitados por Hirsutella citriformis Speare en arboles de limoén mexicano Citrus
aurantifolia Swingle y en plantas de Murraya paniculata (Lin) Jack. Por su parte,
Subandiyah et al. (2000) en Indonesia observaron tasas de infeccion de 82.9% vy de
52.2% en los meses de septiembre, febrero y julio, cuando la humedad relativa era
mayor del 80% durante los meses de muestreo. Mientras que Aubert (1987) reportd para
la Isla Reunidn una alta mortandad de adultos del liivido, cuando la humedad relativa era

superior al 88%.

En México igual que en otros paises, se ha detectado la presencia de H. citriformis
parasitando a D. citri cuando se tiene humedad relativa cercana o superior al 80 %. En
Tuxpan, Veracruz, México, Gonzélez et al. (2008), en el mes de marzo detectaron una
tasa de infeccion del 21.1% de Hirsutella sp. en D. citri, cuando se tenia humedad
relativa entre 50% a 60%. Reyes-Martinez et al. (2010) reportaron la presencia de H.
citriformis en el sur de Tamaulipas (municipios de Ciudad Victoria, Mante, Gomez
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Farias y Llera); donde observaron de 0 a 43 % de insectos micosados en arboles de
naranja y en Murraya paniculata el 95 % de los insectos muertos presentaban
micosamiento por el hongo. Reyes-Rosas et al. (2010) reportaron epizootias en la region
citricola de Rio Bravo, Tamaulipas, en los meses de septiembre y noviembre cuando se
tuvo humedad relativa cercana al 80 % y con temperaturas promedio entre los 25 y 28
°C., por otro lado Herndndez-Guerra et al. (2011) observaron que la presencia de
insectos micosados por H citriformis en las regiones citricolas de Troncones en Misantla
e lIztacuaco en Tlapacoyan, Veracruz, fue mayor cuando la humedad relativa era

superior al 80 % y la temperatura fluctuaba entre 23 y 26 °C.

Actividad bioldgica

El proceso de infeccién del insecto por H. citriformis al igual que otros hongos
entomopatogenos, inicia cuando los conidios recubiertos por la capa mucilaginosa entran
en contacto con la superficie externa de la cuticula del insecto; los conidios de este
hongo son hidrofilicos a diferencia de los conidios de muchos hongos Hyphomycetes en
los cuales los conidios son hidrofobicos, y esta caracteristica junto con la capa
mucilaginosa con la cual cuentan parece ser la que facilita la adherencia del conidio al
insecto. Después de adherirse se forma el tubo germinativo, el cual penetra al hemocele,
con la ayuda de la secrecion de diversas enzimas proteoliticas y quitinoliticas, invade el
hemocele el cual es rico en nutrientes y entonces secreta diversas toxinas;
posteriormente se reproduce en el interior usando los tejidos del insecto, desarrollando
numerosos cuerpos hifales (Meyer et al. 2007) para emerger del insecto ya muerto,

produciendo las estructuras morfoldgicas tipicas.

Produccién a nivel laboratorio

Se conoce o se tiene registrada poca informacion sobre el cultivo del hongo H.
citriformis, los investigadores que lo han aislado y cultivado reportan que es un hongo
de crecimiento lento que puede formar o no sinemas en el medio de cultivo; entre estos

reportes se cuenta con el trabajo de Subandiyah et al. (2000) quien aislé y cultivé al
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hongo en placa y observé que a las 5 semanas se producian sinemas de
aproximadamente 5 mm de largo y de color gris; mientras que Gonzélez et al. (2008)
cultivaron al hongo en el medio papa dextrosa agar donde formdé sinemas de
aproximadamente 2 mm de largo. Por otro lado, Meyer et al. (2007) cultivaron al hongo
en agar Sabouraud dextrosa enriquecido con extracto de levadura al 1% y reportaron
que el hongo creci6 3.5 £ 0.1 cm de diametro después de 21 dias de color gris claro, se
mantuvo el cultivo hasta por 5 semanas y no obtuvieron esporulacion, lo cultivaron en

arroz estéril y aqui a las 6 semanas presentaba abundante micelio y multiples sinemas.

Por otra parte Sanchez-Pefia et al. (2011) cultivaron a H. citriformis en PDA
enriquecido con extracto de levadura al 0.5% en donde obtuvieron crecimiento en color
café grisaceo y formacion de fialides pero sin obtencion de sinemas. También Reyes-
Martinez et al. (2010) cultivaron a Hirsutella en 3 diferentes medios de agar y

reportaron una tasa de crecimiento de 2 a 3 mm por semana.

Otros tipos de cultivo de laboratorio son llamados mixtos porque en ellos se
siembra en caja de petri y de ahi se toma in6culo para cultivo en medio liquido, el
crecimiento en este medio de cultivo es utilizado para inocular sustratos vegetales
(granos de gramineas), desechos industriales y agricolas entre los que se encuentran el
afrecho, pasto forrajero, bagazo de uva, entre otros. De esta forma, utilizando esta
metodologia, Romero-Rangel et al. (2010) usaron cuatro diferentes medios de cultivo
liquido para produccién de blastosporas y biomasa miceliar (liquido de remojo de maiz,
medio de peptona de colageno, medio de casaminoacidos y medio de peptona de
caseina) y en el medio de liquido de remojo de maiz obtuvieron buena produccion de
micelio, sin blastosporas, mientras que en el de peptona de colageno y Casaminoacidos
fue alta la produccion de blastosporas. Leal-Lopez et al. (2010) trabajaron inoculacion
de blastosporas de Hirsutella en avena laminada, germen de trigo y salvado de trigo y
reportaron muy buena conidiacién en avena laminada a los 3 dias de incubacion;
mientras que Reyes-Martinez et al. (2010) cultivan a Hirsutella en trigo estéril en el cual
reportaron crecimiento abundante de micelio y sinemas y una esporulacion de 7.6 x 107

conidias por gramo de sustrato.
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Todos los datos que se tienen son de cultivo de H. citriformis a nivel laboratorio
ya que a la fecha no se tienen reportes de la produccion a nivel industrial para

produccién de bioinsecticidas.

Produccion, formulacién, aplicacion y mercadeo

A la fecha se tienen muchos problemas concernientes a la produccion, aplicacion

formulacién y mercadeo de bioinsecticidas los cuales tienen que ser resueltos.

Los requerimientos para el éxito, produccion comercial y uso de hongos como
agentes de control bioldgico que se deben tomar en cuenta estan la produccion en masa
la cual debe ser selecta, con crecimiento rapido, esporulacion abundante y alta
patogenicidad para el blanco; el costo de produccion debe ser minimo, lo cual puede
lograrse desarrollando un medio de cultivo de composicién simple, econémico,
disponible en grandes cantidades y con un proceso de produccién sencillo que minimice
el trabajo, de esta forma se han evaluado diferentes tipos de sustratos naturales,

principalmente arroz, trigo, maiz, frijol, soya, avena, pero los més utilizados son arroz

y trigo.

La formulacién del hongo es el proceso mediante el cual el ingrediente activo, es
decir los conidios del hongo, se mezclan con materiales inertes, acarreadores o
vehiculos, solventes, emulsificantes y otros aditivos. Estos materiales inertes ayudan a
aumentar volumen y es el vehiculo para dispersar las conidias. Todo esto se hace con el
fin de lograr una buena homogeneidad y distribucion de las particulas del hongo, para

poder ser manipuladas y aplicadas adecuadamente

Una buena formulacion es la base para el éxito de un bioplaguicida de origen
microbiano; la posibilidad de obtener productos adecuados depende de las propias
caracteristicas del microorganismo y su relacion con los componentes de la formulacion
(excipientes) y el ambiente de almacenamiento (Tanzini et al. 2001). La estabilidad,

viabilidad y persistencia en campo de los entomopatdgenos es en gran medida
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determinada por el tipo de formulacién (Cortez-Madrigal 2006). Para ser formulado, la
viabilidad del hongo no debe ser menor de 95 % y el contenido de humedad entre 4 - 6
%. (Monzon 2001). Los materiales utilizados en la formulacion no deben tener actividad
bioldgica; ni afectar la viabilidad y actividad del hongo, deben ser inocuos al ambiente,
presentar caracteristicas fisicas adecuadas para mezclarse con los conidios; facilitar la
aplicacion del producto y ser econdmicamente rentables (Carballo 1998).

Los productos microbianos deben ser formulados para diferentes plagas blanco y
finalmente dichos productos puedan ser almacenados por periodos largos y bajo
condiciones naturales a temperatura ambiente, sin requerir refrigeracion y sin que se

pierda su capacidad toxica y viabilidad.

La aplicacion de los hongos entomopatdgenos formulados en polvo o en aceite, es
una de las mas usuales, ya que el hongo permanece viable un cierto periodo de tiempo y
es semejante a la de cualquier otro producto. ElI hongo aplicado se establece en el

campo, ya sea en el suelo, las plantas o sobre la plaga infectiva.

Para su mercadeo se tienen diferentes formulaciones, una de estas, en forma de
polvo seco o polvo humectable, otras son liquidas o emulsificables, a base de aceites, de
los cuales se han obtenido diversos productos comerciales bioinsecticidas a base de
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii, Isaria fumosorosea,
los cuales se han producido en diversos estados como Colima, Guanajuato, Sinaloa y

Oaxaca para el control de plagas en cultivos de hortalizas, gramineas y leguminosas.

Ventajas y desventajas del uso de hongos entomopatdgenos.

Las ventajas que presentan los hongos entomopatogenos son: (1) tienen alto grado
de especificidad para el control de la plaga sin afectar a insectos benéficos (depredadores
y parasitoides); (2) no dafian el ambiente ni ocasionan problemas de salud a mamiferos
como lo hacen algunos insecticidas quimicos; (3) infectan de distintas maneras y no

ocasionan resistencia por lo cual pueden ser usados de manera prolongada; (4) secretan
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sustancias toxicas que pueden aumentar su toxicidad; (5) pueden trasmitirse de un

insecto a otro.

Las desventajas son: (1) actian matando al insecto con mayor lentitud que los
insecticidas quimicos, 2 a 3 dias o hasta una semana, en vez de 2 a 3 horas,
respectivamente; (2) necesitan condiciones ambientales especificas como humedad,
temperatura o periodos de luz para poder actuar; (3) su propia especificidad sobre el
insecto blanco limita su uso sobre otras plagas; (4) tienen menor tiempo de vida de
anaquel que los insecticidas quimicos y; (5) pueden ocasionar dafio en la salud de

personas inmunosuprimidas y 6) necesidad de reaplicaciones sucesivas.
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JUSTIFICACION

El HLB esté considerada como una de las enfermedades més destructivas para la
citricultura mundial por ocasionar dafios severos y afectar a todas las especies
comerciales de citricos. La enfermedad es originaria de la India pero se le reporté por
primera vez en China y de ahi ha pasado fronteras para llegar a establecerse
mundialmente en casi todas las regiones citricolas. En México el livido vector de la
enfermedad (Diaphorina citri Kuwayama) se encuentra presente en los 23 estados
citricolas y la enfermedad (HLB) se tiene reportada en Yucatan, Campeche, Tabasco,
Sinaloa, Michoacan, Baja California Sur, Quintana Roo, Hidalgo, Colima, Nayarit,
Jalisco y Chiapas y se encuentran en riesgo los estados de Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Sonora y Veracruz en los cuales ya se han detectado vectores portando a la bacteria

causante del HLB (Senasica 2013, www. senasica. gob.mx).

El que se haya extendido a tantos estados de la Republica en tan corto tiempo
ocasiona un gran problema en el pais ya que la industria citricola es muy importante por
generar mas de 70,000 empleos directos y 250,000 indirectos. México es el cuarto

productor mundial de citricos en el mundo.

Actualmente la Gnica forma de controlar a la enfermedad es eliminando el vector y
para ello se usan insecticidas quimicos; pero éstos ademas de que incrementan el costo
de produccién, contaminan y afectan a los ecosistemas de las regiones en donde son
aplicados ademés de que pueden ocasionar resistencia en los insectos, por lo cual es
necesario el desarrollar nuevas estrategias para el control del vector.

Una observacion interesante es que se ha visto que Hirsutella citriformis tiene la
capacidad de matar al vector adulto ademas de tener especificidad por el insecto
blanco, por lo que el estudio de este patdgeno y las condiciones éptimas para su

produccion y actividad toxica serian de gran relevancia en este tema.

Esperamos que con los resultados obtenidos en este trabajo, se pueda avanzar en el
desarrollo de un bioinsecticida que sirva para el control del HLB que tiene en riesgo la

industria citricola en México y el mundo.
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OBJETIVO GENERAL

Aislamiento y cultivo de Hirsutella en medios sélidos y liquidos, asi como la
identificacion morfoldgica y molecular de las cepas aisladas y evaluacion de la toxicidad

contra Diaphorina citri.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Aislamiento del hongo entomopatdégeno Hirsutella de insectos micosados de
Diaphorina citri y recolectados de diversas zonas citricolas de nuestro pais

2.- Caracterizacion morfol6gica y morfométrica de las cepas aisladas.

3.- Cultivo del hongo en medios de cultivo comerciales de agar, medios liquidos y
sustratos vegetales.

4.- Implementacion de bioensayos en laboratorio contra D. citri aplicando conidios y
blastosporas producidos por los hongos aislados.

5.- Comparacién de la patogenicidad de blastosporas y conidios de las cepas aisladas a
nivel laboratorio.

6.- Seleccidn de las cepas de Hirsutella mas virulentas.

7.- Determinacion de la Concentracion letal media de conidios de la cepa de H.
citriformis més toxicas.

8.- Evaluacion de la patogenicidad de Hirsutella citriformis sobre dos de los
depredadores de D. citri en bioensayos de laboratorio.

9.- Identificacion de los exudados producidos por los hongos.

10.- Identificacion molecular de las cepas aisladas.

11.- Determinacion de la patogenicidad de Hirsutella en bioensayo de campo.
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MATERIAL Y METODOS
1. Aislamientos de las cepas

Insectos micosados de D. citri con signos evidentes de sinemas, colectados en
diversos estados de México, se colocaron bajo el microscopio estereoscopico para
observar la presencia de conidios. Insectos con sinemas esporulados fueron
seleccionados para la obtencion directa de cepas monoconidiales de Hirsutella. Bajo el
microscopio estereoscopico se colectaron conidios a partir de sinemas por adhesion en
un pequefio fragmento de medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA, Difco) acidificado
(200 pL/L de &cido lactico 85% agregado después de esterilizar el medio) colocado en
una aguja. El fragmento de PDA con los conidios se coloco en el centro de una caja Petri
conteniendo el mismo medio de cultivo y sobre él se dispersé 40 pL de agua estéril. Se
incubo a 25 °C de temperatura.

A las 48 horas se extrajo un conidio germinado a partir del cual se desarrollé una
cepa monoconidial. Cuando los sinemas no mostraron la presencia de conidios se
colocaron fragmentos pequefios del sinema sobre PDA, se incubaron a 25 °C de
temperatura y a partir de crecimientos jovenes se extrajeron puntas de hifa. A partir de
las nuevas colonias desarrolladas y una vez observada la presencia de conidios en
fialides (no sobre sinemas), se obtuvo una cepa monoconidial como se menciond

anteriormente.

2. Mantenimiento de los hongos

Las cepas monoconidiales se mantuvieron en activo en el medio PDA y se
conservaron por periodo prolongado en tubos con agar inclinado con aceite mineral,
también en tubos con agar inclinado y agua estéril (Rodriguez y Gato 2010) y en viales
con glicerol al 10% donde se coloco un pequefio fragmento del cultivo mantenidos a -4
°C de temperatura. Las cepas en activo fueron utilizadas para los diversos experimentos

llevados a cabo en el estudio.
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3. Caracterizacion morfométrica de Hirsutella citriformis

Para la identificacion morfométrica de los hongos aislados se realizaron
microcultivos. Se cortaron cuadros de agar papa dextrosa (PDA) de aproximadamente 1
cm?, se colocaron en portaobjetos estériles contenidos en cajas Petri con papel filtro
humedecido con agua estéril. Cada cepa se inoculé por picadura en cada extremo del
cuadro de PDA, se coloco un cubreobjetos estéril y se incubd a 25 + 2 °C hasta obtener
el crecimiento de los hongos con sus sinemas caracteristicos (4 semanas). Se retiro el
cubreobjetos y se colocd sobre un portaobjetos conteniendo una gota de solucion
lactofenol azul de algodon. También se desprendié el cuadro de agar del portaobjeto, se
colocé una gota del lactofenol azul de algodén y se colocé un nuevo cubreobjetos. Las
laminillas se sellaron con esmalte transparente y se observaron al microscopio para
realizar mediciones de fialides, conidios y mucus que rodeaban los conidios usando para
ello un micrémetro. Las mediciones se compararon con las reportadas previamente para

H. citriformis.

4. Cultivo en medios comerciales de agar

4.1. Efecto de la temperatura en el crecimiento radial

A cada caja Petri se le coloco al centro un disco de 0.5 cm de didmetro de indculo
de un cultivo de 2 semanas de cada una de las cepas aisladas, de igual manera que para
el ensayo anterior con 5 repeticiones por cepa (para cada medio probado). Se incubaron
a temperaturas de 21, 25, 28 y 30°C durante 34 dias y el crecimiento radial de cada
colonia fue medido una vez a la semana usando dos diametros cardinales previamente

dibujados en la parte baja de cada caja petri como referencia.

4.2 Evaluacion del crecimiento radial en 11 diferentes medios comerciales de agar
Se inocul6 a cada caja petri usando un disco de 0. 5 cm de didmetro de un cultivo

de 2 semanas de cada una de las cepas aisladas, de igual manera que en el ensayo

anterior con 5 repeticiones/cepa en los medios PDA, PDAY (0.5, 1, 2, 3 y 5%), SDA,

31



SDAY (0.5y 1 %), EMA y EMAYP (Anexo). Se incubaron a 25 + 2°C durante 34 dias

y el crecimiento radial de cada colonia fue medido tres veces a la semana.

4.3 Evaluacion de la produccion de conidias

Al final de los 34 dias de incubacion de los cultivos usados para la evaluacion del
crecimiento radial, se les agregaron 10 mL de agua destilada estéril a cada caja petri
para resuspender los conidios raspando la superficie de la caja con un asa bacteriolégica,
se realizaron diluciones y el conteo de los conidios producidos por cada una de las

cepas se realizé usando la cdAmara de Neubauer.

4.4 Analisis estadistico

Se us6 un disefio multifactorial de 8x4x3 (cepas x temperaturas x medios) (SPSS
17.0) para el andlisis de los resultados de las cepas creciendo a diferentes temperaturas,
y un disefio bifactorial de 8x11 (cepas por medios) para el analisis de los resultados de
crecimiento radial y conidiacion, los datos obtenidos fueron sometidos a un anélisis de
varianza y prueba de Tukey o= 0.05 % (SPSS 17 0).

5. Cultivo en medios liquidos

El in6culo se prepar6 sembrando a las cepas en PDA, incubando por 2 semanas a
25+ 2 °C.

Se usaron los medios de Caldo Papa Dextrosa (PDB) y el medio de
casaminoacidos (Anexo), disefiado por Jackson et al. (1997) modificado en la
proporcion de casaminodcidos (80 g) y sin la adicion de vitaminas. La cepas de
Hirsutella citriformis se sembraron en estos medios mediante la adicion de 4 cuadros de
agar de 1 cm? por cada matraz Erlenmeyer bafleado de 250 mL conteniendo 50 ml de
medio, se realizaron 3 repeticiones para cada cepa (y tres repeticiones para cada medio).
Los matraces se incubaron en agitacion a 250 rpm y temperatura de 25 + 1° C durante
catorce dias.
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Se tomaron muestras de 1 mL de cada repeticion los dias 7, 9, 11 y 14 para realizar

el conteo de blastosporas en la cAmara de Neubauer.

5.1 Andlisis estadistico

Se usd un disefio bifactorial de 8x2 (cepas por medios) para el analisis de los
resultados de produccion de blastosporas, los datos obtenidos fueron sometidos a un

andlisis de varianza y prueba de Tukey a.= 0.05 % (SPSS 17 0).

6. Cultivo en sustratos sélidos

6.1 Medio de arroz.

El arroz se lavo por tres ocasiones, se remojo en agua caliente por media hora, se
escurrié perfectamente y se dord con 20 ml de aceite vegetal /Kg, se agregaron 300 mL
de agua /Kg y se cocid hasta evaporacion. Se colocaron 50 g de arroz en recipientes
plasticos de 500 mL y se esterilizé por 20 minutos a 121 °C.

6.2 In6culo.

Para la preparacion del indculo se usaron cepas incubadas por 6 a 7 semanas con
conidiacion abundante, se les afiadio 30 ml de agua destilada estéril para recuperar los
conidios e inocular los recipientes plasticos conteniendo 50 g de sustrato con 8 mL de la
suspension. Se incubaron a 25 = 2 °C durante 21 dias y posteriormente se tomaron
muestras de 1 g a las 2 y 3 semanas para contabilizar los conidios en la camara de

Neubauer. El experimento se realizd en tres ocasiones con 3 repeticiones por aislado.
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6.3 Analisis estadistico

Se uso un disefio factorial completamente al azar para el analisis de los resultados
de conidiacion, los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y prueba
de Tukey a =0.05 % (SPSS 17 0).

7. Caracterizacion de los exudados

A cepas cultivadas por 6 a 7 semanas a 25 + 2 °C se les agregé 5 mL de agua
destilada (cantidad necesaria para recuperar el volumen a utilizar en los experimentos)
estéril para recuperar los diversos exudados que presentaban. Ademas con jeringa de
insulina se tomaron los diversos exudados para identificarlos. Se us6 el método de
Bradford (Bradford 1976) para identificar proteinas (Anexo) y el método del Fenol-
Sulfarico (Dubois 1956) para carbohidratos (Anexo).

7.1 Identificacion por el Método de Bradford

Este es un método colorimétrico que se basa en la union de un colorante,
Coomassie Blue G-250 a las proteinas. El colorante, en solucion &cida, existe en dos
formas: una azul y otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para formar un
complejo proteina-colorante. Para la realizacion de esta prueba, se afiadio 1 mL del
reactivo de Bradford (Bradford. 1976) a los tubos estandar (ver anexo) y muestras de
los exudados problemas. Se leyd la Absorbancia a 595 nm frente al blanco, en el

espectrofotometro (Beckman DU-650, Instrument INC)

7.2 Método del Fenol Sulfurico

Este también es un método colorimétrico que se basa en el principio de que todos
los azulcares incluyendo polisacéridos se deshidratan con &cido sulfirico concentrado

formando furfurales o alguno de sus derivados, los que a su vez se condensan con
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fenoles presentes en la mezcla de reaccion para dar compuestos de coloracion naranja
amarillento cuya intensidad se mide espectrofotométricamente (Dubois. 1957). Para esta
determinacion se colocd 1 mL de la solucion de estandares y muestras en un tubo de
precipitado de 16 x150 y se adiciond 0.5 mL de fenol al 5% e inmediatamente después
se afiadié con precaucion por las paredes de los tubos 2.5 mL de &cido sulfdrico
concentrado. Se dejaron  reposar durante 30 minutos, se agitd y leyo en el

espectrofotometro a 490 nm.

8. Caracterizacién molecular

Las cepas se crecieron en medio de cultivo caldo de dextrosa y papa (PDB), se
incubaron en agitacion a 250 rpm y 25 °C por 15 dias. Posteriormente se colocé una
porcion de micelio en tubos conicos de 1.5 mL de capacidad, se lavo en dos ocasiones
con el buffer Tris (TE 1 X). Se agregd 250 pL de buffer de lisis (200 mM Tris pH 8.5;
250 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0.5% SDS) y se macer0 con un pistilo. Se agregd
nuevamente 250 pL de buffer de lisis y 500 pL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1). Se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos y con ayuda de una
micropipeta se recuper0 el sobrenadante (este paso se repitid por dos ocasiones). El
ADN se precipito con acetato de sodio (3M; pH 7) e isopropanol, y se lavo con etanol al
70%. EI ADN se resuspendio en buffer TE 1X y se agregé RNasa (1pL por cada 10 pL
del buffer). Posteriormente se coloc6 en un gel de agarosa (1 %) tefiido con bromuro de
etidio (2.3 uL/25mL) para verificar la calidad del ADN extraido.

La reaccién de amplificacion se llevo a cabo en un volumen de 25 y 60 L para
observar el producto de PCR vy su purificacion, respectivamente. Se amplificé la region
ITS-1, gen ribosomal 5.8S e ITS-2 utilizando los iniciadores ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA ATA TGC-
3’). Para la reaccion se utilizd MgClz al 3.5 mM, 4 ng/uL de cada iniciador, 200 uM de
dNTP’s, 1U de Taq polimerasa, buffer de reaccion al 1X y 1 uL de ADN. La PCR
consistio de un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de

desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 60°C por 45 segundos y
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elongacion a 72°C por 90 segundos, seguida de un paso de elongacion final a 72°C por 8
minutos (Robles-Yerena et al. 2010).

La amplificacion de la region del gen 28S ribosomal se realizo utilizando los
iniciadores descritos por Meyer et al. (2007) LS1 (5-AGTACCCGCTGAACTTAAG-
3’) y LRS (5’-CCTGAGGGAAACTTCG-3’). La amplificacion se basé en las
condiciones utilizadas por Meyer et al. (2007). La mezcla de reaccion consistio de
MgCl al 2.5 mM, 800 pmol de cada iniciador, 800 uM de dNTP’s, 1U de Taq por
reaccion, buffer de reaccion al 1X y 1 uL de ADN. Las condiciones de PCR
consistieron de un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 10 segundos, alineamiento a 50°C por 30 segundos y
elongacion a 72°C por 1 minuto, seguida de un paso de elongacion final a 72°C por 10

minutos.

Los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1 % tefildo con bromuro de
etidio y se purificaron con el kit de Bio Basic Inc. (EZ-10 Spin column BS354) segln
instrucciones del fabricante. La secuenciacion se realiz6 en ambos sentidos en la
Universidad Nacional Auténoma de México y las secuencias fueron alineadas utilizando
el programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Copyright © 1997-2007 Tom Hall)
(Hall, 1999). Las secuencias consenso se analizaron en la pagina del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) con el algoritmo megablast.

El anélisis filogenético de las siete cepas mexicanas se llevd a cabo con secuencias
de la region ITS1-5.8S-1TS2 y del gen 28S de especies de Hirsutella reportadas en el
NCBI. Las secuencias se alinearon utilizando el algoritmo MUSCLE del programa
MEGA 5.1 (Tamura et al. 2011) vy se retiraron del alineamiento nucleotidos que se
encontraban en los extremos, debido a la falta de éstas secuencias en algunas especies.
El alineamiento resultante se sometié a un analisis filogenético utilizando el método de

Neighbor-Joining basado en el modelo de dos parametros de Kimura, con la opcion de
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Pairwise deletion de los gaps. Para la evaluacion de la estabilidad de los arboles se
utilizé el método bootstrap con 1000 repeticiones.

9. Bioensayos de laboratorio con adultos y ninfas de Diaphorina citri

Para los bioensayos se usaron ocho cepas de Hirsutella citriformis (INIFAP-Hir-1,
INIFAP-Hir-2, INIFAP-Hir-4, INIFAP-HIR-5, INIFAP-Hir-6, INIFAP-Hir-7, IB-Hir-1
e IB-Hir-2) aisladas de insectos micosados de Diaphorina citri de los estados de

Tabasco. Yucatan, San Luis Potosi, Quintana Roo, Campeche, Chiapas, Veracruz y

Colima (Figura 8).
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Figura 8. Cepas utilizadas en los bioensayos de laboratorio.

9.1 Obtencion de ninfas y adultos de D. citri

a) Obtencion de adultos. Insectos adultos posados en brotes de naranja valencia
fueron colectados del campo. Para la colecta se utilizé un aspirador bucal adaptado a un
depdsito de pléastico transparente, los insectos una vez capturados fueron transportados al
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laboratorio, donde aquellos que presentaban apariencia sana fueron seleccionados para
los bioensayos y se descartaron los enfermos, o dafiados durante la colecta.

Posteriormente fueron anestesiados con cloroformo wusando un algoddn
impregnado con 80 uL de cloroformo colocado y sujeto a la parte superior del depdsito
donde fueron colectados para inmovilizarlos y realizar las aplicaciones de los diferentes
tratamientos. Los bioensayos fueron realizados en las instalaciones del Campo
Experimental INIFAP de General Teran, Nuevo Leon, México.

b) Obtencion de ninfas. Brotes infestados con ninfas de diferentes instar fueron

colectados en campo y transportados al laboratorio.

9.2 Procedimiento de Bioensayos

9.2.1 Bioensayos de conidias aplicadas por contacto.

a) Inoculo. Las diferentes cepas aisladas se sembraron colocando un pequefio
trozo de indculo de cultivos de dos semanas al centro de cajas de Petri de 90 mm de
didmetro conteniendo medio de cultivo PDAY al 0.5 %, se incubaron durante 6 a 7
semanas a 25 + 1 °C hasta alcanzar conidiacion.

Estos cultivos se utilizaron tanto para los bioensayos por contacto asi como para
asperjado de conidios en adultos y bioensayos con ninfas.

b) Procedimiento. Insectos adultos anestesiados se transfirieron a cultivos
esporulados de cada una de las cepas de H. citriformis donde permanecieron de 1 a 2
minutos; insectos control se transfirieron al medio PDAY estéril por el mismo tiempo.
Como arena experimental se utilizaron recipientes plasticos con capacidad de 150 mL
(altura 6 cm, didmetro superior e inferior 8 y 5 cm respectivamente), a los cuales se
colocé en el fondo una capa de esponja de 2 cm de grosor, saturada con agua destilada
estéril para propiciar un ambiente con alta humedad. Quince insectos tratados y no
tratados y una hoja de brote tierno de naranja Valencia fueron colocados sobre la
esponja (Figura 9). Cada 2 o 3 dias se remplazo la hoja y se restablecié la humedad en la
esponja con agua destilada esteéril; al mismo tiempo se contabiliz6 el nimero de insectos

muerto y/o vivos. Los tratamientos se colocaron en una camara bioclimatica a 26 + 1°C,
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76 + 4 HR y 16:8 horas de luz: oscuridad. Por cada tratamiento se usaron 7 repeticiones
con 15 adultos en cada una de ellas. Estos se mantuvieron durante 27 dias registrando la

mortalidad cada 3 o 4 dias

9.2.2 Bioensayos de conidias aplicadas por asperjado en adultos.

a) Inéculo. A cultivos de las diferentes cepas mantenidas durante 6 - 7 semanas,
como en el bioensayo anterior, se prepararon agregando 10 mL de agua estéril a cada
caja petri para resuspender los conidios raspando la superficie de la caja con un asa
bacterioldgica. La suspension se mezcl6 durante 3 minutos, se cuantificaron las esporas
usando la camara de Neubauer ajustando la concentracion a 1 x 10° conidios/mL.

b) En el primer bioensayo por asperjado se usd la suspension solo con agua
destilada.

c) En el segundo bioensayo con asperjado de conidios, se afiadi6 a la suspension
goma de acacia al 1 % como adherente. La preparacion de los indculos se realizé una
hora antes de realizar los bioensayos.

d) Para realizar el bioensayo de asperjado de conidios, se seleccionaron dos de las
mejores cepas obtenidas del bioensayo por contacto (INIFAP-Hir-1 e 1B-Hir-2). Insectos
anestesiados se colocaron sobre papel absorbente en una bandeja plastica y fueron
asperjados a una distancia aproximada de 15 cm por 3 ocasiones consecutivas. Los
insectos inoculados fueron colocados en las mismas unidades usadas como arena
experimental en los diferentes bioensayos y se evalud la mortalidad y/o sobrevivencia al
mismo tiempo que en el bioensayo por contacto. Los insectos control en el bioensayo en
el cual se aplicaron los conidios solo resuspendidos en agua, se inocularon asperjando
agua y en aquellos que se usé goma de acacia se asperjaron con una solucion de goma de
acacia al 1%

e) El procedimiento de evaluacion y condiciones de los bioensayos, fue el mismo
descrito en el bioensayo de contacto, mantenidos a las mismas condiciones y en los

mismos recipientes.
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9.2.3 Bioensayos de conidios aplicados por inmersion en ninfas.

a) Inoculo. Se utiliz6 el mismo tipo, como en el bioensayo contra adultos,
aplicando la concentracion de 1 x 108 conidios/mL.

b) Procedimiento. Para la arena experimental se usaron tubos Eppendorf de 1.5 mL
a los cuales se les agregd un mL de agua estéril, se coloco el brote y se cubrié con cinta
para emplayar con el fin de conservar la humedad y turgencia del brote, se colocaron en
vasos de unicel de medio litro, se cubrio con tela de organza para evitar que escaparan
los adultos que emergieran durante el desarrollo del bioensayo.

Los brotes con ninfas del segundo y tercer instar se sumergieron en la suspension
de conidios durante 10 segundos, se escurrieron antes de colocarlos en la arena
experimental, mientras que al testigo se agregd solo agua destilada estéril. Se usaron
cinco repeticiones para cada tratamiento. Se colocaron en la arena experimental y se
incubaron a 26 °C, HR de 70% y 16:8 horas de luz: oscuridad durante 7 dias, se evalud
cada tercer dia para contabilizar las ninfas muertas y/o micosadas.

9.2.4 Bioensayos de blastosporas aplicadas por asperjado.

a) Cultivo de blastosporas. Se inocularon matraces Erlen Meyer baffleados con 50
ml de caldo PDB a los cuales se agrego a cada uno 4 trozos de 1 cm? de cultivos
incubados por dos semanas en PDA a 25 £ 1 °C. Los matraces se incubaron en
agitacion a 250 rpm y 25 °C por 11 dias, al final de los cuales ajust6 la concentracion a
1 x 108 blastosporas/mL.

b) Las blastosporas fueron aplicadas por asperjado usando la misma técnica que
para los bioensayos de conidios aplicados por asperjado.

c) El procedimiento de evaluacion y condiciones del bioensayo, fue el mismo
descrito en el bioensayo de contacto, mantenidos a las mismas condiciones y en los
mismos recipientes.

d) Los insectos del testigo fueron inoculados con PDB estéril.

9.2.5 Bioensayos aplicados por espolvoreo.
a) Indculo. Los conidios de las cepas cultivadas en arroz por 14 dias a 25 +2°C de

temperatura, se resuspendieron en agua destilada estéril, después se filtraron a través de
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gasa estéril, se contabilizaron los conidios ajustando la concentracion a 1x10°
conidios/mL; finalmente se afiadio tierra de diatomeas o talco al 5 %, se filtraron al
vacio, se secaron a 28 °Cy se recupero el indculo en polvo.

b) Aplicacién. Los insectos anestesiados se colocaron sobre papel absorbente en
una bandeja pléstica, se aplicé el indculo espolvoreando con salero. A los testigos se les
inoculd con tierra de diatomeas o talco. Se realizaron siete repeticiones para cada
tratamiento.

c) El procedimiento de bioensayo fue el mismo descrito en el bioensayo de

contacto, mantenidos a las mismas condiciones y en los mismos recipientes.

9.3 Registro de la mortalidad de insectos

Los insectos muertos los tres dias posteriores al inicio del bioensayo fueron
descartados. Cada 3 o 4 dias se registré la mortalidad de los insectos iniciando 3 dias
después de la inoculacion, los cadaveres de los insectos que no presentaban el
crecimiento tipico de H. citriformis se colocaron en cdmara himeda para propiciar la

esporulacion del hongo.

Figura 9. De lzquierda a derecha, arena experimental, insectos dormidos con
cloroformo, inoculacién por contacto, insectos en arena experimental, insectos muertos y
micosados.
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9.4 Bioensayo para determinacién de la concentracion letal media (CLso).

De los resultados obtenidos del bioensayo con las distintas cepas de Hirsutella se
selecciond la cepa con mayor actividad y se le determind la CLso y CLgo utilizando seis
concentraciones de 1 x 104, 1 x 10° 0.5 x 10°, 1 x 105, 1 x 10" y 1 x 108 conidias/mL las
cuales se aplicaron por asperjado sobre adultos de D. citri. Por cada concentracion se
usaron siete repeticiones con 15 insectos cada una de ellas, los insectos controles se
inocularon con agua destilada estéril. El bioensayo se realizo y evalud bajo las mismas

condiciones que los anteriores bioensayos.

10. Bioensayos con dos depredadores de D. citri.

Los adultos del depredador Hippodamia convergens fueron colectados en campo
y transportados al laboratorio de Entomologia del INIFAP donde permanecieron en
cuarentena (durante dos semanas) para eliminar aquellos que presentaran signos de
parasitismo. Por otra parte, las larvas de Chrysoperla rufilabris fueron proporcionadas
por el laboratorio de Entomologia del INIFAP.

a) In6culo. Adultos de Hippodamia convergens y larvas del primer instar de
Chrysoperla rufilabris fueron inoculados e incubados de la misma forma que el
bioensayo por contacto con D. citri

b) Procedimiento. Los insectos de Hippodamia fueron alimentados con huevos de
Sitotroga ceralella y aguamiel y cada tercer dia, fueron cambiados a nuevos recipientes
con alimento para evitar contaminacion por las excretas que producen y al mismo
tiempo se realiz6 el conteo de insectos muertos. Para el bioensayo con Chrysoperla
rufilabris, la alimentacion se realiz6 usando huevos de Sitotroga ceralella, las
condiciones y evaluacion de la mortalidad fueron similares al bioensayo anterior.

Se realizaron cinco repeticiones con diez adultos para cada cepa a evaluar con adultos de
Hippodamia convergens y 16 larvas del primer instar para Chrysoperla rufilabris
(INIFAP-Hir-1, IB-Hir-2, INIFAP-Hir-2 e IB-Hir-1) y para el testigo, las cuales fueron

seleccionadas en base a los resultados obtenidos en los bioensayos por contacto.
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11. Bioensayo de campo

a) Lugar. El bioensayo de campo se realiz6 en un huerto de limén persa en
Martinez de la Torre, Veracruz, que tiene las coordenadas 20°08°12”N, 97°02°37”W.
Previo a establecer el experimento se busco la presencia de insectos micosados por H.
citriformis en el huerto para lo cual se seleccionaron 12 arboles del cultivo de limén. La
distribucion de los arboles a muestrear dentro de la huerta se realizé alternando 6 arboles
en el extremo Este del huerto y 6 arboles en el extremo Norte (Figura 10).

b) Muestreo previo. En cada uno de los 12 arboles seleccionados se muestrearon 6
brotes en cada uno, se inici6 el conteo de los insectos micosados descartando
aproximadamente 10 cm de cada brote (brote tierno) buscando a los insectos en la parte
madura de los brotes (aproximadamente 15 cm en cada brote). Este muestreo se realiz
antes de aplicar los indculos de hongos y 30 dias después de aplicados.

c) Disefio del experimento. Para el bioensayo se establecié un experimento
completamente al azar con 6 tratamientos incluyendo el testigo y el testigo absoluto. Se
evaluaron cuatro cepas de H. citriformis: 1B-Hir-2, INIFAP-Hir-4, INIFAP-Hir-2 e 1B-
Hir-1. Se usaron 24 brotes para cada tratamiento. Se seleccionaron brotes libres de
enemigos naturales de D. citri y se les infest6 con 15 a 20 adultos.

d) In6culo. El indculo se preparé al momento de la aplicacion a una concentracion
de 1x107 conidios/mL. Los conidios se resuspendieron en agua destilada estéril; y la
suspension se filtrd a través de gasa estéril para evitar la transferencia de particulas que
pudieran obstruir la boquilla del aspersor, se afiadi6 goma de acacia al 1 %. La
suspension se aplicé por asperjado en los brotes seleccionados hasta empapar el brote. El
testigo se asperjo con agua destilada estéril y goma de acacia al 1 % vy el testigo absoluto
sin tratamiento. Se embolsaron todos los brotes y después de 24 horas se dejaron libres
ocho brotes de cada tratamiento (Figura 11).

Se esparcio en direccion Este al huerto, todo el inoculo sobrante de la cepa
INIFAP-Hir-2 en los arboles aledafios y en direccion Norte, el indculo sobrante de la
cepa INIFAP-Hir-4.

e) Muestreo. Cinco dias después de la aplicacion, de cada tratamiento se cortaron

los brotes embolsados y se transportaron al laboratorio para su observacion y continuar
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con el bioensayo. Se separaron los insectos vivos y se colocaron en recipientes plasticos
(arena experimental) para continuar el bioensayo (Figura 9). Los insectos muertos
detectados fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 1 % y lavados con agua
destilada estéril, estos se colocaron en camara humeda para observar la presencia de

micosis. El bioensayo finaliz6 en el laboratorio después de 24 dias de iniciado en campo.

ESTE

10

NORTE

11

12

Figura 10. Distribucién de arboles muestreados en el huerto (Los nimeros corresponden
a la ubicacién de los arboles muestreados).
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Figura 11. Metodologia del bioensayo de campo. Arriba de izquierda a derecha,
busqueda de insectos micosados, seleccion de los brotes, infestacion de los brotes,
embolsado. Abajo, preparacion del indculo, aplicacion por asperjado, insectos en arena
experimental, insectos recuperados muertos y micosados.

Treinta dias después de la aplicacion de los indculos, se evalu6 la presencia de
insectos micosados en los mismos brotes en los cuales se realizé la basqueda de insectos
micosados naturalmente antes de iniciar el bioensayo (12 arboles); se buscaron y
colectaron insectos micosados en los puntos en los cuales se esparcié los sobrantes de
los in6culos de las cepas INIFAP-Hir-2 e INIFAP-Hir-4 (10 arboles en cada uno).
Evaluamos la dispersion de las cepas probadas en diferentes puntos de la region
citricola, a 50, 250, 500 y 1000 m en direccion E, SE, W y NW y a 8 Km en direccion
NNW y NW (Figura 12). Para evaluar la dispersion de las cepas se contabilizaron
insectos vivos y muertos micosados en 6 brotes de 10 arboles en cada punto a evaluar.
Se colectaron insectos micosados de los diferentes puntos evaluados y se transportaron

al laboratorio para aislar al hongo que los micosaba.
Después de aislar el hongo que micosaba los insectos, se cultivd en diferentes

medios de cultivo (PDA, PDAY al 0.5 y 1%) para identificar las cepas que se
dispersaron en base a sus caracteristicas de crecimiento de morfologia colonial.
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11.1 Anélisis estadistico

El porcentaje de mortalidad se determino en base al nimero de insectos micosados
y/o muertos en los tratamientos y se compar6é con la mortalidad del testigo. A los
resultados de los tratamientos se les aplicd un analisis de varianza y comparacion de
medias con la prueba de Tukey al 0.05 (SPSS 17.0). Para obtener las CLso y CLoo Se
utilizé el Programa estadistico Probit (U.S. Applied and Enviromental Health, 1989)

con el cual se obtuvieron también otros datos estadisticos.
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Figura 12. Puntos de muestreo de insectos micosados para determinar la dispersién de
las cepas de Hirsutella evaluadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Aislamientos

De muestras de insectos micosados de las regiones citricolas de México de los
estados de Veracruz y Colima se lograron aislar dos cepas, que se denominaron IB-Hir-
1 e IB-Hir-2, que de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas se identificaron como
pertenecientes al género Hirsutella.

Se contd ademas con 6 cepas de Hirsutella que fueron aisladas por investigadores
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
que fueron denominadas INIFAP-Hir-1, INIFAP-Hir-2, INIFAP-Hir-4, INIFAP-Hir-5,
INIFAP-Hir-6 e INIFAP-Hir-7 provenientes de los estados de Tabasco, Yucatan, San
Luis Potosi, Quintana Roo, Campeche y Chiapas respectivamente.

En la Tabla 4 se enlistan los nuevos aislados y las cepas con las que se cuenta

para el trabajo de investigacion.

Tabla.4 Origen de las cepas monoconidiales del género Hirsutella obtenidas de ocho
Estados de la Republica Mexicana.

Cepa Localidad Fecha colecta Hospedero
INIFAP-Hir-1 ~ Huimanguillo, Tabasco Agosto 2008 Naranja Valencia
INIFAP-Hir-2  Mococh4, Yucatan Septiembre 2011 Mandarina
INIFAP-Hir-4  Xolol, San Luis Potosi Octubre 2009 Naranja Valencia
INIFAP-Hir-5  Nuevo Israel, Quintana Roo Enero 2010 Limonaria
INIFAP-Hir-6  Edzné, Campeche Septiembre 2011 Limonaria
INIFAP-Hir-7  Tapachula, Chiapas Diciembre 2011 Limonaria
IB-Hir-1 Ejido la Palmilla, de Septiembre 2011 Limon Persa

Tlapacoyan, Veracruz

IB-Hir-2 Tecoman, Colima Septiembre 2011 Limon Persa
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3. Identificacion Morfométrica de Hirsutella

Los resultados de los microcultivos realizados muestran una amplia variacion en

las dimensiones de estructuras de las ocho cepas (Tabla 5). La longitud total de la fidlide

vario de 26-42 pum, la base bulbosa de la fidlide de 4.0-8.5 um y el esterigma de 20.0-

38.0 um. Mientras que las dimensiones del conidio se encuentran entre 5.4-6.3 um de

largo por 1.6-2.0 um de diametro. Los conidios rodeados con mucus son de un didmetro

entre 5.6-6.2 um (Figura 13). En las dimensiones de todas las cepas sélo el rango de la

longitud del conidio y diametro del mucus estan dentro de la descripcion para H.

citriformis (Mains 1951).

Tabla 5.- Caracterizacion morfolégica de las cepas de Hirsutella citriformis Speare. Se
realizaron 15 mediciones para las fialides y 10 mediciones para las otras estructuras,
todas las medidas estan dadas en micras.

Longitud de la fidlide Conidio Didmetro del
Cepa Total Base Esterigma Longitud Didmetro mucus
INIFAP-Hir-1 37.83#0.50 4.88+0.38 32.95+0.72 5.9+0.089 1.74+0.19  5.9940.13
INIFAP-Hir-2 36.9610.09 8.09+=.56 28.87+0.12 5.96+0.15 1.96+0.05  5.92+0.08
INIFAP-Hir-4  32.7¢0.78 6.1+0.51 26.6+0.78 5.92+0.15 1.43+0.18  5.93+0.08
INIFAP-Hir-5 36.5+0.23 5.08+0.49 31.42+0.19 5.83#0.14 1.84+0.15 5.87+0.14
INIFAP-Hir-6 ~ 40.94¢0.31 5.1+0.48 35.840.40 5.84+0.26 1.94+0.11  5.90#0.13
INIFAP-Hir-7 32.0+0.09 5.12+0.23 26.88+0.19 6.04+0.05 1.99+0.03  5.91+0.09
IB-Hir-1 32.09+0.53 5.82+0.26 26.27+0.58 6.11+0.10 1.97+0.05  5.96+0.08
IB-Hir-2 30.7+0.46 6.0+0.48 24.7+0.84 5.91+0.14 1.79+0.03  5.86%0.13
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Figura 13. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de Hirsutella estudiadas: (A)
longitud de la fialide, (B) Anchura del conidio, (C) Longitud del conidio, (D) Anchura
del conidio con envoltura mucilaginosa y (E) Longitud del conidio con la envoltura
mucilaginosa.

La més amplia descripcion de H. citriformis es la que presenta Mains (1951), y
ésta es la Unica especie de Hirsutella reportada en D. citri (Hall et al. 2012; Casique-
Valdes et al. 2011; Meyer et al. 2007; Subandiyah et al. 2000). Entonces probablemente
las cepas aisladas corresponderian a la especie de H. citriformis, sin embargo esto
después se confirmaria con el analisis molecular. Las dimensiones de la fialide y
diametro del conidio de esta especie (Mains 1951) carecen de concordancia con las
dimensiones determinadas en las cepas de Hirsutella aisladas de D. citri en México.
Ademaés, las dimensiones de estructuras de reproduccion de H. citriformis obtenidas
directamente del hospedero (Meyer et al. 2007; Alvarez et al. 2003; Hywel-Jones 1997)
o0 de estructuras reproductivas desarrolladas en medio de cultivo (Casique-Valdes et al.
2011; Subandiyah et al. 2000), tampoco concuerdan con las descritas de la especie.
Previamente se ha observado (Mains 1951) que las dimensiones de los sinemas de H.
citriformis sobre sus hospederos es variable y que esto puede deberse al tamario de los
insectos en donde se desarrollan. Se esperaba que las dimensiones de estructuras
reproductivas de las cepas de Hirsutella bajo estudio fueran mas similares entre si al
desarrollarse en medios de cultivo; sin embargo, los resultados obtenidos y reportes

previos demuestran la gran variabilidad de este hongo (Tabla 6).
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Las 8 cepas de H. citriformis evaluadas crecieron lentamente en todos los medios de
agar, este crecimiento es tipico y conforme a los resultados reportados por otros
investigadores (Subandiyah et al. 2000; Meyer et al. 2007; Casique-Valdes et al. 2011).
Otras caracteristicas de las colonias, como la apariencia de las colonias flngicas, la
produccion de conidias, de sinemas y de exudados variaron dependiendo del medio en el
cual se cultivaron (Tabla 7). En cuanto a su morfologia de colonia, algunas cepas
tuvieron un desarrollo aplanado, no elevado y con poco crecimiento micelial aéreo; la
coloracion varié de blanco, amarillo, café claro a grisaceo (Figura 14). Algunas con
crecimiento micelial cercano al trozo de siembra y con zonas de desarrollo
levaduriforme o micelio escaso al acercarse a los bordes de la colonia. La presencia de
sinemas fue variable asi como la produccion de exudados para las 8 cepas; estos
resultados de variabilidad, tanto en la morfologia, color, presencia de sinemas y
exudados que presentan los aislados en los diferentes medios, son reportados también
para aislados de cepas de H. thompsonii (Chandrapatya et al. 1989; Rosas-Acevedo et
al. 2006).

4. Cultivo en medios comerciales de agar.

resultados de variabilidad, tanto en la morfologia, color, presencia de sinemas y
exudados que presentan los aislados en los diferentes medios, son reportados también
para aislados de cepas de H. thompsonii (Chandrapatya et al. 1989; Rosas-Acevedo et
al. 2006).
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Tabla 6. Dimension (um) de estructuras de cepas de Hirsutella aisladas de D. citri de
México y su comparacion con la descripcion de H. citriformis Mains, (1951) y de otros
autores.

Longitud fialide Conidio Diametro
mucus
Cepa (Fuente)* Total Base Esterigma Largo Diametro
INIFAP-Hir-1/Tabasco
M) 37.0-38.5 4.7-6.0 31.8-33.8 5.8-6.0 1.6-1.8 5.8-6.2
INIFAP-Hir-2/Yucatan
M) 36.0-37.0 6.5-8.5 26.0-29.0 5.6-6.2 1.8-20 5.8-6.0
INIFAP-Hir-4/SLP (M) 32.0-34.0 55-7.07 24.0-27.0 5.6-6.1 1.7-19 5.7-6.1
INIFAP-Hir-5%Q. Roo
M) 34.0-40.0 4.0-6.0 29.0-34.0 5.4-6.0 1.8-2.1 5.6-6.0
INIFAP-Hir-6/Campeche
M) 39.0-42.0 4.0-6.2 33.0-380 5.8-6.0 1.8-2.0 5.6-6.0
INIFAP-Hir-7/Chiapas
M) 31.0-32.0 5.0-5.5 26.5-27.0 6.0-6.1 1.9-2.0 5.8-6.0
IB-Hir-1/Veracruz (M) 31.8-32.8 5.3-6.2 25.6-27.5 6.0-6.3 1.9-20 5.8-6.0
IB-Hir-2/Colima (M) 26.0-31.2 4.0-7.0 20.0-25.0 5.7-6.2 1.7-19 5.6-6.0
Spear 1920 (H) 5.5-8.5 1.5-1.8
Mains 1951 (H) 36.0-54.0 6.0-14.0 30.0-40.0  5.0-8.0 2.0-25 5.0-10.0
Hywel-Jones 1997 (H) 18.5-52.0 3.5-5.0 1.0-1.5
Alvarez et al. 2003 (H) 16.8-23.6  6.8-9.1 1.5-2.3
Meyer et al. 2007 (H) 17.5£1.9 5.9+0.8 2.6+0.3
Toledo et al. 2013 (H) 35.6-55.4 28.7-475  5.9-7.9 2.0-3.0
Toledo et al. 2013 (H) 22.4-34.7 16.8-28.0  5.6-7.8 2.2-2.8
Subandiyah et al. 2000
27.5-62.3 5.1-94 22.4-529 6.4-7.6 2.1-2.8
(M)
Casique-Valdes et al. 2011
6.8-7.0 1.5-2.0
(M)

* (M): medio de cultivo); (H): hospedero.
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Figura 14. Caracteristicas de crecimiento colonial de H. citriformis. Afelpado escaso (1),
afelpado regular (2), afelpado abundante (3) aplanado escaso (4), aplanado regular (5),
aplanado abundante (6) aplanado a afelpado escaso (7), aplanado a afelpado regular (8)
y aplanado a afelpado abundante (9).Tabla.
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Tabla 7. Caracterizacion morfoldgica macroscépica de los aislados de Hirsutella

citriformis en medios de agar.

exudados presencia
de
cepas medio de color elevacion crecimiento amarillo transparente  sinemas
cultivo claro
IB-Hir-2 PDA café claro aplanado abundante Si Si Si
COLIMA PDAY 0.5 % café a gris afelpado abundante si si si
PDAY 1 % café a gris afelpado regular Si Si Si
PDAY 2% café a gris afelpado regular Si Si Si
PDAY 3% café a gris afelpado escaso si si si
PDAY 5% café a gris afelpado escaso si si si
SDA café a gris afelpado abundante si si si
SDA 0.5% café a gris afelpado abundante si si si
SDA 1% café a gris afelpado regular si si si
afelpado a
EM blanco a gris aplanado regular no no si
EMYP gris afelpado escaso si si si
INIFAP-Hir-1 PDA café oscuro aplanado regular no no si
TABASCO PDAY 0.5 % café a gris afelpado abundante si no si
PDAY 1 % café a gris afelpado abundante Si Si si
PDAY 2% café a gris afelpado regular si si si
PDAY 3% café a gris afelpado regular no no si
PDAY 5% café a gris afelpado escaso si no si
SDA café a gris afelpado abundante si si si
SDA 0.5% café a gris afelpado abundante si si si
SDA 1% café a gris afelpado abundante si si si
afelpado a
EM café amarillento aplanado abundante no no Si
EMYP café claro aplanado escaso si si si
INIFAP-Hir-2 PDA café amarillento aplanado abundante Si no si
YUCATAN PDAY 0.5 % café a gris afelpado abundante si si si
PDAY 1 % café a gris afelpado abundante si si si
PDAY 2% café a gris afelpado regular Si Si si
PDAY 3% café a gris afelpado escaso Si no Si
PDAY 5% café a gris afelpado escaso si si Si
SDA blanco a gris afelpado abundante Si Si Si
SDA 0.5% café a gris afelpado abundante si si Si
SDA 1% café a gris afelpado abundante Si Si Si
afelpado a
EM café amarillento aplanado escaso si no Si
EMYP café a gris afelpado regular Si Si Si
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I1B-Hir-1 PDA blanco a gris afelpado abundante si si Si
Cepas medios color elevacion crecimiento exudados sinemas
VERACRUZ PDAY 0.5%  blanco a gris afelpado abundante si si si
PDAY 1 % blanco a gris afelpado abundante Si Si Si
PDAY 2% blanco a gris afelpado regular si si si
PDAY 3% blanco a gris afelpado regular Si Si Si
PDAY 5% blanco a gris afelpado escaso si si si
SDA café a gris afelpado abundante Si Si Si
SDA 0.5% café a gris afelpado abundante si si si
SDA 1% café a gris afelpado abundante Si Si Si
afelpado a
EM café amarillento aplanado abundante no si si
EMYP café amarillento afelpado regular Si no no
INIFAP-Hir-4 PDA café a amarillo aplanado abundante no no no
SAN LUIS
POTOSI PDAY 0.5 % café a gris afelpado abundante si si si
PDAY 1 % blanco a gris afelpado abundante Si Si si
' PDAY 2% blanco a gris afelpado abundante si si no
PDAY 3% blanco a gris afelpado abundante Si Si no
PDAY 5% blanco a gris afelpado abundante si si no
SDA café a amarillo afelpado abundante Si Si Si
SDA 0.5%  café a amarillo afelpado abundante si si si
SDA 1% café a amarillo afelpado abundante Si Si Si
afelpado a
EM blanco a gris aplanado regular no Si Si
EMYP blanco a gris afelpado regular no si no
INIFAP-Hir-5 PDA café claro aplanado abundante no no no
QUINTANA ROO PDAY 0.5% café a gris afelpado abundante si si si
PDAY 1 % café a gris afelpado abundante Si Si Si
PDAY 2% café a gris afelpado regular si si si
PDAY 3% café a gris afelpado regular Si Si Si
PDAY 5% café a gris afelpado escaso si si si
SDA café claro afelpado abundante Si sSi Si
SDA 0.5% café a gris afelpado abundante si si si
SDA 1% café a gris afelpado abundante si si Si
afelpado a
EM café amarillento aplanado abundante no si no
EMYP café grisaceo aplanado escaso Si no no
INIFAP-Hir-7 PDA blanco a gris aplanado abundante Si no si
CHIAPAS PDAY 0.5%  blanco a gris afelpado abundante Si Si Si
PDAY 1 % blanco a gris afelpado regular Si Si si
PDAY 2% blanco a gris afelpado regular Si Si Si
PDAY 3% café a gris afelpado escaso si si Si
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PDAY 5% café a gris afelpado escaso si si Si

Cepas medios color elevacion crecimiento exudados sinemas
SDA café a gris afelpado abundante si si si
SDA 0.5% café a gris afelpado abundante Si Si Si
SDA 1% café a gris afelpado abundante si si si
afelpado a
EM café amarillento aplanado abundante no Si no
EMYP café a gris afelpado escaso si si si
INIFAP-Hir-6 PDA blanco a gris aplanado abundante Si no Si
CAMPECHE PDAY 0.5%  blanco a gris afelpado abundante si si si
PDAY 1 % blanco a gris afelpado abundante Si Si Si
PDAY 2% blanco a gris afelpado regular si si si
PDAY 3% café a gris afelpado escaso Si no Si
PDAY 5% café a gris afelpado escaso si si si
SDA café a gris afelpado abundante Si Si Si
SDA 0.5% café a gris afelpado abundante si si si
SDA 1% café a gris afelpado abundante Si Si Si
afelpado a
EM café amarillento aplanado abundante Si Si no
EMYP café a gris afelpado escaso si si si

4.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento radial

Los resultados del efecto de la temperatura en el crecimiento radial obtenido para
los ocho aislados de H. citriformis cultivados en 4 diferentes temperaturas y 3 tipos de
medios de cultivo en agar, se muestran en la Tabla 8 en la cual es posible apreciar que
las cepas en general presentan mayor crecimiento en el medio PDAY al 0.5 % y a 25 °C
en contraste al menor crecimiento a 30 °C en los tres medios de cultivo. El analisis de
varianza multifactorial realizado a los resultados, seguido de diferenciacion de medias
mediante Tukey, al 0.05 de valor de significancia, mostré diferencias significativas entre
cada una de las cepas estudiadas (F = 424.219; gl = 7, 384; P < 0.001), asi como entre
medios (F = 424.219; gl = 2, 384; P < 0.001) y temperatura de incubacion (F =
14106.823; gl = 3, 384; P <0.001). El mayor valor promedio de crecimiento radial fue
de 0.245 cm-dia™® para la cepa IB-Hir-2 obtenido en el medio PDA con extracto de
levadura al 0.5 % (PDAY) vy la temperatura a la cual se obtuvo significativamente el
mayor crecimiento fue 25°C, mientras que el menor crecimiento radial significativo fue

de 0.036 cm-dia? conjuntamente para la cepa IB-Hir-1, cultivada en los medios de PDA
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y SDA a la temperatura de incubacion de 30 °C y la cepa INIFAP-Hir-4 cultivada en
SDA también a 30 °C.

Se encontré también diferencia significativa en las interacciones cepas-medios,
(F= 55.347; gl = 7,14; P= <0.001) cepas temperaturas, (F= 111.315; gl = 7,21; P=
<0.001) temperaturas-medios, (F= 87.464; gl = 3,6; P=<0.001) y en la interaccién de
los tres factores (cepa-medios-temperaturas) (F= 23.702; gl = 7, 3,42; P=<0.001). El
mayor crecimiento radial lo presentaron todos los aislados en el medio PDAY a 25 °C

de temperatura de incubacion.

Tabla 8. Crecimiento radial (mm) de cepas de Hirsutella citriformis presentado a 4
diferentes temperaturas y 3 diferentes medios de cultivo.

21°C 25°C 28°C 30°C
CEPAS PDA PDAY SDA PDA PDAY SDA PDA PDAY SDA PDA  PDAY SDA

INIFAP- 0.214 0.24 0.229 0.242 0.24 0.216 0.153 0.174 0.17h 0.08 0.1m 0.102m

Hir-1 cd a bc a a cd i gh no

INIFAP- 0.157 0.21 0.137 0.226 0.24 0.173 0.186 0.206 0.137 0.04 0.087 0.041

Hir-2 i d jk bc a gh f de jk qr n qr

INIFAP- 0.219 0.218 0.207 0.229 0.237 0.194ef 0.194 0.213cd 0.152ij 0.055 0.061 0.036r

Hir-4 c c d bc ab ef pq p

INIFAP- 0.141 0.188 0.132 0.182 0.242 0.178g 0.114 0.168h 0.096m 0.065 0.078 0.038r

Hir-5 j ef k f a | p no

INIFAP- 0.124 0.143 0.147 0.174 0.234 0.167h 0.149 0.212d 0.151ij 0.138 0.047 0.039r

Hir-6 ki i ij gh b ij ik q

INIFAP- 0.18 0.214 0.174 0.215 0.235 0.178g 0.204 0.221 0.152ij 0.07 0.076 0.054

Hir-7 g cd gh cd b de bc op o] pq

IB-Hir-1  0.179 0.19 0.144 0.18 0.241 0.175 0.155 0.226 0.164 0.036 0.038 0.036r
g ef j g a gh i bc hi r r

IB-Hir-2  0.198 0.202 0.212 0.209 0.245 0.201e 0.203 0.223 0.153i 0.069 0.09 0.038r
e de d d a de bc op n

Estos resultados difieren con los obtenidos por Chandrapatya et al (1989) los
cuales reportan que H. thompsonii var. Synnematosa tiene el maximo crecimiento
radial a 26 °C en los medios SDA y Extracto de Malta pero en los medios PDA y V8 el

maximo crecimiento radial se obtiene a 32 °C.
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4.2 Evaluacion del crecimiento radial en 11 diferentes medios comerciales de agar.

Los resultados en el crecimiento radial obtenido para los 8 aislados en los
diferentes tipos de agar se muestran en la Tabla 9. EI menor diametro de crecimiento
radial a los 34 dias de incubacion fue de 1.66 cm para la cepa IB-Hir-2 en los medios de
cultivo PDAY al 5% y el medio EMAYP; mientras que el mayor valor promedio de
didmetro de crecimiento fue de 3.8 cm para la cepa INIFAP-Hir-6 en el medio PDAY
al 0.5%. El analisis de varianza mostré diferencia significativa en el crecimiento de las
cepas en los medios de agar probados (F= 630.87; gl=10, 32; P= < 0.001), asi como
también entre las cepas (F= 159.51; gl =7, 23; P=<0.001). Todas las cepas tuvieron
mayor crecimiento en los medios de PDA y SDA enriquecidos con extracto de levadura
al 0.5y 1 % (Figura 15). Aunque las cepas presentaron un crecimiento lento, éste en
siete de nuestras cepas es mayor al reportado por Meyer et al. (2007) en el medio de
SDAY al 1 % quienes reportan un crecimiento diario de 0.083 cm. El crecimiento de las
ocho cepas en el mismo medio varié de 0.0795 cm dia® (IB-Hir-2) a 0.105 c¢m dia™
(INIFAP-Hir-4).

Tabla.9 Crecimiento radial (en cm) de cepas de H. citriformis en 11 medios de cultivo
incubadas a 25°C.

‘ CEPAS ‘ PDA ‘ PDAY ‘ PDAY ‘ PDAY ‘ PDAY3% | PDAY ‘ SDA ‘ SDA ‘ SDA 1% | EM ‘ EMYP
0.5% 1% 2% 5% 0.5%
INIFAP- 582 7.1 6.94 56Fb  462Gbc  364Hbc 65CDbc 6.54 6.78 6.1DEC  3.46 Hcd
Hir-1 EFc Aabc ABb BCbh ABCb
INIFAP-  6.24 7.22 6.96 Ab  5.84 4.06 Dc 404Db 624 6.8ABb  6.46 6.2BCbc  4.22 Db
Hir-2 ABCab  ABabc Ch ABCc ABCcd
INIFAP-  6BCbc  7.48 758Aa 7.1Aa 6.12BCa 6.36Ba 6.3 Bbc 716 Aa  7.14Aa  5.74Cd 5.68 Ca
Hir-4 Aa
INIFAP-  65Ca  7.28 7.04 5.88 472 Eb 4.08Fb 6.44Chc 7.36Aa  6.58 6.46 Cab  3.92 Fbc
Hir-5 Aab ABab Db BCbc
INIFAP-  6.28 76Aa  69BCb  4.88 432Fbc  4.14Fb 6.5CDbc  7.14 6.18Dde 6.5 3.48 Ged
Hir-6 Dab Ec ABa CDab
INIFAP-  6.24 6.5 516Dc  4.58 444Ebc  366Fbc  6.72 7.18Aa  6.04Ce 6.42 3.76
Hir-7 BCab ABbc DEcd ABab BCab Fbcd
IB-Hir-1  6.28 6.82 6.88Ab  5.66 594CDa  4.14Eb 7.06 Aa 6.72 6.02CDe  6.64 5.86 CDa
BCab Aabc Deb ABb ABa
IB-Hir-2  6.26 6.4Ac 57BCc  4.26 3.48 Ed 3.32 Ec 6.48 Abc  6.12 5.42 Cf 5.36 Ce 3.32 Ed
ABab Dd ABc

Las medias seguidas por la misma letra no tienen diferencia significativa (ANOVA
bifactorial (Tukey al 0.05). Letras mayusculas corresponden a la comparacién entre
medios de cultivo de una misma cepa y letras minusculas a la comparacion entre cepas
en un solo medio de cultivo.
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Figura 15. Crecimiento de Hirsutella citriformis en 3 medios de cultivo e incubadas a 4
diferentes temperaturas. Las letras corresponden a las cepas A, INIFAP-Hir-1; B,
INIFAP-Hir-2; C, INIFAP-Hir-4; D, INIFAP-Hir-5; E, INIFAP-Hir-6; F, INIFAP-Hir-7;
G, IB-Hir-1; H, IB-Hir-2.
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4.3 Evaluacién de la produccion de conidios

La media del numero de conidios producido en los diferentes medios varié de
1.22 X 10% a 2.79 X 10’ conidios/mL donde el valor minimo correspondié a la cepa
INIFAP-Hir-2 en el medio PDA y el valor maximo a la cepa IB-Hir-2 en el medio de
PDAY al 1% (Tabla 10). De acuerdo al analisis estadistico y comparacion de medias
usando el método de Tukey al 0.05 de valor de significancia, hubo diferencia
significativa en la produccion de conidias/mL entre los 11 medios (F= 615.73; gl=10,
32; P =< 0.001). También se observo diferencia significativa en la produccion de
conidias entre las 8 cepas (F= 753.53; gl=7, 23; P =< 0.001). Estos serian los primeros
reportes de conidiacién de este hongo, ya que solamente es mencionada la pobre

conidiacion que se obtiene con este hongo, por otros investigadores.

5. Cultivo en medios liquidos

A H. thompsonii se le ha cultivado obteniendo buenos resultados de produccion de
blastosporas en cultivo liquido, por lo cual nosotros usamos preliminarmente un método
de cultivo en el cual se realiza un pre-cultivo para usarse como pre-indculo de 1 semana
en medio de casaminoécidos y de este cultivo se toma un 10 % para inocular los medios
a probar. Realizamos esta técnica y nos encontramos que Hirsutella citriformis produce
una gran cantidad de sustancias, probablemente exopolisacaridos los cuales gelatinizan
el medio de cultivo. Por esta razon optamos por no desarrollar un pre-indculo y
cultivarlos directamente inoculando los matraces con 4 trozos de 1 cm cuadrado de

cultivos de dos semanas.

La media del numero de blastosporas producidas en los medios varié de 4.3 x
108 a 3.8 X 10° blastosporas/mL donde el valor minimo correspondio a la cepa IB-Hir-1
en el medio PDB y el valor maximo a la cepa INIFAP-Hir-1 en el medio de
Casaminoacidos (dias 7 y 9 de fermentacion respectivamente) (Tabla 11). De acuerdo al

analisis estadistico y comparacion de medias de acuerdo al método de Tukey al 0.05 de
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valor de significancia hubo diferencia significativa en la produccion de blastosporas/mL
entre los 8 cepas en el medio de Casaminoédcidos (F= 1668.38, gl=7, 64, P= <0.001).
También se mostré diferencia significativa en la produccion de blastosporas entre las 8
cepas en el medio PDB (F= 2144.09, gl=7, 64, P= <0.001). Pudimos observar que las
cepas estudiadas se comportan diferente en los dos medios evaluados (Figura 16),
algunas produjeron mayor cantidad de blastosporas en el medio de casaminoacidos
(INIFAP-Hir-1, INIFAP-Hir-4, INIFAP-Hir-6 e INIFAP-Hir-7) y otras en el medio PDB
(INIFAP-Hir-2, IB-Hir-1 e IB-Hir-2). Los resultados obtenidos son mayores que los
reportados para produccion de blastosporas de la cepa de Hirsutella sp. en el mismo
medio de casaminoacidos por Romero-Rangel et al. (2012) aunque se realizé un método
diferente de fermentacion, ya que nosotros no realizamos un pre-cultivo como lo

realizaron dichos investigadores.

Tabla.10 Numeros promedio de conidias producidas por cepas de H. citriformis en 11
diferentes medios de cultivo (nimeros x10°)

‘ CEPAS ‘ PDA ‘ PDAY ‘ PDAY ‘ PDAY ‘ PDAY ‘ PDAY ‘ SDA ‘ SDA ‘ SDA1% ‘ YMA ‘ YMAP ‘
5 1 2% 3% 5% 0.5%
INIFAP- 4.833 8.54 6.75 18.97 2.056 15.17 5.33 447Fab 457Fb 12.166 7.07
Hir-1 Fa Dd Dec Aa Gd Ba Efa Cb Deb
INIFAP- 1.223 16.333 3.75 3.96 3.7Dc 216 1756  4.48Da  2.53Ede 6.533 5.383 Cc
Hir-2 Fc Ab Dde Dbc Ed Efd Bed
INIFAP- 1.8Efc 149Ff 2.7 3.15 3.816 2.15 2.8 2.84 7.417Aa 6.8 Acd 2.383
Hir-4 Cde BCcd Bc DEFd  CDc CDde CDEd
INIFAP- 1.692 1.486 5.46 5.07 6.9Bb 3.76 2.276 3.85 2.85 17 Aa 4.47
Hir-5 FGc Gf Ccd CDb DEc FGcd DEabc EFcd CDc
INIFAP- 1.59 5.446 6.92 5.35 3.216 1.58 1.69 1.95 DEf 1.67 Ee 5706 Bd 2.643
Hir-6 Ec Be Ac Bb Cc Ed Ed CDd
INIFAP- 3.616 13.233  9.18 3.15 6.35 1.91 2.926 2.42 2.27 5.433 2.2 GHd
Hir-7 Eb Ac Bb Efcd Cb Hd EFGc  FGHef FGHde Dd
IB-Hir-1 1.806 5.317 2.67 2.96 37Cc 7.27 2.6 3.28Ccd 3.13Ccd  6.466 2.533
Dc Be Cde CDcd Ab CDc ABcd CDd
IB-Hir-2 4.266 18.333  27.9 1.72 11.433 6.8Db  4.46 3.62 3.75Ebc 7.716 Dc  8.483
Eab Ba Aa Bd Ca Eb Ebcd Da

Las medias seguidas por la misma letra no tienen diferencia significativa (Tukey al
0.05). Letras mayusculas corresponden a la comparacion entre medios de cultivo de una
misma cepa y letras minusculas a la comparacion entre cepas en un solo medio de
cultivo.
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Tabla. 11 Promedio del nimero de blastosporas/mL producidas por ocho cepas de Hirsutella citriformis en Medio
de Casaminoacidos (CA) y caldo papa dextrosa (PDB) incubados en agitacion a 250 rpm y 25 + 2°C por 14 dias.
(nGmeros x 10°)

CEPAS CASAMINOACIDOS CALDO PAPA DEXTROSA
DIA7 DIA9 DIA 11 DIA 14 DIA7 DIA9 DIiA 11 DiA 14
24.33
INIFAP-1 161 Da 4300 Aa 2600 Ba 2433 Ca Aab 146 Bb 1286 Ca 853 Da
INIFAP-2 25.5 Aa 25.9 Ac 28 Ac 14.5 Ab 5Bb 13 Bc 54 Ac 10 Ab
INIFAP-4 19 Aa 211 Ab 234 Abb 72 Bb 16 Ab 13 Ac 17 Acd 13 Ab
INIFAP-5 11 Aa 24.5 Ac 131 Abc 73 Ab 7 Ab 16 Ac 11 Ad 9 Ab
INIFAP-6 7.6 Aa 8.79 Ac 12.8 Ac 12.17 Ab 6.3 Ab 8.18 Ac 7.24 Ad 8.27 Ab
19.33
INIFAP-7 7.4 Aa Ac 12 Ac 7.2 Ab 8.67 Ab 13.5 Ac 12.5 Ad 8.18 Ab
17.33 26.33
IB-1 17.67 Aa Ac 25.73 Ac 16 Ab 3.8 Ab 8.43 Ac Acd 9.77 Ab
IB-2 11 Aa 152 Abc 70 Abc 171 Ab 52 Ca 228 Ba 770 Ab 32Ch

Letras mayusculas indican diferencia significativa entre las cepas a los 14 dias y letras minusculas a los 21 dias (Tukey 0.05).
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Figura 16. Produccion de blastosporas de Hirsutella citriformis en los medios de
casaminoéacidos (CA) y caldo papa dextrosa (PDB), incubadas en agitacién a 250 rpm y
25+ 2°C.
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6. Cultivo en sustratos solidos

Esto fue realizado en el medio de arroz, donde se obtuvieron los resultados
siguientes: la media del nimero de conidios producidos en el medio varié de 19.73 a 6.3
x 10° conidios/gr donde el valor minimo correspondio a la cepa IB-Hir-1 a los 21 dias
de incubacion y el valor maximo a la cepa INIFAP-Hir-4 a los 14 dias de incubacion. De
acuerdo al analisis estadistico y comparacion de medias (método de Tukey al 0.05 de
valor de significancia) hubo diferencia significativa en la produccion de conidios/gf
entre las ocho cepas a los 14 dias (F= 74.9075; gl=7, 16; P= <0.001). También se
observo diferencia significativa en la produccion de conidios entre las 8 cepas a los 21
dias (F= 39.23, gl= 7, 16; P= < 0.001). Pudimos notar que las cepas evaluadas
presentaron su mayor produccion de conidios a los 14 dias (Figura 17), y después de este
dia los conidios se desprenden y disminuye la cantidad presente en el cultivo.

25
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CEPAS EVALUADAS

Figura 17. Produccion de conidios de Hirsutella citriformis en el sustrato vegetal de
arroz. Letras mayusculas indican diferencia significativa entre las cepas a los 14 dias y
letras mindsculas a los 21 dias (Tukey 0.05).

Nuestros resultados son menores que los reportados por Reyes-Martinez et al.
(2010) los cuales cultivaron a H. citriformis en trigo por 3 semanas y obtuvieron una

conidiacion de 7.6 x 107 conidios/g de sustrato colonizado, pero la conidiacion de
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nosotros ocurre en menor tiempo que la reportada por Meyer et al. (2007) los cuales
reportan obtener abundantes sinemas en sustrato de arroz a las seis semanas y Reyes-

Martinez et al. (2010), en trigo a las tres semanas.

7. Caracterizacion de los exudados

7.1 Proteinas

Las ocho cepas de H. citriformis produjeron en su fase de crecimiento, un exudado
de color amarillo (Figura 18) que al ser analizado con el método de Bradford (Tabla 12
curva de calibracion) resulto ser de tipo proteico (Tabla 13), la cual puede tratarse de la
proteina Hirsutellina como se tiene reportada para cepas de H. thompsonii (Mazet y Vey
1995; Krasnoff y Gupta 1994; Omoto y McCoy 1998) y que se encuentra caracterizada
como Hirsutellina A (Liu et al. 1995; Boucias et al. 1998). Pudiera tratarse también de
Oosporina, reportada su produccion por Hirsutella thompsonii (Rosas-Acevedo et al.
2003) cuya actividad biologica causa una disminucion en la produccion de huevos de las
hembras de &caros. Ademas, se ha reportado la produccién de hirsutellones en H. nivea
(Madla et al. 2008) con actividad sobre Mycobacterium tuberculosis. También esta
reportada la produccion de exudado que se desarrolla formando gotas sobre la superficie
de cultivos en agar (Cabrera y Lopez 1977; Samson et al. 1980) los cuales son toxicos

para &caros e insectos.

Tabla.12 Curva de calibracion para deteccion Tabla.13 Identificacion de proteinas en las
de proteinas cepas de H. citriformis.
Estandar  Conc. Std. Absorbancia CEPAS ABSORBANCIA

0 O ul 0.000433 INIFAP-Hir-1 1.49

1 25 ul 0.125167 INIFAP-Hir-2 0.9105

2 50 pl 0.253267 INIFAP-Hir-4 0.4323

3 75 pl 0.344100 INIFAP-Hir-5 0.4354

4 100 pl 0.459200 INIFAP-Hir-6 0.4337

5 125 ul 0.553167 INIFAP-Hir-7 0.5792
IB-Hir-1 0.4966
IB-Hir-2 0.52
G. AMARILLA 0.2803

G, TRANSPARENTE 0.0000
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amarillo

Figura 18. Exudados producidos por las cepas mexicanas de Hirsutella citriformis
cultivadas en agar. A exudados amarillo y cristalino, B exudado cristalino.

7.2 Exopolisacaridos

Ademas del exudado de color amarillo, las ocho cepas de H. citriformis en su fase
de crecimiento vegetativo exudaron una sustancia cristalina (Figura 18) la cual al ser
analizada con el método del fenol sulfurico (curva de calibracion en la Tabla 14) dié
reaccion colorimétrica para carbohidratos (Tabla 15) el cual probablemente es un
exopolisacarido, ya que se tienen reportes en los cuales mencionan que Hirsutella sp.
produce exopolisacaridos formados por manosa, galactosa y glucosa (Li et al. 2010) los

cuales presentan actividad contra bacterias (G +).

Tabla.14 Curva de calibracion para deteccion Tabla.15 Deteccion de carbohidratos en
de carbohidratos. ocho cepas de H. citriformis.
Estandar (mg/mL)  Absorbancia CEPAS ABSORBANCIA
! 0.000 0.00 INIFAP-Hir-1 0.2995
2 0.025ul 0.12 INIFAP-Hir-2 0.6525
3 0.075 0.31 INIFAP-Hir-4 0.1314
4 0.100 pl 0.61 .
INIFAP-Hir-5 1.5989.
° 0.500 198 INIFAP-Hir-6 0.0042
6 1000 pl 266 i '
7 1,500 pl 3.45 INIFAP-Hir-7 0.4077
IB-Hir-1 1.5672
IB-Hir-2 2.1514
G. TRANSPARENTE 0.0886
G. AMARILLA 0.0000
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8. Caracterizacion molecular de las cepas de Hirsutella

En el GenBank se encontraron secuencias para 30 especies de Hirsutella, de estas
especies cuatro tienen secuencias del gen ribosomal 18S, 14 del 28S ribosomal y nueve
del gen de la B-tubulina, mientras que 19 especies cuentan con secuencias de los ITS1 e
ITS2 incluyendo el gen 5.8S (Tabla 16). Con esta informacion se decidio obtener
secuencias del gen 28S e ITSs para establecer la posible identidad de las cepas de
Hirsutella aisladas de D. citri de México. La secuencia consenso de los productos de
PCR de las siete cepas mexicanas de Hirsutella aisladas de D. citri, vari6 de 864 a 914
pb para el gen 28S y de 522 a 596 para la region ITS-1 e ITS-2. Las secuencias se
depositaron en el GenBank con los numeros de accesion sefialados en los filogramas

obtenidos.

Tabla.16 Accesiones de especies de Hirsutella enlistadas en el Genbank y usadas para
establecer su relacion con cepas mexicanas de Hirsutella aisladas de D. citri.

No.  Species ITSs 28S No. Species ITSs 28S
1 H. aphidis EF194156.1 14 H.nodulosa EF194146.1 AY518379.1
DQO075675.1
2 H.citriformis JF906754.1 AY518376.1 15 H. AB378557.1AB378557.1
JF894156.1 DQ075678.1 proturicola
EF363707.2
KJ803256.1
3 H.gigantea JX566977.1 16 H. EF546655.1 EF546655.1
rhossiliensis
4 H.gregis EF194155.1 17 H.rostrata EF194150.1
5 H.guyana DQ345595.1DQ075676.1 18 H. sinensis  AJ243980.1
6 H.homalodisca DQO075674.1 19 H. GQ866966.1
stilbelliformis GQ866967.1
7 H. EF689043.1 20 H. strigosa AY518377.1
huangshanensis
8 H. illustris AY518380.1 21 H. subulata AY518378.1
9 H.kirchneri  EF194154.1 AY518382.1 22 H. FJ973072.1 DQ075673.1
thompsonii AY518375.1
AF339528.1
10 H. liboensis FJ957892.1 23 H.tunicata JN247824.1
11 H. longicolla FJ973071.1 24 H.uncinata AY365468.1
12 H. DQO078757.1 25 H. vermicola DQ345592.1
minnesotensis
13 H. necatrix AY518381.1 26 H. versicolor DQ345594.1
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El andlisis realizado con el algoritmo megablast en el NCBI, mostr6 que las
secuencias ITS1-5.8S-1TS2 de las cepas mexicanas de Hirsutella, mostraron la mayor
similitud con secuencias del gen 5.8S e ITS2 de Ophiocordyceps y Cordyceps; mientras
que el anélisis de las secuencias del gen 28S mostrdé mayor similitud con

Ophiocordyceps elongata y Ophiocordyceps coccidiicola.

El analisis filogenético con la regién ITS1-5.8S-1TS2 de las 19 especies de
Hirsutella y las cepas mexicanas se realizd con 606 pb, después de alinearse y recortarse

con el programa MEGA.

El analisis filogenético de la regién ITS1-5.8S-1TS2 mostré6 que las cepas
mexicanas de Hirsutella son altamente similares entre si y forman un nodo en comun
con secuencias denominadas como H. citriformis en el GenBank (accesiones JF906754
y JF894156) (Figura 19). La variacion entre las secuencias de los aislados mexicanos,
expresada en numero de sustituciones por cada 100 nucleétidos, va de 0.00 a 0.21. La
variacion entre las secuencias de las especies de Hirsutella va de 0.00 (H. kirchneri con
H. gregis) a 28.89 (H. longicolla con H. guyana). Mientras que la variacion entre los
aislados mexicanos y la secuencia de H. citriformis es de 15.45 a 15.73. Lo anterior
demuestra la escasa relacion entre las cepas mexicanas de Hirsutella aisladas de D. citri
y las secuencias de H. citriformis depositadas en el GenBank de Oliarus dimidiatus Berg
(Hemiptera: Cixiidae) (accesion JF894156) y Ectopsocus sp. (Psocodea: Ectopsocidae)
(Accesion JFO06754).

El andlisis filogenético del gen 28S se realizd con 495 pb y mostré que las cepas
mexicanas de Hirsutella son idénticas entre si y con dos secuencias de H. citriformis
depositadas en el GenBank (accesiones AY518376 y DQ075678) obtenidos a partir de
cepas aisladas de Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae) (Figura 20). Otras dos
secuencias del gen 28S de H. citriformis aisladas de D. citri (accesion EF363707) y O.
dimidiatus (accesién KJ803256), se encuentran separadas de las anteriores y entre ellas
mismas. La variacion entre las secuencias de las especies de Hirsutella fue de 0.62 % en

una taxa estrechamente relacionada (es decir H. illustris con H. rhossiliensis) a 9.62 %
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en taxa desigual (es decir H. guyana con H. kirchneri). El analisis filogenético de la
secuencia del gen 28S demostré que las cepas mexicanas de Hirsutella estan
fuertemente relacionadas a H. citriformis.

El analisis BLAST mostré que las del gen ITS1-5.8S-1TS2, y del gen 28S del
DNAr de las cepas mexicanas de Hirsutella estan relacionadas con especies del género
Ophiocordyceps; estos resultados eran esperados porque Hirsutella es considerada el
estado anomorfo del estado telomorfo de Ophiocordyceps (Evans et al. 2011; Seifert y
Boulay 2004; Mains 1951). Debido a la escasa relacion del ITS1 con géneros de
entomopatogenos, como se ha observado por Toledo et al. (2013) al realizar un analisis
BLAST con secuencias ITSs de Hirsutella sp., se revisé la presencia del iniciador ITS-1
en las secuencias de las cepas bajo estudio y se confirmé la presencia del iniciador
(ancla en el gen 18S ribosomal); lo que indicd que es confiable el resultado obtenido
mediante el analisis BLAST con las secuencias de las cepas mexicanas de Hirsutella. Se
esperaba que las secuencias de las cepas mexicanas del gen 28S en el andlisis BLAST
tuvieran alta similitud con la secuencia de H. citriformis aislada por Meyer et al. (2007)

de D. citri y depositada; y esto fue confirmado.
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Figura 19. Filograma realizado con secuencia de ITS1-5.8S-1TS2 de 19 especies de
Hirsutella enlistadas en el NCBI y siete cepas mexicanas de este género aisladas de D.
citri de México. Los porcentajes del analisis de bootstrap que respaldan la ramificacion
del arbol se muestran en sus respectivos nodos. La escala representa cantidad de
sustituciones por cada 100 nucle6tidos.
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Figura 20. Filograma realizado con secuencias del gen 28S ribosomal de 14 especies de
Hirsutella enlistadas en el NCBI y siete cepas mexicanas de este género aisladas de D.
citri de México. Los porcentajes del analisis de bootstrap que respaldan la ramificacién
del arbol se muestran en sus respectivos nodos. La escala representa la cantidad de
sustituciones por cada 100 nucleétidos.
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El anélisis filogenético con secuencias de los ITSs demostré que las cepas
mexicanas forman un nodo en comun con las accesiones JF906754 (ARSEF8679, cepa
aislada de Psocidos) y JF894156 (ARSEF8387, cepa aislada de Ciicidos) depositadas en
el GenBank como H. citriformis, aunque el articulo publicado por Toledo et al. (2013)
establece que las secuencias de esas accesiones corresponden a una especie no definida
de Hirsutella. Nuestros resultados confirman que las secuencias de las cepas aisladas de
D. citri en México, representan una especie distinta a la reportada por estos autores. Por
otra parte, la secuencia del gen 28S mostro elevada relacion de las cepas mexicanas de
Hirsutella con secuencias de las accesiones AY518376 (Liu et al. 2005) y DQO075678
(Boucias et al. 2007) depositadas en el GenBank como H. citriformis y aisladas de
delphacidos de Indonesia. Sin embargo, las accesiones KJ803256 y EF3633707
depositadas en el GenBank como H. citriformis, no tienen relacion estrecha con las
cepas mexicanas de este hongo entomopatégeno, lo que sugiere que ambas secuencias
pertenecen a diferentes especies de Hirsutella.

Los anélisis filogenéticos con secuencias ITSs y 28S demostré que las cepas mexicanas
tienen elevada similaridad entre ellas y que es posible separarlas de otros taxones del
género. Ademas, la relacion de las cepas mexicanas de Hirsutella con secuencias de
especies de Ophiocordyceps y Cordyceps en los analisis megablast hace que sea
necesario realizar un estudio filogenético y morfolégico profundo para establecer con
mayor certidumbre la relacion que existe entre estos telomorfos y especies de Hirsutella.
En el GenBank también se encuentran depositadas secuencias de otros loci del ADN
(18S, B-tubulina) de cepas de H. citriformis (Subandiyah et al. 2000), que debido al
escaso numero de especies que cuentan con estas secuencias se limita su uso para fines
de establecer relaciones entre la mayoria de las especies del género.

Los resultados obtenidos demuestran que las secuencias ITSs son de mayor
utilidad respecto a la secuencia del gen 28S para la separacion de taxones dentro del
género Hirsutella. Lo anterior es apoyado por la mayor variacion expresada en
sustituciones por cada 100 nucle6tidos observada en las secuencias ITS respecto a las
secuencias del gen 28S. En base a que H. citriformis es la Gnica especie de Hirsutella

atacando a D. citri y la similitud de secuencias de cepas mexicanas con el gen 28S de
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secuencias descritas como esta especie (Boucias et al. 2007; Liu et al. 2005), se
considera que las cepas mexicanas de Hirsutella aisladas de D. citri corresponden a la
especie H. citriformis.

Sin embargo, el analisis de secuencias ITSs de las cepas ARSEF 532 vy
ARSEF2346 (accesiones AY518376 y DQO075678 en GenBank, respectivamente) podria
establecer con mayor certidumbre la relacion de nuestras cepas con H. citriformis

atacando a D. citri y otros insectos hemipteros en el mundo.

Se considera que las cepas aisladas de siete estados de México corresponden a
Hirsutella citriformis en base al hospedero del cual se aislaron, a la similitud de
secuencias del gen 28S del ADNTr con las de cepas aisladas de delfacidos de Indonesia y

a las caracteristicas morfométricas de estructuras de reproduccion.

Las secuencias ITSs y 28S de las cepas INIFAP-Hir-1, INIFAP-Hir-2, INIFAO-
hir-5, INIFAP-Hir-6, INIFAP-Hir-7, IB-Hir-1 e IB-Hir-2 se encuentran depositadas en el
GenBanck con las accesiones que se enlistan a continuacion.

28S.sqn Campeche_28S KC911842
28S.sgn Chiapas_28S KC911843
28S.sqn Colima_28S KC911844
28S.sgn Q._Roo_28S KC911845
28S.sqn Tabasco 28S KC911846
28S.sqn Veracruz 28S KC911847
28S.sqn Yucatan 28S KC911848
ITS.sgn Colima KC911849
ITS.sgn Campeche KC911850
ITS.sgn Chiapas KC911851
ITS.sgn Q. Roo KC911852
ITS.sqn Tabasco KC911853
ITS.sgn Veracruz KC911854
ITS.sgn Yucatan KC911855
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9. Bioensayos

9.1 Bioensayos por contacto

En los resultados obtenidos del primer bioensayo, con solo dos cepas, se observo
que la mortalidad en los insectos inici6 a los 6 dias postaplicacion con porcentajes de 7.5
y 3.1 para la cepa INIFAP-Hir-1 e INIFAP-Hir-4 respectivamente, mientras que en el
control no tratado fue 1.8 %. El Gltimo registro de mortalidad se realiz6 27 dias después
del inicio del experimento, donde se obtuvo la tasa media de mortalidad de 98 + 4.72 y
70 + 15.07 % para los aislados INIFAP-Hir-1 e INIFAP-Hir-4 respectivamente, sin
diferencias significativas entre ellos, (F=23.7058; gl=2, 21; P < 0.001) comparadas de
acuerdo al método de Tukey al 0.05. En el control no tratado la mortalidad total
registrada fue de 12 +6.52 (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de mortalidad de adultos de Diaphorina citri causada por
dos cepas de Hirsutella citriformis en pruebas de laboratorio. Letras diferentes indican
que existe diferencia significativa en relacion al control al nivel 0.05 del analisis de
comparacion de medias de Tukey.

En el segundo bioensayo contra adultos de D. citri la mortalidad inicié al igual que
en el anterior a los 6 dias despues de haber sido inoculados; el porcentaje inicial de
mortalidad fue entre 5.5 y 1.1 para las cepas INIFAP-Hir-2 e IB-Hir-2, respectivamente,

mientras que en el testigo no tratado la mortalidad fue de 4.2 %. El Gltimo registro de
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supervivencia se realizo a los 19 dias de iniciado el experimento, donde la cepa INIFAP-
Hir-4 causé el mayor porcentaje promedio de mortalidad, 61.3%, aunque sin diferencias
significativas con respecto a la cepa INIFAP-Hir-2, ( F=3.1965; gl = 6, 42; P = 0.011)
que causo 51.3%, en el segundo grupo; mientras que con diferencia significativa parcial
con respecto a las anteriores se ubicaron las cepas IB-Hir-2, con 36.5% e INIFAP-Hir-6
con 42.3%, mientras que en el tercer grupo se encontré a la cepa INIFAP-Hir-7 con
30.3%, en el dltimo lugar quedd INIFAP-Hir-5, con 24%, (Figura 22). La mortalidad
ocasionada por cepas de H. citriformis se present6 entre los 6 y 19 dias postaplicacion.

En el testigo no tratado se observo un promedio de mortalidad de 18.4 %.
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Figura 22. Mortalidad promedio causado por 6 cepas de Hirsutella citriformis contra
adultos de Diaphorina citri. Letras diferentes en cada barra indican que existe diferencia
significativa al nivel del 0.05 del analisis de comparacion de medias de Tukey.

En el tercer bioensayo la mortalidad inicio también el dia 6 posterior a la
inoculacion; el porcentaje inicial de mortalidad fue entre 7.0 y 2.84 para las cepas IB-
Hir-2 e INIFAP-Hir-2 respectivamente, mientras que el control no tratado mostré 1.5 %.
El dltimo registro de supervivencia se realizo a los 27 dias de iniciado el experimento,
en el cual la cepa IB-Hir-2 presentd la mayor tasa promedio de mortalidad con valor de
87.43 % aunque sin diferencia significativa respecto de las cepas INIFAP-Hir-7 (85.76),

INIFAP-Hir-2 (2 nuevo aislado monospérico de un bioensayo anterior) (83.55) e
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INIFAP-Hir-2 (1 aislado original de la cepa) (82.48) (F=3.0773; gl=9, 40; p=0.007), en
el segundo grupo con diferencia parcial con respecto a las anteriores se ubicaron las
cepas IB-Hir-2 con 79.73 %, INIFAP-Hir-4 (1 aislado original de la cepa) con 73.78,
INIFAP-Hir-4 (2 nuevo aislado monospdrico de un bioensayo anterior) con 69.91 % e
INIFAP-Hir-5 con 64.88 %, con el menor porcentaje de mortalidad se ubico a la cepa
INIFAP-Hir-6 con 50.78 % mientras que el testigo no tratado presenté 20.73 % de
mortalidad (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de mortalidad promedio causado por 9 cepas de Hirsutella
citriformis contra adultos de Diaphorina citri. Letras diferentes en cada barra indican
que existe diferencia significativa al nivel del 0.05 del analisis de comparacion de
medias de Tukey. (Las cepas INIFAP-2 (2) e INIFAP-4 (2) son aislados monospdricos
de un bioensayo anterior).

En el cuarto bioensayo al igual que en todos los bioensayos anteriores la
mortalidad en los insectos inicié a los 6 dias después de la inoculacion; el porcentaje
inicial de mortalidad fue entre 9.53 y 3.32 para la cepas INIFAP-Hir-1 (2) e IB-Hir-2,
mientras que en el testigo no tratado se encontré 2.84 %. La mortalidad se presentd en
un rango de 6 a 27 dias; el analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey
indico que no hubo diferencia significativa entre las cepas evaluadas presentando el
mayor promedio de mortalidad la cepa INIFAP-Hir-1 (1), seguida por IB-Hir-2 con
89.3 %, IB-Hir-1 con 89.2 % e INIFAP-Hir-1 (2) con 86.4 % (F= 17.3934; gl=4, 25; P=

76



<0.001). La tasa promedio de mortalidad para el testigo no tratado fue 18.5 % (Figura
24).
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Figura 24. Porcentaje de mortalidad promedio causado por 4 cepas de Hirsutella
citriformis contra adultos de Diaphorina citri. Letras diferentes en cada barra indican
que existe diferencia significativa al nivel del 0.05 del analisis de comparacion de
medias de Tukey. (La cepa INIFAP-1 (2) es un aislado monospérico de un bioensayo
anterior).

En el quinto bioensayo el porcentaje inicial de mortalidad fue entre 10.6 y 1.63
para las cepas IB-Hir-2 e INIFAP-Hir-6 respectivamente mientras que la mortalidad en
el testigo no tratado fue 1.2 %. El ultimo registro de mortalidad se realiz6 a los 27 dias
de iniciado el experimento, en el cual la cepa INIFAP-Hir-1 presentd el mayor
promedio de mortalidad de 88.07 % aunque sin diferencia significativa respecto de las
cepas IB-Hir-2 (87.68) e IB-Hir-1 (85.62) (F = 45.70; gl = 8, 45; P <0.001), en un
segundo grupo con diferencia parcial con respecto a las anteriores se ubican las cepas
INIFAP-Hir-2 (81.67) e INIFAP-Hir-4 (80.55), mientras que las cepas INIFAP-Hir-6
(70.63) e INIFAP-Hir-7 (69.1) se ubicaron en el tercer grupo, con diferencia
significativa respecto del primer grupo; con el menor porcentaje de mortalidad se ubico
a la cepa INIFAP-Hir-5 con 52.12 % mientras que el testigo no tratado presentd 7.08 %

de mortalidad (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de mortalidad promedio causado por 8 cepas de Hirsutella
citriformis contra adultos de Diaphorina citri. Letras diferentes en cada barra indican
que existe diferencia significativa al nivel del 0.05 del analisis de comparacién de
medias de Tukey.

Las 8 cepas evaluadas tuvieron un comportamiento similar a lo reportado por
otros investigadores (Meyer et al. 2007 y Casique-Valdés et al. 2011) en lo referente al
inicio de mortalidad (6 dias) y la aparicion de sinemas (10 dias) en los cadaveres de D.
citri; los cuales reportan un inicio de mortalidad en adultos a los 6 dias y un comienzo en
la formacion de sinemas a los 10 dias, respectivamente. Nuestras tasas de mortalidad
media logradas en los bioensayos contra D. citri, son menores a las reportadas por otros
investigadores que han trabajado con este hongo (Meyer et al. 2007 y Casique-Valdés et
al. 2011) los cuales reportan una mortalidad del 100 % después del noveno y sexto dia,
respectivamente. Aunque nosotros evaluamos ocho cepas de H. citriformis, aisladas de
diferentes regiones citricolas del pais, nuestros resultados difirieron de los obtenidos por
dichos investigadores, probablemente debido a que las condiciones en las cuales se
realizaron los bioensayos fueron diferentes a las utilizadas por ellos, asi como las
cepas utilizadas ya que diferentes aislados, por lo general exhiben diferente grados de

patogenicidad; sin embargo tomando en cuenta la especificidad que tiene este hongo
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sobre su insecto blanco, nuestros resultados son los suficientemente concluyentes para

recomendar su uso potencial para el control de D. citri en México.

9.2 Bioensayo contra adultos de D. citri con asperjado de blastosporas

En los resultados del bioensayo se observé que la mortalidad en los insectos inicid
a los 6 dias al igual que en el bioensayo de contacto, el porcentaje inicial de mortalidad
fue entre 13.9 y 5.02 para las cepas INIFAP-Hir-2 e INIFAP-Hir-1 respectivamente,
mientras que en el testigo no tratado fue 4.05 %. El andlisis de varianza mostro
diferencia significativa entre las cepas probadas (F = 3.0636; gl = 8, 54; P = 0.007). Las
cepas mostraron porcentajes de mortalidad variando de 48.65 a 30.83, donde las cepas
que mostraron mayor mortalidad fueron: INIFAP-Hir-5 (48.65 % de mortalidad) e
INIFAP-Hir-2(48.47%) seguidas del grupo formado por I1B-Hir-1 (44.97 %), INIFAP-
Hir-4 (42.54 %), I1B-Hir-2 (41.22 %) e INIFAP-Hir-6 (38.94 %), mientras que en un
tercer grupo se ubicaron a INIFAP-Hir-7 (31.77 %) e INIFAP-Hir-1 (30.83 %), mientras
que el testigo no tratado mostré 17.56 % de mortalidad (Figura 26). La mortalidad de D.
citri causada por las blastosporas de H. citriformis se observé entre los 6 y 27 dias

postaplicacion.

La mortalidad de D. citri que se alcanz6 con la aplicacion las blastosporas de las
cepas de H. citriformis fue mayor a la reportada por Partida-Valenzuela et al. (2012) los
cuales obtuvieron mortalidad cercana al 20 % pero menor a la reportada por Sanchez-
Saavedra et al. (2011), los cuales reportaron el 100 % de mortalidad pero con resultados
variables; al igual que estos investigadores tampoco obtuvimos micosamiento en los
insectos muertos y esto puede deberse a que los insectos no fueron infectados por los
hongos sino que murieron por las toxinas que libera al medio el hongo, al crecer en
cultivo liquido, como ha sido reportado para cepas de H. thompsonii por Liu et al.
(1995) y Rosas-Acevedo et al. (2003). Estos resultados nos indican que es importante el
seguir evaluando la posibilidad de utilizar a Hirsutella en cultivo liquido ya que en estos
medios crece con mayor rapidez y con abundante produccion de blastosporas y micelio
(Romero-Rangel et al. 2012) pero sin produccion de conidios.

79



80

ab
60 v ‘
ab

50 bc

bc

40 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

30 .

20 | ‘

10

MORTALIDAD PROMEDIO %

TESTIGO I1B-2 INIFAP-1 INIFAP-2 1B-1 INIFAP-4 INIFAP-5 INIFAP-7 INIFAP-6

Figura 26. Porcentaje de mortalidad promedio causada por blastosporas de ocho cepas
de Hirsutella citriformis contra adultos de Diaphorina citri en bioensayo de laboratorio.
Letras diferentes en cada barra indican que existe diferencia significativa al nivel del
0.05 del anélisis de comparacion de medias de Tukey.

9.3 Bioensayo de conidias formuladas con diferentes sustancias contra adultos de D.

citri.

En el bioensayo en el cual se probaron conidios formulados de H. citriformis (cepa
IB-Hir-2), usando diferentes sustancias como talco, y tierra de diatomeas y comparados
con solo agua, los mayores porcentajes de mortalidad fueron para los formulados con
tierra de diatomeas (67.2) y talco (65.7), sin diferencia significativa entre ellos, pero si
comparados con agua (31.8) (F = 14.6088; gl = 5, 24; P < 0.001). El ultimo registro de
mortalidad de esta prueba se realiz6 a los 24 dias de iniciado el experimento. (Figura
27).

Es posible que el valor tan bajo que se obtuvo en estas aplicaciones comparando
los porcientos de mortalidad obtenidos por esta cepa cuando se realiza inoculacion por
contacto, pudiera ser ocasionado por una disminucion en el porcentaje de germinacién
de los conidios en los formulados en polvo (talco y tierra de diatomeas) por el secado al
que se les sometid; mientras que en el formulado con agua para ser aplicado por

asperjado los conidios perdieran su capa mucilaginosa ya que esta es soluble en el agua
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y esto disminuyd la capacidad de adherencia natural que se presenta en los conidios de
este hongo.
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Figura 27. Porcentaje de mortalidad promedio causada por formulados de conidias de
Hirsutella citriformis con diferentes sustancias, Talco (T), Tierra de Diatomeas (TD) y
Agua (A) contra adultos de Diaphorina citri en bioensayo de laboratorio. Letras
diferentes en cada barra indican que existe diferencia significativa al nivel del 0.05 del
analisis de comparacion de medias de Tukey.

9.4 Bioensayo contra adultos de Diaphorina citri con asperjados de conidias

En los resultados del bioensayo, donde se evaluaron dos de las cepas, se observd
que la mortalidad en los insectos inici6 a los 6 dias al igual que en el bioensayo de
contacto, el porcentaje inicial de mortalidad fue entre 11.11 y 10.11 para los aislados
INIFAP-Hir-1 e IB-Hir-2 respectivamente, mientras que en el testigo no tratado fue 2.5
%. El Gltimo registro de mortalidad se realiz6 a los 24 dias de iniciado el experimento en
el cual las dos cepas presentaron significativamente similares porcentajes de mortalidad,
(69.5 y 69.4%, para IB-Hir-2 e INIFAP-Hir-1 respectivamente) (F= 23.48, gl= 2, 6; P<
0.001), mientras que en el testigo no tratado la mortalidad fue 18.18 % (Figura 28).

Estos resultados de mortalidad fueron menores a los obtenidos con las mismas
cepas al ser inoculadas por contacto, esta diferencia en la mortalidad probablemente fue
ocasionada por la pérdida de la envoltura mucilaginosa hidrosoluble de los conidios de

Hirsutella, ya que parte de esta se pierde durante la preparacion del indculo en agua,
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pero observamos que la adicion de la goma de acacia incrementd el porcentaje de
mortalidad que obtuvimos al formular solo con agua. Aun asi los valores obtenidos en el
bioensayo son lo suficientemente concluyentes para demostrar el potencial de uso de
estas cepas y posteriormente asperjar inoculos de nuestros aislados en bioensayos de

campo.
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Figura 28. Porcentaje de mortalidad promedio causada por conidias asperjadas de 2
cepas de Hirsutella citriformis contra adultos de Diaphorina citri en bioensayo de
laboratorio. Letras diferentes en cada barra indican que existe diferencia significativa al
nivel del 0.05 del analisis de comparacién de medias de Tukey.

9.5 Bioensayo de conidias contra ninfas de D. citri.

El daltimo registro de mortalidad se realiz6 a los 7 dias de iniciado el experimento,
en el cual la cepa INIFAP-Hir-2 presentd el mayor promedio de mortalidad con valor
de 81.67 %, mientras que el menor porcentaje de mortalidad lo mostré la cepa INIFAP-
Hir-4 con 50.48 % (F = 3.062; gl =8, 27; P = 0.006) mientras que el testigo no tratado
presento 20.43% de mortalidad (Figura 29). No se observé micosamiento producido por
H. citriformis en las ninfas muertas. Resultados similares fueron reportados por Meller
et al. (2007) cuando realizd el bioensayo contra ninfas de D. citri, donde tampoco

observO micosamiento, esto puede deberse a que el tiempo es poco para observar el
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crecimiento caracteristico de Hirsutella ya que normalmente en los bioensayos con

adultos este micosamiento aparece diez dias después de la inoculacion.
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Figura 29. Porcentaje de mortalidad promedio causada por conidias de 8 cepas de
Hirsutella citriformis contra ninfas de Diaphorina citri en bioensayo de laboratorio.
Letras diferentes en cada barra indican que existe diferencia significativa al nivel del
0.05 del anélisis de comparacion de medias de Tukey.

9.6 Bioensayo contra el depredador Hippodamia convergens

Este bioensayo fue realizado para observar la posible mortalidad que podrian
causar las cepas de H. citriformis sobre el depredador H. convergens. Después de 24 dias
de exposicién a las cepas fangicas se observo que la cepa IB-Hir-1 presentd el mayor
promedio de mortalidad con valor de 12.67 % sin diferencias significativas de las demas
cepas INIFAP-Hir-2 (11.17), IB-Hir-2 (10.67) e INIFAP-Hir-1 (8.72), ni con el testigo
no tratado, que presentd 10.67% (F=0.1623; gl = 4, 20; p = 0.953), (Figura 30). No se
observo la micosis caracteristica producida por Hirsutella en ningln insecto muerto.
Nuestros resultados difieren de bioensayos realizados por Gandarilla-Pacheco et al.
(2012), los cuales reportan una mortalidad promedio en el mismo insecto depredador de

6.25 — 25 % presentada por cepas de los hongos entomopatdgenos Isaria fumosorosea y
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Beauveria bassiana y también difiere del trabajo reportado por Torres-Acosta et al.
(2012) quienes evaluaron cepas de Isaria fumosorosea y Metarhizium anisopliae y

reportaron porcentajes de mortalidad de 7.5 — 69.4.
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Figura 30. Porcentaje de mortalidad promedio causada por conidias de 4 cepas de
Hirsutella citriformis en adultos de Hippodamia convergens en bioensayo de
laboratorio.

9.7 Bioensayo contra el depredador Chrysoperla rufilabris

El bioensayo fue implementado igual que el realizado con Hippodamia convergens
para observar la posible mortalidad de H. citriformis sobre C. rufilabris. Después de 30
dias de exposicién a las cepas fungicas mortalidad observada se presenté en rango de
18.75 y 25%, donde la cepa INIFAP-Hir-2 present6 el mayor porcentaje de mortalidad
(25%) sin diferencias significativas con las deméas cepas ni con el testigo no tratado
(F=0.577; gl=4, 15; P=0.684) (Figura 31). Los datos de mortalidad incluyeron tanto larvas
y pupas muertas en el bioensayo. No se observd micosamiento en ningun insecto

muerto.
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Gandarilla-Pacheco et al. (2012) evalu6 cepas de lIsaria fumosorosea y de
Beauveria bassiana sobre insectos crisopidos (Eremochrysa punctinervis y

Ceraeochrysa valida) reportando una mortalidad promedio de 49.8 — 50 %.

La mortalidad encontrada en el bioensayo con estos insectos benéficos en los controles
con respecto a los tratamientos fueron no significativo, lo que nos sefiala que el deceso
de los insectos se pudo haber debido a la manipulacion del insecto o cuestiones
naturales, ademas ninguno de los insectos muertos fue infectado por el hongo. Los
resultados obtenidos en los cuales no se presentd mortalidad por las cepas fungicas,
implican que es posible el uso de H. citriformis en un manejo integrado contra D. citri

en campo.
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Figura 31. Porcentaje de mortalidad causada por conidias de 4 cepas de Hirsutella
citriformis contra adultos de Chrysoperla rufilabris en bioensayo de laboratorio

9.8 Concentracion letal media.

Bajo condiciones de laboratorio la CLso y CLgo Obtenidas para el aislado INIFAP-
Hir-1 fueron, 3.4 x 10°% y 2.67 x 108 respectivamente (Tabla 17). Estas concentraciones
letales tienen valores mas altos que los reportados para otros hongos entomopatégenos

usados en el control de otros insectos como Beauveria bassiana, Lecanicillium e Isaria
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fumosorosea en los cuales reportan CLso que van desde concentraciones de 10° a 10°
(Jiménez-Medina et al. 1998; Sabbour et al. 2011; Hubner-Campos et al. 2013).

Tabla 17. Concentracion letal media y concentracion letal 90 de conidias de cepa
INIFAP-Hir-1 de Hirsutella citriformis aplicadas en adultos de Diaphorina citri.

Intervalos de confianza 95%

Pendiente Bajo Alto X2
1.38 x
CLso 0.443643 10° 8.51 x 10° 7.0055
2.18 x
CLoo 0.443643 107 2.44 x 10° 7.0055

! Determinadas usando el analisis Probit. (US. Applied and Environmental Health)

10 Bioensayo de campo

Antes de la aplicacion de los conidios de las cepas fungicas se realiz6 un muestreo
inicial donde se encontraron de 0 a 10 insectos micosados por arbol con promedio de
micosamiento general de 3.69%, este nimero se incrementd posteriormente 30 dias
después donde se obtuvieron de 0 a 17 insectos micosados para un promedio total de
81.81% (Tabla 18).
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Tabla.18 Poblacion general de D. citri (adultos vivos y micosados) en los arboles

muestreados.

Brotes Adultos  Adultos  Poblacion % de Adultos ~ Adultos  Poblacion % de

vivos muertos Total *micosamiento Vvivos muertos Total **micosamiento
micosados micosados

Arbol 1 64 2 66 3 0 17 17 100
Arbol 2 41 1 42 2.38 0 11 11 100
Arbol 3 27 1 28 3.57 0 5 5 100
Arbol 4 34 0 34 0 0 6 6 100
Arbol5 34 3 37 8.1 1 1 2 50
Arbol 6 38 0 38 0 0 1 1 100
Arbol 7 84 10 94 10.63 10 12 22 54.54
Arbol 8 62 0 62 0 1 0 1 0
Arbol 9 122 4 126 3.17 4 6 10 60
Arbol 10 83 1 84 1.19 0 6 6 100
Arbol 11 77 1 78 1.28 2 15 17 88.23
Arbol 12 64 5 69 5.61 0 1 1 100
Total 730 28 758 3.69 18 81 99 81.81

* Evaluacion antes de la aplicacion de los tratamientos.
** Evaluacion treinta dias después de la aplicacion de los tratamientos.

En este estudio todas las cuatro cepas probadas habian resultado virulentas para D.
citri en bioensayos a nivel de laboratorio. En el bioensayo de campo se encontré que la
cepas mas virulentas resultaron ser la INIFAP-Hir-4 (51.049 %) e INIFAP-Hir-2 (50.598
%) con diferencia significativa (F = 12.1915; gl =5, 54; P = < 0.001) con las cepas IB-
Hir-2 (39.029%) e IB-Hir-1 (35.725%) y con los testigos (Figura 32). En el testigo
(asperjado con agua destilada estéril y goma de acacia al 1%) se observé un promedio de
mortalidad de 6.059% mientras que en el testigo absoluto (sin aplicacion), el porciento
de mortalidad fue 4.84 (Figura 32). Los porcentajes de micosamiento por H. citriformis,
en los insectos muertos presentaron valores de 62.71 para la cepa INIFAP-Hir-2, hasta
20.59 para la cepa I1B-Hir-2, mientras que los testigos no tratados mostraron valores del
16.66-20 % (Tabla 19).
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Figura 32. Porcentaje de mortalidad promedio causada por conidias de 4 cepas de
Hirsutella citriformis contra adultos de Diaphorina citri en bioensayo de campo. Letras
diferentes en cada barra indican que existe diferencia significativa al nivel del 0.05 del
analisis de comparacion de medias de Tukey.

Tabla 19. Mortalidad media causada por cuatro cepas de Hirsutella citriformis contra
adultos de Diaphorina citri y % de micosis presentada. Letras diferentes indican
diferencia significativa (Tukey a = 0.05).

Tratamientos Mortalidad media + DS % Micosis
INIFAP-Hir-2 50.6+23a 62.71
INIFAP-Hir-4 51.05x2.76 a 46.8
IB-Hir-1 35.72+3.23a 43.75
IB-Hir-2 39.03+33a 20.59
Testigo* 6.06 £ 0.62 b 16.66
Testigo absoluto 484 161b 20

*Testigo con adherente

Los resultados del porcentaje de mortalidad obtenida por los tratamientos probados
en el bioensayo de campo son mayores a los reportados por Partida-Valenzuela y
colaboradores (2012), los cuales reportaron mortalidad entre 19-5% utilizando

blastosporas de H. citriformis cultivadas en medio liquido y aplicadas por asperjado en
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su bioensayo de campo. Ademéas encontramos que los conidios de las cepas de H.
citriformis resultaron inocuas para depredadores de D. citri, ya que encontramos
diversos insectos como crisopas, coccinélidos, mantiscas, etc., lo que confirma los
resultados conseguidos en laboratorio. Los resultados obtenidos con el uso de H.
citriformis para el control de D. citri en el bioensayo de campo son de gran importancia,
ya que podemos asumir su posible uso en la estrategia para combatir plagas como D.

citri en México.

10.1 Muestreo de D. citri para evaluar presencia y dispersion de las cepas aplicadas.

Al muestrear diversos puntos para recuperar las cepas fangicas aplicadas, asi como
su dispersion (Tabla 20). Se encontré un gran porcentaje de insectos micosados en las
direcciones, este y noroeste; se esperaba encontrar gran cantidad de insectos en direccion
noroeste ya que los vientos en Veracruz son los vientos Alisios los cuales corren de
sureste a noroeste. Los porcentajes de insectos micosados por H. citriformis variaron
entre 0 y 100 % encontrando el mayor porcentaje de insectos micosados en direccién a
los vientos Alisios (Noroeste). En la huerta aledafia en la cual se aplico la cepa INIFAP-
Hir-2; se evalud la presencia de insectos micosados y se encontrd 469 insectos
micosados de un total de 570 con un porcentaje de micosamiento de 70.35. En algunos
de los puntos se encontrd6 con la ausencia total de insectos en los huertos, que
suponemos fue debido a la aplicacion de insecticidas para controlar al vector. En
algunos casos, no se pudo realizar el aislamiento de los hongos de algunos de los
insectos colectados, probablemente porque los insectos micosados tenian mucho tiempo
y los conidios eran viejos y no germinaron. De los insectos micosados, de los cuales
pudimos aislar al hongo H. citriformis (hongos de 20 diferentes insectos) se encontro la
presencia de tres de las cepas aplicadas, a las cuales se les identificé en base a sus

caracteristicas morfoldgicas coloniales (Figura 33), a diferentes distancias (Tabla 21).

En el sitio de la aplicacion se pudo aislar a las cepas INIFAP-Hir-2 e INIFAP-Hir-
4 asi como también a la cepa nativa del lugar, Martinez de la Torre (previamente aislada
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de insectos colectados antes de la aplicacion). En la huerta en la cual se aplicd
libremente a la cepa INIFAP-Hir-2, se aisld el hongo en tres de los insectos colectados
(Tabla 21); mientras que a la cepa INIFAP-Hir-4, (aplicada en otra huerta), no fue
posible recuperarla, ya que no encontramos ningun insecto en la zona, debido a que se
habia realizado el corte de poda y aplicacion de insecticida quimico en los arboles de la
zona en donde fue aplicada.

Tabla 20. Puntos muestreados cercanos al punto de aplicacion, para evaluar la
dispersion de las cepas de Hirsutella citriformis aplicadas en el bioensayo de campo.

DISPERSION DE H. citriformis
PORCENTAJE
) DISTANCIA INSECTOS INSECTOS INSECTOS DE
DIRECCION m VIVOS MICOSADOS TOTAL MICOSADOS
ESTE 50* 0 0 0 0
250 2 3 5 60
500 96 32 128 25
100 16 4 20 20
OESTE 50 11 30 41 68.18
250 0 5 5 100
500 0 3 3 100
100 41 8 49 16.32
SURESTE 50 4 1 5 20
250** - - - -
500 9 1 10 10
100 4 1 5 20
NOROESTE 50 1 0 1 0
250 1 2 3 66.66
500 39 20 59 33.89
100 30 30 60 50
NORNOROESTE 8 Km 2 0 2 0
NOROESTE 8 Km 15 58 73 79.45
Huerta aledafia 169 401 570 70.35

*No se encontrd ningun insecto.
** No se nos permitio realizar el muestreo.
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Se esperaba encontrar mayor cantidad de insectos micosados en los diferentes
puntos evaluados, pero por tratarse de una zona en la cual es comun el realizar podas
para provocar floracion y nueva produccion de frutos, ademas de que los productores
utilizan gran cantidad de insecticidas quimicos, estos factores fueron adversos para la
recuperacion de las cepas, sin embargo el haber encontrado algunos insectos muertos por
estas cepas en algunos puntos nos indica que es posible realizar aplicaciones con
Hirsutella citriformis y obtener un efecto inoculativo-aumentativo ya que se conoce que
los cadaveres micosados por este hongo permanecen pegados a los arboles por 68 dias
en promedio pero pueden permanecer hasta por 168 dias (Hall et al. 2012).y esto

ayudaria a su permanencia y reinoculacion en otros nuevos insectos.

Tabla 21. Reaislamiento de las cepas aplicadas y evaluadas en insectos micosados
recuperados de la zona de aplicacion.

) DISTANCIA
DIRECCION m MICOSADOS AISLADOS CEPA
OESTE 50 30 1 IB-Hir-1
1 INIFAP-Hir-4
250 5 1 INIFAP-Hir-2
1 IB-Hir-1
1 Mtz. Torre
SURESTE 50 1 1 INIFAP-Hir-2
NOROESTE 250 2 1 INIFAP-Hir-2
1 IB-Hir-1
500 20 1 IB-Hir-1
1 Mtz. Torre
8000 58 1 IB-Hir-1
2 Mtz. Torre
HUERTA 81 1 Mtz. Torre
1 INIFAP-Hir-2
2 INIFAP-Hir-4
INIFAP-Hir-2* ASPERJADO 401 3 INIFAP-Hir-2

*Sitio de aplicacién de la cepa INIFAP-Hir-2 (huerta aledafa)
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Figura 33. Cepas de Hirsutella aisladas de insectos colectados de los puntos de muestreo
e identificadas en base a sus caracteristicas morfologicas de crecimiento colonial. A:
cepas aisladas, L: cepa local, Y: INIFAP-Hir-2, X: INIFAP-Hir-4, V: IB-Hir-1. C: IB-
Hir-2.
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CONCLUSIONES
1.- Se logro aislar cinco cepas de H. citriformis de insectos micosados de D. citri de
regiones citricolas de Yucatan, Campeche, Chiapas, Veracruz y Colima (las cepas de
Yucatan, Campeche y Chiapas fueron aisladas por colaboradores del INIFAP de General
Teran, Nuevo Ledn).
2.- De acuerdo a las caracteristicas morfométricas de las cepas aisladas y cedidas se
identificaron como pertenecientes a la especie Hirsutella citriformis Speare.
3.- En base a la caracterizacion molecular de las regiones de los ITS y 28S de las cepas
aisladas se encontr6 que estas especies mexicanas de Hirsutella son muy similares
genéticamente y fuertemente relacionadas con H. citriformis.
4.- Las cepas mexicanas de H. citriformis mostraron una temperatura éptima de
crecimiento a 25 °C con desarrollo y mas conidiaciéon en medios enriquecidos con
extracto de levadura a diferentes concentraciones dependiendo de la cepa.
5.- Todas las cepas estudiadas produjeron dos tipos de exudados, excretados al medio: 1)
tipo proteico (probablemente Hirsutellina A) y 2) tipo carbohidratos (pueden ser
exopolisacaridos), presentdndose como gotas de color amarillo claro (proteinas) y
cristalino (carbohidratos) en los medios de agar, en su fase de crecimiento.
6.- Las sustancias producidas por las cepas en cultivo liquido, son muy abundantes de
tipo goma, y gelatinizan el medio, por lo cual no es posible recuperar blastosporas ni la
biomasa producida.
7.- Todas las cepas, en bioensayos a nivel laboratorio mostraron ser patégenas para D.
citri Kuwayama, las que mostraron mayor patogenicidad fueron las cepas INIFAP-Hir-
1, INIFAP-Hir-2, INIFAP-Hir-4, IB-Hir-1 e IB-Hir-2.
8.- Se obtuvo un porcentaje mayor de mortalidad contra adultos de D. citri al realizar la
aplicacion de conidios por contacto que por asperjado de conidios.
9. Se incrementé el porcentaje de mortalidad de adultos de D. citri al adicionar al
indculo para aplicacion, goma de acacia al 1% como adherente.
10.- Bajo condiciones de laboratorio, el aislado INIFAP-Hir-1mostré CLso y CLgo de 34
x 10° y 26.7 x 107 conidios/mL™ respectivamente.
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11.- Las cepas de H. citriformis evaluadas contra depredadores de D. citri, como
Hippodamia convergens y Chrysoperla rufilabris probaron ser relativamente inocuas
hacia esos depredadores lo que prueba la alta selectividad hacia el insecto blanco
reportado para el género Hirsutella.

12.- En el bioensayo de campo las cuatro cepas evaluadas fueron patégenas hacia el
insecto blanco, obteniendo mortalidades promedio alrededor del 50 %.

13.- Tres de las cepas de H. citriformis aplicadas en campo mostraron dispersion en las
parcelas de 50 a 500 m en direccion oeste, sureste y noroeste y a 8 km la cepa IB-Hir-1,

con presencia continuada y probabilidad de reinoculacion a nuevos hospederos.
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RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la patogenicidad que los aislados
mexicanos presentaron sobre D. citri, permiten ubicarlos como candidatos convenientes
para ser utilizados en el control del vector, ademas la relativa inocuidad que presentaron
hacia dos de los depredadores del insecto, H. convergens y C. rufilabris, junto con los
reportes de la presencia de H. citriformis en insectos hemipteros, nos indican que es
posible utilizar al hongo en un manejo integrado del vector del HLB.

Por lo cual consideramos importante el continuar evaluando cepas de este hongo
en bioensayos de campo contra el vector; asi como también se considera de gran
importancia el determinar los rangos de humedad relativa en los cuales debe aplicarse el
hongo para que sea efectivo en infectar a D. citri, y seleccionar el aislado adecuado de
acuerdo a la regiéon de donde se aisld, asi como a las condiciones ambientales de la
region citricola donde se quiera aplicar este hongo entomopatogeno.

Para que sea redituable el uso de este hongo en el control de insectos plaga, se
considera importante continuar la investigacion en su cultivo no solo en medios
comerciales sino también en sustratos vegetales econdmicos para seleccionar alguno en

el cual se obtenga mayor conidiacion y sea factible su uso.

Es importante continuar con la evaluacion de la patogenicidad que puedan
presentar las blastosporas y micelio de estos hongos, los cuales producen gran cantidad
de los mismos en medios liquidos (Romero-Rangel et al. 2012); ya que existen reportes
de que el uso del micelio de H. thompsonii en el control de Aceria guerreronis presentd

buenos resultados en el control de esta plaga (Sreerama y Singh 2008).
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ANEXO

Medios de cultivo

Agar papa dextrosa (PDA)

Agar papa dextrosa acidificado con 200 pl de Ac. Lactico al 85 %

Agar papa dextrosa con extracto de levadura al 0.5, 1, 2, 3y 5 % (PDAY)

Agar Sabouraud dextrosa (SDA)

Agar Sabouraud dextrosa con extracto de levadura al 0.5y 1 % (SDAY)

Agar extracto de malta (EMA)

Agar extracto de malta con extracto de levadura y peptona (EMAYP)

Caldo papa dextrosa (PDB)

Medio Casaminoé&cidos patentado por Jackson et al., (1997) que contiene por litro: KH>
PO4 2.0g, CaCl 2H20 0.4g, Mgsos 0.3g, CoCL26H20 37 mg, FeSOs 7 H.O 50 mg,
FeSOs 7H20 50 mg, MnSOs HO 16 mg, ZnSOs 7HO 14 mg. Estos son los
componentes del medio basal, este medio fue modificado sin adicion de vitaminas,
ademés la glucosa, en proporcion de 80 g/L la cual se esteriliza aparte para ser
adicionada al inicio de la fermentacién y Casaminoacidos (Difco) en concentracion de

25 g/l, modificado del original en 13 g/L y pH ajustado a 5.7.

Reactivos para la extraccion de ADN

TE IX buffer Tris-EDTA

Tris (hidroximetil) aminometano pH 7.5 1M 5mL
EDTA Acido Etilendiamino tetra acético

pH805M 1mL

Agua destilada 494 mL

Buffer de lisis

TrispH851M 100 mL
NaCl 5M 25 mL
EDTApH805M 25 mL
SDS Dodecilsulfato sédico 20 % 12.5mL
Agua destilada 337.5mL
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Fenol-cloroformo-isoamilalcohol

Fenol 25 mL
Cloroformo 24 mL
Isoamilalcohol 1mL

Determinacion de proteinas por el método de Bradford

Reactivo de Bradford

Disolver 100 mg de Coomassie blue G en una mezcla de 100 mL de &cido fosférico al
85% y 50 mL de etanol al 95%. Tras disolucion completa del colorante, llevar a un litro
con agua destilada fria. El reactivo es estable a temperatura ambiente durante al menos 2

Semanas.

Tabla 1. Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford

Reactivos
Tubos Estandar
0.5 mg/ml Agua R. Bradford

Blanco 0 pL 100 pL 1mL

1 25 uL 75 uL 1mL

2 50 puL 50 pL 1mL

3 75 pL 25 pL 1mL

4 100 pL 0 pL 1mL
Muestra 100 pL 0puL 1mL

Cuantificacion de carbohidratos por el método de Dubois (fenol sulfirico)
Para cada tubo adicionar 0.75 mL de una solucion acuosa de fenol al 5%. Mezclando
perfectamente, adicionar cuidadosamente 2.25 mL de &cido sulfurico concentrado,

homogeneizar.

97



Tabla 2. Cuantificacion de carbohidratos por el método del Fenol-Sulfarico.

Tubos
1

o~ w

Muestra

Reactivos
Estandar
0mL

0.025 mL

0.075 mL

0.1 mL
0.5mL
1mL

1 mL

Agua
1 mL
0.975
mL
0.925
mL
0.9mL
0.5mL
0mL

0mL

Fenol 5 %
0.75 mL

0.75mL
0.75mL
0.75mL
0.75mL
0.75mL

0.75 ml

H2S04
2.25mL

2.25mL
2.25mL
2.25mL
2.25mL
2.25mL

2.25 mL
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