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Resumen

Uno de los hongos mas usado en el control de plagas, el cual tienen un amplio rango de
hospedantes es Beauveria bassiana. Este entomopatégenos se ha adaptado a distintos ambientes
y se puede encontrar en varios lugares, por lo que en el presente trabajo se colectaron 60 muestras
de suelo en Acatlan de Pérez Figueroa, Oaxaca, por medio de Galleria mellonella utilizado como
cebo para su aislamiento, en el afio 2020. De este procedimiento se obtuvieron cinco aislados
los cuales se evaluaron en larvas de Galleria mellonella a 24, 48, 72, 96, 120,144 y 168 h con el
fin de conocer su eficacia en mortalidad y micosis. En la metodologia se extrajo el ADN de los
hongos y la region ITS del gen 5.8S rRNA fue amplificada por PCR, el producto fue secuenciado y
las secuencias fueron comparadas con otras existentes en el centro nacional para la informacion
biotecnolégica. El resultado fue un aislado de Beauveria pseudobassiana y cuatro de Beauveria
bassiana de los cuales el 11 presenté 100% de mortalidad y micosis a las 96 h a diferencia
del aislado comercial y el testigo los cuales necesitaron 72 h adicionales para matar la totalidad
de larvas, ademas de presentar 20% y 60% de micosis respectivamente. El tiempo de 96 h fue
significativamente diferente (p# 0.05) debido a que en éste murié la mayoria de las larvas y hubo
micosis. Identificar hongos entomopatégenos y realizar estudios de su efectividad en larvas facilita
el inicio de nuevos experimentos en la investigacion.
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Introduccion

La efectividad bioldgica de los microorganismos para el control de plagas es de gran importancia
cuando se quiere prevenir, repeler o reducir su dafio causado a los cultivos (Castro y Martinez,
2019). Dicha efectividad involucra la accion de organismos como hongos entomopatégenos los
cuales fueron los primeros microorganismos que se observaron como causantes de enfermedades
en insectos, dado que se podia ver su crecimiento sobre el cuerpo de estos (Van Driesche et al.,
2007). Tal es el caso de Beauveria bassiana, conocido desde la antigiiedad como muscardina
blanca, el cual fue uno de los primeros hongos entomopatdégenos usado como controlador biolégico
de insectos (Barbosa et al., 2017; Barbosa et al., 2018).

Este hongo puede causar enfermedad sin ser ingerido ya que pueden entrar a través de la cuticula
e invadir la cavidad interna, atacando los tejidos grasos y érganos, por lo que el insecto deja de
alimentarse, muere y se multiplica dentro de este y al cabo de un periodo de 4 a 10 dias después
de la infeccion muere (Serna-Dominguez et al., 2019; Pacheco et al., 2020). El hongo Beauveria
bassiana tiene la caracteristica de presentar colonias con apariencia aterciopelada o
polvorienta de color blanco y a medida que pasa el tiempo se torna de tonalidad amarillenta
(Ordufio-Cruz et al., 2011).

El género Beauveria actualmente se utiliza para el control de varias especies plaga, tales como;
picudo de chile, banano, pulgén del algodoén, pulgén del melén, mosquita blanca, broca y gorgojo
del café por lo que es considerado como generalista al atacar a varios insectos (Pacheco et al.,
2020). Sin embargo, no todas las especies de éste género tienen la misma efectividad de control de
plagas por lo que es necesario conocer la efectividad bioldgica de los aislados antes de utilizarlos
para este fin (Rios et al., 2020).

Al respecto, existen insectos como Galleria mellonella L., que tienen la ventaja de sobrevivir y
reproducirse facilmente en cautiverio cuando se encuentran en estado de larva por lo que son
idéneos para establecer los bioensayos y generar resultados valiosos en horas (Jorjao et al., 2018;
Kavanagh y Sheehan, 2018). De esta manera en el presente trabajo de investigacién se muestred
suelo e identificaron hongos del género Beauveria de los cuales fue evaluada su efectividad
biolégica con el uso de larvas de Galleria mellonella L.

Materiales y métodos

Colecta de muestras de suelo y aislamiento de hongos nativos

Se colectaron 60 muestras de suelo cultivado con cafia en Acatlan de Pérez Figueroa, Oaxaca.
El muestreo fue realizado en tres temporadas en el afio 2016 en las cuales se recogieron 300 g
de cada muestra en bolsas siplox que fueron etiquetadas y trasladadas en hieleras al laboratorio
de patologia de insectos del Colegio de Posgraduados donde fueron aisladas. Para el aislamiento
de hongos entomopatdgenos se utilizé la técnica del insecto trampa (Zimmermann, 1986), para la
cual las muestras de suelo fueron colocadas en vasos de 10 cm de altura por 5 cm de didmetro
a los cuales se les colocaron cinco larvas de Galeria mellonella y se monitorearon hasta que las
larvas pasaron al estado de pupa.

En los vasos con suelo contaminado con esporas de Beauveria se observaron larvas con micelio
blanco y después de cinco dias de estas larvas se aislé el hongo en el medio agar dextrosa
saboraud (ADS) (Bioxon®) y se incubé a 32 °C + 2. Todos los hongos crecidos fueron colocados
en viales de 20 ml con medio ADS y guardados para la amplificacion de su ADN por la prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Extraccion de ADN y Amplificacion de producto por PCR

La extraccion de ADN por PCR se hizo en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Agricolas y
Pecuarias de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP) en el afio 2020. Para lo
cual se desarrollaron cinco aislados con caracteristicas morfoloégicas de Beauveria en papel
celofan adherido sobre la superficie del medio de cultivo ADS por cinco dias a 30 °C + 2. El
micelio obtenido fue cosechado con una espatula y colocado en viales de 1.5 ml y posteriormente
fue liofilizado por 24 h.
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Posteriormente este micelio fue macerado con un micropistilo y Nitrdgeno liquido en viales de 1.5
ml y se siguieron las instrucciones del fabricante del kit (Qiagen®) para extraer el ADN el cual fue

visualizado en un gel de agarosa y un transiluminador (UVP, Modelo 3UV-LMS26), cada muestra
de ADN obtenida se almacené en un refrigerador a 7 °C. Para la amplificacion de la regiéon ITS
del gen 5.8S rRNA por PCR se utilizaron los primers ITS1: 5-ATTACCGAGTTTTCAACTCCC-3'y
ITS2: 5-ACCTGATTCGAGGT CAACGTTC-3’ (White et al., 1990) y un kit (Promega madison), de
acuerdo con el procedimiento descrito por Rehner y Bunkley (2005).

La mezcla de reaccién se prepard a un volumen final de 50 pl e incluy6 0.2 uM de cada primer; 20
mM de TrisHCI; 50 mM KCI; 2.5 mM MgCl,; 0.1 mM de cada deoxinucleotido (dATP, dCTP, dGTP
y dTTP); 1 U Taq DNA polimerasa y 50 ng de DNA genémico. Las muestras fueron amplificadas
mediante un programa de 15 s a 94 °C, seguido por 40 ciclos de 94 °C a 15 s, 50 °C a 30 s,
72 °C a 30 s) y una extension final de 7 min a 72 °C. El producto amplificado fue secuenciado
por los laboratorios Macrogen en Corea. Las secuencias fueron editadas con el programa BioEdit
version 7.1.9 (Hall, 1999) y el arbol filogenético fue generado con el método Neighbor-joining con
el programa Mega version 3.6 (Tamura et al., 2013).

Eficacia de mortalidad y micosis de aislados sobre larvas de Galleria
mellonella

Para el establecimiento del bioensayo se prepararon concentraciones de 1x10° esporas ml™ de
cada aislado identificado, ademas se usaron una cepa comercial de Beauveria bassiana (PHC) y
un testigo, con cada una de estas se inocularon 12 larvas distribuidas sobre seis circulos de
papel sanita; es decir, dos larvas por circulo de papel humedecido con 300 ul de agua destilada
estéril. Todas las cajas con larvas fueron colocadas a temperatura ambiente y el nimero de
larvas vivas, nimero de larvas muertas, nimero de larvas con micosis fueron registrados a las
24,48, 72, 96, 120, 144, 168.

Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento fue completamente al azar con siete tratamientos (cinco aislados comparados
mas un aislado comercial y un testigo) donde la unidad experimental fue una larva y se repitié dos
veces en el tiempo para disminuir el error estandar que se pudiera generar en el analisis
estadistico y obtener resultados confiables. Con los resultados obtenidos del experimento se
realiz6 un andlisis estadistico con el paquete estadistico SAS para Windows 9.0 en un arreglo
factorial (dos factores; factor= aislado y factor= tiempo de muerte y micosis). Se llevé a cabo una
comparacion de medias con la prueba Tukey para determinar si hubo diferencia significativa
entre los resultados de las variables (nimero de larvas muertas y nimero de larvas con micosis).

Resultados y discusion

Se obtuvieron cinco aislados (6, 7B, 11, 18, 21) de 60 muestras analizadas, estos presentaron
caracteristicas morfoldgicas que concuerdan con la descripcion de Beauveria hecha por Humber
(1996); Bustillos (2001); Rodriguez y Del Pozo (2003) en medio PDA. El micelio presenté una
tonalidad blanca de textura suave parecido a polvo. El crecimiento de cada una de los aislados
no fue uniforme, mientras que las formas de las colonias fueron elevadas y delgadas. En el
microscopio las células conidiogénicas presentaron apice denticulado y extendido, en formas
repetidas que crecieron en un conidio justo debajo del conidio nuevo. Los conidios fueron de formas
redondas y adheridas sobre los conidiéforos ramificados.
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Amplificacion por PCR del ADN de los aislados nativos

Se logré amplificar por PCR el ADN de cinco aislados con caracteristicas morfologicas al género
Beauveria. El ADN amplificado fue visualizado entre 200 a 350 bp al ser comparadas con un
marcador de peso molecular de manera similar a los resultados de la amplificacion de la regiéon ITS
obtenidos por Rehner y Buckle (2005); Zhang et al. (2020) para identificar especies de Beauveria
bassiana extraidas de diferentes regiones y estudiar su diversidad.

Los numeros de accesiones al banco de genes generados con el registro de los aislados se
muestran en la Figura 1, en la cual también se observa la posicién filogenética de cada uno ellos
dentro de arbol el cual se obtuvo de los datos ITS del gen 5.8S rRNA por el método de Neighbor-
joining (Tamura et al., 2013). Los resultados de este andlisis posicionaron a todos los aislados en el
género Beauveria con cuatro aislados de Beauveria bassiana y una de Beauveria pseudobassiana
(Figura 1).

Figura 1. Filogenia de aislados de Beauveria. Se usé como referencia secuencias de la colecciéon
USDA-ARS de nimeros de acceso: MT111139.1 y MN960454.1 de cultivos fiingicos. Se muestran los
valores de bootstrap por arriba de 80%.

Este resultado mostré bajo numero de aislamientos extraidos, ademas de baja diversidad, a
diferencia de los resultados obtenidos por Pérez-Gonzalez et al. (2014); Medo et al. (2016); Serna-
Dominguez et al. (2019), quienes encontraron mayor diversidad de este género en diferentes sitios,
asi mismo, esto autores mencionan la asociacién de grupos genéticos de Beauveria bassiana con
el origen geogréfico y tipos de habitats, factores que podria estar implicado en la baja diversidad
en este caso, debido a que sélo se tuvieron muestras de un lugar.

Por otra parte, de acuerdo con Serna-Dominguez et al. (2019); Toledo et al. (2019) es comun
detectar diversidad intraespecifica en este género de hongo ademas de dominancia de algunos de
ellos en suelos agricolas, y aunque en este caso no se analizé diversidad dentro de la especie si
hubo dominancia de la especie Beauveria bassiana en este lugar de estudio.

Mortalidad y micosis de aislados sobre larvas de Galleria mellonella

Mortalidad de Galleria mellonella causada por aislados nativos de Beauveria: el andlisis estadistico
de los datos mostré diferencia significativa entre las interacciones de los factores, aislados x
tiempo (p< 0.05) y aunque se observé diferencia en el aislado 11 (100% de mortalidad a las 96 h)
(Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje acumulado de larvas muertas por efecto de cada uno de los aislados.

Estadisticamente no se observé diferencia significativa entre los aislados, pero si con el testigo,
incluso con el aislado identificado como Bauveria pseudobassiana y el aislado comercial los cuales
tuvieron el 100% de la mortalidad hasta las 168 h. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Ibrahim et al. (2016); Tuncsoy et al. (2020) quienes reportan mortalidad hasta de 98 y 100%
con 1x10° esporas ml™* de Beauveria bassiana después de 1.7 dias de la aplicacién. Asimismo,
Vertyporokh et al. (2019) mencionan que Beauveria bassiana mata al huésped infectado por
destruccion mecanica de sus tejidos con el micelio en crecimiento y por la accion de metabolitos
secundarios secretados.

Por otra parte, hubo diferencia en los tiempos en que murieron las larvas (p< 0.05), donde se
observé que la mayor cantidad de larvas murié a las 96 h; es decir, que al aplicar esporas de los
aislados sobre larvas de Galleria mellonella L., se debe esperar su efecto después de 72 h y mayor
mortalidad a las 96 horas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Larvas muertas por efecto de esporas de diferentes aislados de B. bassiana y B.
pseudobasina en diferentestiempos.

Especie Aislados X del factor aislado Tiempo (h) X del factor tiempo
Beauveria bassina PHC 0.15476 a 24 Oc
Beauveria bassina 18 0.15476 a 48 Oc
Beauveria bassina 21 0.14286 a 72 0.14286 b
Beauveria bassina 11 0.14286 a 96 0.14286 a

Beauveria 7B 0.14286 a 120 0.0119c
pseudobassina
Beauveria bassina 6 0.14286 a 144 0.02381 ¢
Testigo Ob 168 0.07143 cb

Resultados similares fueron obtenidos por Alcazar (2007) en un estudio realizado con seis aislados
en los cuales la mortalidad fue a las 72 h en todos los aislados probados, excepto en uno que
presentdé mayor actividad enzimatica a las 48 h. También Vertyporokh et al. (2019) observaron
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actividad antifingica en la hemolinfa de larvas infectadas por Beauberia bassiana a las 96 h
después de la infeccién.

En adicion, de acuerdo con los resultados alcanzados en este estudio, Vertyporokh et al.
(2019); Boston et al. (2020); Zhang et al. (2020) mencionan que a pesar que en las
poblaciones de Beauveria se ha encontrado una baja diversidad genética, las especies
muestran diferencia en su virulencia la cual esta directamente relacionada con la mortalidad y
aquellos organismos cuyos mecanismos de defensa o virulencia parecen ser mas efectivos
pueden sobrevivir a cierta dosis de esporas.

Micosis de los aislados nativos de Beauveria sobre larvas de Galleria mellonella: se
observo diferencia significativa en las interacciones de los factores micosis y tiempo (p# 0.05).
Asimismo, también se observé el efecto de micosis de los aislados de manera independiente,
donde el aislado 11 identificado como Beauveria bassiana fue diferente (p< 0.05) al testigo con
100% de micosis, incluso fué diferente al aislado comercial PHC (20% de micosis) y Beauveria
seudobassiana (60%de micosis).

Algunos autores como Hajek et al. (2018); Hajek et al. (2021) mencionan ventajas en la capacidad
de micosis de aislados de hongos ya ésta representa una oportunidad de dispersion de esporas
para provocar epizootias y reducir poblaciones de insectos. Por otra parte, hubo diferencia
significativa en los tiempos en que se presenté la micosis de larvas (p< 0.05) (Cuadro 2) y la
mayor cantidad de larvas con micosis se observé a las 96 h (Figura 3).

Cuadro 2. Micosis por efecto de esporas de diferentes aislados de Beauveria bassiana y Beauveria pseudobasina a
diferentes tiempos.

Especie Aislado X del factor aislado Tiempo (h) X del factor tiempo
Beauveria bassina PHC 0.02381 bc 24 Oc
Beauveria bassina 18 0.08333 bac 48 Oc
Beauveria bassina 21 0.05952 bac 72 0.08333 bc
Beauveria bassina 11 0.14286 a 96 0.22619 a

Beauveria 7B 0.09524 bac 120 0.11905 ba

pseudobassina
Beauveria bassina 6 0.11905 ba 144 0.04762 bc
Testigo Oc 168 0.04762 bc

Valores con letras diferentes son significativamente diferentes.
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Figura 3. Porcentaje de larvas con micosis por efecto de cada uno de los aislados.

El tiempo de micosis reportado por Quintero-Zapata et al. (2020) fue de 48 h en larvas de mosquito
Aedes Aegypti; sin embargo, este tipo de larvas son de menor tamafio y diferente especie lo que
puede influir en el periodo de micosis a diferencia de Galleria mellonella. Al respecto, Rohrlich et
al. (2018) de acuerdo con un estudio realizado al medir severidad de la enfermedad basada en la
mortalidad y micosis observaron diferencia en micosis que dependia del rango de hospedantes de
cada especie de Beauveria por lo que sugieren variacion en el tiempo de micosis entre diferentes
tipos de insectos.

Conclusion

Los aislados de Beauveria bassiana y Beauveria seudobassiana pueden tener diferencias en
capacidad de causar muerte en larvas de Galleria mellonella, incluso entre aislados de una
misma especie de Beauveria bassiana. De esta manera, al conocer dichas diferencias podemos
seleccionar aquellos aislados que sean potenciales para el control de otras larvas. Asimismo,
el realizar estudios de identificacién y mortalidad en tiempo con aislados nativos es de gran
importancia ya que de acuerdo con estos resultados se puede tener un control efectivo de insectos
de la region, ademas de servir como base para la investigacién de nuevos experimentos.
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