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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA VIABILIDAD DE ESPORAS Y TOXICIDAD DE BEAUVERIA BASSIANA Y
METARHIZIUM ANISOPLIAE SOBRE FIERIS RAPAE (L.) (LEPIDOPTERA: PIERIDAE)

RESUMEN: Se estudi6 la influencia de la temperatura sobre la viabilidad de esporas y toxicidad de cinco aislamientos de Beauveria
bassiana (Vuill.) y cinco de Metharizium anisopliae (Metch.) provenientes de 10 sitios con diferente clima donde se cultiva repollo
Brassicae oleraceae (L.) en Durango, México. Las cepas fueron propagadas por fermentacion difisica y las esporas obtenidas se
hicieron crecer en medio PDA bajo diferentes condiciones de temperatura (25, 30, 35 y 40 °C) durante 8 dias; a las 24 y 48 h se deter-
miné el porcentaje de viabilidad de esporas de cada aislamiento. Se evalué la toxicidad de los aislamientos a las mismas temperaturas
empleando un disefio experimental factorial 2 x 5 x 4, sobre larvas de 3-5 dias de desarrollo de Pieris rapae; se usé un bioensayo
por contaminacién de dieta natural con una solucién conteniendo 1.2 % 10° esporas/ml; los insectos de cada tratamiento fueron
transferidos a una cdmara de cria durante 72 h para determinar el promedio de insectos muertos. Los datos de mortalidad de larvas
fueron analizados con un ANOVA vy las diferencias entre estos con una prueba DMS. En general la viabilidad de esporas de todos los
aislamientos fue mayor entre 25 y 30 °C, disminuyendo a 35 y 40 °C. Existieron diferencias estadisticas significativas entre las cepas
y las temperaturas (F = 1.48 y p = 0.1471), (DMS = 4.5), asi como entre los aislamicntos y las diferentes temperaturas (F = 1.121, p
=0.35322), (DMS = 1.324). Estos resultados permiticron seleccionar a Bb4 y Mtz5 con los mayores porcentajes de germinacién de
esporas (93 y 91%) y a Bbl y Mtz2 con la mayor mortalidad de insectos (98 y 70%), como los mejores aislamientos a 25 y 30 °C; asf
como a Bbl y Mtz4, provenientes de sitios cilidos, como tolerantes a altas temperaturas (35-40 °C), por lo que se recomienda su uso
en ¢l control de P. rapae en lugares con estas temperaturas en los sitios de estudio.
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ARSTRACT: The influence of temperature in the spore viability and toxicity of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae strains
on cabbage worm Pieris rapae (L.) were studied. Ten strains were collected on to Brassicae oleraceae (L.) cultures, and directly from
infected insects in sites with different ranges of temperature in Durango, Mexico. The fungus were produce by diphasic fermenta-
tion; the spores growth in PDA medium under different temperature conditions (25, 30, 35 and 40 °C) during 8 days, after 24 h the
percentage of spore viability were determinate. A contamination leaf bioassay was used to study the influence of temperature in the
strain’s toxicity on 3-5 old-day larvac of P. rapae, using a factorial design 2 x 5 x 4. In all strains the highest spore viability ranged
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around 90% to 25 and 30 °C, but these low to 35-40 °C. There were significant statistical diffcrences between strains (F = 1.48, p =
0.1471) (DMS = 4.5). This results allowed selected to Bb4 and Mtz5 (93 and 91%) by the highest spore germination percentages,
however Bb1 and Mtz2 had the major mean insect mortality (98 and 70%) to 25-30 °C, and so were selected for use them in the P.
rapae control in sites with the same range of temperature. In the other hand, Bbl and Mtz4 isolates from hot weather sites showed
tolerance to high temperatures (35 and 40 °C), by this reason were recommended for use them in the places where the cabbage 1s

cultivate in Durango.

Keyworps: Temperature, spore viability, Pieris rapae, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae.

En Durango se cultivan 6000 ha de hortalizas,
entre las que destacan las cruciferas en los Muni-
cipios de Durango, Nombre de Dios y La Region
Lagunera (INEGI, 2006). En los tltimos afios
estos cultivos han adquirido relevancia por su
demanda en ¢l mercado Nacional, debido a que
les atribuyen beneficios en la salud humana co-
mo agentes anticancerigenos. En estas regiones
se cultiva repollo Brassicae oleraceae var. capi-
tata (L.), en lugares con temperaturas que varian
entre 28-35 °C, donde se ha observado una alta
infestacion del complejo de plagas formado por
Trichoplusia ni (Hibner), Brevicoryne brassicae
(L.), Plutella xylostella (L.) y Pieris rapae (L.);
en estos lugares se han encontrado infestaciones
naturales de este insecto por hongos nativos, lo
que sugiere su presencia en estos suelos (Garcia
et al., 2007). Respecto a esto, Keller y Zimmer-
man (1989) sefialan que los hongos Hypocreales
son habitantes comunes del suelo, refiriéndose
ademas a Galleria mellonella L. como insecto
usado para el aislamiento de hongos y nematodos
(Zimmerman, 1989).

Los factores ambientales que determinan la
presencia, distribucion y adaptacion de los hon-
gos en los suelos son la resistencia a rayos UV,
intensidad de la radiacién, humedad relativa y
temperatura (Mitsuaki, 2004); cuando esta Gltima
es extrema afecta la presencia de estos hongos en
los agroecosistemas donde las temperaturas re-
gulares son de 10-40 °C (Ignoffo, 1992).

La temperatura influye sobre la viabilidad y
germinacion de esporas de M. anisopliae y B.
bassiana, alcanzando ¢l 100% de germinacién a

25 °C a las 24 h (Junqueira et al., 2006). Tam-
bién se ha observado en campo que las tempera-
turas de 35-38 °C y el estrés hidrico influyen en
la germinacion de aislamientos de B. bassiana,
obteniendo sélo el 90% de crecimiento en vera-
no (Devi et al., 2005). Se sabe ademas que B.
bassiana disminuye la progenie de Rhyzopertha
dominica F. (Bost) cuando aumenta gradualmen-
te la temperatura (26-36 °C), esto mismo ha ocu-
rrido para el escarabajo del pino Monochamus
alternatus (Mitsuaki, 2004). Por otro lado, se ha
estudiado el efecto de la humedad relativa HR,
en la toxicidad de B. bassiana sobre Triatoma
infestans, encontrando que el estrés contribuye a
aumentar los efectos del hongo cuando la hume-
dad c¢s de 43% (Jeffrey, 2005).

Vanderberg (1998) evaluaron el efecto téxico
de B. bassiana sobre P. xylostella encontrando
que la mayor mortalidad de larvas de los prime-
ros instares ocurre a temperaturas por arriba de
25 °C; en otro estudio Garcia et al. (2007), de-
terminaron que dos aplicaciones de estos hongos
a concentraciones de 1.2 x 10°y 1.2 x 10'? co-
nidios/ha, lograron disminuir a la poblacion de
larvas de P. rapae en un 93.3 y 70% respectiva-
mente, a los 7 dias de su aplicacion en campo.

Respecto al habitat, es conocido que M. ani-
sopliae se presenta con mas frecuencia en sue-
los soleados que en sombreados; asi mismo, los
aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae pro-
venientes de regiones aridas no se adaptan a las
condiciones de baja humedad disminuyendo su
actividad toxica sobre 7. infestans en climas cali-
dos (Bidochka et al., 2001).
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El presente estudio estd enfocado a la busque-
da de cepas nativas adaptadas a su ambiente, en
las areas agricolas donde se cultiva repollo bajo
diferentes condiciones climaticas, por lo que ¢l
objetivo del trabajo fue la seleccion de aislamien-
tos de B. bassiana y M. anisopliae, tolerantes a
altas temperaturas, y con actividad toxica sobre
larvas de P. rapae, provenientes de los sitios
donde se cultiva repollo en Durango.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientos. Se utilizaron cinco aislamientos
de B. bassiana y cinco de M. anisopliae prove-
nientes de suelos agricolas ¢ insectos huésped
recolectados en Durango, México. Los hongos se¢
aislaron durante el verano de 2006 en los sitios y
hospederos que aparecen en el Cuadro 1.

El aislamiento y purificacion de las cepas se
hizo usando larvas de los ultimos estadios de G.
mellonella como insccto trampa, los cuales se
pusieron en contacto por 15 dias con las mues-
tras de suelo humedecido para su infeccion por

hongos. Las larvas de P. rapae que presentaron
infeccion se transfirieron a cajas de Petri con
medio de cultivo a base de extracto de malta,
extracto de levadura, agar bacterioldgico y cal-
do dextrosa saboraud, hasta la obtencion de un
cultivo puro (Goettel e Inglis, 1977).

Mantenimiento y propagacién de las cepas.
Los aislamientos fueron mantenidos en tubos
de ensayo con medio SDA por 15 dias a 27 °C
hasta alcanzar su crecimiento optimo. Se tomo
una asada de los hongos para preparar los res-
pectivos indculos agregando a un tubo de ensa-
ye 20 ml de agua destilada estéril conteniendo
0.5% de Tween 80", preparando una suspension
de conidios que sirvid para inocular a su vez un
matraz Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 200
ml de medio de cultivo con la siguiente com-
posicion: Melaza como fuente de carbono (12
ml), 6g de (NH,),SO,, 2.4g de KH,PO,, 0.5g de
MgS0,, 0.1g de CaCl, y 0.1g de NaCl, por litro
de agua destilada. El cultivo creci6 a 130 rpm y

Cuadro 1

Alslamientos de hongos entomopatégenos de diferentes sitios en Durango, México.

Aislamiento/ | Sitio Altitud | Temp. | Temp. | Origen | Hospedero
Clave msnm | media | maxima
anual (°€)
(°C)
Bbl 1. C. Real 1871 25 36 Suelo
Bb2 2. Nazas 1264 28 40 - P. rapae
Bb3 3. Madero 2128 26 35 Suelo
Bb4 4. Poanas 1873 28 38 Suelo
BbS 5. Morcillo 2001 28 37 Suelo
Mtzl 6. C. Real 1871 26 34 Suclo
Miz2 7. Nazas 1264 28 40 Suelo
Miz3 8. Madero 2128 26 35 Suelo
Mtz4 9. Poanas 1873 25 38 == P. rapae
Mtz5 10, Morcillo | 2001 22 38 Suelo
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27 °C por 48 h en una incubadora agitadora (New
Brunswick Scientific, Mod. MF-214) hasta que
el hongo alcanzé el 80% de su fase logaritmica
de crecimicnto, en este momento se tomaron 10
ml del medio de cultivo y se pusieron en bolsas
de plastico con 250 g de arroz lavado y esteriliza-
do, después se incubaron los hongos por 18 dias
a 27°C y fotoperiodo de 14:10 h hasta la produc-
ci6n de conidios (Gareia et al., 2006).

Cria masiva de P. rapae. Sc establecio la cria
masiva del insecto usando larvas y pupas colecta-
das en cultivos de repollo durante 2006 en Nom-
bre de Dios, Durango. Las larvas se alimentaron
con hojas de repollo lavadas con una solucién de
cloro al 0.01% y enjuagadas con agua de la llave,
se usaron solo hojas frescas y tiernas de repollo,
las cuales fueron cortadas en discos de Scm de
didmetro y colocadas sobre papel filtro de 4cm
de didmetro. Se colocaron 3 larvas por caja, cam-

- biando el alimento cada cinco dias, los insectos

se desarrollaron hasta la formacion de pupas, las
cuales fucron puestas en jaulas cilindricas de
malla con basc y tapa de platos de plastico con-
teniendo en la base arena humeda lavada y des-
infectada; el material bioldgico se mantuvo en la
camara de criaa 27 °C, 60% de HR y fotoperiodo
14:10 hasta la eclosién de las palomillas, mismas
que fueron puestas en una jaula de madera y tela
de organdi de 0.5 x 0.6 m, con hojas de repollo y
macetas con vegetacion silvestre para proporcio-
narles reposo y sitios de oviposicion, las plantas
se revisaron diariamente con lupa para obtener
los huevecillos, los cuales fueron retirados con
un pincel de cerdas de cameilo humedecido y
puestos sobre papel filtro para ser incubados en
la cadmara hasta la eclosion de larvas, estas se pu-
sieron nuevamente sobre hojas de repollo en las
cajas Petri para su uso ¢n la prucba de toxicidad.

Efecto de la temperatura sobre la viabilidad
de conidios. En cada aislamicnto sc extrajeron

pequeilas porciones de hongo y sc pasaron a tu-
bos de ensaye con 10 ml de agua destilada y 0.05
ml de tween 80, agitando la mezcla en un vortex
por 1 min, para determinar la viabilidad de espo-
ras se sembraron cajas Petri con medio PDA, mas
10 ml de una suspension con 2 % 10% esporas/ml
de cada aislamiento. Las cajas se incubaron por
12-24 h a 27 °C, después se determiné el porcen-
taje y tiempo de germinacion de las esporas con-
tando 400 conidios/placa bajo observacion en un
microscopio compuesto 40x. Los conidios con
tubo germinativo de la mitad de la longitud total
de la espora fueron considerados germinados.

Efecto de la temperatura en la toxicidad de
hongos. Se aplico un disefio experimental facto-
rial 2 X 5 x 4; dos cepas B. bassiana y M. aniso-
pliae, 5 aislamientos de cada cepa (Cuadro 1) y
cuatro diferentes temperaturas (25, 30, 35 y 40
°C). Se utiliz6é un bioensayo por contaminacién
de dieta natural, usando discos de hojas tiernas
de repollo de 5 cm de didmetro, las cuales fue-
ron inmersas por 1 min en 10 ml de una solucién
con 1.2 x 107 conidios/ml, posteriormente cada
hoja se puso sobre papel filtro dentro de la caja
y se coloco una larva de 3-5 dias de desarrollo.
Se usaron 25 larvas por cada tratamiento y agua
destilada como control, con tres repeticiones.
Las cajas con larvas tratadas fucron pucstas cn
una camara de cria ajustada a las diferentes tem-
peraturas, a las 72 h se determiné el niimero de
insectos muertos en cada aislamiento, los datos
fueron analizados con el programa SAS (1988),
mediante analisis de varianza, se aplico ademas
una prueba DMS para analizar las diferencias en-
tre los valores promedio de mortalidad de larvas
por tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la temperatura sobre la viabilidad
de conidios. En gencral la viabilidad de esporas
de todos los hongos fue mejor a 25-30 °C, dismi-
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nuyendo notablemente entre 35-40 °C (Figura 1);
se observo también que estos fueron tolerantes a
altas temperaturas desde las 24 h. La mayor ger-
minacién de esporas la present6 el aislamiento
Bb4 (93 £0.6 c.v) a 25 °C a las 48 h y la menor
Bb5 (78 £ 0.2.) a 40 °C a las 24 h, estos mis-
mos resultados para Mtz5 fueron de 91.66 + 0.3
y 70.66 = 021, a 25 y 40 °C, a las 48 h respecti-
vamente. Los aislamientos de B. bassiana alcan-
zaron 90% mientras que a temperaturas mayores
(35-40 °C) los porcentajes promedio fueron de
80%, esta misma tendencia se observo para M.
anisopliae; esto concuerda con los resultados de
Junqueira et al. (2006), quienes encontraron que
la viabilidad y germinacion de esporas dc cstas
cepas alcanzaron el 100% de desarrollo a 25 °C
a las 24 h, disminuyendo conforme aumenta la
temperatura. En relacion al origen de las cepas
es importante destacar que los aislamientos (Bbl1
y Bb2) de B. bassiana provenientes de los sitios
con temperaturas maximas de 36 y 40 °C fueron
también los que alcanzaron los mas altos por-
centajes de germinacion a estas mismas tempe-

raturas; resultados similares fueron encontrados
por Devi et al. (2005) y Jeffrey (2005) quienes
determinaron que las temperaturas altas influyen
en la germinacion y crecimiento de aislamientos
de B. bassiana, observando mejor desarrollo en
los meses mas calidos a temperaturas de 34-38
°C; este comportamiento también fue observado
en este estudio, lo que permitié seleccionar a los
aislamientos Bbl y Mtz4 como tolerantes a tem-
peraturas de 35-40 °C.

Efecto de la temperatura scbre la toxicidad de
P. rapae. Existieron diferencias estadisticas sig-
nificativas entre los promedios de mortalidad de
larvas causada en la relacion cepas temperatura
(F=1.48, p=0.1471), (DMS = 4.5), y entre los
aislamientos a diferente temperatura (F = 1.121,
p = 0.35322), (DMS = 1.32). La mayor mortali-
dad de larvas la presentaron los aislamiento Bbl
(98 £ 0.6 c.v) 30 °C y la menor fue Bb2 (58%) a
40 °C; mientras que para M. anisopliae fue Mtz2
con 70 y 42% a 25 y 40 °C, respectivamente (Fi-
gura 2), (Cuadro 2).
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FiGURA 1. Porcentajc de viabilidad de esporas de B. bassiana y M. anisopliae a diferentes temperaturas.
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Figura 2. Porcenlaje de mortalidad de larvas de P. rapae causado por B. bassiana y M. anisopliae a dife-

rentes temperaturas.

Por otro lado, los aislamientos Bb1 y Mtz4 pro-
venientes de los sitios 1 y 9 (cuadro 1) con tem-
peraturas de 36 y 38 °C, fueron los més tolerantes
a temperaturas de 35 y 40 °C con alta mortalidad
de larvas (Figura 2). Estos resultados concuerdan
con los sefialados por Devi ef al. (2005) quienes
mencionan una mayor efectividad toxica de estos
hongos en laboratorio a temperaturas de 35-38
°C. En campo, Vanderberg et al. (1998) observa-

Cuadro 2

ANOVA. Interacciones entre los factores de variacion.

Fuente df P. rapae

F P
Cepa-aislamiento 4 1.079 0.3724
Cepa-temperatura 3 1.922 0.1327
Aislamiento-temperatura 12| 1485 | 0.1471 *a
Cepa-aislamiento-temperatura | 12 | 1,121 | 0.3552 *b

** Valores significativos a) DMS = 4.5, b) DMS = 1.32.

ron que B. bassiana causd la mayor mortalidad
de larvas de los primeros instares de P. xylos-
tella a temperaturas superiores a 25 °C, en este
caso los porcentajes de mortalidad de larvas para
ambas cepas tuvieron esta misma tendencia. Sin
embargo, hubo diferencia entre las cepas (DMS
=4.5) y los aislamientos (DMS = 1.32), lo cual se
atribuye a la naturaleza de las cepas y a su origen,
en este caso Bbl y Mtz2 fueron los aislamientos
mas toxicos, los cuales provienen de los sitios 1 y
7, donde las temperaturas maximas fueron de 36
y 40 °C, lo que indica que estas cepas estan adap-
tadas a resistir temperaturas altas, esto concuerda
con los resultados de Bidochka et al. (2001) y
Junqueira (2006), quienes encontraron a M. ani-
sopliae con mas frecuencia en suelos soleados de
regiones aridas, ademas de que los aislamientos
con la mayor toxicidad fueron los de los sitios de
clima calido.

Estos resultados permiten confirmar la efecti-
vidad téxica de todos los aislamientos evaluados
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sobre larvas jovenes de P. rapae, a concentracio-
nes de 1.2 x 10? conidios/ml, ademds de contar
con cepas tolerantes a altas temperaturas para su
produccidon masiva y uso en las regiones donde
se cultiva repollo (25-40 °C) en Durango.

CONCLUSIONES

Los aislamientos de cepas nativas de B. bassiana
y M. anisopliae, provenientes de suelo e insectos
infectados, tuvieron efectividad toxica sobre lar-
vas de 3-5 dias de desarrollo de P. rapae.

En todos los aislamientos las temperaturas de
25-30 °C aumentaron gradualmente la germina-
cidn, mientras que a mayor temperatura disminu-
y0 la toxicidad. El aislamiento Bb4 fue el mejor
debido a que tuvo la mejor viabilidad y toxici-
dad a 25 °C, mientras que los aislamientos Bbl y
Mtz4, provenientes de sitios calidos fueron tole-
rantes a altas temperaturas (35-40 °C).

Se cuenta con aislamientos de B. bassiana y
M. anisopliae tolerantes a altas temperaturas para
produccion masiva y uso en el control de P. ra-
pae en Durango.
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