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RESUMEN

En los procesos de mejoramiento de cepas de hongos ento-
mopatégenos es necesario conocer cudles son y cémo inciden
las variables mds importantes en las cepas mds virulentas. En
este estudio se evalué una serie de variables de crecimiento
y de virulencia de una cepa parental de Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) (88) y mutantes
derivadas resistentes al compuesto téxico 2-desoxi-D-glucosa
(2DG). La 2DG es un andlogo téxico de la glucosa, y se ha
usado con frecuencia para aislar diversas mutantes de micro-
organismos desregulados en el metabolismo del carbono. De
las variables evaluadas, previo al bioensayo de virulencia so-
bre larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae),
el porcentaje de germinacién de conidios (G) se correlacio-
né mejor con los pardmetros de virulencia como el tiempo
de inicio de muerte (z) (r=—0.879; p=0.05), tiempo letal
50 (TL,) (r=-0.869; p=0.05) y mortalidad méxima M
(r=0.589; p=0.1). Las demds variables evaluadas mostraron
una correlacién menor con la virulencia. Se destaca la alta
correlacién de #, con el TL,; (#=0.967; p=<0.05), variable de-
terminada en la etapa temprana de infeccién de B. bassiana
en larvas de T. molitor. Las cepas mutantes 881.2, 882.5 y
885.5 resistentes a 2DG mostraron caracteristicas mejoradas
en la virulencia comparadas con la cepa parental (88). Lo an-
terior se corroboré mediante coeficientes de regresién simple
y Andlisis de Componentes Principales (ACP), usados para
examinar la relacién entre las variables de estudio. El andlisis
de los resultados muestra las caracteristicas fisiolégicas con
mayor influencia para seleccionar cepas mds virulentas de

hongos entomopatdgenos.
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ABSTRACT

In strains

the of fungal of

entomopathogenic, it is necessary to know which ones they

breeding processes

are and how the most important variables have influence
on the most virulent strains. In this study an evaluation was
made of a series of growth and virulence variables of a parental
strain of Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Hyocreales:
Cordycipitaceae) (88) and derived mutants resistant to the
toxic compound 2-doxy-D-glucose (2DG). 2DG is a toxic
analogue of glucose, and has frequently been used to isolate
a variety deregulated mutants in the metabolism of carbon
in some microorganisms. Of the variables evaluated, prior
to the bioassay of virulence on larvae of Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), the percentage of germination
of conidia (G) was best correlated with the parameters of
virulence such as time of onset of death (z) (r=-0.879;
p=0.05), lethal time 50 (LT,) (=-0.869; p=<0.05) and
maximum mortality M (7=0.589; p=0.1). The other variables
evaluated showed a lower correlation with virulence. There
is a high correlation of A with the LT50 (7=0.967; p=<0.05),
a variable determined in the early stage of infection of
B. bassiana in larvae of T. molitor. The mutant strains
881.2, 882.5 and 885.5 resistant to 2DG showed improved
characteristics in virulence compared with the parental strain
(88). The above was confirmed through simple regression
coefficients and Principal Components Analysis (PCA), used
to examine the relationship among the variables of study. The
analysis of the results shows the physiological characteristics
with highest influence to select more virulent strains of

entomopathogenic fungi.
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INTRODUCCION

n relacién al desarrollo del control bioldgico,

los hongos entomopatégenos (HE) fueron los

primeros agentes microbianos usados para el
control de plagas de insectos (Glare, 2004; Zimmer-
mann, 2007). Estos microorganismos pueden infec-
tar a los insectos a través de la penetracién de su cu-
ticula, mediante multiples mecanismos de accién, lo
que les confiere una alta capacidad para evitar que el
hospedero desarrolle resistencia. El hongo Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill (Hypocreales: Cordycipitaceae)
es una de las especies més estudiadas y usadas en el
mundo, y puede infectar a mds de 200 especies en
nueve 6rdenes de insectos (Roy y Pell, 2000; Zim-
mermann, 2007). Aunque el proceso de patogénesis
es multivariable, algunas caracteristicas se relacionan
positivamente con la virulencia para algunas interac-
ciones hongo-hospedero; estas caracteristicas inclu-
yen la velocidad de germinacién (Varela y Morales,
1996; Altre et al., 1999; Safavi ezt al., 2007), velocidad
de crecimiento (Samuels ez al., 1989; Varela y Mora-
les, 1996; Khachatourians y Qazi, 2008), densidad
superficial de esporulacién (Feng y Johnson, 1990;
Varela y Morales, 1996; Khachatourians y Qazi,
2008), asi como la produccién de toxinas (Glare,
2004; Khachatourians y Qazi, 2008) y niveles altos
de enzimas extracelulares que destruyen el tejido del
insecto (Gupta et al., 1994; Khachatourians y Qazi,
2008; Montesinos-Matias et al., 2011).

En los programas de mejoramiento de cepas es
importante determinar el nivel de correlacién en-
tre estas variables fisioldgicas y de crecimiento con
la virulencia (Talaei-Hassanloui et 2/, 2006), de tal
manera que se analicen y seleccionen cepas, silvestres
o mutantes, que destaquen por su mejora significati-
va en varias de estas caracteristicas, ademds de saber
hasta qué punto se comparten entre las cepas aisla-
das mds agresivas. Esto a su vez tiene fines pricticos
para el desarrollo de agentes de biocontrol a partir
de colecciones de cepas aisladas de cada regién. Por
ejemplo, en México se ha mostrado la conveniencia
de aislar cepas de HE adaptadas a las condiciones cli-
miticas de cada zona geografica (De la Rosa e 4l,
1997; De la Rosa ez al., 2000) y se ha comparado la

virulencia de estos HE contra insectos que afectan
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INTRODUCTION

n relation to the development of biological

control, the entomopathogenic fungi (EF)

were the first microbial agents used for the
control of insect pests (Glare, 2004; Zimmermann,
2007). These microorganisms can infect insects by
means of the penetration of the cuticle, through
multiple action mechanisms, conferring them a high
capacity for preventing the host from developing
resistance. The fungus Beauveria bassiana (Bals.)
Vuill (Hypocreales: Cordycipitaceae) is one of the
most studied and utilized species in the world, and
can infect more than 200 species in nine insect orders
(Roy and Pell, 2000; Zimmermann, 2007). Although
the pathogenesis process is multivariable, some
characteristics are positively related to virulence for
some fungus-host interactions; these characteristics
include germination rate (Varela and Morales, 1996;
Altre et al., 1999; Safavi et al., 2007), growth rate
(Samuels ez al., 1989; Varela and Morales, 1996;
Khachatourians and Qazi, 2008), superficial
density of sporulation (Feng and Johnson, 1990;
Varela and Morales, 1996; Khachatourians and
Qazi, 2008), as well as the production of toxins
(Glare, 2004; Khachatourians and Qazi, 2008) and
high levels of extracellular enzymes that destroy
both cuticle and insect tissues (Gupta ez al., 1994;
Khachatourians and Qazi, 2008; Montesinos-
Matias et al., 2011).

In the improvement programs of strains, it is
important to determine the level of correlation
among these physiological and growth variables
with virulence (Talaei-Hassanloui ez 4/, 2006), so
that analyses and selection is made from wild or
mutant strains, which stand out for their significant
improvement in several of these characteristics. It is
also important to know up to what point they are
shared among the most aggressive isolated strains.
This also has practical purposes for the development
of biocontrol agents from collections of strains
isolated from each region. For example, in México
the convenience has been demonstrated of isolating
strains of EF adapted to the climatic conditions of
each geographic zone (De la Rosa ¢z al., 1997; De la
Rosa et al., 2000) and the virulence of these EF has
been compared against insects that affect crops (De
la Rosa ez al., 2002; Flores et al., 2002; Chan-Copul
et al., 2010).
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a los cultivos (De la Rosa et al., 2002; Flores et al.,
2002; Chan-Copul ez 4l., 2010).

Una de la principales limitaciones en el desarrollo
de los bioinsecticidas es que, en relacién a los insec-
ticidas quimicos, después de su aplicacién se requiere
miés tiempo (5-10 d) para mitigar la plaga, tiempo
en el cual el insecto puede causar serios dafos a la
cosecha (Quesada-Moraga ez al., 2006; Fan et al.,
2007). Aunque en la naturaleza, los hongos mutan
de manera natural provocando variaciones ligadas a
la seleccién en la poblacién, el mejoramiento de es-
tos hongos se puede lograr por genética cldsica (Ro-
bledo-Monterrubio ez al., 2009), o bien por técnicas
que involucran la insercién de secuencias de ADN
ajenas a la especie en estudio (St Leger ez al., 1996;
Fang er al., 2005, 2009; Fan ez al., 2007). Cuando
en un HE se insertan genes o secuencias de otras
especies, hay restricciones para el uso y liberacién de
estas cepas al medio ambiente, como lo establece en
México la Ley de Bioseguridad de Organismos Ge-
néticamente Modificados (OGM) (Reglamento de la
Ley de Bioseguridad, 2008). El uso de microorganis-
mos manipulados por genética cldsica como método
de mejoramiento de la virulencia, es una alternativa
concreta al uso de OGM, ademds no representa un
riesgo en la conservacién de la biodiversidad (Ritter
et al., 2004). Robledo-Monterrubio et /., (2009) de-
sarrollaron una metodologia para obtener cepas me-
joradas de B. bassiana, mediante radiacién ultravio-
leta (uv) y las mutantes se seleccionaron a partir de
la resistencia a 2-desoxi-D-glucosa (2DG) en medios
con quitina coloidal. Ademis se seleccionaron aque-
llas cepas que no perdieron la capacidad de esporula-
cidn, la secrecién de enzimas hidroliticas, y con una
tasa de crecimiento igual o mayor al aislado silvestre
(88) (Robledo-Monterrubio ez /., 2009).

El objetivo de este estudio fue evaluar y correla-
cionar los fenotipos fisiolégicos de una cepa silvestre
de B. bassiana y sus mutantes, aisladas previamente
(Robledo-Monterrubio et /., 2009), con la virulen-
cia hacia Zenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrioni-
dae), el cual es considerado como plaga en almacenes
de granos (Rodriguez-Gémez et al., 2009).

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Se usé la cepa silvestre de B. bassiana (88) y seis mutantes

derivadas (881.2, 882.2, 882.5, 884.5, 885.5 y 887.5), por un

One of the principal limitations in the
development of bioinsecticides is that, in relation
to the chemical insecticides, after their application
more time is required (5-10 d) to mitigate the pest,
time in which the insect can cause serious damage to
the crop (Quesada-Moraga ez al., 2006; Fan ez al.,
2007). Although in nature fungi mutate naturally,
provoking variations linked to the selection in the
population, the improvement of these fungi can
be achieved through classical genetics (Robledo-
Monterrubio ez al., 2009), or through techniques
that involve the insertion of DNA sequences that are
foreign to the species under study (St Leger ez al.,
1996; Fang ez al., 2005, 2009; Fan ez al., 2007). When
in an EF genes or DNA sequences of other species are
inserted, there are restrictions for the use and release
of those strains to the environment, as established
in México by the Law of Biosecurity of Genetically
Modified Organisms (GMO) (Reglamento de la Ley
de Bioseguridad, 2008). The use of microorganisms
manipulated by classical genetics as a method of
improving virulence is a concrete alternative to the
use of GMO, and does not represent a risk in the
conservation of biodiversity (Ritter ez al., 2004).
Robledo-Monterrubio ez al. (2009) developed a
methodology for obtaining improved strains of B.
bassiana by means of the ultraviolet (uv) radiation,
and the mutants were selected from the resistance
to 2-desoxy-D-glucose (2DG) in media containing
colloidal chitin. Also, the strains selected were those
which did not lose sporulation capacity nor the
secretion of hydrolytic enzymes, and with a growth
rate equal to or higher than the wild isolate (88)
(Robledo-Monterrubio ez al., 2009).

The objective of the present study was to evaluate
and correlate the physiological phenotypes of a
wild stain of B. bassiana and its mutants, previously
isolated (Robledo-Monterrubio et a/l., 2009), with
virulence toward 7Zenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae), which is considered to be a pest in
grain storage (Rodriguez-Gémez ez al., 2009).

MATERIALS AND METHODS
Microorganisms
The wild strain of B. bassiana (88) was used, along with
six derived mutants (881.2, 882.2, 882.5, 884.5, 885.5 and

887.5), through a process of mutagenesis with ultraviolet light

in previous study (Robledo-Monterrubio ez al., 2009), where
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proceso de mutagénesis con luz ultravioleta en un estudio previo
(Robledo-Monterrubio ez al., 2009), donde se expusieron los co-
nidios de la cepa silvestre a luz ultravioleta (350 ¢£W/cm™2) hasta
obtener un porcentaje de sobrevivencia entre 50 y 10 % y las mu-
tantes se recuperaron en medio con quitina y 2 desoxi-D-glucosa
(0.2 00.5 g L™"). Estas mutantes y la cepa silvestre se reactivaron
por pase sobre larvas de 7. molitor para recuperar las caracteristicas
de virulencia (Safavi et /., 2007). Los conidios de insectos mico-
sados tomados con el asa se sembraron por estria en medio agar
maltosa Sabouraud (AMS) mds desoxicolato de sodio al 0.05 %
(Sigma, México) con la finalidad de recuperar colonias compactas
(Goettel e Inglis, 1997). De este cultivo, se propagaron colonias
independientes en medio agar maltosa Sabouraud al 2 %, mds un
suplemento de extracto de levadura (0.5 %) y avena pulverizada
(1.5 %) (SMAYO) por 10 d a 28 °C. Los conidios producidos en

este medio se usaron para las pruebas subsecuentes.
Identificacién molecular a través de genes de ADNr

Para la extraccién del ADN genémico de la cepa silvestre (88)
se empled un kit de purificacién de ADN de Wizard® Genomic
Promega (Cat. A1120). La amplificacién del fragmento de ITS
por PCR se realizé con los cebadores (primers) ITS5 (5-GGA
AGT AAA AGT CGT AAC AAG-3)) e ITS4b (5-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC-3’), usando 30 ciclos de desnaturaliza-
ci6én (94 °C por 45 s), hibridacién (55 °C por 1 min) y polimeriza-
cién (72 °C por 45 s). Los cebadores se disenaron de las secuencias
conservadas 18S-ADNr y 28S-ADNr en hongos (White e al,
1990). La secuencia de nucleétidos de los fragmentos amplificados
se compararon con las secuencias ya publicadas en la base de datos

del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Prueba de germinacién (G)

El porcentaje de conidios germinados se determiné siguien-
do la metodologfa descrita por Goettel e Inglis ez al. (1997). So-
bre un portaobjetos, en condiciones de asepsia, se colocd una
gota de una solucién de agar-agua al 1.5 %. Se dejé enfriar y se
colocé 50 uL de una suspensién de conidios, cuya concentracién
fue de 1x10° conidios mL™". El portaobjetos se colocé sobre un
disco de papel filtro humedecido dentro de una caja Petri y se
incubé a 28 °C durante 24 h. Los conidios se consideraron como
germinados si el tubo germinativo era mayor al didmetro del pro-
pio conidio (Safavi ez al., 2007). Los conidios aqui evaluados se

utilizaron para la prueba del bioensayo.
Tasa de crecimiento radial (V) y produccién de conidios (o)

Cada cepa se sembré por picadura en el centro de cajas petri
de 49 mm de didmetro con 10 mL de medio SMAYO, empleando
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the conidia of the wild strain were exposed to ultraviolet light
(350 #W/cm™?) until obtaining a survival percentage of between
50 and 10 % and the mutants were recovered in medium with
chitin and 2 deoxy-D-glucose (0.2 or 0.5 g L™"). These mutants
and the wild strain were reactivated by passing over larvae
of 1. molitor to recover the characteristics of virulence (Safavi
et al., 2007). The conidia from insects showing mycoses were
sown in maltose agar medium Sabouraud (AMS) plus sodium
deoxycolate at 0.05 % (Sigma, Mexico) with the purpose of
recovering compact colonies (Goerrel and Inglis, 1997). From
this culture, independent colonies were propagated in maltose
agar medium Sabouraud at 2 %, plus a supplement of yeast
extract (0.5%) and pulverized oats (1.5 %) (SMAYO medium)
for 10 d at 28 °C. The conidia produced in this medium were

used for the subsequent tests.
Molecular identification by means of genes of DNAr

For the extraction of genomic DNA from the wild strain
(88), a purification kit of Wizard® Genomic Promega (Cat.
A1120) was used. The amplification of the fragment of ITS by
PCR was carried out with the primers ITS5 (5-GGA AGT AAA
AGT CGT AAC AAG-3’) and ITS4b (5’- TCC TCC GCT TAT
TGATAT GC-3’), using 30 cycles of denaturalization (94 °C for
45 s), annealing (55 °C for 1 min) and polymerization (72 °C for
45 s). The primers were designed from the conserved sequences
18S-DNAr and 28S-DNAr in fungi (White ez al, 1990). The
nucleotide sequences of the amplified fragments were compared
with the sequences already published in the data base of the
NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Germination test (G)

The percentage of germinated conidia was determined
following the methodology described by Goettel and Inglis ez
al. (1997). Over a slide, under conditions of asepsis, a drop
was placed of a solution of agar-agar at 1.5 %. It was left to
cool, then 50 uL of a suspension of conidia was placed, whose
concentration was 1x10° conidia mL™". The slide was placed
over a disc of moistened filter paper within a Petri dish and was
incubated at 28 °C during 24 h. The conidia were considered
germinated if the germinative tube was larger than the diameter
of the conidium (Safavi et 4/, 2007). The same conidia batches

were evaluated in the bioassay with insects.
Radial growth rate (V) and production of conidia (p)

Each strain was inoculated by puncture in the center of Petri
dishes of 49 mm diameter with 10 mL of SMAYO medium,

employingasterile wooden toothpick whose point was submerged
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un palillo de madera estéril cuya punta se sumergié por 3 s en
una suspensién de 1x10¢ conidios mL™" (Rodriguez-Gémez et
al., 2009). Se aseguré que el palillo tocara el fondo de las cajas
Petri (4 mm de profundidad). Se midié el crecimiento radial con
un Vernier cada 24 h. Las mediciones se detuvieron cuando al
menos una de las cepas le faltaba medio centimetro para llegar
al borde de la caja. Se calculé la pendiente por regresion lineal,
este valor se tomé6 como tasa de crecimiento radial (V), expresada
en mm d~! (Safavi e al,, 2007). La produccién de conidios se
midié al final del crecimiento radial. Se corté con un tubo de
ensayo (1 cm didmetro), tres fragmentos del hongo ya esporulado
entre el centro y el borde de la colonia de cada cepa (Kamp y
Bidochka, 2002). Se cosecharon los conidios usando Tween 80
al 0.05 % (v/v) en tubos Falcon de 15 ml. Se realizé el conteo
al microscopio con la cdmara de Neubauer, al final se reporté la
densidad como conidios producidos cm™. Se realizaron cinco
repeticiones (una caja fue una repeticién) por cepa para evaluar

ambas variables.
Cria de insectos y bioensayos

Se establecié una colonia de 7. molitor en cajas de pldstico
rectangulares para los diferentes estadios de desarrollo. Los insec-
tos se mantuvieron a temperatura ambiente, se les alimenté con
una mezcla de avena y salvado de trigo (1:1), ademds se colocé
un algodén himedo estéril en cada caja.

Para las pruebas de virulencia se emplearon grupos de 10
larvas, melanizadas de un solo color y un tamafio de 2 cm de
longitud, que fueron sumergidas en 30 mL de una suspensién
con conidios de B. bassiana (1x10% conidios mL™") o solucién
de Tween 80 al 0.05 % (v/v) (Testigo) por 15 s (Safavi ez al.,
2007). Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento. Una vez
que se infectaron los insectos, se agregd alimento estéril (avena/
salvado de trigo 1:1) en cada caja Petri. Las cajas se incuba-
ron a 28+1 °C con un fotoperiodo de 12:12 h en contenedores
de plastico transparente con papel filtro himedo. La mortalidad
se registr diariamente y los insectos muertos se colocaron en
cdmaras himedas para promover el crecimiento del hongo, con-
firmando que la muerte fue ocasionada por la infeccién de B.
bassiana. Al final del bioensayo se evalué el tiempo de inicio de
muerte (¢, d) (Gupta et al., 1994), el tiempo para alcanzar 50 %
de mortalidad (TL.

50°

d™") y la mortalidad médxima acumulada (M, %); que se calcula-

d), la velocidad especifica de muerte (4,

ron con el ajuste de los datos al siguiente modelo de decaimiento

exponencial:

Y = (100—=8)e 47004,
Y =100 %,

Sll’>l’0

si0=z¢=¢

for 3 s in a suspension of 1x10° conidia mL! (Rodriguez-Gémez
etal.,2009). It was assured that the toothpick touched the bottom
of the Petri dishes (4 mm depth). Radial growth was measured
every 24 h with a Vernier. The measurements were finished when
at least one of the strains was half a centimeter from the edge of
the dish. The slope was calculated by linear regression, this value
was taken as radial growth rate (V), expressed in mm d~" (Safavi
et al., 2007). The production of conidia was measured at the end
of the radial growth. A test tube (1 cm diameter) was used to
cut three fragments of the sporulated fungus between the center
and the edge of the colony of each strain (Kamp and Bidochka,
2002). The conidia were harvested using Tween 80 at 0.05 %
(v/v) in Falcon tubes of 15 ml. The microscope count was made
with the Neubauer camera, at the end density was reported as
conidia produced cm™2. Five replicates were carried out (one dish

was one replicate) per strain to evaluate both variables.
Insect breeding and bioassays

A colony of T. molitor was established in rectangular plastic
cases for the different stages of development. The insects were
maintained at room temperature, and were fed with a mixture
of oats and wheat bran (1:1), also a moistened sterile cotton was
placed in each case.

For the virulence tests groups of 10 larvae were used,
melanized of a single color and a size of 2 cm in length, which
were submerged in 30 mL of a suspension with conidia of B.
bassiana (1x10% conidia mL™") or Tween 80 solution at 0.05 %
(v/v) (Control) for 15 s (Safavi et al., 2007). Five replicates were
carried out per treatment. Once the insects had been infected,
sterile feed was added (oats/wheat bran 1:1) in each Petri dish.
The dishes were incubated at 28+1 °C with a photoperiod of
12:12 h in transparent plastic containers with moistened filter
paper. Mortality was registered daily and the dead insects were
placed in wet chambers to promote fungal growth, confirming
that death was caused by infection with B. bassiana. At the end
of the bioassay, evaluation was made of time of onset of death (to,
d) (Gupta et al.. 1994), the time for reaching 50 % of mortality
(LT,

maximum mortality (M %); which were calculated with the

D), specific rate of death (k, d™') and accumulated
fitting of the data to the following model of exponential decline:

Y = (100=S8)e #1048,
Y =100 %,

Slt>t0

si0=r=1y

where Y is the percentage of survival at time rand S is the level of
estimated asyntotic survival (%); Y = §, for # = oo (Rodriguez-
Goémez et al., 2009).

MONTESINOS-MATIAS ez al. 933



AGROCIENCIA, 16 de noviembre - 31 de diciembre, 2011

donde, Y es el porcentaje de sobrevivencia al tiempo 7y S el nivel
de sobrevivencia asintética estimada (%); Y = S, para z =

(Rodriguez-Gémez et al., 2009).
Produccién de conidios sobre cadaveres de 7. molitor (P)

En caddveres micosados, con 12 d de haber sido infectados
con el hongo, se midié la produccién de conidios. Se selecciona-
ron al azar cuatro caddveres de 7. monitor, se llevaron a un volu-
men de 10 mL de Tween 80 al 0.05 % y se agité por 5 min con
una barra magnética (Tefera y Pringle, 2003). En esta suspensién
se realizé el conteo en cdmara de Neubauer y se reporté el prome-
dio (conidios producidos larva™) y la desviacion estdndar (SD)

de estas observaciones.
Anilisis de datos

Los resultados se expresaron como valores promedios + SD.
Con los datos se hizo un andlisis de varianza (ANDEVA) y una
prueba de Tukey (p=<0.05) para las medias. Para determinar la
correlacién de las variables se usé una andlisis de correlacién sim-
ple (Pearson) y un método de estadistica multivariable de An4li-
sis de Componentes Principales (ACP), en el cual se transforman
las variables originales (conjunto de variables) en componentes
principales (variables sintéticas) que son funciones lineales de
las primeras (Ramette, 2007). El primer CP (CP1) representa la
mayor porcién de variabilidad de los datos y sucesivamente los
componentes restantes (CP2, CP3, etc.), la mayor porciéon de

variabilidad remanente. El programa para analizar los datos fue

el SPSS version 13 (SPSS Inc., Chicago, IL).
REsULTADOS Y DISCUSION
Identificacién molecular

La cepa silvestre (88) fue proporcionada por el La-
boratorio de Patologia de Insectos del Instituto de Fi-
tosanidad del Colegio de Postgraduados, Montecillo,
México. Esta cepa fue aislada originalmente del in-
secto Hypothenemus hampei en una finca de café ubi-
cada en el sureste del estado de Oaxaca. Se planteé su
identificacién molecular a nivel de especie, debido a
que sélo habia sido caracterizada a nivel morfolégico.
El producto de amplificacién de ITS fue de 596 pb.
Después se realizé la comparacién de las secuencias
homologas de la base de datos BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) y se obtuvo un porcentaje de similitud
de més del 99 % con Cordyceps bassiana y B. bassiana
(ntimero de acceso GenBank es HM189220). Con
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Production of conidia over cadavers of 7. molitor (P)

In mycosed cadavers, to those with 12 d of having been
infected with the fungus, conidia production was measured.
Four cadavers of 7 monitor were randomly selected, taken to
a volume of 10 mL of Tween 80 at 0.05 % and agitated for
5 min with a magnetic rod (Tefera and Pringle, 2003). In this
suspension, the count in Neubauer camera was made and the
average was reported (conidia produced larva™) along with the

standard deviation (SD) of these observations.
Data analysis

The results were expressed as average values = SD. An
analysis of variance was made (ANDEVA) along with a Tukey
test (p=0.05) for the means. To determine the correlation of
the variables, an analysis of simple correlation (Pearson) was
used, as well as a method of multivariable statistics of Principal
Components Analysis (PCA), in which the original variables
(set of variables) are transformed into principal components
(synthetic variables) which are linear functions of the first
(Ramette, 2007). The first CP (CP1) represents the largest
portion of the variability of the data and successively the
remaining components (CP2, CP3, etc., the highest portion of
variability remaining. The program for analyzing the data was

the SPSS version 13 (SPSS Inc., Chicago, IL).
RESULTS AND DIscussiION
Molecular identification

The wild strain (88) was provided by the
Laboratorio de Patologia de Insectos of the Instituto
de Fitosanidad of the Colegio de Postgraduados,
Montecillo, México. This strain was originally
isolated from the insect Hypothenemus hampei in a
coffee plantation located in the southwestern portion
of the state of Oaxaca. Its molecular identification
was stated at the species level, as it had only been
characterized at the morphological level. The product
of amplification of ITS was of 596 pb. Later, the
comparison of the homologous sequences was made
from the data base BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (http://blast,ncbi.nlm,nih.gov/Blast.
cgi) and a percentage of similarity of more than 99 %
was obtained with Cordyceps bassiana and B. bassiana
(GenBank access number is HM189220). Based on
this comparison, the strains of study were considered

as B. bassiana, which is the asexual stage of Cordyceps
bassiana (Cho et al., 2006).
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base en esta comparacién, se considerd a las cepas de
estudio como B. bassiana, que es la fase asexual de

Cordyceps bassiana (Cho et al., 2006).

Caracterizacién fenotipica de cepas
de B. bassiana

Las caracteristicas fisiolégicas evaluadas de la cepa
silvestre y las mutantes se resumen en el Cuadro 1.
Estos fenotipos evaluados se reconocen como fac-
tores de virulencia en B. bassiana (Feng y Johnson,
1990; Posada y Vega, 2005; Safavi ez al., 2007). De
acuerdo con el protocolo de mutagénesis utilizado
por Robledo-Monterrubio ez al. (2009), se seleccio-
naron s6lo aquellas mutantes que no perdieron signi-
ficativamente la capacidad de esporulacién, secrecién
de enzimas hidroliticas y con una tasa de crecimiento
igual o mayor a la cepa silvestre. Como se observa en
el Cuadro 1, las mutantes mostraron fenotipos diver-
sos en las variables medidas derivadas de la estrategia
de seleccion.

La germinacién mostré diferencias estadisti-
camente significativas (p=<0.05) entre cepas. Esta
variable se incrementé sélo en la cepa 881.2 (98.4
%), mientras que las cepas 882.2 (85.10+3.8 %),
885.5 (88.8+4.6 %) y 887.5 (89.1%2.7 %) mostra-
ron un porcentaje de germinacion similar a la cepa
silvestre (90.2 %). Las mutantes 882.5 (78.80%+2.4
%) y 884.5 (57.34%4.1 %) mostraron los valo-
res menores. Es importante sehalar que el método
de mutacién fue al azar como ya se menciond, por
lo cual se esperaria una variacién en estas variables
medidas (Cuadro 1). La germinacién en hongos
entomopatégenos comunmente se evalda a las 24 h

Phenotype characterization of strains
of B. bassiana

The physiological characteristics evaluated in the
wild strain and the mutants are summed in Table 1.
These evaluated phenotypes are recognized as factors
of virulence in B. bassiana (Feng and Johnson,
1990; Posada and Vega, 2005; Safavi ez al., 2007).
According to the protocol of mutagenesis used by
Robledo-Monterrubio ez al. (2009), selected mutants
did not significantly lose capacity of sporulation
nor secretion of hydrolytic enzymes, and showed a
growth rate equal to or greater than the wild strain.
As shown in Table 1, the mutants presented diverse
phenotypes in the measured variables derived from
the selection strategy.

Germination showed statistically = significant
differences (p=<0.05) among strains. This variable
increased only in strain 881.2 (98.4 %), while the
strains 882.2 (85.10%3.8 %), 885.5 (88.8+4.6 %)
and 887.5 (89.1%2.7 5) showed a percentage of
germination similar to the wild strain (90.2 %). The
mutants 882.5 and 884.5 presented the lowest values
78.80%2.4 % and 57.34%4.1 %. It is important to
point out that the mutation method was at random
as was previously mentioned, thus a variation would
be expected in these measured variables (Table
1). Germination in entomopathogenic fungi is
commonly evaluated at 24 h (Goettel and Inglis,
1997), but Posada and Vega (2005) recommend
evaluating germination from 12 to 72 h, because
this variable is affected by the culture medium
used during the test, as well as by the physiological
characteristics of the inoculum. The evaluation in

Cuadro 1. Resumen de las variables fenotipicas de Beauveria bassiana y mutantes resistentes a 2-desoxi-D-glucosa’®.
Table 1. Summary of the phenotypic variables of Beauveria bassiana and mutants resistant to 2-deoxy-D-glucose®.

Cepa G (%) V. (mmd™) p (conidiosx10” cm™?) ® (conidiosx107 larva™!)
88 90.2 % 3.1cd 1.98 = 0.06a 15.35 = 2.03ab 3.13 = 0.62a
881.2 98.40 £ 4.7 d 243 £ 0.03¢ 75.6 x 550 244 £ 037 a
882.2 85.10 = 3.8 bc 2.31 £ 0.05cd 427 = 0.63a 12.75 = 2.38b
882.5 78.80 £ 2.4b 2.23 £ 0.01bc 347 * 4.71c 2654 = 591 c¢
884.5 5734 * 4.1a 2.14 £ 0.02b 16.44 = 1.83b 6.19 £ 2.00ab
885.5 88.8 * 4.6 bcd 2.38 £ 0.02de 223 *= 1.75b 1.75 = 0.27 a
887.5 89.1 = 2.7 bcd 2.40 £ 0.05de 60.58 = 7.49d 433 = 0.75a

’G: germinacion; V: tasa de crecimiento radial; p: densidad superficial de conidios; ®: densidad conidios por insecto. Las letras distin-
guen los grupos con diferencias significativas en cada columna (p=<0.05) < *G: germination; V; radial growth rate; p: superficial density
of conidia; ®: density of conidia per insect. The letters distinguish the groups with significant differences in each column (p=<0.05).
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(Goettel e Inglis, 1997), pero Posada y Vega (2005)
recomiendan evaluar la germinacién de 12 a 72 h
porque esta variable se afecta por el medio de cul-
tivo usado durante la prueba, asi como también de
las caracteristicas fisioldgicas del inéculo. La evalua-
cién en este lapso de tiempo permite tener una mejor
idea del potencial del patégeno para las pruebas de
virulencia posterior (Posada y Vega, 2005). Al selec-
cionar aislados con una rdpida germinacién aumenta
la probabilidad de éxito en campo; en contraste, los
aislados con una lenta germinacién son mds sensibles
a las variaciones ambientales. La velocidad de germi-
nacién es una de las determinantes de virulencia mds
reportada (Shah ez al., 2005).

La V_ también mostré diferencias estadisticas sig-
nificativas (p=<0.05) entre las cepas evaluadas, con
un intervalo de 1.98 mm d~! (88) a 2.43 mm d!
(881.2) (Cuadro 1). Todas las mutantes seleccionadas
mostraron un crecimiento radial superior a la cepa
silvestre, aun cuando los valores obtenidos en el pre-
sente estudio son inferiores a lo reportado por Safavi
et al. (2007). Es importante considerar que la tasa
de crecimiento radial es una variable que depende de
diversos factores, por ejemplo, el tipo de cepa utiliza-
da, la naturaleza del sustrato donde crece el hongo, la
relacién C/N del sustrato usado, entre otros factores
( Shah ez al., 2005; Safavi et al., 2007). La tasa de cre-
cimiento radial es un indicativo de la capacidad del
hongo para invadir los sustratos donde crece, pero
también se relaciona con su capacidad para crecer so-
bre la cuticula, como estrategia competitiva contra
otros microorganismos durante el ciclo saprobio, lo
que acelera la infeccién del hospedero (Varela y Mo-
rales, 1996).

La densidad superficial de conidios de B. bassiana
de igual manera mostré diferencias estadisticas signi-
ficativas entre cepas (p<0.05) (Cuadro 1). La mutan-
te 881.2 (75.6%5.5x107 conidios cm™2) alcanzé la
mayor produccién de conidios, mientras que la cepa
silvestre (15.35%2.03x107 conidios cm™) y la cepa
882.2 (4.27%0.63x107 conidios cm™2) mostraron
entre 80 % y 94 % menor produccién, en compa-
racién a la cepa 881.2. El proceso de mutagénesis en
B. bassiana atecté de manera distinta las variables fi-
sioldgicas analizadas. Considerando la produccién de
conidios cm™* para la cepa 881.2, con un tiempo de
cosecha de 10 d de cultivo, ésta fue 78 veces superior
a lo reportado por Kamp y Bidochka (2002), utili-
zando medio SDA al 4 % y un tiempo de incubacién
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this time lapse makes it possible to have a better idea
of the potential of the pathogen for later virulence
tests (Posada and Vega, 2005). By selecting isolates
with rapid germination, there is greater likelihood of
success in the field; in contrast, the isolates with slow
germination are more sensitive to environmental
variations. Germination speed is one of the most
frequently reported determinants of virulence (Sha
et al., 2005).

The V  also showed statistically significant
differences (p=<0.05) among the strains evaluated,
with an interval of 1.98 mm d~! (88) to 2.43 mm
d~'(881.2) (Table 1). All of the mutants selected
showed a radial growth superior to the wild strain,
even when the values obtained in the present study
are lower than those reported by Safavi ez /. (2007);
it is important to consider that radial growth rate
is a variable that depends on diverse factors, for
example, the type of strain used, the nature of the
substrate where the fungus grows, the C/N ratio of
the substrate used, among other factors (Shah ez 4/,
2005; Safavi et al., 2007). Radial growth rate is an
indicator of the capacity of the fungus to invade the
substrate where it grows, but it is also related with
its capacity to grow over the cuticle, as a competitive
strategy against other microorganisms during the
saprobes cycle, which accelerates the infection of the
host (Varela and Morales, 1996).

The superficial density of conidia of B. bassiana
also showed statistically significant differences
among strains (p<0.05) (Table 1). The mutant
881.2 reached the highest production of conidia
(75.6%£5.5x107 conidia cm™2), while the wild strain
(15.35%2.03x107 conidia cm™2) and the strain 882.2
(4.27%+0.63x107 conidia cm™2) showed between 80 %
and 94 % lower production, compared with strain
881.2. The process of mutagenesis in B. bassiana
affected differently the physiological variables
analyzed. Considering the production of conidia
cm™? for the strain 881.2, with a harvest time of 10 d
of culture, this was 78 times higher than that reported
by Kamp and Bidochka (2002), using SDA medium
at 4 % and incubation time of 15 d. The conidia
are the infective units of the entomopathogenic fungi
and the study of their production is essential during
the commercial or laboratory practices.

The determination of the amount of conidia of B.
bassiana produced in the dead insects of 7. molitor was
carried out 12 d of postmortem incubation (Table 1)
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de 15 d. Los conidios son las unidades infectivas de
los HE y el estudio de su produccién es esencial du-
rante las practicas comerciales o de laboratorio.

La determinacién de la cantidad de conidios de
B. bassiana producidos en los insectos muertos de 7
molitor se realizd a los 12 d de incubacién postmuerte
(Cuadro 1) para asegurar que el hongo completara
su ciclo de vida saprobio (Posada y Vega, 2005). Esta
variable mostré diferencias estadisticas significativas
(p=0.05) con valores de 1.75x107 (885.5) a 26.54
x107 (882.5) conidios por larva. De manera especi-
fica, la cepa 882.5 tuvo una produccién de mds de
ocho veces superior a la cepa 88. La capacidad de
esporulacién del hongo sobre su hospedero es fun-
damental para diseminar la enfermedad en condi-
ciones de campo, pues permite reinfecciones a partir
de insectos muertos. Ademds, al pasar por el insecto,
se mantiene la virulencia del HE. Esta capacidad de
esporulacién iz vivo también se considera como cri-
terio durante la seleccién de aislados mds virulentos

(Posada y Vega, 2005; Pava-Ripoll ez al., 2008).
Bioensayos de virulencia en larvas de T. molitor

El Cuadro 2 muestra los pardmetros de virulen-
cia obtenidos para las cepas de B. bassiana evalua-
dos, utilizando larvas de 7 molitor como hospedero.
El TL,| mostré diferencias estadisticas significativas
entre cepas (p<0.05). Las mutantes 882.5 y 881.2
tuvieron el TLSO menor, 5.6+£0.34 d y 5.72+0.41 d.
En contraste, la cepa 884.5 no alcanzé el 50 % de
mortalidad aun después de los 12 d postinfeccion.
Estos valores de TL, | obtenidos para la cepa silvestre

to insure that the fungus completed its saprobe life
cycle (Posada and Vega, 2005). This variable showed
significant statistical differences (p=<0.05) with values
of 1.75x107 (885.5) to 26.54x107 (882.5) conidia
per larva. Specifically, strain 882.5 had a production
more than eight times higher than strain 88. The
sporulation capacity of the fungus over its host is
fundamental for disseminating the disease under
field conditions, as it permits reinfections from dead
insects. Furthermore, by passing through the insect,
the virulence of the EF is maintained. This iz vivo
sporulation capacity is also considered as criteria
during the selection of more virulent isolates (Posada

and Vega, 2005; Pava-Ripoll ez 4/., 2008).
Bioassays of virulence in larvae of T. molitor

Table 2 shows the parameters of virulence obtained
for the strains of B. bassiana evaluated, using larvae
of T molitor as host. The LT showed statistically
significant  differences among strains (p=<0.05).
The mutants 882.5 and 881.2 had the lowest LTso’
5.6*+0.34 d and 5.72%+0.41 d. In contrast, strain
884.5 did not reach 50 % mortality even after the
12 d postinfection. These values of LT obtained for
the wild strain and mutant 882.5 are similar to what
was reported by Rodriguez-Gémez ez al. (2009). In
this sense, Safavi ez al. (2007) show values of LT
between 3.05 and 8.86 d for B. bassiana using
larvae of 7. molitor as host. However these authors
varied some conditions; for example, the immersion
time of the insects in the conidia suspension was
double (30s), and also the insects were maintained

Cuadro 2. Pardmetros de virulencia de las cepas de Beauveria bassiana contra larvas de Tenebrio molitor®.
Table 2. Parameters of virulence of the strains of Beauveria bassiana against larvae of Tenebrio molitor®.

Cepa TL,(d) 1, (d) k() M (%))

88 6.75% 0.25b 5.34 + 0.22b 0.66 + 0.06 ab 65.84 = 5.15b
881.2 572+ 0.41a 436 * 0.63 a 0.87 = 0.15b 96.93 = 3.5d
882.2 6.15 % 0.54ab 4.82 * 0.45ab 0.6 * 0.16ab 86.52 + 3.8¢
882.5 5.6 * 034a 472 + 024ab 0.74 = 0.1 ab 97.84 = 4.1d
884.5 ND 7.06 £ 0.92¢ 0.61 * 0.15ab 44.45 = 6a

885.5 7.04% 052b 4.97 * 0.08ab 0.9 =013 b 60.74 + 2.8b
887.5 6.34% 039 ab 457 * 0.14ab 0.53 * 0.16a 80.5 * 44c

STL, : tiempo letal 50 (d); #,: tiempo de inicio de muerte de los insectos; 4: velocidad especifica de muerte (d™'); M: mortalidad mdxima
(%) alcanzada a los 12 d. Las letras distinguen los grupos que resultaron de la prueba de medias en cada columna (p=<0.05). LT ; lethal
time 50 (d); #,: time of onset of death of the insects; 4: specific rate of death (d~'); M. maximum mortality (%) reached at 12 d. Letters
distinguish the groups that resulted from the means test in each column (p=<0.05).
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y 882.5 son similares a lo reportado por Rodriguez-
Gbmez et al. (2009). En este sentido, Safavi et al.
(2007) muestran valores de TL, entre 3.05 y 8.86 d
para B. bassiana utilizando larvas de 7. molitor como
hospedero. Sin embargo, estos autores variaron algu-
nas condiciones, por ejemplo, el tiempo de inmer-
sién de los insectos en la suspensién de conidios fue
el doble (30 s), y ademds los insectos se mantuvieron
sin alimento durante el bioensayo. Segtin Siva-Jonhy
y Thomson (2002), la privacién nutricional tiene im-
plicaciones en la modulacién del sistema inmune en
1. molitor, haciéndolos mds susceptible a la infeccién
por B. bassiana, lo que repercute en la interpretacién
o comparacién de variables de virulencia.

Con el propésito de mejorar la virulencia de algu-
nos HE se ha recurrido a la incorporacién de genes
de enzimas hidroliticas que participan en el proceso
de infeccién. Por ejemplo, la expresién constitutiva
de la proteasa Pr1A en Metarhizium anisopliae (Met-
schn.) Sorokin resulté en una disminucién de 25 %
en el TL, sobre larvas de Manduca sexta (St Leger et
al., 1996). Del mismo modo, con la sobreexpresién
de un gen de quitinasa (Bb c/irl-Bm Ch BD) en ce-
pas de B. bassiana se logré reducir el TL, hasta en
23 % (Fan ez al., 2007). Fang ez al. (2009) reportan
que la sobreexpresién en forma combinada de estos
genes (Bbchitl y cdepl) en B. bassiana 0062, lograron
reducir el TL50 en 24.9 %. En el presente estudio,
mediante otra estrategia de mejoramiento (genética
cldsica), el TL, disminuyé en 16 % y 17 % para las
mutantes 881.2 y 882.5, en comparacién a la cepa
silvestre (Cuadro 2). Ademds, el porcentaje de mor-
talidad médxima acumulada (M) de las cepas analiza-
das aument6 en 47 % y 49 % para las cepas 881.2
(96.93%3.5 %) y 882.5 (97.84*4.1 %) en compa-
racién con la silvestre (65.84%5.15 %). Es impor-
tante mencionar que en México no estd permitido la
liberacién de organismos transgénicos (Reglamento
de la Ley de Bioseguridad, 2008); sin embargo, las
cepas mejoradas por radiacién uv no tienen esta li-
mitante.

En relacién a la variable t los valores obtenidos
muestran una estrecha relacién con el TL50 (r= 0.967;
p=0.05). Las cepas mds infectivas requieren un tiem-
po menor para iniciar la muerte de los insectos (Cua-
dro 2, Figura 2). Este fenémeno (etapa temprana de
infeccién) se explica en parte por la modificacién de
las variables de crecimiento, asi como por la altera-
cién en la secrecién de enzimas para hidrolizar la cu-
ticula de 7. molitor (Montesinos-Matias et al., 2011).
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without food during the bioassay. According to Siva-
Jonhy and Thompson (2002), nutritional privation
has implications in the modulation of the immune
system in 1. molitor, making them more susceptible to
infection by B. bassiana, which has repercussions in the
interpretation or comparison of variables of virulence.

With the purpose of improving virulence of
some entomopathogenic fungi, genes of hydrolytic
enzymes have been overexpressed, since those
enzymes participate in the infection process. For
example, the constitutive expression of the protease
Prl1A in Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin
resulted in a decrease of 25 % in the LT, over larvae
of Manduca sexta (St Leger et al., 1996). Similarly,
with the overexpression of chitinase genes (Bbchirl-
BmC/BD) in strains of B. bassiana, it was possible to
reduce LT, by as much as 23 % (Fan et 4/., 2007).
Fang et al. (2009) report that with the combined
overexpression of these genes (Bbchit] and cdepl)
in B. bassiana 0062, LT50 reduced by 24.9 %. In the
present study, by means of another improvement
strategy (classical genetics), LT, decreased by 16
% and 17 % for the mutants 881.2 and 882.5,
compared to the wild strain (Table 2). Furthermore,
the accumulated maximum mortality percentage
(M) of the strains analyzed increased by 47 % and
49 % for strains 881.2 (96.93%3.5%) and 882.5
(97.84%x4.1 %), compared with the wild strain
(65.84%5.15 %). It is important to mention that
in México the release of transgenic organisms is not
permitted (Reglamento de la Ley de Bioseguridad,
2008); however, the strains improved by uv radiation
do not have this limitation.

With respect to the variable £, the values obtained
show a close relationship with LT50 (r=0.967;
p=<0.05). The most infective strains require less time
to initiate the death of the insects (Table 2, Figures
2). This phenomenon (early stage of infection) is
explained partially by the modification of the growth
variables, as well as the alteration in the secretion
of enzymes for hydrolyzing the cuticle of 7. molitor
(Montesinos-Matias et al., 2011). In the case of the
specific rate of death (k), the estimated values showed
significant differences (p<0.05) (Table 2).

Analysis of correlation of variables of
growth and virulence

Figure 1 shows the simple correlation (Pearson)
of each pair of variables evaluated, making emphasis
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En el caso de la velocidad especifica de muerte (£), los
valores estimados mostraron diferencias estadistica-
mente significativas (p=<0.05) (Cuadro 2).

Anilisis de correlacién de variables de
crecimiento y virulencia

La Figura 1 muestra la correlacién simple (Pear-
son) de cada par de variable evaluada, haciendo én-
fasis en fenotipos de crecimiento y variables de viru-
lencia. Al considera los fenotipos evaluados previos
al bioensayo, el porcentaje de germinacién (G) tuvo
la mejor correlacién con las variables de virulencia 7,
(r=-0.879: p=<0.05), TL,, (~=-0.869; p<0.05) y M
(=0.589; p=0.1).

Posteriormente, para englobar todas las varia-
bles evaluadas en un andlisis de correlacién se usé el
método ACP. El anilisis indicé que 84.24 % de la
variabilidad se puede explicar por tres componentes:
CP1 (53.92 %), CP2 (19.22 %) y CP3 (11.08 %). El
diagrama generado mediante ACP (Figura 2) mues-
tra a los grupos de variables que denotan correlacién
positiva entre ellas, por ejemplo, 4, p, VyG; oen-
tre el TL, y #,. La velocidad especifica de muerte (£)
mostré una fuerte correlacién con las variables de
crecimiento V, G y p, evaluadas previo al bioensayo
de virulencia.

La Figura 2 muestra la distribucién de cada cepa
(@) en el plano cartesiano y la variable que mejor
la caracteriza, por ejemplo, la cepa 881.2 sobresa-
le en los pardmetros 4, p, V. y G. Con base en esta
herramienta de anilisis, las mutantes 881.2 y 882.5
resistentes a 2DG son promisorias como agentes de
control biolégico, debido a que muestran caracteris-
ticas mejoradas en variables de crecimiento y de viru-
lencia (Figura 2). El ACP se ha empleado en ecologia
microbiana como herramienta de andlisis a diversos
conjuntos de datos de fenotipos y genotipos, y es uno
de los andlisis exploratorios mds usados (Ramette,
2007).

Esta correlacién positiva, entre algunos fenotipos
de crecimiento y la mayor virulencia en HE, coincide
con algunos reportes previos (Varela y Morales, 1996;
Altre et al., 1999; Safavi ez al., 2007). Sin embargo,
en este estudio se usé como primer criterio la resis-
tencia a 2DG para la seleccién de mutantes, puesto
que en otros hongos filamentosos ya se ha descrito
que la resistencia a 2DG se asocia con la desrepresién
de enzimas hidroliticas, alteracién de los patrones de
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Figura 1. Resultados del anlisis de correlacion de Pearson de
cada par de variables evaluadas.

Figure 1. Results of analysis of Pearson correlation of each
pair of variables evaluated.
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Figura 2. Andlisis de componentes principales (CP1 »s CP2;
73.15 % de varianza explicada acumulada) de las
variables de crecimiento y virulencia evaluadas en
cepas de Beauveria bassiana.

Figure 2. Analysis of principal components (CP1 »s CP2;
73.15 % of accumulated variance explained) of
the variables of growth and virulence evaluated in
strains of Beauveria bassiana.

on growth phenotypes and variables of virulence.
When considering the phenotypes evaluated prior to
the bioassay, the percentage of germination (G) had
the best correlation with the variables of virulence 7,
(r=-0.879: p=0.05), LT, (=-0.869; p=<0.05) and
M (7=0.589; p=0.1).
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esporulacién y crecimiento radial, y de algunos me-
tabolitos de interés industrial (Minjares-Carranco e#
al., 1997). Los mecanismos de resistencia a 2DG se
relacionan con la sobreexpresién de enzimas quina-
sas y fosforilasas, que a su vez participan en diversas
rutas de transduccién de senales (Randez-Gil ez 4/,
1995). Beauveria bassiana es el inico HE en el que se
ha probado esta estrategia de mejoramiento de cepas
(Robledo-Monterrubio ez /., 2009).

Los factores de virulencia individuales se han des-
crito para diversos HE; sin embargo, como sucede
con otros hongos, B. bassiana emplea multiples me-
canismos de accién durante el proceso de infeccién
en su hospedero, muchos de los cuales no estdn aun
dilucidados, en particular a nivel molecular (Cho ez
al., 2006). Esta es la primera vez que se sigue esta
estrategia, andlisis de fenotipos propuestos, como he-
rramienta para analizar y seleccionar mutantes supe-
riores en pardmetros como la rapidez en que muere el
insecto, lo que las hace candidatas para utilizarse en
programas de control biolégico.

CONCLUSIONES

Después del andlisis de fenotipos propuestos, el
uso de la resistencia a 2DG como criterio de selec-
cién de mutantes permitié identificar a las mutantes
881.2 y 882.5 como las mds agresivas. Las variables
de crecimiento G y V. se correlacionaron mejor con
los parimetros de virulencia #, TL, y M. La afir-
macién previa fue corroborada mediante un ACP y
coeficientes de regresion simple. Este trabajo contri-
buye con un método de andlisis y seleccién de cepas
mejoradas, aplicable a HE, basado en caracteristicas
fisiolégicas y de virulencia. Lo anterior tiene impac-
to en programas de control bioldgico, con énfasis en
un uso mds eficiente del tiempo, trabajo y recursos

disponibles.
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