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RESUMEN

Se conocen mas de 20 especies de hongos entomopatogenos
capaces de infectar a la mosquita blanca Bemisia tabaci. En
el presente trabajo se evalud el potencial microbioldgico del
hongo 1. fumosorosea en el control de B. tabaci. La aplicacion
del hongo se realizo en cinco ocasiones con intervalos de siete
dias, a una concentracion de 5x10° conidias/g. La mortalidad
de huevos, ninfas de primero, segundo y tercer instar, pupas
v adultos fueron contabilizados. Los estados ninfales, el huevo
y pupa fueron altamente susceptibles al efecto micoinsecticida
del hongo; lo que no ocurrio con el estado adulto. Los ins-
tares muertos del estado ninfal mostraron una tendencia cre-
ciente en el periodo de estudio, alcanzando una mortalidad de

~70% en la ultima aplicacion, mientras que la de los adultos
fue <30%. El andlisis de regresion mostro alta correlacion
(R’>0,90; P<0,05) entre el nimero individuos muertos de los
estados ninfales y huevo con relacion a la variable climatica
humedad ambiental, lo que sugiere que la mortalidad de am-
bos estados es altamente dependiente de los incremento de hu-
medad. Esta alta correlacion no se presento para los estados
pupa y adulto. Los resultados indican que 1. fumosorosea tiene
el potencial de ser un agente microbiologico para el control
de la mosquita blanca en el cultivo de frijol, en los estados de
ninfa, huevo y pupa; sin embargo, no tiene accion micoinsecti-
cida sobre los adultos.

Introduccion

Los hongos entomopatdgenos
son importantes agentes en el
control natural de insectos, que
pueden ser utilizados con fun-
gicidas en el manejo integrado
de plagas (D’Alessandro et al.,
2011). Beauveria bassiana, B.
brongniartii y Metarhizium
anisopliae son los hongos ma-
yormente estudiados y utiliza-
dos ampliamente en el combate
de insectos plaga. Sin embargo,
durante los ultimos aflos se ha
incrementado el interés en el
hongo Isaria fumosorosea (an-
tes conocido como Paecilomy-
ces fumosoroseus;, Luangsa-Ard

et al., 2005) porque ha mostra-
do gran potencial como agente
microbiolégico para el control
de insectos plaga pertenecientes
a diferentes Ordenes, ademas
de que ha sido inofensivo con-
tra organismos benéficos y, es-
pecialmente, por el interés en
utilizarlo para el control de
mosquita blanca (Zimmermann,
2008; Avery et al., 2010; Hun-
ter, 2011) solo o en combina-
cion con parasitoides (Avery et
al., 2008).

La mosquita blanca Bemisia
tabaci (Hemiptera: Aleyrodi-
dae) es una plaga distribuida
mundialmente y de gran im-
portancia debido a los dafios

que causa al alimentarse del
tejido vegetal y a la transmi-
sion de virus fitopatdogenos
que ocasiona en los mas de
600 cultivos que son sus hos-
pederos (De Barro et al.,
2011; Hong y Jeong, 2011). La
capacidad de desarrollar resis-
tencia a diferentes insecticidas
sintéticos y la necesidad de
mejorar el cuidado del am-
biente han incrementado el
interés de estudiar alternativas
bioldgicas para el control de
esta plaga, incluyendo la utili-
zacion de hongos (Vazquez-
Moreno, 2002).

La temperatura, la humedad
relativa y la radiacion solar

son los factores abidticos
medioambientales mas impor-
tantes que afectan la germina-
cion, el crecimiento vegetativo
y la viabilidad de los hongos
entomopatogenos (Vidal y
Fargues, 2007). Con relacion
a estos factores abidticos, se
han encontrado resultados
contrastantes en estudios de
la virulencia de los hongos
bajo diferentes condiciones
ambientales, entre cllas la hu-
medad. Se ha mencionado que
el éxito logrado en el control
de mosquita blanca mediante
la aplicacion de hongos ento-
mopatogenos puede no alcan-
zarse cuando las condiciones
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SUMMARY

There are more than 20 known species of entomopathogenic
fungi capable of infecting the whitefly Bemisia tabaci. This pa-
per shows the results of the assessment of microbiological po-
tential of 1. fumosorosea on the control of B. tabaci. Five ap-
plication of the fungus were made at seven day intervals, at a
rate of 5x10° conidia/g. The susceptibilities of eggs, nymphs of
first, second and third instar, pupae and adults were evaluated.
The nymphal, egg, and pupa stages were highly susceptible to
the mycoinsecticide effect; however, the pathogenicity was very
low in adults. The number of dead nymphs showed an increas-
ing trend during the assessment, reaching a mortality of ~70%

in the last application, while it was <30% in adults. Regres-
sion analysis revealed a high correlation (R*>0.90, P<0.05)
between dead individuals of the nymphal and egg stages in
relation to the climatic variable environmental humidity, sug-
gesting that the mortality of both states is highly dependent on
the increase in humidity;, although this high correlation was
not observed on the pupa and adult stages. The results indi-
cate that 1. fumosorosea has the potential for microbial con-
trol of whitefly infestation of beans crops in the eggs, pupae,
and nymphal stage, contrasting with the adults, which showed
a very low susceptibility.

ESTUDO DO FUNGO ENTOMOPATOGENICO Isaria fumosorosea COMO CONTROLE MICROBIOLOGICO DA

MOSCA BRANCA Bemisia tabaci

Antonio Flores Macias, Micaela Pucheta Diaz, Miguel Angel Ramos-Lopez, Silvia Rodriguez Navarro, Guadalupe Ramos Espinosa

e Daniel Juarez Ruiz

RESUMO

Conhecem-se mais de 20 espécies de fungos entomopatogé-
nicos capazes de infectar a mosca branca Bemisia tabaci. No
presente trabalho se avaliou o potencial microbiologico do
fungo 1. fumosorosea no controle de B. tabaci. A aplicagdo
do fungo se realizou em cinco ocasioes com intervalos de sete
dias, em concentragdo de 5x10° conidios/g. A mortalidade de
ovos, ninfas de primeiro, segundo e terceiro instar, pupas e
adultos foram contabilizados. Os estdgios ninfais, o ovo e pupa
foram altamente susceptiveis ao efeito micoinseticida do fungo;
0 que ndo ocorreu com o estagio adulto. Os instares mortos
do estagio ninfal mostraram uma tendéncia crescente no perio-
do de estudo, alcancando uma mortalidade de ~70% na ultima

aplicagdo, enquanto que a dos adultos foi <30%. A andlise de
regressdo mostrou alta correlagdo (R?>0,90;, P<0,05) entre o
numero individuos mortos dos estagios ninfais e ovo em rela-
¢do a variavel climdtica de umidade ambiental, o que sugere
que a mortalidade de ambos os estagios é altamente depen-
dente do incremento de umidade. Esta alta correla¢do ndo se
apresentou para os estdagios pupa e adulto. Os resultados in-
dicam que I. fumosorosea tém o potencial de ser um agente
microbiologico para o controle da mosca branca no cultivo de
feijdo, nos estagios de ninfa, ovo e pupa; no entanto, ndo tem
agdo micoinseticida sobre os adultos.

climaticas no son favorables
(Wraight et al., 2000). Por
ello, resulta necesario investi-
gar el comportamiento de los
hongos utilizando diferentes
protocolos de investigacion y
en diferentes condiciones am-
bientales. El objetivo de este
estudio fue evaluar bajo con-
diciones de invernadero la
susceptibilidad de Bemicia
tabaci al micoinsecticida Isa-
ria fumosorosea, y en espe-
cial identificar su eficacia in-
secticida en los diferentes es-
tados poblacionales y su rela-
cion con variables climaticas.

Métodos

La evaluacion del potencial
del hongo entomopatogeno 1.
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fumosorosea para el control
de B. tabaci fue realizada
bajo condiciones de inverna-
dero, donde se sembraron
semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris L., cv. Flor de
Mayo). Los tratamientos eva-
luados consistieron en la
aplicacién del hongo y un
control (agua). El producto
utilizado (de nombre comer-
cial ‘Pae-Sin’) fue proporcio-
nado por la empresa Agro-
biolégicos del Noroeste S.A.
de Culiacan, Sinaloa, México
y depositado en el Centro de
Investigaciones y Estudios
Avanzados del Instituto Poli-
técnico Nacional, México,
para su conservacion. Los
tratamientos fueron distribui-
dos en un diseflo completa-

mente al azar con cuatro re-
peticiones. Cada unidad ex-
perimental consistié en una
maceta donde se establecie-
ron las plantas de frijol y se
dejaron desarrollar hasta con-
tar con dos hojas verdaderas,
para posteriormente colocarse
en un area aislada con una
malla de poro fino (tela de
organza). Para lograr su in-
festacion, dentro del area se
colocaron hojas conteniendo
diferentes estados de mosqui-
ta blanca previamente identi-
ficada como B. tabaci. Una
vez que las plantas contaron
con una poblacion de al me-
nos 10 pupas, los demas esta-
dos fueron eliminados de las
plantas, y posteriormente se
procedid a realizar la aplica-

cion de los tratamientos. Se
corrobor6 que la concentra-
cioén de ingrediente activo del
hongo fuera de 5x10° coni-
dias viables por gramo, de
acuerdo a lo indicado por el
fabricante. El conteo de las
conidias se realizd en una
camara de Neubauer, utili-
zando un microscopio de
contraste de fases. La viabili-
dad de las conidias fue de-
terminada mediante siembra
del hongo en cajas de Petri
conteniendo agar incubadas
durante 24h a 26°C. Las co-
nidias fueron consideradas
como viables una vez que
emitieron el tubo germinal.
Cuando fue necesario, se
procedié a realizar un ajuste
(Garcia et al., 1999) para ga-
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rantizar la concentracion de
conidias viables antes men-
cionada.

Se realizaron cinco aplica-
ciones con intervalos de siete
dias mediante una aspersora
manual (5,27kg-cm), utilizan-
do una boquilla conica para
aplicar la suspension sobre el
envés de las hojas hasta el
punto de goteo.

Tres hojas de cada unidad
experimental fueron seleccio-
nadas al azar y sobre ellas se
contabilizaron los diferentes
estados de mosquita blanca.
El muestreo se realizo sobre
una superficie circular de
lcm? cerca de la base de la
hoja, marcada con un sacabo-
cados. El conteo de los dife-
rentes estados (huevos, insta-
res ninfales 1, 2 y 3, pupas y
adultos) vivos y muertos fue
realizado 24h antes y 96h
después de cada aplicacion. El
numero de individuos muertos
utilizado para realizar las
pruebas estadisticas fue obte-
nido mediante la diferencia
de individuos contabilizados
antes y después de la aplica-
cion de los tratamientos. El
conteo fue realizado durante
las primeras horas de la ma-
nana antes de que los adultos
iniciaran su actividad. La
mortalidad fue determinada
con base en la poblacion to-
tal antes y después de cada
aplicacion.

Utilizando una estacion cli-
matolégica Hobo H21-001
conectada a detectores, se
monitorearon durante el expe-
rimento las variables tempera-
tura y humedad relativa (S-
THB), y radiacion solar (PAR
S-LIA-M003).

Andlisis y procesamiento de
datos

Se realizaron pruebas esta-
disticas para verificar la dis-
tribucién normal y homose-
dasticidad de los datos. La
significancia del nimero de
individuos en los tratamientos
se determindé mediante anali-
sis de varianza y posterior
comparacion de medias me-
diante prueba de Tukey (SAS,
2001). En los casos necesarios
se realizaron transformaciones
para cumplir con las premisas

anteriores, o bien se
recurrié a pruebas no
paramétricas (Krus-
kal-Wallis). Se reali-
zaron analisis de re-

TABLA 1
NUMERO DE ORGANISMOS MUERTOS EN CADA ESTADO DE
MOSQUITA BLANCA, PARA CADA UNA DE LAS CINCO
APLICACIONES DEL HONGO ENTOMOPATOGENO [. fumosorosea *

Aplicaciones de I. fumosoroseus

gresion simple y co- Estado
rrelacion entre las II 111 v \4
variables climaticas y Ninfas 568 £82a 723+64a 353 +45a 378+378a 263 +31a
los conteos realizados Huevo 455+71ab 133 +23b 30,1 +23a 188 +I88b 183 +24a
a los diferentes esta- Pupa 258 +23ab 325+4,1b 21,8+33ab 145+145b 63 +0,7b
dos poblacionalesl Adulto 0,8 £0,0 b 1,0 £0,1 ¢ 1,0+0,3 b 1,5 £0,1 ¢ 0,5 £0,0 ¢
Control** 14 +0,1b 09+00c 08+0,0b 09+0,1c 0,3 £0,0 ¢
Resultados y P< 0,024 0,0006 0,0102 0,0022 0,0106

Discusion

* Valores promedio +SD.
** Valor promedio de todos los estados.

La temperatura pro-
medio durante el ex-
perimento fue de 22,9
(#2,3SD). Se ha reportado que
la temperatura optima para el
crecimiento de /. fumosoro-
sea es entre los 20 y 30°C
(Vidal et al., 1997); sin em-
bargo, se le ha identificado
como una especie compleja
en el sentido de que existen
aislados que pueden crecer
entre los 5 y 35°C (Zimmer-
mann, 2008).

La humedad relativa prome-
dio fue de 62,7 £12,7% (SD)
con humedades maximas de
98% durante el atardecer (des-
pués de las 18:00) y el ama-
necer (06:00-08:00). La hume-
dad minima fue del 16% cer-
ca de las 14:00. Condiciones
de alta humedad (>85%) han
sido reportadas como necesa-
rias para que I. fumosorosea
infecte a la mosquita blanca
(Landa et al., 1994).

Se observo en pocas oca-
siones la formacioén de espo-
ras sobre la superficie de los
insectos muertos, lo que pro-
bablemente esta asociado a la
baja humedad relativa que se
presentd durante el experi-
mento. Se ha seflalado que
una vez que las hifas pene-
tran la cuticula desde el inte-
rior del insecto y emergen a
la superficie se inicia la for-
macion de esporas cuando la
humedad relativa es alta (Pu-
cheta et al., 2006). Wraight et
al. (2000) observaron esta
esporulacidon y crecimiento
externo del hongo durante
periodos largos de lluvia o
después de muchas noches de
exposicion a condiciones de
alta humedad. Ambientes si-
milares a los antes descritos
no se presentaron durante el
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presente experimento, lo que
probablemente limit6 la espo-
rulacion sobre los organismos
invadidos por /. fumosorosea.

Al realizar la comparacion
de medias entre el tratamiento
y el control en cada uno de
los cinco muestreos, se encon-
tré una diferencia altamente
significativa (P<0,01) para los
estados ninfa, huevo y pupa
de mosquita blanca; sin em-
bargo, esto no ocurrié en los
conteos realizados al estado
adulto, lo que indica que el
hongo logré causar una mor-
talidad comparativamente su-
perior a la lograda en el con-
trol (Tabla I), excepto en
adultos.

En cada una de las cinco
aplicaciones se encontraron
diferencias significativas en el
nimero de individuos muer-
tos ocasionado por 1. fumoso-
rosea en comparacion con el
testigo, para los diferentes
estados poblacionales (Tabla
1), siendo el nimero de nin-
fas totales en el que mayor
mortalidad ocurrié, mientras
que fue el estado adulto en el
que se presentdé la menor
mortalidad (Figura 1). La
mortalidad total, que incluyd
todos los estados poblaciona-
les en el control, permanecio
baja (<5%) durante todo el
experimento, mientras que la
mortalidad total causada por
1. fumosorosea mostré6 una
tendencia creciente; sin em-
bargo, el porcentaje de adul-
tos muertos fue practicamente
igual al inicio y al final de
las aplicaciones (Figura 1).

La mortalidad de adultos
no superod el 30% en ninguna

Letras iguales dentro de columnas indican la ausencia de significancia (Tukey<0,05).

de las cinco aplicaciones y
solo alcanz6 un 16% al final
de la quinta aplicacion, lo que
muestra la poca efectividad
para controlar este estado po-
blacional. Resultados simila-
res fueron reportados por
Wraight et al. (2000), quienes
sugerieron que esta baja res-
puesta esta relacionada con
factores tales como la cubier-
ta del cuerpo por alas mem-
branosas y escamas cerosas,
un menor contacto con las
microcondiciones que rodean
a las hojas, y a que los adul-
tos estan expuestos a humeda-
des mas bajas y a la radiacion
solar que limitan el desarrollo
del hongo. Estas condiciones
de baja humedad y alta radia-
cidén son caracteristicas que
rodean a los estratos altos de
las plantas, lugar donde ma-
yormente se encuentran los
estados adultos de mosquita
blanca (Naranjo y Flint, 1995;
Arnd et al., 2006). Se ha re-
portado que durante varios
dias posteriores a la aplica-
cion del hongo, algunos adul-
tos mueren o son incapaces
de poner huevos aunque ha-
yan emergido e igualmente se
ha observado que presentan
malformaciones durante su
desarrollo adulto; sin embar-
go, debe considerarse que los
adultos, aunque son poco sus-
ceptibles al efecto micoinsec-
ticida del hongo, probable-
mente influyan en la coloniza-
cion de otros estados pobla-
cionales de mosquita blanca
como resultado de la autodi-
seminacion de esporas reali-
zada durante su movilidad
(Zhen et al., 2010).
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Figura 1. Tendencias en la mortalidad de diferentes estados poblaciona-
les de mosquita blanca durante un periodo de cinco aplicaciones del
hongo entomopatogeno I. fumosorosea, con datos promedio de tem-

peratura y humedad.

A diferencia de los adultos,
la mortalidad causada por /1.
fumosorosea sobre el total de
ninfas mostré una tendencia
creciente durante el periodo
de tiempo en el que se reali-
zaron las diferentes aplicacio-
nes (Figura 1). La mortalidad
se incrementd a 48% en los
primeras tres aplicaciones,
bajo ligeramente a 43% en la
cuarta y se incrementd hasta
casi un 70% en la quinta apli-
cacion. Aunque la tendencia
del nimero de ninfas muertas
totales fue creciente, se pre-
sentdé un comportamiento
erratico en el namero de nin-
fas muertas para cada uno de
los instares (ninfa 1, 2 y 3),
sin encontrarse sin diferencias
estadisticas en el nimero de
ninfas muertas entre los dife-
rentes estadios (F=1,95;
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P<0,198) para cada aplicacion
(Figura 1), lo que indica que
1. fumosorosea causd una
mortandad igual sobre los tres
estadios. A diferencia de estos
resultados, Cabanillas y Jones
(2009) encontraron una mayor
patogenicidad sobre los insta-
res segundo y tercero que
sobre el cuarto y el estado
adulto. Wraigtht et al. (2000)
observaron una respuesta si-
milar, en la que I. fumosoro-
sea caus6 una gran mortali-
dad sobre los instares ninfales
pero no asi sobre los adultos
de Bemisia argentifolii.

La correlacion entre los es-
tados poblacionales y la varia-
ble temperatura fue baja
(R?<0,4). Sin embargo, el ana-
lisis de regresion mostrd una
correlacion alta (R=0,91) con
una tendencia polinomial de

segundo grado (P<0,05) entre
los estados muertos de ninfas
totales y la humedad relativa.
Una respuesta similar se ob-
servo en el nimero de huevos
muertos. Este comportamiento
no se observo para los otros
estados poblacionales, lo que
probablemente indica que otros
factores, tales como la tempe-
ratura y la radiacién solar de-
bieron estar asociados a la
ausencia de una correlacion
mayor. También, se ha sugeri-
do que la transpiracion de la
hoja y las condiciones micro-
climaticas presentes en la su-
perficie del insecto pueden
modificar la accién micoinsec-
ticida (Wraight et al., 2000;
Fargues et al., 2003); sin em-
bargo, estas microvariables no
fueron monitoreadas durante el
presente experimento.

La mortalidad en el estado
de huevo mostr6é una disminu-
cion después de la primera
aplicacion, pero tuvo un in-
cremento del 48 al 68% entre
la cuarta y la quinta asper-
sion. El nimero de huevos
muertos fue significativamente
igual que el alcanzado en el
numero de ninfas totales en
tres de las aplicaciones (Tabla
I), lo que indica un nivel efi-
ciente de I. fumosorosea
como agente de control de
ambos estados poblacionales.
Como se menciond anterior-
mente, el incremento en mor-
talidad de huevos estuvo fuer-
temente correlacionado
(R*=0,92) con el incremento
en la humedad vy, al igual que
en el caso de los instares nin-
fales, se observo una tenden-
cia polinomial de segundo
grado (P<0,05). Esta correla-
cion indica que existe una
asociacion entre las variacio-
nes de mortalidad para ambos
estados y los cambios en hu-
medad que se presentaron
durante los periodos transcu-
rridos entre las cinco aplica-
ciones. Estudios previos han
mostrado que la epizootia
causada por I fumosorosea ha
reducido sustancialmente la
poblacion de B. tabaci duran-
te o inmediatamente después
de periodos 1luviosos o etapas
de frio y condiciones hume-
das en campo o invernadero
(Castineiras, 1995).

Con respecto a la mortali-
dad de pupas, ésta inicio en
un 27%, se incrementd a un
62% en la tercera aplicacion y
disminuy6 hasta un 48% en la
ultima. Sin embargo, se ob-
servo una correlacion baja
entre este estado poblacional
y las variables climaticas de
temperatura y humedad, por
lo que probablemente las va-
riaciones en mortalidad estu-
vieron asociadas a factores
microclimaticos.

Probablemente la mortalidad
se increment6 en dias poste-
riores a los dias de muestreo,
ya que se ha comprobado que
en todos los niveles de infesta-
cion de I fumosorosea la colo-
nizacion se incrementa con el
tiempo. Zhen et al. (2010) en-
contraron que la mortalidad
promedio del segundo instar
de B. tabaci tratado con una
concentracion de 1x10° coni-
dias/ml se increment6 de un
64 a un 93% cuando el conteo
se realizo a los 6 y 12 dias
posteriores a la aplicacion.
Igualmente era de esperarse
una mayor reduccién en la
poblacién de mosquita blanca
después de la quinta aplica-
cion, ya que la longevidad y la
fecundidad del insecto se redu-
ce como resultado de la activi-
dad del hongo (Zhen et al.,
2010).

Conclusiones

El hongo I. fumosorosea
fue patogénico contra las nin-
fas, huevos y pupas de B. ta-
baci, ocasionando algunas
veces la formacion de esporas
sobre la superficie de los in-
sectos muertos. El estado
adulto de mosquita blanca no
fue susceptible al efecto mi-
coinsecticda del hongo.

A excepcion del estado
adulto, la mortalidad ocasio-
nada por el hongo fue signifi-
cativamente superior que la
observada en el control en
cada una de las cinco aplica-
ciones realizadas durante el
experimento. La mortalidad
en el nimero de ninfas totales
mostrd una tendencia crecien-
te en el transcurso de las cin-
co aplicaciones, lo que no
ocurri6 con los otros estados
poblacionales. Este estado es
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el mas susceptible al efecto
entomopatogeno de 1. fumoso-
rosea cuando se presentan
condiciones ambientales como
las ocurridas durante el desa-
rrollo del experimento.

La temperatura no fue un
factor asociado de manera
importante con el efecto mi-
coinsecticda del hongo y per-
manecid dentro de los inter-
valos que han sido reportados
como favorables para el creci-
miento del hongo. Sin embar-
g0, la humedad ambiental in-
fluy6é fuertemente sobre el
nimero de estados muertos
ninfales y de huevo, lo que
sugiere que la patogenicidad
del hongo esta estrechamente
relacionada con los cambios
en esta variable.

La mortalidad ocasionada
por el hongo I. fumosorosea
en los estados ninfales, de
huevo y de pupa muestra el
potencial que tiene el hongo
para ser utilizado como agen-
te microbiologico en el con-
trol de mosquita blanca en el
cultivo de frijol.
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