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RESUMEN

ABSTRACT

Se evalué la patogenicidad de tres aislamientos nativos (Bb-Cam,
Bb-C y Bb-M) y uno comercial (Bea-sin) de Beauveria bassiana (Bals.)
Vuillemin en inmaduros de Bemisia tabaci Genn. La evaluacion se
llevé a cabo en laboratorio a temperatura de 27 + 3°C y humedad
relativa del 75 + 8% con una solucion conidial de 1 x 107 esporas  mL™
sobre huevos y ninfas de primer instar. El efecto de los hongos fue
mayor en ninfas que en huevos. No se observé diferencia significati-
va (p > 0,05) en la mortalidad de huevos por efecto de los aislamien-
tos de B. bassiana. En la aplicaciéon a ninfas, los aislamientos mos-
traron diferente grado de patogenicidad y sobresalio el aislamiento
Bea-sin como el mas patogénico (p < 0,05), que causé el 67,9% de
mortalidad. El resto de los aislamientos causé del 42 al 50% de
mortalidad. Con los datos de mortalidad en ninfas se calcul6 el tiem-
po medio letal de cada aislamiento (TL,) y el area bajo la curva de la
mortalidad acumulada (ABCMA). El aislamiento que presentd6 menor
TL,, y mayor ABCMA fue Bea-sin con 3,6 dias y 381,22 unidades,
respectivamente. Estos resultados indican que Bea-sin fue mas viru-
lento que los aislamientos nativos.

Palabras claves: patogenicidad, Bemisia tabaci, Beauveria bassiana,
hongos entomopatdgenos

The pathogenicity of three indigenous (Bb-Cam, Bb-C y Bb-M) and
one commercial (Bea-sin) isolates of Beauveria bassiana were
evaluated on immature states of Bemisia tabaci. The evaluation was
carried out under laboratory conditions with temperature of 27 + 3°C
and relative humidity of 75 £ 8%, by the application of a conidial
suspension containing 1 x 107 spores *» mL™ to eggs and first instar
nymphs. The effect of B. bassiana was higher on nymphs than on
eggs. No significant difference (p > 0.05) was observed on egg mortality
caused by B. bassiana isolates. These isolates showed different
degree of pathogenicity on nymph bioassay. The isolate Bea-sin
showed the highest (p < 0.05) effect (67.9% mortality). The rest of the
isolates caused mortality from 42 to 50%. The medium lethal time
(TL,,) and the area under the curve of cumulative mortality (AUCCM)
were calculated for the nymph bioassay. Bea-sin showed the lowest
TL,, and the highest AUCCM, with values of 3.6 days and 381.22 units,
respectively. These results indicate that Bea-sin showed more
virulence than the indigenous isolates.

Key words: pathogenicity, Bemisia tabaci, Beauveria bassiana,
entomopatogen fungi

INTRODUCCION

La mosquita blanca (Bemisia tabaci (Gennadius)
(Homoptera: Aleyrodidae)) es una de las plagas que
limitan el desarrollo de una amplia gama de cultivos
horticolas [Gutiérrez et al., 2007; Sotero et al., 2007].
Los dafios que produce pueden ser directos, como la
succion de savia, e indirectos, como la transmision de
virus fitopatdgenos [Cardenas, 1999]. Los altimos gru-
pos de insecticidas organosintéticos que se registraron
en el mercado, como los neonicotinoides y reguladores
de crecimiento, hasta hace poco habian sido un medio
eficiente de manejo de B. tabaci. No obstante, en la
actualidad existen numerosos reportes de resistencia
de poblaciones de B. tabaci a esos grupos insecticidas

[Horowitzaetal., 1999; Palumbo et al., 2001; Nauen et
al., 2002].

El uso de hongos entompatdgenos para el control bio-
I6gico de B. tabaci ha cobrado importancia en los Ulti-
mos afios. En este contexto, los géneros Paecilomyces,
Lecanicillium, Aschersonia, Beauveriay Metarhizium
se han empleado con bastante éxito de manera experi-
mental o en aplicaciones de campo [Monzén, 2001; Dos
Santos y Pozo, 2003; Puchetaetal., 2006]. En general,
los hongos representan una excelente alternativa por-
que pueden infectar diferentes estados de desarrollo de
su hospedero y son de baja o nula patogenicidad para
organismos benéficos y para el humano [Ferron, 1977].
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Beauveria bassiana (Deuteromycetes: Moniliales) co-
munmente parasita insectos de los 6rdenes Lepidoptera,
Coleopteray Hemiptera [Falcon, 1985; Tanaday Kaya,
1993; Humber, 1996]. Inclusive, a nivel de campo este
hongo se ha desarrollado exitosamente como agente de
control bioldgico de diversos insectos plaga como el pi-
cudo negro (Cosmopolites sordidus) [Goettel, 1992;
Godonou et al., 2000], la broca del café Hypothenemus
hampei [Gaitan et al., 2002] y la langosta (Schistocerca
piceifrons) [Parionacetal., 2007]. B. bassiana también se
ha evaluado contra huevos y ninfas de B. tabaci, donde
este hongo ha mostrado diferentes grados de pato-
genicidad. Por ejemplo, Al-Deghairi (2008) reporta que
ocasiona bajos porcentajes de mortalidad en huevos.
Por el contrario, en algunos estudios en ninfas se han
encontrado porcentajes de mortalidad de hasta el 96,5%
[Espinel etal., 2008]. La patogenicidad se ha compro-
bado que depende de las caracteristicas propias de los
aislamientos, como lo demuestran Vicentini et al.
(2001), quienes encontraron que la mortalidad de nin-
fas de B. tabaci vario del 6,1 a 92,3% al evaluar 50 ais-
lamientos de B. bassiana.

En el presente trabajo se evalud la patogenicidad y vi-
rulencia de tres aislamientos nativos y uno comercial
de B. bassiana en estados inmaduros de B. tabaci, con
la finalidad de encontrar agentes de control biologico
efectivos y adaptados a condiciones ambientales regio-
nales.

MATERIALES Y METODOS

Los adultos de B. tabaci se colectaron en cultivos de
chile habanero (Capsicum chinennse) del Instituto Tec-
nolégico de Conkal (ITC), en Conkal, Yucatan, Méxi-
co. Los adultos se transfirieron al invernadero de adap-
tacion del ITCy se colocaron en jaulas entomoldgicas
de 1x 0,6 x 0,6 m, hechas de malla antiafidos y marco
metélico, las que contenian plantulas de C. chinennse
en macetas de plastico. Los aislamientos nativos ex-
perimentales de Beauveria bassiana (Bb-Cam, Bb-Cy
Bb-M) fueron aislados de mosquitas blancas por per-
sonal del Laboratorio de Reproduccién de Hongos
Entomopatdgenos del Comité Estatal de Sanidad Ve-
getal del Estado de Yucatan, México. Los aislamien-
tos se reactivaron en el Laboratorio de Fitopatologia
del ITC en medio artificial sabouraud-dextrosa-agar
a temperatura de 27 + 3°C y fotoperiodo de 12:12
luz:oscuridad. La cepa comercial Bea-sin se utilizé en
su presentacion comercial.
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Para los bioensayos se emplearon plantulas de C. chi-
nennse con 30 dias de edad como hospederas de B. ta-
baci. Los estados inmaduros del insecto se obtuvieron
segun la metodologia de Mufiizy Nombela (2001). Se
tomaron cinco adultos de B. tabaci con un aspirador
bucal y se depositaron en una jaula pinza, sujeta a una
hoja completamente extendida de la parte superior de
la plantula. A las 24 h los adultos y las microjaulas
fueron retirados, de tal manera que los huevos
ovipositados pudieran usarse inmediatamente para los
bioensayos respectivos o se esperase de cinco a siete dias
para los bioensayos con ninfas de primer instar. Unica-
mente se dejaron de 25 a 30 huevos o ninfas por hoja
como unidad experimental.

Las suspensiones de conidios para los bioensayos se
obtuvieron de los aislamientos cultivados en medio
SDA, alos que se agregd 10 mL de agua destilada mas
tween 80 al 0,05% (v/v) en las placas de Petri para
remover el micelio y esporas mediante raspado con un
bisturi. El producto del raspado se filtré por medio de
gasas estériles para obtener suspensiones de conidios
puras; las que se ajustarona 1 x 107 esporas * mL=con
ayuda de una cdmara de Neubauer y un microscopio
compuesto [Alean, 2003]. Los tratamientos se aplica-
ron por inmersion de las hojas de C. chinennse que
contenian los huevos o ninfas durante 15 s en las sus-
pensiones de conidios ya mencionadas [Gindin et al.,
2000]. El testigo se tratd con agua destilada estéril mas
tween 80. Las plantas que contenian las hojas trata-
das se mantuvieron en el Laboratorio de Fitopatologia
del ITC atemperaturade 27 = 3°C, humedad relativa
del 75 + 8% y fotoperiodo de 12:12 luz:oscuridad.

Las evaluaciones de mortalidad se realizaron diariamen-
te durante siete dias en los bioensayos con huevos y
durante 10 dias en los bioensayos con ninfas. Las eva-
luaciones se llevaron a cabo con un microscopio
estereoscopico, se registré como muertos los huevos
micosados, necrosados, deformes y no eclosionados
[Gindinetal., 2000; Skrobek, 2001]; y en ninfas los crite-
rios para considerar ninfas muertas fueron los cambios
de coloracion, brillo, forma y aspecto del cuerpo, asi
como el crecimiento de micelio sobre este [Dos Santos
et al., 2003]. En todos los experimentos se utilizo un
disefio completamente al azar con cuatro repeticiones
por tratamiento. Los resultados de las pruebas de
patogenicidad en huevos y ninfas se analizaron en el
programa estadistico SAS ver. 8 e para Windows (SAS
Institute Inc., USA), con el cual también se calcul6 el
TL,, mediante analisis probit. El area bajo la curva de
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la mortalidad acumulada (ABCMA) se calcul6 por me-
dio de la siguiente ecuacion [Campbell y Madden, 1990]:

n-3
ABCMA= ) ™y, + Y, s HAx* 5 -t +
3
donde:
N: NUmero de evaluaciones
Y': Porcentaje acumulado de mortalidad
t: NUmero de dias entre cada evaluacion
La primeraevaluacionse llevoacabocont=1yy=0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de mortalidad de huevos de B. tabaci por
efecto de B. bassiana vario del 21,5 a 27,5% a los siete
dias después de la aplicacion (dda). No se observo dife-
rencia significativa (p > 0,05) entre la mortalidad pro-
ducida por los aislamientos y la registrada en el testigo
(Tabla 1), en el que se observo el 16,5% de mortalidad
de huevos. Otros estudios han reportado muy bajos
efectos ovicidas de B. basiana en B. tabaci. Al-Deghairi
(2008), por ejemplo, reportdé mortalidades menores al
5% al usar suspensiones de conidios similares a las eva-

luadas en el presente trabajo. Para efectos de compara-
cion es preciso mencionar el trabajo de Gindin et al.
(2000), quienes utilizaron Lecanicillium lecanii en con-
centraciones de 1 x 107 esporas « mL™, donde se ob-
servo del 14 al 26% de mortalidad de huevos. Ese resul-
tado fue considerado como excelente efecto ovicida.

Los porcentajes de mortalidad de ninfas de B. tabaci
fueron mayores que los observados en huevos. La mor-
talidad de ninfas por efecto de B. bassiana vario del 42
al 67,8% (Tabla 1). El aislamiento Bea-sin, que ocasio-
no el 67,8% de mortalidad, presento significativamente
mayor virulencia que los aislamientos Bb-M y Bb-Cam,
que ocasionaron el 42,5y el 42% de mortalidad, res-
pectivamente. Se considera entonces que los aislamien-
tos nativos evaluados en este estudio presentan menor
capacidad patogénica que el aislamiento comercial Bea-
sin. Aun asi el efecto de los aislamientos nativos son
parecidos a los encontrados en otros estudios de
patogenicidad de aislamientos nativos de B. bassiana
en inmaduros de B. tabaci, como el que reporta Catie
(2006), donde se encontrd que los aislamientos mas
patogénicos causaron el 58% de mortalidad en ninfas
de primer instar.

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad acumulada en estados inmaduros de B. tabaci
por efecto de B. bassiana (1 x 107 esporas « mL-1) aplicado por inmersién de
hojas que contenian huevos o ninfas de B. tabaci

Cepa Mortalidad en huevos Mortalidad en ninfas
(7 dda) (10 dda)
Bea-sin 215+10a 67,8+4,7a
Bb-C 23,3+7,0a 50,1+4,6ab
Bb-M 275+55a 42,5+ 3,2 bc
Bb-Cam 23,1+89a 42,0+5,1 bc
Testigo 16,4+54a 239+3,7¢

dda: Dias después de la aplicacion.

Valores dentro de la misma columna que no comparten literales indican diferencias estadisticas

significativas (Tukey, p < 0,05).

Se obtuvieron otros pardmetros indicativos de la capa-
cidad patogénica de los aislamientos evaluados como el
area bajo la curva de la mortalidad acumulada
(ABCMA) y el tiempo medio letal (TL, ) de cada aisla-
miento. Al respecto se observé que Bea-sin con 381,2
presento significativamente mayor valor de ABCMA
comparado con el resto de los aislamientos que presen-
taron de 160 a 235,9 unidades. Por otro lado, el tiempo
medio letal varié de tres a nueve dias (Tabla 2). Con
base en el traslape del intervalo de confianza (IC), el

aislamiento Bea-sin presento significativamente menor
TL,, con 3,6 dias. Valores bajos de TL son indicativos
directos de alta capacidad patogénica de los hongos.
En este contexto cabe mencionar que los efectos obser-
vados en Bea-sin estan por encima de los que reportan
otros autores como Vicentini et al. (2001), quienes en-
contraron que el tiempo medio letal era de mas de siete
dias en un estudio de 50 aislamientos de B. bassiana
bajo condiciones similares de temperaturay humedad a
las prevalecientes en el presente estudio. Algunos estu-
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dios que muestran efectos mayores de B. bassiana deben
tomar en cuenta las condiciones de temperatura y hu-
medad relativa durante tales experimentos. Espinel et

al. (2008), por ejemplo, encontraron hasta el 96,5% de
mortalidad en ninfas, pero a temperaturas més bajasy
humedad relativa mas alta que las del presente estudio.

Tabla 2. Area bajo la curva de la mortalidad acumulada (ABCMA) y tiempo medio letal (TL50) de B. bassiana

(1 x 107 esporas » mL-1) en ninfas de B. tabaci

Cepa N ABCMA + EEM TLso = (IC; dias) Pendiente Pr>F
Bea-sin 4 3812+422a 3,6 +(3,3-4,0) a 2,2 < 0,0001
Bb-C 4 235,9+239b 6,3+ (5,7-7,0)b 2,6 < 0,0001
Bb-M 4 215,8+19,7b 8,8+ (7,2-11,7) c 15 < 0,0001
Bb-Cam 4 160,0+24,9b 9,1+(7,9-11,2) c 2,3 < 0,0001

N: Ndmero de repeticiones
TLso = (1C): Tiempo medio letal + intervalo de confianza

Pr > F: Indica el ajuste del modelo de analisis probit para el calculo de TLso
Valores dentro de la misma columna que no comparten literales indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0,05).

CONCLUSIONES

» Los aislamientos de B. bassiana (Bb-Cam, Bb-C y
Bb-M) evaluados tienen mayor capacidad patogénica
en ninfas que en huevos de B. tabaci.

* Ninguno de los aislamientos nativos mostro mayor
patogenicidad que el aislamiento comercial Bea-sin,
el cual causo mayor area bajo la curva de la mortali-
dad acumulada y menor tiempo medio letal.

* Este aislamiento podria considerarse un agente po-
tencial de control biol6gico de B. tabaci, alternativa
que tendria aplicacion tanto en sistemas de manejo
integrado de plagas como en sistemas de manejo
ecoldgico y orgénico.
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