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RESUMEN 

Los pulgones son uno de los agentes transmisores de epfermedades virales en plantas más 

importantes; el control de los mismos con insecticidas convencionales, ha generado en muchos 

de los casos resistencia a estos productos. En busca de una alternativa de control, en el presente 

trabajo se determinó la patogenicidad de Verticillium lecanii (Zimm)Viégas en los áfidos 

Diuraphis noxia, Brevicoryne brassicae y Myws persicae; en laboratorio e invernadero. En 

laboratorio se determinó la CL50 (Concentración letal media) y TL50 (Tiempo letal medio) de 

cada una de las especies utilizando V. lecanii propagado en SDA (Sabouraud Dextrosa Agar) 

y Arroz (substrato utilizado para propagación masiva del hongo), mediante bioensayos por 

aspersión de suspensiones conidiales. En invernadero, se probó una concentración de 1 x 109 

conidios/ml de V. lecanii en plantas de col para B. brassicae y Myzus persicae y en plantas de 

trigo para D. noxia. La CL50 más baja, la presentó D.noxia con 4.8 x 10' con/ml de V. 

lecanii propagado en SDA y 1.2 xlü4 con/ml cuando V. lecanii se extrajo de Arroz; siguiéndole 

B. brassicae con 2.8 x lü4 y 1.7 xlü4 con/ml en SDA y Arroz, respectivamente; y M. persicae 

2.8x10-í(SDA) y 9.lxlo-5 con/mi (Arroz). La menor TL50 , ttlmbién se presentó en D. noxia con 

2.13 días en SDA y 1.85 días en Arroz; B. brassicae 7.S(SDA) y 4.59 (Arroz); M. persicae 7.8 

y 5.47 días en SDA y Arroz, respectivamente. En invernadero se obtuvo un 85 % de mortalidad 

en D. noxia, 70% en B. brassicae y un 35 % en Myws persicae. Los resultados de este 

trabajo permiten concluir que las CL50 's observadas con las tres especies de áfidos tratadas con 

Verticillium fueron estadísticamente iguales. Los valores de TL50 variaron en las tres especies 

posiblemente por características propias del insecto. El medio de propagación de V. lecanii no 

influye de manera significativa en la virulencia, ni en el porcentaje de mortalidad acumulada. 

Para obtener un buen control en invernadero, se recomienda mantener humedades altas, para 

favorecer la acción del hongo y realizar por lo menos dos aplicaciones para controlar en su 

totalidad a los pulgones presentes en invernadero. 

X 
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1. INI'RODUCCIÓN 

En México se cultivan aproximadamente una centena de especies vegetales de valor 

nutricional y económico, cualquier problema de plagas o enfermedades de los mismos adquiere 

gran significancia, tal es el caso de los daños ocasionados de manera directa o indirecta por 

los áfidos o pulgones . 

Estos insectos, presentan una gran tasa reproductiva que les permite alcanzar 

rápidamente en condiciones favorables grandes poblaciones. Los organismos alados poseen la 

habilidad de migrar a grandes distancias causando serios daños sobre las plantas debido a la 

continúa extracción de savia, que ocasiona el debilitamiento de las partes atacadas, esto 

favorece la aparición de fumagina (moho) o la transmisión de virus que suelen ser aún más 

nocivos para la planta que la misma plaga insectil (Gattini,1986). 

Debido a que muchos de los cultivos, tanto agrícolas como ornamentales tienen poca 

tolerancia al ataque de los áfidos, es necesario implementar medidas de control adecuadas. En 

la mayoría de los casos, el control más utilizado es el químico; sin embargo el uso desmedido 

de estos productos, tiende a generar resistencia en las poblaciones de estos insectos. Con el 

fin de evitar desarrollo de resistencia en los áfidos ha sido necesario recurrir a métodos 

alternativos de control, mediante el empleo de factores "naturales de regulación" como los 

organismos entomófagos o los microorganismos entomopatógenos (control microbiano).Para 

puntualizar la importancia de éstos últimos en el control de plagas es importante señalar que 

de más de 1000 especies de entomopatógenos conocidos (bacterias, virus, hongos, nemátodos, 

protozoarios, etc.) menos del 10% han sido producidos en forma masiva y menos del 1 % 

han sido comercializados. Entre estos entomopatógenos, los hongos, son particularmente 

importantes en el control de insectos plagas que se alimentan por la succión de jugos de las 

plantas; puesto que no existe forma de que ingieran los entomopatógenos, los hongos por su 

modo de acción a través de la cutícula favorece la infección ( Roberts, 1989). 

La mayoría de las micosis de insectos son causadas por Hyphomycetes (Deuteromycotina) 
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y los hongos Entomophthorales. Entre los primeros podemos citar a Beauveria bassiana, sin 

duda uno de los entomopatógenos más estudiados y con un amplio rango de hospederos de 

diferentes órdenes, incluyendo al orden Homoptera. 

Otro hongo de utilidad en éste caso, es Vemcillium lecanü el cual actúa eficazmente sobre 

mosquita blanca, trips, escamas y pulgones; también ha sido empleado eficazmente en royas. 

Vemcillium lecanii, aparece en forma natural en poblaciones densas de diferentes plagas de 

invernadero, Trialeurodes vaporariorum y muchos áfidos, incluyendo Aphis gossypü y Myzus 

persicae (Vehrs & Parrella, 1991). 
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2.0BJETIVO Y JUSTIFICACION 

2.1 OBJETIVOS: 

Determinar la Patogenicidad de Vefticillium lecanii (Zimm) como agente de control de los 

áfidos: Myzus pemcae (Sulzer), Diuraphis noxia(Mordviko) y Brevicoryne bmssicae (Linneo), 

en condiciones de laboratorio e invernadero. 

Establecer la relación concentración-mortalidad (CLso) para cada una de las especies de 

pulgones. 

Determinar el tiempo letal medio (TLso) para cada una de las especies de insectos. 

Establecer las posibles diferencias en patogenicidad de Vefticillium lecanü, entre colonias 

desarrolladas en medio semisólido (SDA) y propagación en substrato sólido (arroz). 

2.2 JUSTIFICACION 

Dada la amplia distribución de los áfidos, la gran gama de hospederos y sobre todo su 

potencial como agentes transmisores importantes en la diseminación de enfermedades virales a 

las plantas. Hace necesario desarrollar estudios sobre métodos de control además del control 

químico, para evitar la generación de poblaciones resistentes a éstos productos. Con el fin de 

tener un manejo más adecuado para dichas plagas, el presente trabajo se dirigió a evaluar el 

efecto de Vefticillium lecanü en tres especies de pulgones de importancia agricola. 
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3.ANTECEDENTFS 

3.1 Importancia de la familia Aphididae. 

Su biología, mediO ambiente alimenticio y la amplia distribución mundial de los áfidos los 

hace idealmente aptos para la transmisión de virus a las plantas (Harris y Maramorosch, 1980). 

El número total de especies de áfidos descritas es de 3742 (Eastop & Hille Ris Lambers, 1976; 

Eastop, 1977); de éstas, aproximadamente 300 han sido señaladas como vectores de cerca de 300 

virus en igual número de plantas hospederas. En la República Mexicana de las 160 especies 

mencionadas por Peña en 1985; 50 son de importancia económica(Peña, 1991) considerando su 

alto potencial de reproducción, su ataque a yemas, hojas y ramas y como contaminantes ya que, 

al eliminar grandes cantidades de miel en la superficie de hojas y tallos, proveen un medio 

idóneo para el desarrollo de fumagina además de que, en algunos casos su secresión salival es 

tóxica (SARH, 1992). 

3.1.1 Vectores. 

Sin duda alguna una de las características relevantes de los áfidos es su capacidad de fungir 

como vectores de enfermedades virales; Harris y Maramorosch en 1980, mencionan que la 

familia Aphididae se encuentra entre los vectores de virus más importantes económicamente. 

La proporción de virus transmitidos por áfidos, aparentemente no va en función a un grupo 

de hospedera en particular (Eastop, 1977); como se podría suponer, sin embargo, las familias 

de importancia económica, tales como Chenopodiaceae, Rosaceae, Leguminosae, Solanaceae y 

Graminae, han sido registradas como hospederos de los principales virus. 



s 
3.2 Anatomía y Biología de los Afidos. 

Los áfidos pertenecen al Orden Homoptera, Suborden Sternorrhyncha, Superfamilia 

Aphidoidea, ,Familia Aphididae. 

3.2.1 Biología. 

Los pulgones tienen ciclos de vida muy complejos. Muchas especies de zonas templadas son 

holociclícas, esto significa que pasan a través de un ciclo completo de generaciones: invernan 

en estado de huevo y eclosionan en la primavera las hembras ápte~as que se reproducen 

partenogenéticamente, originando el nacimiento de ninfas vivas (ovoviviparidad). Varias 

generaciones se producen por este medio durante la estación, tales generaciones están formadas 

exclusivamente por hembras. La primera y segunda generaciones, consisten exclusivamente de 

individuos ápteros, eventualmente aparecen las hembras aladas. A fines de la estación los 

pulgones regresan a Ja hospedera original y es ahi donde se produce la generación sexual, que 

consiste de hembras y machos. La generación bisexual se aparea y las hembras depositan los 

huevos invemantes ( Domínguez et al., 1990). 

No obstante casi todos los áfidos de las regiones tropicales y subtropicales, así como 

algunas especies de zona templada, son anholocíclicos. Es decir que a través del año sólo se 

desarrollan numerosas generaciones de hembras partenogenéticamente (vírgenes) aladas y 

ápteras. No se realiza reproducción sexual. En zonas cálidas esto es motivado por la 

predominancia de temperaturas más o menos altas a lo largo del año, lo que frena el desarrollo 

de hembras normales y machos (Holman, 1974). 

3.2.1.1 Myzus persicae (Sulzer,1776). 

Conocido comúnmente como el pulgón del chile y el melocotonero, es una de las plagas de 

átidos más importantes en el mundo, originario de las regiones templadas de Europa y Asia. 

Tiene un amplio rango de hospederos, en México se ha colectado prácticamente en todas las 

regiones agrícolas del país infestando a ISO especies de 30 familias botánicas; aunque a nivel 

mundial se le ha registrado en SOO plantas hospederas de SO familias (Peña, 1991). 
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Por otra parte, Myzus persicae, es uno de los vectores de enfermedades virales en cultivos 

de importancia agrícola , se conoce que es capaz de transmitir virus de 120 enfermedades 

(Kennedy et al., 1962;citado por Blackman et al. ,1985; Peña, 1991). Entre los virus persistentes 

que se transmiten se incluyen los amarillamientos de la remolacha, el mosaico del chícharo, el 

enrrollamiento del rábano y la distorsión de la vena del tabaco, entre muchas otras. 

Su espectro de alimentación es muy amplio, entre sus hospederas se incluyen plantas 

cultivadas, ornamentales y malezas, por ejemplo:ajo, apio, col, brocolí, frijol, alfalfa, trigo, 

haba, café, cártamo, cilantro, maíz, plantas ornamentales como crisantemo, rosa, azucena, 

gladiola; frutales como durazno, mandarina, sandia, mango, plátano entre muchas otras 

(Peña, 1993). 

Son átidos de 1.5 a 2.5 mm de longitud, color verde amarillento a verde pálido. Alado con 

una placa central esclerosada en el dorso del abdomen verde oscuro. Tubérculos antenales altos 

y convergentes. Sensorias secundarias ausentes en los ápteros y desarrolladas sólo en el artejo 

III en los alados. Sifúnculos ligeramente clavados (Peña, 1993) (Fig. 1). 

3.2.1.2 Diuraphis noxia (Mordviko) 

Denominado como el "pulgón ruso del trigo", su origen es incierto, en un principio se le 

atribuía al Suroeste de Rusia y la región del Mediterráneo, en la actualidad no ha sido 

esclarecido (Vera, 1988). 

En México se conoce de unos 10 años a la fecha. Es uno de los vectores del "enanismo 

amarillo de la cebada", enfermedad virosa que afecta también al trigo y otras gramíneas . Su 

saliva contiene substancias tóxicas y causa una toxemia conocida hasta hace poco como el 

"estriado del estado libre" (SARH,1992) o "rayado fino de la hoja" (Peña,1991; Gilchrist y 

Rodríguez, 1983). 

Por otro lado entre sus características podemos mencionar que, D. noxia, es un áfido de 1.4 

a 2.3 mm de longitud, de color verde grisáceo y de cuerpo elongado cubierto por una capa 

polvosa, posee antenas cortas y una proyección sobre la cauda, denominado proceso supracaudal, 

además de cornículos muy cortos (Vera, 1988), (Fig.2). 
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3.2.3 Brevicoryne brassicae (Linneo). 

A este insecto se le conoce como "pulgón cenizo de la col", su lugar de origen no es definido 

con exactitud; ha sido reportado atacando crucíferas silvestres y cultivadas de Europa, Asia, 

Australia y América; tiene la capacidad de adaptarse a diferentes condiciones climáticas, desde 

las regiones frías o templadas hasta las subtropicales (Peña, 1991; Duarte, 1992). 

El pulgón de la col se encuentra distribuido en toda América del Norte, en cualquier parte 

donde crezcan sus plantas hospederas (Metcalf y Flint, 1977). Las plantas atacadas por éste 

pulgón son básicamente Crucíferas: colirábanos, col rizada, nabo y rábano. 

En el campo Brevicoryne brassicae puede incrementarse a densidades tan elevadas que llega 

a causar serios daños a cultivos de Crucíferas, las cuáles son reconocidas por el insecto por la 

presencia de sinigrina, glucósido sin valor alimenticio que estas plantas contienen (Leclant, 1982 

citado por Duarte, 1992). 

Las hojas afectadas por el pulgón de la col se acucharan y se arrugan formando una especie 

de seudoagallas cubiertas completamente por pulgones y en las infestaciones severas se marchitan 

y mueren. Si las plantas no mueren su desarrollo es lento formando cabezas pequeñas que no 

son aptas para el mercado. Se sabe que Brevicoryne brassicae es un vector de cerca de 20 

enfermedades virales, incluyendo los puntos blancos en la col y el mosaico de la coliflor, entre 

otros (Blackman y Eastop, 1985). 

La longitud de su cuerpo es de 2.20 -2.57mm , color blanquizco, densamente cubierto de 

polvo ceroso, el tercer segmento antenal es más largo que el cuarto y quinto juntos; los 

organismos alados poseen numerosas sensorias en el tercer segmento. Dorso abdominal con 

franjas transversales esclerosadas (Peña, 1991),(Fig 3). 



A 

B 

Figura l. Esquema de Myzus penicae (Sulzer), A, hembra aptera; B, hembra alada 
(Tomado de Pacheco et al, 1985). 
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A 

B 

Figura 2. Esquema de Diuraphis noxia (Mordviko) A, organismo aptero; B, or 
alado; a) proceso supracaudal. (f omado de Peña, 1991). 
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A 

B 

Figura 3. Esquema de Brevicoryne brassicae (Linneo) A. Aptero, B. Alado. 
(Tomado de Morón y Terrón, 1988) 
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3.3. MANF.JO DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS EN EL CONTROL DE AFIDOS. 

Entre los candidatos potenciales para el control de áfidos se citan algunos miembros de la 

familia Entomophthoraceae (Zygomycotina)( Dean & Wilding, 1973; Feng & Johnson, 1991) 

y dentro de la clase Deuteromycetes se encuentra Beauveria bassiana y Verticillium lecanü . 

Siendo esta clase la más estudiada, puesto que se han descrito cerca de 35 especies de hongos 

entomopatógenos, que atacan a diversos ordenes de insectos y ácaros (Brady, 1981; Roberts, 

1991; St Leger et al.,1992). 

Dentro de la subdivisión Deuteromycotina, el género Beauveria, se encontró atacando a 

Schiwphis graminum (Rondani), Diuraphis noxia(Mordviko) (Feng, 1990 a,b), Phorodon 

humuli (Dorschner et al., 1991) y Brevicoryne brassicae(Alatorre et al., 1992),entre otros. 

Foster en 1975, realizó un aislamiento de M. anisopliae proveniente del áfido Pemphigus 

trehemei infectado en forma artificial; sin embargo no existen antecedentes de infecciones 

naturales. Hall en 1981 b realizó bioensayos paralelos con dicho aislamiento comparándolo con 

Verticillium lecanü , observando que la CL50 era considerablemente más alta, sin embargo los 

pantanos salados donde se desarrolla P. trehemei favorece más a M. anisopliae que a otras 

especies de hongos. 

Verticillium lecanü(Zimm) Viégas, se encontró por primera vez como patógeno de insectos 

parasitando a la escama Saissetia(Lecanium) coffeae , sin embargo actualmente se le ha 

encontrado parasitando mosquita blanca, áfidos, thrips, incluso ácaros. También ha sido 

encontrado como hiperparásito de royas (Cuadro 1). 



Cuadro 1.- F.species hospederas de Verticillium lecanü (Zimm) Viégas. 

ESPECCES 

MaerosiphonitUa sanbol"lli 
Myzus ptrsicat 

Aphis gosrypü 

Aphis t:ilrlcola 
Diuraphis noxia 
St:hWlphis grominwn 
Toxopttra auranJü 
Aphisfabat 
At:y rthosiphwn piswn 
Metopolophiwn dirhodwn 

Rllopalosiphwn padi 
R. maidis 
Brat:hyt:audus htlit:hrysi 
Brevit:orynt brassit:at 

Btmisia lllbat:i 
Trialeurodts vaporario1U111 

Saissttia (Luaniwn) t:offtat 
Cot:cus viridis 
C. htsptridwn 

Me/anop/us sanguipes 

Boophilus sp. 
Thrips spp. 
Thrips lllbaci 

St:olytus st:olytus 
Ltptinotarsa dtt:tmlintata 
Htttrodtra schanJü 
Hemiltia vastatrix 
Coelosporium domi11gutnst 
Uromyt:ts dilulthi 

REFERENCIAS 

fWl,1976,1979. 
Hall & Burges, 1979;Milner & Lutton,1986;Harper & 
Huang,1986; Yolcomi & Gottwald , 1988. 

Wilding,l972;Hall,1982; Yolcomi & 
Gottwald,1988; Vehrs & Parrella, 1991. 

Yokomi & Gottwald, 1988. 
Feng & Johnson, 1990 a,b. 
Feng & Johnson, 1990 a,b. 
Magaña et al, 1989. 
Hall & Papierolc, 1982. 
Harper & Huang, 1986. 
Harper & Huang, 1986;Feng & Johnson, 1990b. 

Feng, 1990. 
Remaudiére y Latgé, 1985; Feng,1990. 
fWI & Burges, 1979. 
Alatorre et al,1992. 

Osborne & Landa, 1992; Garza y Arredondo, 1993. 
Ekbom y Ahman,1979; Hall, 1982; Kanagaratnam et al, 
1982; Mier et al,1991; Domínguez et al , 1992;1994. 

Nieter , J861(citado por Petch, 1925). 
Viégas, 1934;Easwaramoorthy et al, 1978; Samsináková & 
Kálalová.1975. 
Samsinákova y Kálalová, 1975. 

Harper & Huang, 1986; Johnson et al, 1988; 
Kbachatourians, 1992. 
Rombach & Gillespie, 1988, Lezama, 1988. 
Roberts, 199 l. 
Gillespie, 1984; Rombach & Gillespie,1988. 

Barson,1976. 
Sámsinalcová, 1977 
Hansler & Hermanns, 1981. 
Carrión, 1988; Carrión y Ruíz Belin, 1988; Carrión et al, 
1989. 
Evans & Samson, 1982; Spencer, 1980. 
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3.4 EL HONGO ENTOMOPATOGENO VeTticillium lecanü (Zimmennan) Viégas. 

3.4.1 Antecedentes históricos 

Nieter en 1861(citado por Petch, 1925) menciona por primera vez a este hongo, 

parasitando a la escama Saissetia (Lecanium) coffeae. Zimmerman describe la especie de éste 

hongo en 1898 (In Brady, 1981) aislada de la escama verde Coccus (Lecanium) viridis (Green), 

en Indonesia. 

Verticillium lecanü tiene una larga historia como agente causante de epizootias en 

poblaciones de escamas y átidos en los trópicos (Baird, 1958). En la actualidad es frecuente 

aislarlos de insectos individuales (Petch, 1948); Leatherdale, 1970; Barson, 1976). En 

condiciones de invernadero con medio ambiente tropical en Europa y los Estados Unidos, 

frecuentemente este hongo diezma hasta en un 100% las poblaciones de escamas y áfidos 

( Neuzilova, 1957; Sámsinaková y Kálalová, 1976; Hall, 1976; Hall & Burges, 1979; 

Kanagaratnam et al, 1982; Hall, 1984; Feng, 1990; Vehrs & Parrella, 1991). 

3.4.2 Clasificación taxonómica y Sinonimia. 

VeTticillium, según Roberts(l989), se encuentra ubicado dentro de la siguiente 

clasificación: 

División: Amastigomycotina 

Subdivisión: Deuteromycotina 

Clase : Deuteromycetes( = Hyphomycetes) 

Orden : Moniliales 

Familia : Moniliaceae 

Género: Verticillium 

Especie : VeTticillium lecanü 
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Entre los sinónimos más comunes para esta especie Domsch & Gams en 1980, citan 

los siguientes: 

_ Cephalosporium lecanü 

_ Acrostalagmus aphúlum 

_ Acrostalagmus coccúlicola 

_ Cephalosporium le/royi 

_ Cephalosporium aphúlicola 

_ Verticillium hemileiae 

3.4.3 Descripción del hongo. 

Zimmerman, 1898. 

Oedem, 1902. 

Gueguen, 1904. 

Home, 1915. 

Petch, 1931. 

Bouriquet, 1939. 

Según Gams en 1971 , las colonias de Vefticllüum lecanü sobre agar son blancas o de 

color amarillo pálido, algodonosa-aterciopelada, reverso descolorido, amarillo u ocre. Con hifas 

vegetativas hialinas y conMióforos erectos, provistos de ramificaciones verticiladas a todo lo 

largo, portadores de fiálides agrupadas o solitarias, generalmente aculeadas y divergentes con 

collarcillo inconspicuo, productoras de conidios aglutinados en cabezas mucilaginosas, cilíndricos 

o elipsoidales, con sus extremos redondeados de 2.3-10.0 X l .0-2.5mm, clamidosporas 

ausentes(Fig.4). 

3.4.4 Hospederos 

Verticlllium lecanü, es bien conocido como agente entomopatógeno, sus hospederos más 

comúnes son : áfidos, escamas, thrips y mosquitas blancas. Esta diversidad de hospederos se ve 

particularmente reflejada en algunos de los sinónimos dados, como por ejemplo: Coccurum, 

aphúlicola, diptaergenum, muscarium, thripúlum, eriophytis(Gams,1971). 

Verticillium lecanü, no es parásito estricto de artrópodos, también aparece como un 

saprófito en comestibles y materia orgánica y puede ser comúnmente aislado del suelo (Domsch 



Figura 4. Verticillium lecanü (Zimm) Viégas. CM=Cabeza mucilaginosa 
C=Conidio. 
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y Gams, 1980;Barrón 1968). La especie es hiperparásitica de mohos(Spencer & Alkey, 1980), 

Agaricales y ocasionalmente de hongos entomopatógenos (Rombach, 1988). 

En México Se ha aislado a partir de la roya del café, Hemlleia vastatrix,(Carrión G. 

y Ruiz Belin,1988). Me Millan (1986) usa sucesivamente V. lecanü, para el control del moho 

frangipani (Coelosporium domingense), en Florida. Evans & Samson(l982), encontraron a V. 

lecanü asociado al ascomyceto Torrubiella confragosa (Mains) (Ascomycotina: Clavicipitales), 

en material colectado en las islas Galápagos. 

3.4.5 Seguridad al hombre y a otros animales. 

La ausencia de registros de Vetticillium lecanü en el hombre y en otros vertebrados, es 

impreciso dada su inocuidad . Todos los aislamientos examinados por Hall ,1981; no crecieron 

a 37 ºC, así que la infección en animales de sangre caliente es remota. 

Antes de iniciar estudios en invernaderos, el autor demostró la ineficiencia del hongo para 

implantarse como parásito en mamíferos a través de un proceso infectivo, y la presencia del 

mismo no afecto la salud de los ejemplares en experimentación. Además se encontró que no 

causa ningún tipo de alergia al hombre. 

La mayoría de los insectos útiles, incluyendo polinizadores probablemente no han sido 

infectados por V. lecanü; sólo se tiene un registro de un hymenoptero (Leatherdale, 1970). 

3.4.6 Incidencia natural. 

El mayor número de registros ha sido sobre escamas como hospederos (Me Clelland & 

Tucker, 1929; Viégas, 1939; Ganhao, 1956) y áfidos (Petch, 1948). 

Se ha reportado con menor frecuencia en otros órdenes de insectos, por ejemplo: 

Coleopteros (Lipa, 1975; Barson, 1976), Colembólos, dipteros y en urt Ichneumonido 

(Leatherdale, 1970) y ácaros eriófidos. 
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3.4.7 Sintomatología. 

Los síntomas tempranos de las micosis causadas por V. lecanü .en los átidos, se 

manifiestan primeramente con un cambio conductual del insecto, es decir, se reduce su 

actividad, sus movimientos son lentos y hay un cese gradual de la alimentación. La coloración 

cambia, perdiendo brillantez, apreciándose una deshidratación de la cutícula . En algunos casos 

se puede observar desarrollo micelial en las antenas, patas o en la cauda. 

3.4.8 Patogénesis. 

La formación de conidios en cabezas pegajosas, probablemente facilita la dispersión del 

hongo. Los conidios al germinar penetran la cutícula del insecto por una combinación de fuerzas 

mecánicas y degradación enzimática. Jackson et al, 1985, mencionan que los aislamientos de V. 

lecanii patógenos de insectos producen proteasas, lipasas y quitinasas que favorecen su 

penetración y desarrollo . Una vez que el hongo ha penetrado a través de la cutícula, el 

crecimie.nto se desarrolla de modo similar al de una levadura, germinando en el hemocele del 

hospedero e invadiendo organos y tejidos. Si la humedad suministrada es favorable, la 

esporulación se presentará eventualmente sobre la parte externa del cadáver 

(Rombach,1988)(Fig. 5). 

3.4.9 Producción de toxinas. 

En muchos casos, algunos hongos entomopatógenos, tales como Metarhir:ium anisopliae, 

Beauveria bassiana y Verticilüum lecanü producen substancias, tóxicas o micotóxinas, que en 

ocasiones tienen la capacidad de acelerar la muerte del insecto, antes de que éste haya sido 

totalmente colonizado por el hongo. Dichas toxinas no son más que metabolitos secundarios 

producidos por el hongo que incluyen un gran número de compuestos tóxicos para los insectos 

(Kanaoka et al., 1978; Roberts, 1981; Claydon y Grove 1982 ). Dichos compuestos tienen 

mayores ventajas que muchos de los insecticidas convencionales, ya que pueden ser 



Procutícula 

Epidermis 

\ 

Figura 5. Representación esquemática del proceso de infección de Verticillium lecanü y las 
barreras cuticulares de resistencia, en una sección de la cutícula del insecto. A, 
conidio; B, apresorio; C, penetración y D, invasión. 
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3.4.10 Cultivo en laboratorio. 

Verlicilliurn lecanii, puede crecer corno todos los hongos en medio convencional por 

ejemplo: Sabouraud dextrosa agar y papa dextrosa-agar, incluyendo un medio que contiene 

quitina como única fuente de carbono y nitrógeno. Sobre medio sólido Verlicilliurn produce 

conidios; contrariamente. en medio líquido, asume la morfología de una semilevadura, 

probablemente en respuesta a la acumulación de C02 , formando elementos germinales conocidos 

como blastosporas (Hall, 1981). 

3.4.11 Efecto de la Temperatura y humedad. 

El hongo es mesotérmofilo, requiere de altas humedades para germinar, posiblemente una 

ligera capa de agua sea suficiente para que se lleve a cabo este proceso . De éste modo la 

máxima germinación de esporas y por lo tanto los mayores niveles de infección en los insectos, 

se obtienen con aspersiones sincronizadas de esporas; o con humedades óptimas (Hall, 1981). 

3.4.12 Compatibilidad con plaguicidas. 

Wilding, en 1972, examinó la toxicidad de los fungicidas benomyl, dimethririmol y 

triarimol hacia V. lecanii. Encontró que el benomyl y el triarimol, en medio artificial inhiben 

de manera consistente el crecimiento del hongo, sin embargo, el autor observó que ttl triarimol 

no afecta la infección de Aphis gossypii, cuando es aplicado como aceite humectanté .• Sugiere , 
que esta conducta posiblemente se deba, a que el transporte de fungicidas sistémic~s se realiza 

en los vasos xilemáticos, mientras que los áfidos se alimentan del floema. 

Olmert & Kenneth (1974) examinaron los efectos de 14 insecticidas y acaricidas y 9 

fungicidas sobre Beauveria bassiana, Verticilliurn lecanii y una especie desconocida de 

Verlicilliurn in vitro. Observaron que todos los químicos excepto los aceites "white summer", 

inhiben el crecimiento de Verticilliurn spp. a bajas dosis. Los insecticidas diclorvos y clorpirifós 

y los fungicidas benomyl, thiabendazole, maneb y captan pmbaron ser muy dañinos. 
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Por otro parte, Hall (1981 b), reporta exámenes adicionales involucrando los pesticidas, 

el hongo y dos especies de áfidos. 

Concluyó que la inhibición del crecimiento micelial sobre placas de agar fue menor, en relación 

con la germinación conidial. 

Posteriormente, el mismo autor probó once pesticidas, no observando ningún efecto 

sobre la germinación conidial de V. lecanii. La acción sinergista inhibitoria recomendada por 

los pesticidas iprodione y carbaryl sobre la germinación de V. lecanii fue reportada (Hall, 1983), 

se sugiere tener cuidado con las mezclas complejas de pestiCidas y el hongo. Fenarimol inhibe 

significativamente tanto la germinación como el crecimiento, sin embargo en bioensayo se 

observó que no impide la infección (Hall, 198lb). Esto concluye que exámenes en medio 

artificial tienen un limitado valor predictivo para su uso en campo. 

Khalil et al., 1985, realizaron estudios de compatibilidad de Ve1ticillium lecanii con, 

benomyl, cypermetrina, oxido de fenbutatin, formotión, mevinphos, oxamyl, permetrina, 

pirimicarb, metil- tiofanato y triadimefon a concentraciones recomendadas y subletales. 

Observando diferentes grados de inhibición del crecimiento micelial en placas de agar. 

Rebollar(l993). Evaluó en laboratorio la compatibilidad de 10 fungicidas en relación al 

crecimiento micelial de V. leca11ii, usando dosis recomendadas y subletales. Concluyendo que 

todos los productos evaluados inhiben en mayor o menor grado el crecimiento micelial. 

Productos como el benomil y mancozeb y mezclas de éste; inhiben totalmente el crecimiento en 

todas las dosis probadas. Fungicidas como el Captan presentaron efectos fungistáticos a 

concentraciones subletales. El iprodione, anilazina y el zineb tuvieron un efecto menor de 

inhibición del 60 al 64 % . 
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4.MATERIALES Y METODOS 

El presente trabajo de investigación, se realizó en las instalaciones del Colegio de 

Postgraduados en Montecillo, Estado de México. En dicha investigación se probó la efectividad 

de Vemcillium lecanü (Zimm),en dos fases experimentales: en laboratorio e invernadero, ésta 

última con el fin de obtener resultados más apegados a las condiciones de campo. 

La fase de laboratorio se realizó en el laboratorio de Patología de insectos del Centro 

de Entomología y Acarología (CENA) del Colegio de Postgraduados. 

Por otra parte, tanto la cría de áfidos como las pruebas de invernadero se desarrollaron 

en las instalaciones del Colegio de Postgraduados ubicadas en Chapingo. 

4.1 CRIA DE PULGONES 

Las especies, de áfidos, Myzus pemcae y Brevicoryne brassicae, fueron colectadas de 

cultivos de crucíferas; las colonias de Diuraphis noxia fueron proporcionadas por el M.C 

Ramón Garza del INIFAP. Las especies de pulgones, fueron montadas mediante la técnica de 

Remaudiere(1985)(Apendice A) e identificadas ,utilizando las claves de Peña(1991). 

4.1.1 Myzus pemcae (Sulzer). 

Para la cría de esta especie se utilizaron plantas de haba(Viccia faba). La siembra se 

realizó con semillas de haba previamente remojadas durante 24hs. y despojadas de la testa, en 

recipientes de plástico de 18x12xl9 cm, con una densidad de 27 semillas por maceta. Al 

alcanzar las plantas una altura aproximada de lOcm, se infestaron con pulgones; las plantas se 

regaron diariamente y al notar signos de putrefacción o marchitez se cambiaron por plantas 

nuevas, esto se hizo colocando las plantas nuevas junto a las infestadas, permitiendo que los 
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pulgones se trasladasen por sí mismos.Las plantas se regaron con una solución de urea al 

0.005 % , puesto que esta especie requiere de mayores cantidades de nitrógeno para desarrollarse 

favorablemente. 

4.1.2 Diuraphis noxia (Mordviko). 

En la cría de el pulgón ruso se utilizaron plantas de trigo (Triticum eastivum); sembradas 

en vasos de unicel de un litro de capacidad con un número aproximado de cien semillas por 

recipiente. Las plantas una vez sembradas fueron protegidas con tubos de acrilíco de 40 cm de 

diámetro con orificios laterales cubiertos con malla nylon, tanto en las paredes del cilindro, 

como en su parte superior para permitir la ventilación. El empleo de los cilindros de plástico, 

se hizo con el fin de evitar la posible exclusión competitiva del pulgón ruso, con cualquier otro 

áfido que se presentase. 

4.1.3 Brevicoryne brassicae (Linneo). 

Para la cría del pulgón de la col se usaron plantas de col, (Brassica olerocea). Las 

semillas de col se sembraron en semilleros con 5 semillas por compartimiento. Al alcanzar un 

mes de edad se trasplantaban en vasos de unicel y se infestan con los áfidos. 

En todos los casos, el suelo utilizado era previamente esterilizado con Bromuro de metilo. 

4.2 PRODUCCIÓN DE ESPORAS Y COSECHA. 

Vemcillium lecanii se aisló a partir de pulgones previamente infectados; usando 

inicialmente un medio Sabouraud- Dextrosa agar (SDA). Posteriormente para tener las 

cantidades necesarias del hongo, se utilizaron conidios de Verlicillium lecanii propagados en 

arroz esterilizado como substrato, facilitados por el Laboratorio de Patología de Insectos. 



23 

4.2.1 Determinación de la concentración de esporas en Sabouraud. 

Las esporas se cosecharon 7 días después de haber realizado la siembra del hongo. La 

cosecha se hizo raspando la superficie del micelio con una navaja de metal y enjuagando con 

agua destilada con adherente-dispersante Tritón x · 100 previamente esterilizada. El uso del 

adherente es con el fin de romper la tensión superficial de las esporas y lograr la 

homogenización de la suspensión. 

Posterior a la cosecha se hizo la determinación del número de conidios por mililítro, 

mediante el uso de un hematocitómetro y un microscopio compuesto, utiliz:ando Ja formula de 

Lipa & Slizinki (1973) : 

No. de conidios= Con. contados X 4x10' X dilución = Con./ml 

80 

4.3 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD. 

4.3.1 Selección del método de aplicación. 

Esta prueba, se realizó para determinar el modo de aplicación más conveniente, que 

evitara daños a las especies de áfidos en tratamiento y errores de manejo. Entre los métodos de 

aplicación más comunes se encuentran: la aspersión, la inmersión de Jos insectos en una 

suspensión del entomopatógeno y el someter al insecto al contacto de superficies contaminadas 

por el hongo. 

Para tal efecto se utilizaron 300 pulgones de la especie Myzus persicae , repartidos en 3 

lotes experimentales, administrándoles el hongo a cada grupo utilizando lo métodos de aplicación 

ya citados. La concentración que se utilizó fue de lxll1 conidios /mi. 
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Una vez seleccionado el método de aplicación se realizaron Jos estudios sobre 

virulencia de Verticilllum lecanü, mediante la técnica de bioensayo.Se compararon las posibles 

diferencias en patogenicidad de V. lecanü sembrado en placas de agar y propagado en arroz. 

Observando si existía un incremento o decremento de la virulencia sobre las especies de áfidos 

tratados . 

La segunda fase del trabajo se desarrollo en invernadero, para evaluar Ja eficacia en 

condiciones más naturales. 

4.4 BIOENSA YO. 

Los bioensayos son ampliamente utilizados como una prueba para determinar la 

patogenicidad o toxicidad de un microorganismo o de una sustancia tóxica, basándose en la 

respuesta biológica que produce. 

El bioensayo permite determinar Ja CL50 (Concentración letal media), concentración 

capaz de matar al 50% de los organismos de una población, de tal manera que es posible estimar 

y comparar la actividad biológica del agente a considerar (Apendice C) . 

Los bioensayos se inician determinando la respuesta biológica (RB) de la población de 

individuos lo cuál permite determinar, la dosis máxima en cuyo efecto se refleja una mortalidad 

del 0% o muy cercano a éste y Ja dosis más baja capaz de matar al 100% de los individuos 

sometidos a la prueba. En este trabajo se utilizó una concentración de referencia (lxl03 

conidios/ml) en base a la cuál se estimaron las concentraciones requeridas para obtener la RB; 

en este caso se probaron las siguientes concentraciones: 1 ü3, 107
, 106

, 105, 1 ü4, 103 y 1 ü2. 

Una vez determinados Jos rangos de RB, el siguiente paso consistió en determinar las 

concentraciones intermedias para obtener la CLso· Las concentraciones intermedias se obtuvieron 

al graficar en el papel probit la mortalidad resultante de cada una de las concentraciones 

probadas, después se trazó una línea recta que pasará por la mayoría de los puntos. Se dividió 
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en forma equidistante la línea a través de las concentraciones, y se trazaron líneas dirigidas hacia 

el eje de las abcisas, determinando los puntos que corresponden a las concentraciones 

intermedias. 

4.4.1 BIOENSA YOS CON VerticiUium lecanü. 

Las unidades experimentales se conformaron de hembras adultas ápteras, transferidas a 

una sección de hoja de trigo para Diuraphis noxia y de col para Brevicoryne brassicae y Myzus 

persicae. Estas fueron colocadas en una caja petri, con papel filtro humedecido. Se utilizó un 

número de 20 áfidos por tratamiento, asperjandó a los insectos, las diferentes concentraciones 

del hongo y al testigo una solución de agua con Tritón-X 100 . 

A partir de las 48hs de realizado el tratamiento, se inició el registro de la mortalidad 

anotándo diariamente, en un lapso de 8 días, los insectos muertos, vivos y áfidos micosados. 

En los casos en que se presentó mortalidad menor del 10% en el testigo, se corrigió mediante 

la ecuación propuesta por Abbott (1925). 

% Mort. = % Mort. trat.- % Mort. testi~o XlOO 

100- % Mort. testigo 

Los valores porcentuales de mortalidad se transformaron a unidades Probit, para 

determinar las líneas de respuesta del logaritmo de la concentración en contra de la mortalidad 

y estimar la CL50 y otros parámetros estadísticos(ApendiceD). 

4.4.1.1 Pruebas de Invernadero 

Para las pruebas de invernadero se usaron plantas de 10 cm de altura, tanto de trigo como 

de col( en este caso no se utilizó el haba para las pruebas, puesto que se observó una mejor taza 

reproductiva de Myzus en col en comparación a la observada en haba). Se utilizaron 20 plantas 
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al azar por tratamiento, cada una plantada en macetas de iguales dimensiones y con igual número 

de semillas. 

Los áfidos se colocaron en las plantas 2 días antes de la realización de las pruebas, dicho 

proceso fue con el fin de permitir el establecimiento de los organismos. Posteriormente las 

plantas se asperjaron con la suspensión de Verticillium lecanü. 

Las plantas que servían de control se asperjaron con agua destilada estéril. Todas las 

macetas se cubrieron con bolsas de polietileno por dos días para mantener altas humedades que 

favorecieron la acción del hongo. 

4.5 Análisis &ta.dísticos. 

El análisis de los datos obtenidos por el bioensayo, se procesó mediante el programa de 

computo PC. PROBIT (Ver. 1.0 de Camacho, 1990). 

Por otro lado los valores de CL50 y TL50, de los organismos -tratados con Verticillium 

lecanü propagados en SDA y en arroz, se compararon mediante un análisis de varianza 

bifactorial. Los valores de mortalidad registrados en invernadero, se analizaron, por un análisis 

de varianza y una prueba de Tukey, de separación de medias. 
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5.RESULTAOOS Y DISCUSION 

5.1 Selección del Método de Aplicación de Verticillium lecanii. 

El método de aspersión, resultó ser el más adecuado de los tres métodos probados, ya 

que el porcentaje de mortalidad acumulada en 8 días, a partir de la aplicación, fue muy cercano 

al 70 % , comparado con 65 % y 24 % de los métodos de inmersión y contaminación del insecto 

respectivamente. 

En el tratamiento de los áfidos, se pudo observar un alto índice de mortalidad por errores 

de manipulación por ejemplo, al sumergir los áfidos en la suspensión de conidios, muchos 

pulgones morían ahogados, coincidiendo con lo reportado por Hall, 1976; quien menciona el 

riesgo que corren los áfidos de ahogarse, al emplear la inmersión de éstos como método de 

inoculación del hongo ; por tal motivo se registra inicialmente un 40% de mortalidad por dicha 

causa ( fig 6). 

Al someter a los áfidos a superficies previamente contaminadas con el hongo, no se 

observó mortalidad por mal manejo. Sin embargo el registro de mortalidad en los días 

subsecuentes a la aplicación, resultó ser menor en comparación a los otros dos probados. 

Por otro lado, cuando los áfidos fueron asperjados con una suspensión de V. lecanii no 

se presentaron errores de manipulación . Si bien es cierto que se obtiene una mayor infestación 

de los pulgones tratados por inmersión que por aspersión; como puede observarse inicialmente 

con una mortalidad del 40% superior a la de los otros dos métodos; esto es ocasionado 

básicamente por la manipulación del insecto. Además por razones prácticas el método de 

aplicación más utilizado, en el control comercial, es la aspersión (Hall & Burges, 1979; Harper 

& Huang, 1986; Vehrs & Parrella, 1991). 
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5.2 Susceptibilidad de los Afidos a Verticillium lecanü. 

5.2.1 Concentración Letal Media (CLso). 

Los valores de las CL50 de las tres especies de áfidos, sometidos al análisis de varianza, 

demostraron que no había diferencias significativas, independientemente del mét9do de 

propagación de Verticillium lecanü (Apéndice F). Sin embargo, pese a los resultados de la 

ANOVA, se pueden advertir ligeras diferencias entre las tres especies. 

Diuraphis noxia, se manifestó como la más vulnerable con una CLso promedio de 

4.8xl<>3 con/mi, usando V. lecanü propagado en SDA (Cuadro 2) y l .2xlü4 con/ml (Cuadro 3), 

usando V.lecanü propagado en Arroz. En éste caso Verticilllum en SDA resultó ser ligeramente 

más agresivo, que el producto propagado en Arroz; ya que se necesitó un menor número de 

conidios para matar al 50% de la población del pulgón ruso. 

CUADRO 2.-Valores obtenidos mediante el análisis Probit para Diuraphis noxia tratado 
con Verticilllum lecanii propagado en placas de SDA. 

1 FECHA 1 CLso Con./ml 

28-0CT-93 0.000017 1.7 X 107 

29-0CT-93* 0.000001 1 X 102 
3-NOV-93* 0.096832 ~ X 106 

9-NOV-93 0.000047 4.7 X 103 
ll-NOV-93* 0.000046 4.6 X 103 
12-NOV-93 0.000107 1 X 10'' 
17-NOV-93 0.000020 2 X l(}3 

CL50 promedio= 4.8 x 1()3 

LFI.-Umii. t1dudol interior 
l..FS.·Umil< Fldudol Superior 
PEND.-r.adieai. 
X1 .-Valor de Cid caadr9Cb. 
•, Valores no aianllkalivOI. 

CL,. LF1 LFS PEND. x• 
3.042284 0.000005 0.000054 ¡o.486 2.6 

0.014286 0.000000 0.000003 0.486 18.3 

7.437489 0.040237 0.281294 I0.424 14.3 

0.016253 0.000013 0.000138 I0.647 5.8 

0.012810 0.000024 K>.000081 I0.671 16.4 

0.098915 0.000055 0.000199 I0.554 2.6 

0.009150 0.000005 0.000058 I0.617 0.44 
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CUADRO 3.- Valores obtenidos mediante el análisis Probit para,Diuraphis noxia tratado 
con Verticillium lecanü propagado en substrato sólido (Arroz). 

FECHA CLso Con./ml 
27-DIC-93 G.000065 6.5 X 103 
28-DIC-93 0.000139 1.4 X 10'1 

29-DIC-93 0.000198 1.9 X 10'1 

3-ENE-94 NO 

4-ENE-94* 0.000107 1 X 104 
5-ENE-94 0.000036 3.6 X 103 

CL50 promedio= 1.2 x 10' conidios/ml. 
Mbma leyeada de la labia ulerlor. 

CL,s 
0.0733 

0.1924 

0.1240 

SIG 

0.0989 

K>.1557 

LFI LFS PEND r 
0.000018 0.000196 I0.5880 0.5 

I0.00004 0.000423 Kl.5237 1.3 

K>.000065 I0.000555 I0.655 3.15 

NIF IC A TIV o 
0.000055 I0.000199 I0.671 16.4 

K>.000015 IO.oooon K>.452 2.97 

Brevicoryne brassicae, demostró una susceptibilidad intermedia y la variación en el valor 

de las CL50 de SDA y Arroz, son mínimas con 2.8x104 conidios/ml (Cuadro 4) y 1.7xHf 

(Cuadro 5), respectivamente. 

CUADRO 4.- Valores obtenidos mediante el análisis Probit, para Brevicoryne brassicae 
tratados con Verticillium lecanü propagado en placas de SDA. 

FECHA CL,. Con./ml. CL,, LF1 LFS PEND x2 

19-ENE-94 0.00032 3.2 x104 0.295 0.00010 0.0009 0.55 3.0 

26-ENE-94 0.00016 1.7x 104 0.712 0.00004 0.0005 0.45 1.4 

27-ENE-94 0.00032 3.2 x104 0.259 0.00010 0.0009 O.SS 3.0 

28-ENE-94 NO S IG NIF IC A TI vo 

29-ENE-94* 0.00029 2.95xl04 0.278 0.00015 0.0005 0.55 10. 

CL50 promedio= 2. 76 x 10' con./ml. 
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CUADRO 5.-Valores obtenidos mediante el análisis Probit para Brevú:oryne brassicae, 
tratado con Vetticillium hcanii, propagado en substrato sólido (Arroz). 

FECHA CL~ Coa./ml a... LF1 LFS PEND xi 

ll-ENB-94 0.00013 l.3xl0' 0.307 0.00003 o.ooo4 0 .49 1.08 

12-ENE-94 0 .00013 l.3xl0' 0 .307 0 .00003 0.0004 0.49 1.08 

13-ENE-94* 0.00023 2.3xl0' 0.229 0.00012 0.0004 O.S4 11.7 

CL50 promedio= 1.7 x 104 conidios/ml. 

Myws persicae, resultó ser un poco más resistente a la acción del hongo con 2.8xle>5 

con/ml (SDA) (Cuadro 6) y 9. lxlOS(Cuadro 7) ligeramente más alto que el anterior. 

CUADRO 6.-Valores obtenidos mediante el análisis Probit para Myws persicae tratado 
con Vetticillium hcanü propagado en placas de agar. 

FECHA CL,. Con/ml a... LF1 LFS PEND X' 

29-JUL-93 0.0015 l.5xle>5 lS .69 0.0004 0.006 0.41 4.2 

18-AG0-93 0 .0005 5 xlO' !.SS! 0.0002 0.001 0.47 3.7 

19-AG0-93 0.0006 6 x!O' 3.811 0.0002 0.002 0.43 4.1 

2-SEP-93 0.0004 4 xl04 7.118 0.0001 0 .001 0.39 6.1 

10-SEP-93* 0.0007 7 xlO' 4.217 0.0002 0.002 0.43 4.7 

13-SEP-93 0.0017 l. 7x1C>5 4.SS6 0.0005 0.006 0.48 2.3 

CL50 promedio= 2.8 x 105 conidios/ml. 
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CU ADRO 7 .-Valores obtenidos mediante el análisis Probit para Myzus persicae tratado con 
Verticillium lecanü propagado en substrato sólido (arroz). 

FECHA CLso Con./ml CL,. LF1 LFS PEND X' 

29-JUL-93 0.0002 2 x104 0.006 0.00008 0.00041 1.07 6.4 

31-AG0-93* 1.9021 5. lxlOS 15955349.1 0.1011 5096.69 0.23 3.3 

15-SEP-93 0.0006 6 x104 80.83 0.0001 0.00361 0.32 8.1 

17-SEP-93 0.0001 1 x104 10.57 0.00001 0.00006 0.33 11.6 

29-0CT-93* 0.0040 4 xlOS 225.3 0.0009 0.02433 0.34 4.S 

31-0CT-93 0.0002 2 x104 0.992 0.00005 0.000795 0.45 6.3 

3-NOV-93 NO SIG NIF IC A TIV o 

CL50 promedio= 9.1 x 105 conidios/ml. 

5.2.2 Tiempo Letal 

Para el cálculo del tiempo letal, se utilizaron los registros de mortalidad observados a 

partir de las 48hs. hasta los 8 días después del tratamiento. La determinación del tiempo letal 

medio(TL50), se calculó en el mismo período de tiempo que para el análisis probit, en el cuadro 

8 se muestran de manera conjunta dichos valores. 

CUADRO 8 .-Valores de TL50, para las tres especies de áfidos, tratadas con Verticillium 
lecanii, propagado en substrato semi-sólido (SDA). 

11 Especie TL50(Días) Lim.fid.inf. Lim.fid.sup 

D.noxia (SDA) 2.13 2.28 1.97 

B.brassicae(SDA) 7.88 4.52 132.55 

M. persicae (SDA) 7.89 6.37 11.04 

D.noxia (Arroz) 1.85 2.06 1.63 

B.brassicae (Arroz) 4.59 3.85 5.65 

M. persicae (Arroz) S.47 4.88 6.29 
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Por otro lado, al someter los valores de el porcentaje de mortalidad acumulada, al análisis 

de varianza, se observaron diferencias de significancia, es decir el tiempo en que se manifiesta 

la mortalidad en los áfidos es distinto en cada una de las especies, lo cuál se puede constatar al 

observar los datos en bruto: D. noxia presentó los mayores índices de mortalidad en los 

primeros cuatro días en las concentraciones más altas, independientemente del medio de 

propagación, los porcentajes de mortalidad son muy semejantes(Cuadro 9). 

CUADRO 9.-Porcentaje de Mortalidad de Diuraphis noxia,en los días posteriores a la 
aplicación de diversas concentraciones de Verticillium lecanü. 

% Mortalidad después de la aplicación 
DIAS 

A 
~2 R 3 4 5 6 7 8 

R 
o l08 con./ml 45 95 o o o o 95 
z 107con./ml 35 55 95 95 95 95 95 

1<>6con./ml 25 35 70 85 85 85 85 

H>5con./ml 15 20 50 60 70 70 70 

104con./ml 5 5 15 35 40 50 50 

101con./ml o 5 5 15 20 30 30 

lü2con./ml o o o 5 5 5 5 

lOScon/ml 50 50 o o o o 100 

107con/ml 25 50 15 o o o 94.7 

1<>6con/ml 45 25 10 o o o 94.1 

s H>5con/ml 30 15 10 10 10 5 80 
D 
A 104con/ml 20 35 5 5 o o 65 

103con/ml 10 15 5 5 o o 46.5 

lü2con/ml o o 10 5 o o 20 
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Una tendencia similar es observada en Breyicoryne brassicae, con porcentajes de 

mortalidad acumulada muy semejantes y la mayor mortalidad en los 8 días de observación, se 

presenta en las concentraciones más altas; sin embargo la mortalidad se manifiesta en todos los 

días posteriores a la aplicación de V. lecanii tanto en Arroz como en SDA (Cuadro 10). 

CUADRO 10.-Porcentajes de Mortalidad de Bre'Vicoryne brassicae, tratado con Verticülium 
lecanü. 

% De Mortalidad Después de la Aplicación. 
DIAS 

CONCENTRACION 2 3 4 5 6 7 8 

A 108con/ml 25 25 35 50 70 85 95 

R 107con/ml 25 30 45 60 65 90 90 

R Hfcon/ml 10 25 40 55 65 85 85 

o Hfcon/ml 5 15 20 30 45 60 70 

z 104con/ml 5 5 5 10 25 45 50 

lü3con/ml o o o 10 10 25 30 

102con/ml o o o o o 5 10 

108con/ml 30 35 50 60 75 90 95 

s 107con/ml 20 30 40 60 70 85 90 

D Hfcon/ml 10 25 40 50 55 65 75 

A H>5con/ml 10 15 20 40 45 50 65 

104con/ml o 10 10 15 30 40 50 

101con/ml o o o 5 5 15 20 

102con/ml o o o o o o 5 

En Myzus, se observa un comportamiento diferente, en este caso la mortalidad se inició 

en el tercero y cuarto día después de la inoculación. En este caso, aparentemente, hay una 

diferencia en el porcentaje de mortalidad de M. pemcae tratado con Verticillium propagado en 
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SDA alcanzando valores de mortalidad superiores respecto del otro medio de propagación 

(Cuadro 11). 

CUADRO 11.- Porcentajes de Mortalidad de Myzus persicae tratada con Vertiéillium 
lecanü. 

% Mortalidad después de la aplicación 
DIAS 

CONCENTRACION 2 3 4 s 6 7 8 

lOScon/ ml o 20 30 35 50 70 75 

A 107con/ml o 10 25 35 45 50 65 

R lü6con/ml o 5 15 20 30 45 55 

R lOScon/ml o o 10 15 30 35 50 

o lO'con/ml o o o 10 15 35 40 

z 101con/ml o o o o o 5 20 

102con/ml o o o o o 5 10 

lü8con/ mi o 20 25 35 50 65 85 

107con/ mi o 15 25 40 45 55 80 

s H1con/ mi o 5 20 20 30 50 75 

D lOScon/ mi o 5 15 20 30 40 60 

A 104con/ml o o 10 10 15 30 40 

10'3con/ mi o o o 5 10 20 25 

102con/ mi o o o o 5 5 15 

En cualquiera de los tres casos, en menor o mayor escala, se puede decir que la 

mortalidad es directamente proporcional a la concentración; en otras palabras, a mayor 

concentración mayor mortalidad. DiuraphiS noxia y B. brassicae son más susceptibles a la 

infección de Verticülium lecanü, comparadas con M. persicae. 
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La diferencia en la respuesta de cada una de las especies de pulgones puede obedecer a 

características inherentes a la biología del insecto (Vazquez en l 993) . Otros factores importantes 

en la resistencia de los insectos a la invasión por patógenos, lo constituyen las múltiples barreras 

fisiológicas que desarrollan los hospederos como defensa a los tóxicos. El desarrollo de los 

hongos entomopatógenos en sus hospederos no sólo se ve influenciado por las reacciones 

inmunitarias ; Hajek & St Leger (1994), mencionan la interferencia dependiente del hospedero 

sobre el cual se alimenta el insecto. Así por ejemplo, las chinches adultas de Blissus 

leucopterus leucopterus, inoculadas con Beauveria bassiana, demostraron mortalidades más 

altas cuando se alimentaban de trigo, cebada o dieta artificial comparada con maíz o sorgo 

(Ramoska y Toodd, 1985). 

5.2.3 Medio de Propagación de V. lecanü. 

Mediante el análisis de varianza, se determinó que no existen diferencias significativas 

considerando el substrato de propagación, la virulencia del hongo y el porcentaje de mortalidad 

de los pulgones. Esto, es alentador, desde el punto de vista de producción masiva del hongo, 

ya que la propagación de V. lecanii en substrato sólido es menos costosa que la propagación en 

placas de agar. El cultivo en arroz es muy fácil y económico, además se puede contar con una 

gran cantidad de material biológico, para grandes extensiones con un mínimo de materia prima. 

Otra ventaja de éste método de propagación es que los fragmentos de los granos de arroz, sirven 

como substrato inicial para que el hongo se desarrolle saprofiticamente, incluso antes de infectar 

al insecto. 

El cultivo en placas de agar, es recomendable para la producción en pequeñas cantidades; 

en el caso de aplicaciones masivas del patógeno, éste método es poco rentable, 

ya que sería muy costoso propagar cantidades importantes del hongo, en caso de necesitar aplicar 

en grandes extensiones. 
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5.3 Pruebas de Invernadero. 

La aplicación de Verticillium lecanü en invernadero se realizó por la tarde, utilizando 

una concentración única de lxl09 con./ml. Los resultados de mortalidad acumulada registrada 

en los siete días que duro la prueba, se muestran en el cuadro 12. 

CUADRO 12.-Porcentaje de mortalidad de B. brassicae, M. persicae y D. noxia tratados 
con Verticülium lecanü(Zimm), en invernadero. 

1 ESPECIE DIAS 1 2 

B. bmssica·' - 10 

M. persicae1 - 5 
n MA_,_ - 15 

Concentración: lxl(f conidios/mililítro. 
Planta hospedera:! Col, 2 trigo. 

3 

-
-
-

Modo de aplicación: Aspersores manuales. 

4 

25 

10 

25 

5 6 7 TOTAL 
% 

10 15 10 70 

10 7 3 35 

20 15 10 85 

La respuesta fue similar a la observada en los bioensayos realizados en el laboratorio: 

en D. noxia, se registró el porcentaje de mortalidad más alto con un 85 % , siguiéndole B. 

brassicae con 70% y M. persicae con un valor menor 35%. 

El uso de bolsas de polietileno y el agua disponible favoreció considerablemente la acción 

de V. lecanü; coincidiendo con lo expresado por Milner y Lutton, 1986; que registraron una 

transmisión máxima del hongo sólo cuando el agua disponible está presente, gracias a una 

humedad relativa constante y alta. Este alto nivel de transmisión se notó en el presente trabajo; 

pues a pesar de que hubo generación de ninfas en mayor o menor escala, la transmisión vertical 

de la enfermedad, fue satisfactoria, es decir las madres producían gran cantidad de ninfas, sin 

embargo estas moóan rápidamente al estar en contacto a los conidios adheridos al cuerpo de la 

madre. 
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Otro factor importante que influye en la transmisión de la enfermedad es la movilidad 

del insecto, lo cual favorece la transmisión de la infección y la diseminación de ésta en la 

colonia o en colonias vecinas (Hall & Papierok, 1982).Como consecuencia las especies menos 

móviles, son más difíciles de controlar, a diferencia de las que son muy activas. En este caso 

a pesar que D. noxia no es muy activa, el hecho de permanecer la colonia "encerrada" en el 

cogollo del trigo facilita el contagio entre los individuos de una misma colonia. Las hembras 

adultas son más activas, capaces de diseminar la enfermedad a las colonias adyacentes. 

Contrariamente a lo publicado por Hall & Burges, 1979; M.persicae, no registró altos 

niveles de mortalidad a pesar de su gran movilidad, podría explicarse por la variabilidad que 

existe entre los aislamientos de V. lecanü y la diferencia en susceptibilidad que éstos ejercen 

sobre el insecto. 

En los tratamientos se observó un decremento en la población, sin embargo, no se 

alcanzó un control del 100%, por lo tanto es aconsejable realizar una segunda aplicación. Hall 

en 1979, menciona que una aspersión inicial puede servir sólo para introducir el patógeno en Ja 

población, subsecuentemente la dispersión de la enfermedad depende del contagio de los átidos 

con superficies contaminadas por el hongo o la transmisión a través de átidos enfermos. 

Para tener una visión más precisa del efecto de Verticillium lecanii sobre las poblaciones 

de áfidos utilizadas en el presente trabajo, es necesario realizar pruebas en campo, probando el 

efecto del hongo en éstas condiciones. 
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6. CONCLUSIONES 

-El método de aplicación por aspersión, resultó ser el más adecuado de los tres probados, dada 

su facilidad, produciendo un mínimo de mortalidad por manipulación. 

-Los valores de las CLs0 , obtenidos en los bioensayos de las tres especies tratadas, resultaron 

estadísticamente iguales. La especie más susceptible fue Diuraphis noxia con 4.8 x 101 

con/ml (SDA) y 1.2xl0' (Arroz), seguido por Brevicoryne brassicae con 2.8x10' y 1.7x10' 

en SDA y Arroz respectivamente y por último Myzus persicae con 2.8x10S y 9. lxlOS con/ml. 

-Los valores de los TLs0 , de las tres especies probadas variaron de forma considerable, ·~ 

probablemente por las características fisiológicas inherentes al propio insecto.De nueva cuenta 

los valores más bajos, se presentaron en D.noxia con 2.13 días (SDA) y 1.85 en arroz; -

B.brassicae con 7.8 días (SDA) y 4.5 (Arroz) y M. persicae 7.8 y 5.47 días en SDA y Arroz, 

respectivamente. 

-El medio de propagación de Verlicillium lecanii, no influye significativamente en la virulencia 

ni en el porcentaje de mortalidad acumulada. 

-Para obtener un buen control de plagas de áfidos en invernadero, se recomienda contar con una 

humedad alta, o en su defecto, tratar de compensarla con agua disponible. 

-La actividad del insecto es muy importante, para diseminar la enfermedad en una población de 

insectos. 

-La buena cobertura y el microclima en el que se desarrolla el insecto, son factores importantes 

que favorecen la diseminación de los hongos, en éste caso Verlicülium lecanii. 
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8~A. 

A partir del material conservado en etanol al 80% se sugiere el siguiente procedimiento: 

Los átidos se colocan en cápsulas de porcelana y se observan con la ayuda de un 

microscopio estereoscópico, observando el abdomen de cada especímen se pica con ayuda de una 

aguja fina, para favorecer la penetración de los agentes químicos, enseguida son tratados en frío 

colocándolos en una solución de potasa (KOH), al 40% (400 gramos de KOH, disueltos en un 

litro de agua destilada), durante 90 a 120 min., para material fresco (menos de dos meses en 

alcohol) ó bien durante tres o cuatro horas en la potasa para material mantenido en alcohol de 

seis meses a dos años; los áfidos se lavan tres veces en agua destilada ( media hora mínimo por 

cada cambio), después se colocan en un baño de cloralfenol ( hidrato de cloral + fenol 1: 1 ) 

durante 24 a 48 hrs. y finalmente se montan en el medio de Berlese (goma arábiga 60g + 
hidrato de cloral lOOg + glicerina 30 mi + ácido acético glacial 10 mi + agua destilada 100 

mi.). 

Para efecto de identificaciones rutinarias rápidas, éste procedimiento puede acelerarse 

utilizando alguna fuente de calor, colocando los especímenes directamente en el cloralfenol en 

pequeños viales y en baño maría durante 5 minutos, los áfidos podrán entonces examinarse al 

micróscopio y proceder a su identificación utilizando la clave; sin embargo, en general este 

material no puede conservarse de manera permanente en preparaciones micróscopicas, pues al 

cabo de cierto tiempo sufre cristalización. 
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~·· 
Microcultivos en Portaobjetos 

El objetivo de los microcultivos, es con el fin de manejar una técnica sencilla para el 

aislamiento de algunos hongos entomopatógenos para su identificación. 

Se coloca un bloque de agar de un centímetro cuadrado de medio de cultivo, sobre la superficie 

de un portaobjetos estéril. 

-Se inocula con una pequeña cantidad de la colonia del hongo, que se desee identificar. 

-Calentar suavemente un cubreobjetos estéril pasándolo rápidamente a través de la flama y 

colocarlo sobre el bloque de agar. 

-Colocar el portaobjetos en una caja Petri sobre varillas de vidrio. Agregar agua estéril con 

glicerol al 10% para mantener húmeda la cámara. 

-Tapar la placa e incubar a temperatura ambiente o a 26ºC y 30ºC durante 3 ó 5 días. 

-Ya que hubo crecimiento, se retira el cubreobjeto, en cuya superficie quedan adheridos 

porciones del micelio. 

- Colocar un cubre o un portaobjetos y una gota de lactofenol o azul de algodón. 

-Los montajes se preservan sellando los bordes del cubreobjetos con barniz de uñas trasparente. 
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La definición de bioensayo está influenciada por el campo del conocimiento al que se 

dedica quién hace la definición; algunos autores, se refieren a él como ensayo biológico y lo 

definen como la medición de la potencia de cualquier estímulo, ya sea físico, químico , 

biológico, fisiológico o psicológico, por medio de reacciones que produce sobre la materia viva. 

Otros autores definen al bioensayo como un conjunto de procedimientos en el que se 

determina la cantidad o fuerza de un agente o estímulo mediante la respuesta de un sujeto . 

Banki(l970) lo señala como un procedimiento experimental, en el que pretende 

determinar la efectividad biológica de un plaguicida. Por su parte Busvine(l971) menciona que 

el término también cubre todos los experimentos donde la potencia de un insecticida se mide con 

referencia a una colonia estandarizada de insectos, además señala que el término también cubre 

aquellos casos en los que el insecto se usa como una herramienta para medir pequeñas cantidades 

de insecticida, sobre un substrato dado. 

Existen básicamente dos tipos de bioensayo: Bioensayos Directos e Indirectos. 

Bioensayo Directo.- este tipo de bioensayo involucra la medición de una cantidad exacta del 

tóxico a probar, el cuál produce un nivel determinado de intoxicación en un individuo, en éste 

tipo de respuesta Ja variable de interés es Ja dosis. 

Bioensayo Indirecto.- Se administra a un grupo de organismos dosis estándar, registrando las 

respuestas obtenidas en cada caso. En estos ensayos interesa el número de respuestas en cada 

nivel de dosis. En los bioensayos indirectos la respuesta puede ser de dos tipos : cuantitativa 

(susceptible de medición) o cualitativa ( respuesta de todo o nada). De una 

manera simple el ensayo cualitativo es el más utilizado en toxicología, involucra la 



determinación de la relación de la dosis y el porcentaje de respuesta (Finney, 1971; Hubert, 

1980). 

En el caso particular de éste trabajo los bioensayos realizados, fueron del tipo indirecto; 

ya que dado el modo de aplicación, no hablamos de dosis si no de concentraciones. 

Puesto que no tenemos la seguridad de que a todos los organismos se les adhiera la misma 

cantidad de conidios de Verticillium lecanü, por tal motivo se toman concentraciones de 

referencia que nos den una idea aproximada del rango en el que vamos a tener una determinada 

mortalidad en los individuos. 
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La serie de técnicas agrupadas, en lo que se conoce como Análisis Probit, han tenido 

mucho auge en estos último años, sobre todo en los trabajos experimentales de las áreas de 

ciencias biológicas, por tal motivo se han desarrollado programas de computo que facilitan el 

procesamiento de los datos. 

Los parámetros principales obtenidos del Probit son: El estimador medio DL50 ó CL50 

, los límites fiduciales (Superior e inferior), el valor de ji cuadrada y la pendiente de regresión. 

Al probar a Verticillium lecanü, contra los áfidos, se expusieron a concentraciones 

determinadas del patógeno, desconociéndose la cantidad exacta que cubre a cada insecto. Por 

tal motivo no se habla DL50, sino más bien de CL50 (concentraciones letales medias). 

La importancia de los estimadores medios en el análisis Probit radica en sus límites 

fiduciales, que representan el intervalo del estimador, a un nivel de probabilidad determinado 

(generalmente 95% ó 99%), entre más estrecho sea este intervalo, más preciso y confiable es 

el estimador. 

Adicional a ésto existen otros dos parámetros importantes en este análisis: La ji-cuadrada 

y la pendiente. El valor de ji-cuadrada, refleja la similitud entre los datos obtenidos del 

bioensayo y los representados por la línea o teóricos. Un valor mínimo de la ji- cuadrada 

expresa una máxima similitud. 

El valor de la pendiente de la línea de regresión Y= a+bx (donde Y es el valor probit, a es la 

ordenada al origen, b la pendiente de Ja línea de regresión y x el logaritmo de las dosis),nos 

refleja la adecuación de la serie de concentraciones probadas y la magnitud del efecto de la 

variable independiente (Log dosis). 
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Para considerar un bioensayo como válido se deben de tomar en cuenta los siguientes 

requisitos: 

l.- El valor de la pendiente de la línea de regresión debe ser de 1.5 a 6. 

2.- La ji-cuadrada deberá ser menor de 5. 

3.- La división entre el límite fiducial mayor y el menor debe ser menor de 2. 

4.·· La mortalidad natural en el testigo no debe exceder al 10% 

5. - La CL50 estimada deberá ubicarse por lo menos dos valores abajo de la dosis probada más 

alta y dos valores arriba de la más baja. 

6.- La distribución de la mortalidad deberá encontrarse entre 

cuatro de las dosis probadas. 

un 90 a un 10% dentro de 

7.- Deberán realizarse un mínimo de tres repeticiones válidas; es decir que cumplan con todos 

los puntos anteriores, para considerar como válida una CL50• 
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1.-Di.uraphis noxi<i (Mordviko). 

A)Probando Verticillium lecanü propagado en SDA. 

Concentración Tot. Org. Mort. Tot % Mortalidad 

1.0 20 20 100 

0.1 20 18 94.45 

0.01 20 16 94.11 

0.001 20 12 80 

0.0001 20 13 65 

0.00001 20 7 46.6 

0.000001 20 3 20 

B) Probando Velticillium lecanü propagado en arroz~ 

Concentración Tot. Org. Mort. Tot. % Mortalidad 

1.0 20 20 100 

0.1 20 19 95 

0.01 20 17 85 

0.001 20 14 70 

0.0001 20 10 50 

0.00001 20 6 30 

0.000001 20 1 5 
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2.-Brevicoryne brassicae.(linneo) 

A)Probando Verticillium lecanii propagado en SDA. 

Concentración Tot. Org. Mort. Tot. % Mortalidad 

1.0 20 19 95 

0.1 20 18 90 

0.01 20 16 80 

0.001 20 13 65 

0.0001 20 9 45 

0.00001 20 5 25 

0.000001 20 2 10 

B) Probando V. lecanü, propagado en substrato sólido. 

~ Concentración Tot. Org. Mort. Tot. % Mortalidad 

1.0 20 19 95 

0.1 20 18 90 

0.01 20 15 75 

0.001 20 13 65 

0.0001 20 10 50 

0.00001 20 4 20 

0.000001 20 1 5 
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3.- Myms persicae. (Sulzer) 

A)Probando Vetticillium lecanü propagado en SDA. 

Concentración Tot. Org Mort. Tot. - -· .. ... ..::1 

1.0 20 17 8S 

0.1 20 16 80 

0.01 20 lS 7S 

0.001 20 12 60 

0.0001 20 8 40 

0.00001 20 s 2S 

0.000001 20 3 lS 

B) Probando V. lecanü propagado en substrato sólido. 

1 Concentración 
11 

Tot. Org. 
1 

Mort.Tot 1 % Mortalidad 
1 

1.0 20 lS 7S 

0.1 20 13 65 

0.01 20 11 SS 

0.001 20 10 so 
0.0001 20 8 40 

0.00001 20 4 20 

0.000001 20 2 10 
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Análisis de varianza de los valores de CL50 de D. noxia, B. brassicae y M. persicae 
(Factor A) contra los dos substratos de propagación de Verlicillium lecanü (Factor 
B). 

Fuente G.L Suma Cuad. Fo. pi.05 

variación Cuad. Med. tablas 

Tratamiento 5 1.008 

Factor A 2 0.404 0.202 1.009 F2,12 =3.88 

Factor B 1 0.201 0.201 1.003 Fi,12 =4.75 

Interacción AB 2 0.402 0.201 1.003 F2,12 =3.88 

Error 12 2.406 0.200 

Total 17 3.415 

Análisis de varianza de los valores de las pendientes comparando los factores A y B 
señalados en el cuadro anterior. 

Fuente G.L Suma Cu ad. Fo pi.05 

variación Cuad. Med. tablas 

Tratamiento 5 0.151 

Factor A 2 0.085 0.042 2.321 Fi,12 =3.88 

Factor B 1 0.040 0.040 2.189 F1,12 =4.75 

Interacción AB 2 0.025 0.012 0.701 F2,12 =3.88 

Error 12 0.221 0.018 

Total 17 0.372 
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Continuación APENDICE F. 

Análisis de Varianza del Porcentaje de Mortalidad Acumulado, para D. noxia, 
B.brassicae y M. persicae (Factor A) asperjados con V. lecanü propagados en dNr3o 
sólido (Arroz) y en substrato semisólido (Factor B). 

G.L Suma Cuad. Fo F'·os 
Cuad. Med. tablas 

Tratamiento 5 13178.02 

Factor A 2 12832.78 6416.39 24.275 F2,42 =3.22 

Factor B 1 116.656 116.65 0.441 F1,42 =4.07 

Interacción 2 228.57 114.28 0.432 F2,,2=3.22 
AB 

Error 42 11101.13 264.31 

Total 47 24279.15 

Análisis de Varianza del Porcentaje de Mortalidad Acumulada de D. noxia, B. brassicae 
y M. persicae asperjadas con V. lecanü en condiciones de invemadero. 

Fuente G.L Suma Cuad. Fo F1,12 

variación Cuad. Med. tablas 

Tratamiento 2 263.33 131.66 
4.67 3.88 

Error 12 338 28.16 

Total 14 601.33 
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