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El presente trabajo se realizé en el iaboratorio de Patologia de Insectos del Instituto de

Fitosanidad del Colegio de Postgraduados bajo la asesoria de la Dra. Raquel Alatorre

Rosas.



Paribola de la Educacion

Iba un hombre caminando por el desierto cuando oyd una voz que le dijo:
- Levanta unos guijarros, mételos a tu bolsillo y maiiana te sentiras a la vez triste y

contento.
Aquel hombre obedecio. Se inclind, recogio un pufiado de guijarros y se los metid en el

bolsillo.
A la mafana siguiente, vié que los guijarros se habian convertido en diamantes, rubies y

esmeraldas.
Y se sintio feliz y triste.

Feliz, por haber recogido los guijarros, triste, por no haber recogido mas.

Lo mismo ocurre con la educacion.

William Cunningham

Quien una idea no entiende
la contradice u objeta
pero aquel que la comprenda

la completa.
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RESUMEN

La mosca blanca Trialeurodes vaporariorum (Westwood), s considerada como una de
las principales plagas de diversos cultivos agricolas; su manejo ha sido dificil con los insecticidas
convencionales, es por ello necesario buscar alternativas de control, entre estas destaca e} uso de
hongos entomopatégenos. En el presente trabajo se determind la patogenicidad y virulencia del
hongo Beauveria bassiana mediante bioensayos. Para las pruebas de patogenicidad se aplicé una
suspension de 1x10° con/ml., por aspersién, sobre los diferentes lotes de insectos. Después de 6
dias los mayores porcentajes de mortalidad se obtuvieron con las cepas BbCO con un 95.23%,
BbN con un 88,55%, BbUATO2 con 82.43%, BbUATIS con 79.35%, Bb9 con 78.46%, BbGC
con 76.19% y la Bbl6 con 65.15%, siendo estas las de mayor patogenicidad de un total de 14
cepas de B. bassiana. Los bioensayos sirvieron para obtener la concentracién letal media (CLy)
de las cepas mas patégenas. Los valores de las CLy's para las cepas BbGC con 7.78 x 10°
con/ml., BbCO con 9.11 x 16° con/ml., y la BbN con 1.36 x 10" con/ml., resultaron ser
estadisticamente iguales y por lo tanto las mas virulentas en comparaciéon con las cepas
BbUATI1S con 1.64x10’ con/ml., Bb16 con 5.02 x 107 con/ml., BbUAT02 con 1.1 x 10* con/ml.
y la cepa Bb% con 1.96 x 10" con/ml., siendo estas menos virulentas. Las diferencias en las
respuestas ¢n las pruebas de patogenicidad y virulencia (bioensayo) nos determina que no todas
tas cepas de Beauveria tuvieron la capacidad de infectar a este estado biologico en la misma
proporcion, y que esta diferencia puede deberse en parte, a fa interferencia dependiente del
hospedero sobre el cual se alimenta el insecto, ya que se obtuvieron mayores porcentajes de
mortalidad con las cepas BbGC, BbCO, BbN, BbUATIS, Bbl6 y Bb9 al 4to. dia utilizando
como planta hospedera al jitomate en comparacion con el frijol. De manera concluyente las cepas
BbGC, BbCO y BbN, se consideran como agentes potenciales para el manejo de T.
vaporariorum. Sin embargo, se hace necesario realizar pruebas sobre los diferentes estados de

desarrollo, asi como pruebas en campo, para la optimizacién en el uso de estas.

xi




1. INTRODUCCION

A partir de la década de los 80's, la mosquita blanca se ha transformado en una plaga

importante a nivel mundial, atacando diversos cultivos agricolas.

La accién succionadora de la mosquita blanca, su papel como vector de enfermedades
virosas y el hecho de que las excreciones del insecto ricas en substancias nutritivas, propicien la
proliferacion de hongos conocidos como fumagina, hacen que esta plaga ocasione grandes
pérdidas economicas a la agricultura nacional y mundial. Aunado a esto, ¢l uso indiscriminado de
insecticidas convencionales ha provocado la seleccion de genes de resistencia a los quimicos lo
que dificulta altn méas su combate (Mier et al., 1991). Por ello es necesario realizar estudios sobre
alternativas efectivas de manejo y que no ejerzan presion en la poblacion plaga evitando la

seleccion de resistencia y evitar ademas la contaminacion del ambiente.

Los insectos son susceptibles a un amplio espectro de enfermedades, estas pueden ser muy
importantes como reguladores naturales, o bien por su explotacion como organismos causantes de

enfermedades 6 agentes de "control microbiano”.

El contro} microbiano se refiere al desarrollo de técnicas de control que involucren a un
microorganismo o parte de €, y que cause alguna enfermedad infecciosa. Los entomopatégenos,
junto con los depredadores y parasitoides; forman parte de los factores biolégicos que regulan las

poblaciones insectiles en la naturaleza (Alatorre, 1994).

Para puntualizar la importancia de los entomopatogenos en el control de plagas es
importante sefialar que de las mas de 1000 especies de entomopatégenos conocidos (bacterias,
virus, hongos, nematodos, y protozoarios.) menos del 10% han sido producidos en forma masiva
y menos del 1% han sido comercializados. Entre estos entomopatogenos, los hongos son

particularmente importantes en el control de insectos chupadores, puesto que no existe forma de

t}




que ingieran otros microorganismos y por su modo de accién a través de la cuticula que favorece

la infeccién (Roberts, 1989).

La mayoria de las micosis de insectos son causadas por Hyphomycetes (Deuteromycotina)
y por los hongos Entomophthorales. Entre los primeros podemos citar a Beauveria bassiana, sin
duda uno de los entomopatogenos mas estudiados y con un amplio rango de hospederos de
diferentes ordenes, incluyendo al orden Homoptera.
. -
Beauveria bassiana {Balsamo) Vuillemin, 1911, conocido como la muscardina blanca,
gracias a su amplio rango de hospederos y su alta patogenicidad, es considerado como un

importante agente fungal para el control de plagas de insectos (Feng et al., 1990).

Asi, en los Gltimos afios se ha despertado el interés por utilizar este hongo, en el manejo
de diversas plagas, desarrollando tecnologias econdmicas para producirlo masivamente y

realizando pruebas para demostrar su patogenicidad a diversos hospederos, entre ellos la mosca

blanca,




2. OBJETIVO Y JUSTIFICACION

2.1 OBJETIVOS:

Determinar la virulencia en laboratorio mediante la técnica de bioensayo de varias cepas

de Beauveria bassiana sobre ninfas de Trialeurodes vaporariorum (Homoptera: Aleyrodidae).

1) Seleccionar de catorce cepas de B. bassiana las mas patogenas sobre el cuarto estadio

ninfal de 7. vaporariorum con base en pruebas de patogenicidad.

2) Determinar la Concentracion letal media (CL,,) de las cepas méas patogenas sobre el

cuarto estadio ninfal de T. vaporariorum.

3) Seleccionar las cepas mas agresivas de B. bassiana para ser recomendadas como

agentes potenciales para el manejo de T. vaporariorum.

2.2 JUSTIFICACION

T. vaporariorum es un insecto de importancia econémica, que puede ser controlado de
manera biologica, mediante el uso de hongos entomopatogenos; la seleccion de cepas agresivas
resulta importante para ser recomendadas como agenles potenciales para el manejo de

Trialeurodes,




3. REVISION DE LITERATURA

3.1 LA MOSCA BLANCA Trialeurodes vaporariorum (WESTWOOD)

A nivel mundial se mencionan 126 géneros de mosquita blanca y un total de 1100 a 1200
especies, aunque el nimero real, pudiera ser mayor (Bink-Moenen y Mound, 1990). La mosquita
blanca (Homoptera: Aleyrodidae), se considera como un complejo de plagas polifagas que atacan
diversos cultivos agricolas de importancia econdmica como hortalizas, frutales, ornamentales e
industriales. Sin embargo; a pesar del gran niimero de especies de mosquita blanca, sélo Bemisia
tabaci Gennadius, T. vaporarierum (Westwood) y T. abutilonea Hold, son reconocidas como

transmisoras de virus fitopatogenos (Ortega, 1992).

Cave (1994) y Hall (1982) mencionan que, las especies de mosquitas blancas 5. tabaci
Gennadius, B. argentifolii Bellows y Perring y T. vaporariorum (Westwood) representan un
serio problema entomoldgico en diversos cultivos como tomate, cucurbitaceas, soya, algodon,
ajonjoli y ornamentales entre otros. Para su combate se han utilizado principalmente insecticidas
los cuales lejos de solucionar el problema lo han agravado, por lo que la unica alternativa viable
de reducir las poblaciones de mosquitas blancas es a través del control integrado utilizando el

control biolégico como parte central de esta estrategia.

Actualmente, en México, las especies: T. vaporariorum Westwood {1856), Bemisia
argentifolii Bellows y Perring (1994), Dialewrodes citri Ashmead (1885), T. abutiloneu
Holdeman (1829), Aleurocanthus woglumi Ashby (1915), Alewrothrixus floccosus Mastell y
Remisia tabaci Gennadius se consideran las de mayor importancia (Beliows et al., 1994; Ortega,
1992; Aguirre y Soria, 1993).




3.2 UBICACION TAXONOMICA

Trialeurodes vaperariorum es un artr(‘)podov de la Clase Insecta y del orden Homoptera,
pertenece a la familia Aleyrodidae que incluye dos subfamilias, Aleurodicinae, endémica de Centro
y Sudamérica, y Aleyrodinae, a la cual pertenece 7. vaporariorum, cuyos miembros son en
general mas pequefios que los anteriores y por lo tanto su venacion es mas reducida; Aleyrodinae
es mayor en términos del niimero de especies y también esta mas ampliamente distribuida (Byme

y Bellows, 1991}.

3.2.1 Descripcién de la mosca blanca T. vaporariorum {Westwood)

Trialeurodes presenia diferentes fases de desarrollo, huevecillo, cuatro estadios ninfales y
el adulto. Los huevecillos en forma de huso son depositados en el envés de las hojas jovenes. El
primer estadio ninfal es oval de color verde pilido, con patas bien desarrolladas y antenas,
caracterizandose por ser mdvil. El segundo y tercer estadio ninfal son aplanados en forma de
escamas, y generalmente transparenies con patas y antenas no funcionales, El cuarto estadio
ninfal, también llamado pupa, esta dividido en tres formas morfologicas distintas: la primera es
aplanada y translicida, la siguiente es engrosada, opaca y con procesos cerosos dorsales y
laterales en forma de espinas, la tercera es similar a la anterior excepto que presenta los ojos
rojos. El desarrollo a adulto es claramente visible y el cuerpo comienza a incrementarse,
tornandose a un color amarillo. La mosca blanca adulta emerge del cuarto estadio minfal por
medio de una ruptura del exoesqueleto (Fig. 1) (Osborne y Landa, 1992; Gerling, 1992). La
mayor emergencia de los adultos ocurre en las mafianas y su longevidad varia de 4 hasta 50 dias,

tiempo que depende principalmente de la temperatura (Burnett, 1949).




Figura . Trialeurodes vaporariorim (Westwood). (A, huevecillo; B, estadio minfal; C, vista

dorsal de 1a pupa; D, vista lateral de Ja pupa; E, adulto). (Tomado de Zimmerman, 1948).




3.2.2 Biologia y ciclo de vida

El ciclo biolégico de Trialeurodes varia de acuerdo a la temperatura en que se desarrolle,

a mayores temperaturas el tiempo requerido para su desarrollo es menor.

Se menciona que a 20°C el ciclo toma 34.7 dias, mientras que a 30°C el tiempo se reduce
a 16.6 dias. A estas mismas temperaturas la incubacion del huevo toma 11.5 y 5.4 dias a 20 y
30°C respectivamente (Butler, 1982 citado en Ortega, 1992). Los huevecilios son ovipositados en
el envés de las hojas y tienen la coloracion amarillo verdoso que cambia a negruzco 24 horas mas

tarde, son puestos en circulos o en pequefios grupos de 3 a 6 huevecillos (Sifuentes, 1953).

Cada estadio ninfal tiene una duracién que varia de 5 a 6 dias para el primero, 2 a 4 dias
para el segundo y de 4 a 6 dias para el tercero. La fase de pupa toma aproximadamente de 6 a 10
horas. Cuando la temperatura fluctia entre los 20 y 28°C, el periodo de la ninfa incluyendo la

pupa es de 10 a 14 dias (Ortiz, 1988 citado en Ortega, op. cit.).

Las ninfas del primer estadio se caractenzan por tener patas y antenas funcionales, una vez
que estas emergen se dirigen activamente hacia una vena disponible en la hoja (la rapidez de este
evento es dependiente de la temperatura), donde se fija e insertan sus piezas bucales
alimentandose de savia y permaneciendo sésiles hasta su edad adulta, excepto en los breves
periodos durante la muda (Byrne y Bellows, 1991). Asi mismo, estos autores sefialan que las
ninfas poseen aberturas respiratorias en la pared ventral del cuerpo las cuales se comunican con
los espiraculos y ayudan a la conduccion del aire, ademds, mencionan que estas aberturas se
desarrollaron probablemente debido a la forma aplanada de las ninfas y a la posicion bien adherida
sobre la superficie de la hoja. La mortalidad en la etapa de ninfa depende en parle a factores
nutricionales (Byrne y Bellows, op. cit.), la temperatura, estructuras de la superficie foliar,

parasitacion y depredacion (Burnett, 1949, Byme y Bellows, op. cit.).

Durante el invierno Jos adultos permanecen inactivos en el envés de las hojas y solo

cuando la temperatura asciende se vuelven activos, Presentan de once a doce generaciones al afio




y en condiciones de cautiverio, una hembra puede depositar hasta 300 huevecillos en toda su vida

(Butler, 1982 citado en Ortega, 1992: Osborne y Landa, 1992).

Recién emergidos, los adultos de ambos sexos tienen las alas claras y son sexualmente
inmaduros, durante las 24 horas siguientes maduran y su cuerpo se cubre con cera, migran hacia
tas hojas superiores mas suculentas donde se alimentan, copulan y ovipositan (Las, 1979). Su
reproduccion es de tipo partenogenética arrenotdca esto es, los huevecillos no fecundados

producen machos haploides y los fertilizados dan lugar a hembras diploides (Schrader, 1920).

3.2.3 Daiios

Alrededor del 10% del total del area agricola de México se destina a la produccion de
especies horticolas. Entre éstas son de primera importancia chile, papa, melon, sandia, calabaza,

cebolla, pepino, jitomate y ajo (Ortega, op. cit.).

Son varios los problemas entomologicos asociados a estos cultivos, pero destacan las
mosquitas blancas como una de las plagas principales, no solo por su dafio directo como
chupadores, sino ademas, por ¢! dafio indirecto que ocasionan. Las ninfas y los adultos, provocan
dafios directos debido a la succidn de nutrimentos de la planta a través de su aparato bucal. Esta
actividad produce el amarillamiento de la planta hospedera, la cual detiene su crecimiento €
incluso puede llegar a morir cuando la poblacién del insecto es muy alta; asi mismo la excrecion
de mielecilla que cae sobre las hojas y frutos, favorece el desarrollo de fumagina la cual ocasiona
interferencia con la fotosintesis, con la consecuente reduccion del vigor de la planta, puesto que
cubre casi por completo ¢l follaje, reduciendo asi, fa calidad de las partes cosechables disponibles
para la comercializacién. Finalmente estos insectos son vectores de virus fitopatogenos; por
ejemplo: ¢! chino del tomate, amarillamiento de Ia venacién del pepino, enchinamiento de la hoja
de la calabaza, mosaico comun del frijol, achaparramiento de la papa y otros, mismos que pueden

causar pérdidas considerables (Byrne y Bellows, 1991).




3.2.4 Distribucion e importancia economica

Rusell en 1963 reporta a T. vaporariorum como una plaga abundante y destructiva en
invernaderos y en climas calidos, y tiene conocimiento de su presencia en 80 localidades a nivel
mundial disiribuidas entre Canada, E.U.A., México, Centroamérica, Sudamériéa, Europa, Africay
Asia.

En paises como Bélgica, Hawaii, Israel, la India, Brasil, Espafia, Japon, parte de EU.A.y
Sudamérica la mosquita blanca es una plaga importante, principalmente en cultivos de hortalizas y
ornamentales. En 1981 en Arizona y ¢! Sur de California debido at ataque de Bemisia tabaci,
cultivos de algodén y hortalizas resultaron con graves pérdidas economicas, y aunque no tan

severo el problema continiia (Prabhaker et al., 1992).

En México la mosquita blanca afecta cultivos de gran importancia econdmica, como
algodon, soya, frijol, tomate rojo, chile, papa y diversas hortalizas, asi como plantas de ornato
como la nochebuena (Garcia, 1981; Mier et al.,1991; Romero, 1995).

Mc Gregor {(1983) menciona como hospederas de Trialeurodes vaporariorum a la calabaza,

chayote, chile, frijol, jitomate, meldn, papa, papayo, pepino y tomate de cascara.

L.a mosquita blanca ha causado bajas considerables en la produccion de tomate rojo en el
estado de Morelos, correspondientes a las cosechas de 1960, en 1980 y 1986 se registraron

pérdidas de 51.0% y 71.7%, respectivamente (Mier et al., op. cit.).

En Meéxico se reporta a la mosquita blanca en el Bajio, en los cultivos de algodén y melon;
en Veracruz se observa en calabaza, calabacita, melon, sandia, pepino, espinaca, acelga y frijol
ejotero. En regiones como Baja California Sur; el Valle del Yaqui y la Costa de Hermosillo, Son,;
Apatzingan, Mich.; Tapachula, Chis.; el sur de.Tamaulipas y partes de Durango y Coahuila es
comun encontrar ademas de Trialewrodes otras especies como B. tabaci, transmiscra de
enfermedades. La mosquita blanca es también considerada como una plaga importante del melon

en Michoacan, Oaxaca, Coahuila y otras zonas meloneras del pais (Ortega, 1992).




3.3 CONTROL DE T. vaporariorum

El gran nimero de hospederas de la mosquita blanca, su gran capacidad polifaga, la
presencia continua de todos los estados de desarroflo en una infestacion, ef uso de insecticidas
como los piretroides que practicamente eliminan las poblaciones de depredadores y parasitoides, y
la seleccion de individuos resistentes, principalmente, han hecho de la mosquita blanca un insecto
dificil de controlar, contra el cual se han aplicado todo tipo de insecticidas, e implementado

diversas medidas de control.

3.3.1 Control quimico de Trialeurodes vaporariorum

E! control de plagas en la agricultura moderna es una parte integral de los cultivos, dentro
del cual el uso de insecticidas es practica comun, pero las limitaciones y riesgos que ofrece son
cada vez mayores debido a las restricciones impuestas por los paises importadores en cuanto a
limites de residualidad y por otra parte al incremento de la contaminacién ambiental y pérdida de

fauna benéfica,

El empleo de sustancias quimicas para el control de la mosquita blanca se ha considerado
hasta hoy el método mas efectivo para mantener las poblaciones a niveles bajos.
Desafortunadamente cada dia se van reduciendo el nimero de insecticidas capaces de ejercer un
contro! satisfactorio a causa de la falta de especificidad del producto o del desarrolle de

poblaciones resistentes,

De acuerdo al historial de aplicacién quimica contra la mosquita blanca, los primeros
téxicos usados fueron cianuro de sodio y el cianuro de calcio (Weigwl, 1925). Posteriormente,
Holdway (1945) reporié como efectivos al DDT a dosis del 20% y la emulsi~n de aceite blanco
comercial, Wilson {1946 citado en Ortega, 1992) wtilizd aspersiones de DDT al 0.1% y encontré
que el insecticida fué efectivo contra todos los estados inmaduros de este insecto, Duarte (1956)

menciona que la mosquita blanca era susceptible a los insecticidas organoclorados y
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organofosforados, por lo que se recomendaba hacer espolvoreos con una mezcla de insecticidas

DDT al 10% y con paration metilico al 2%.

Aunque se pueden enumerar varios factores como los responsables del aumento en la
densidad pobiacional de las mosquitas blancas, dicha situacion es asociada a la aplicacion
indiscriminada de insecticidas, lo cual por un lado favorecid la aparicidn de poblaciones resistentes
y por el otro disminuyd las poblaciones de sus enemigos naturales (Prabhaker et al., 1985 y
Prabhaker et al., 1992).

Segan Dittrich y Ernest (1990), las dificultades para controlar a Trialeurodes por medio
de insecticidas radican basicamente en su corto ciclo de vida, su amplia gama de hospederos y su
gran capacidad para desarrollar resistencia a los insecticidas a tal grado que se observa que su
control en invernaderos es dificil porgué ningun insecticida de los usados parece ser efectivo. Por

lo anterior, se hace necesario buscar otras alternativas para combatir eficientemente a esta plaga.

3.3.2 Control biolégico de T. vaporariorum

Los parasitoides, depredadores y patogenos son enemigos naturales de las moscas blancas.

Los depredadores se ubican principalmente en 4 ordenes de insectos: Heteroptera,
Neuroptera, Diptera y Coleoptera; ademas, de los acaros depredadores. Sin embargo, el uso de
estos no ha sido completamente satisfactorio para el control de las moscas blancas, y el posible

uso de estos esta siendo investigado (Gerling, 1992).

Se conoce un nimero considerable de parasitoides que atacan a B. tabaci, B. argentifolii
y a T. vaporariorum. La mayoria de ellos pertenecen a la familia Aphelinidae, aunque también
hay registros de especies de Scelionidae, Ceraphronidae, Encyrtidae y Platygasteridae {Arredondo
y Mellin, 1995). '
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Dentro de los patogenos se pueden encontrar diferentes grupos de microorganismos. Sin
embargo, los patdgenos reportados par la familia Aleyrodidae han sido hongos, ya que solamente
estos son capaces de infectar a los insectos chupadores a wravés de la penetracién de la cuticula

(Fransen, 1990).

En general los agentes biologicos como son los hongos entomopatogenos, parasitoides y
depredadores ejercen un control natural en muchos casos muy efectivo, es por ello que se ha
puesto atencidn en su uso para el control de la mosquita blanca dentro de un programa de manejo

integrado (Schm, 1979).

3.4 HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Dentro de los hongos entomopatégenos se han identificado mas de 40 géneros, aunque, el
conocimiento sobre su actividad patogénica y potencialidad como agentes microbianos estd
limitado sélo a unos pocos géneros: Aschersonia (Sphaeropsidales), Beauveria, Culicinomyces,
Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paccilomyces, Tolypocladianm y Verticillium
(Hyphomycetes: Moniliales). Durante los 0ltimos 20 aiios, los hongos que han sido objeto de
fuerte investigacion, pertenecen a la clase Zygomycetes e Hyphomycetes, al grado de que los
hongos Aschersonia aleyrodis, Beauveria bassiana, Hirsutella thompsonii, Metarlizium
anisopline y Verticillium lecanii, han sido producidos a gran escala y formulados comeo

micoinsecticidas (Mamana, 1991).

3.5 HONGOS ASOCIADOS A Trialeurodes vaporarioriem

Los hongos patogenos asociados a la familia Aleyrodidae se encuentran dentro de los
Deuteromycetes, Zygomycetes, Orden Entomophthorales y Ascomycetes (Carruthers, 1993),

destacando los géneros: Enmtomophthora, Aschersonia, Acremonium, Fusarium, Sporothrix,
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Trichotecium, Aegerita, Beauveria, Paccilomyces, Erynia y Verticillium (Fransen, 1990;

Osborne y Landa, 1992)(Cuadro 1).

Cuadro 1. Registro de hongos entomopatdégenos asociados a Trialenrodes vaporariorum

ESPECIE FUNGAL

REFERENCIA

Acremonium sp.

Riba y Entcheva, 1984.

Aschersonia aleyrodis

Spasova et al,, 1980;
Ramakers y Samson, 1984;
Fransen, 1987,

Aschersonia flava

Spasova et al., 1930.

Aschersonia goldiana

Berger, 1921.

Aschersonia papillata

Fang et al., 1983.

Aschersonia placenta

Spasova et al., 1980.

Aschersonia sp.

Spasova et al., 1980.

Aphanocladivn album

Entcheva, 1979,

Beauveria bassiana

Borisov y Vinokurova, 1983; Treifi, 1984.

Fusarium verticillioides

Riba y Entcheva, 1934,

Paecilomyces fumosoroseus

Borisov y Vinokurova, 1983.

Paccilomyces fumosoroseus var.
beijingensis

Fang ct al,, 1985; Fang et al., 1986.

Trichothecium roseum

Riba y Entcheva, 1984.

Verticillium fusisporum

Ekbom y Ahman, 1980,

Verticitlium lecanii

Hussey, 1958; Hall, 1582;
Sohm, 1979.

Tomado de Gerling (1990).

3.6 EL HONGO ENTOMOPATOGENO Beauveria hassiana (BALSAMO) VUILLEMIN,

1911

3.6.1 Clasificacion taxonémica de Beauveria bassiana

l.a mayoria de las especies de hongos entomopatogenos se clasifican dentro de los

Hyphomycetes, Zygomycetes y Ascomycetes. Beanveria, segin Tanadd y Kaya (1993), se

encuentra clasificada como sigue:
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DIVISION: Eumycota

SUBDIVISION: Deuteromycotina

CLASE: Deuteromycetes (= Hyphomycetes)
ORDEN: Moniliates

FAMILIA: Moniliaceae

GENEROQ: Beauveria

ESPECIE: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill,, 1911

De acuerdo con Beham y Miranda {1953), este hongo, fue descrilo originalmente por
Agostino Bassi quien demostré que la enfermedad llamada "muscardina blanca” era ocasionada
por este patdgeno, mas tarde Balsamo Crivelli en 1935, ubico al hongo en el género Botrytis,
nombrandolo Botrytis bassiana. Posteriormente algunos investigadores observaron que el hongo

presentaba caracteristicas diferentes a Botrytis, estableciendo nuevas especies.

Vuillemin (1912 citado por Beham y Miranda, op. cit.) describe al nuevo género de
Beauveria, caracterizandolo por el tipo de conidioforo. Los esporangios filamentosos forman
prolongaciones y la disposicion de las esporas esta dada por un arreglo en zig - zag, lo que hace

que Botrytis bassiana cambie a Beauveria bassiana (Beham y Miranda, op. cit.).

Beauverie (1914 citado en Beham y Miranda op. cit.) concluye que Beauveria tiene 4

especies las cuales son listadas de la siguiente manera:

1) Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 1911
2) Beauveria cffusa (Beauverie) Vuillemin 1911
3} Beauveria densa (Link) Picard 1914

4) Beauveria globulifera (Spegazzini) Picard 1914
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3.6.2 Caracteristicas biologicas de Beauveria bassiana

MacroscOpicamente Beauveria se caracteriza por un crecimiento blanco algodonoso o
harinoso que a veces llega a envolver completamente al insecto. Microscopicamente, este hongo
presenta conidioforos simples, dilatados en la base, con un raquis alargado, agrupados
irregularmente o dispuesios en racimos verticilados. Los conidios son hialinos, globosos o
subgiobosos (1.0 a 1.7 x 1.2 a 2.5 m) y se producen sobre esterigmas colocados en forma

alternada (Beham y Miranda, 1953).

Las colonias de este hongo alcanzan de 0.6 a 2.3 cm de diametro en ocho dias a 20°C y
son de apariencia polvosa, debido a la presencia de conidios. El crecimiento inicial es de color

blanco, pero después puede cambiar a amariilento o rosado (Tanadé y Kaya, 1993).

3.6.3 Mecanismos de penetracion de los hongos

La National Academic of Sciences (NAS, 1980) menciona que existen varias formas por
medio de las cuales una espora o conidio puede entrar al cuerpo de un insecto. Las principales
vias de invasion son la oral; el microcrganismo entra al insecto junto con el alimento. Por
infeccion via el sistema respiratorio, a través de las traqueas, por el tracto digestivo o bien por
penetracion a través del integumento externo, siendo esta la ruta mas comim de invasion que
utilizan los hongos (Sohm, 1979; Allee et al., 1990; NAS, 1980).

En el mecanisino de penetracion, via el infcgumenlo, de la mayoria de los hongos
entomopatdgenos se inicia con la germinacion de los conidios sobre la superficie de la cuticula del
hospedero emitiendo un tubo germinativo; el cual penetra al insecto mediante mecanismos fisicos
y enzimaticos (Fig, 2) (Ferron, 1978; Osborne y Landa, 1992). Se han descrito formas
apresoriales que facilitan el proceso de penetracion de los hongos. Quimicamente los hongos

sintetizan enzimas extracelulares, que les permiten degradar la cuticula; las mas importantes son
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del grupo de las proteasas, lipasas, quitinasas y amilasas (Ferron y Robert, 1975; Roberts, 1981,y
Fransen, 1990).

En aquellos lugares en donde las esporas germinan, fa cuticula varia de un color
amarillento a un color pardo oscuro 6 necrosado. Estas areas aumentan de tamafio a medida que

la infeccién progresa {Yendol y Paschke, 1965).

Cuando los hongos han logrado llegar al hemocele del insecto, se dividen en cuerpos
hifales {blastosporas). En ese momento se presenta un fenomeno de defensa por parte del insecto,
lo que constituye una reaccién hemocitica. Los granulocitos y los plasmocitos se concentran y
envuelven a cada uno de los cuerpos hifales, formando un pseudotejido llamado granuloma (Hajek
y St Leger, 1994). '

Una vez que el hongo invade el hemocele, ¢l hospedero puede ser aniquilado por la
combinacion de daios mecanicos prodJRidos por el crecimiento del hongo, agotamiento de
nutrimentos © por toxemia. La importancia relativa de estos mecanismos varia con los

aislamientos de! hongo y del hospedero (Hajek y St. Leger, op. cit.).

En muchos casos, algunos hongos entomopatogenos, tales como, Metarkizinm
anisopliae, Beauveria bassiana y Verticillium lecanii producen sustancias toxicas o micotoxinas
que en ocasiones tienen la capacidad de acelerar la muerte del insecto antes de que este haya sido
totalmente colonizado por el hongo. Dichas toxinas no son mas que metabolitos secundarios
producidos por el hongo que incluyen un gran nimero de compuestos toxicos para los insectos

(Roberts, op. cit.).
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Figura 2. Representacién esquematica del proceso de infeccion de B. bassiana en una seccion de
la cuticula del insecto. (A, conidio; B, apresorio; C, penetracién y D, invasion) (Modificado de

Hajek y St. Leger, 1994).
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Los ciclodepsipeptidos, dextruxinas por ejemplo, son producidos por aislamientos de
Metarhizium anisopliae en cantidades que se correlacionan con la toxicosis y virulencia
diferencial de los aislamientos contra algunos insectos. Las dexiruxinas afectan varios organelos
(por ejemplo, mitocondrias, reticulo endoplasmico y membrana nuclear, paralizando las células y
causando disfuncién del intestino medio, tibulos de Malpighio, hemocitos y tejido muscular

(Hajek y St. Leger, 1994).

Otras toxinas incluyen a los ciclodepsipeptidos, beauvericina producidos por V. lecanii; B.
bassiana y Paecilomyces fumosoroseus, (Ferron, 1978) y bassianolide (B. bassiana); las cuales

pueden paralizar las células hospederas (Hajek y St. Leger, op. cit.).

Tanadd y Kaya (1993) mencionan que tanto el micelio de V. lecanii como el de B
bassiana producen la toxina basianolide que causa alteracion en el niicleo de las células y puede
funcionar como un antibiotico al igual que beauvericina al prevenir el desarrollo de bacterias, lo

que hace que exista una momificacién del insecto hospedero parasitado.

Después de la muerte del insecto, ¢l hongo invade los diferentes tejidos, las hifas parecen
tener preferencia por el tejido adiposo, pero también invaden el sistema muscular y nervioso
(Yendo! y Paschke 1965, Fransen, 1990). En ¢l caso de ninfas de Trialeurodes infectadas por
Aschersonia aleyrodis, estas son reconocidas por su color naranja brillante; mientras que las
ninfas infectadas por V. fecanii se tornan de un color verde transparente y amarillo a blanco
opaco ya que el interior del cuerpo del hospedero se empieza a invadir de un micelio blanco. En el
caso de Beauverin las ninfas pueden presentar una pigmentacion de color rosa o purpura, dada
por la secrecién de los pigmentos oosporeina, bassianina o teneltina (Lezama, 1993; Ferron, op.
cit: Fransen, op. cit.). Finalmente el micelio emerge del tegumento y si.la humedad ambiental es

adecuada (70 a 100% H.R.); €l hongo esporula en la superficie del cadaver (Lezama, op. cit.).
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3.6.4 Patogenicidad de B. bassiana

Patogenicidad es la capacidad de causar enfermedad o dafio sobre su insecto hospedero;
mientras que virulencia es el grado de patogenicidad de las cepas hacia el hospedero especifico,
expresado en relacion inversa a la dosis del patogeno requerida para causar dafio determinado y
agresividad es una funcion inversa del tiempo requerido por un patégeno para causar el daflo, es
decir, cuanto menor sea la dosis requerida de un patégeno para causar dafio definido, por ejemplo
matar a la mitad de la poblacién, haciendo referencia a una dosis letal media 6 concentracion letal
media, (DL,, 6 Cl). mayor serd la virulencia del organismo estudiado y a mayor tiempo de

muerte, menor sera su agresividad {(Rosas, 1994).

La mayoria de los hongos asociados a insectos, son patogenos facultativos capaces de
desarrollarse dentro del cuerpo del insecto hospedero. Algunos son patogenos virulentos que
matan al insecto en pocos dias, otros producen una infeccién crénica y prolongada. Entre especies
es posible encontrar diferencias en virulencia como en patogenicidad entre aislamientos o cepas
(Ferron, 1978). La patogenicidad de un hongo puede estar asociada con la produccién de enzimas
y micotoxinas durante el curso de la infeccién en un insecto (Ferron, op. cit.), o de la especie de

insecto hospedero.

3.6.5 Hospederos de Beauverin bassiana

Este hongo tiene un amplio rango de insectos hospederos. DeBach (1987) reporta 175
especies en Norteamérica que son susceptibles al ataque de Beauveria bassiana. El rango de
insectos de importancia agricola abarca ordenes como Lepidoptera, Coleoptera, Homoptera,
Isoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Thysanoptera y Orthoptera entre otras (Cuadro 2) (Rombach
et ai., 1986; Ferron y Robert, 1975; Woods y Grula, 1984; Marcandier y Kachatourians, 1987 y
De la Rosa, 1993).
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Hay muchos casos en los cuales Beauveria ha sido satisfactoriamente usado como agente
microbial para el control de plagas. Recientemente B. bassiama fue aplicado a algunos
homopteros plaga asi como Nifaparvata lugens Sté) y los estados inmaduros de la mosca blanca

del invernadero, T. vaporariorum (Westwood) (Feng y Jonhson, 1990).

Cuadro 2. Insectos de importancia econémica susceptibles al ataque de Beauveria bassiana

(Bals) Vaill.

INSECTOS

REFERENCIAS

\Acanthoscellides obtectus
\dnthonomus grandis
Epitrix sp
\Hyphotenemus hampei
Leptinotarsa decemlineata
Coplotermes formosanus
Cydia pomonella
Demdrolimus puncratus
Diatrea saccharalis
Elasmopalpus lignosellus
Ostrinia furnacalis

Spodoptera frugiperda
\Melanoplus hivvittatus
(Melanoplus sanguipes

\Schitocerca gregaria
\Solenopsis invicta B. y
Solenapsis saevissima Fr.S.
Musca domestica

\Aphis gossypii

Liriomyza trifolii
Trialeurodes vaporarioriem
Blissus leucopterus

Thrips palmi

Thrips tabaci

Ferron y Robert, 1975

Frank y Slosser, 1990

Rojas, 1982

Bridge et al., 1990

Dilberk, 1588

Lai et al., 1982

De Bach, 1987

Russey y Thinsley, 1981

Leucona y Alves, 1988

Mc Dowell et al., 1990

Riba, 1984

Russey y Thinsley, 1981

Gardner y Storey, 1985

Moore y Erlandson, 1988
Bidochka y Khachatourians, 1991
Marcandier y Khachatourians, 1987
Mirianpuri y Khachatourians, 1993
Moore y Erlandson, 1988
Vincent et ai., 1993

St Leger et al., 1986
Scienbeneicher et al., 1992

Barson et al., 1994
Pavlylushin y Krasavina, 1987
Bordat et al., 1988

Dilberk, 1988; Treifi, 1984
De Bach, 1987

Sato, 1991

Gillespie, 1986

Tomado de Alfaro, 1995,
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3.6.6 Condiciones climaticas favorables para el desarrollo de B. bassiana

El rango oOptimo para la infeccion, crecimiento y desarrollo de muchos hongos
entomopatégenos se encuentra entre 10 y 30°C. Las temperaturas de 10 a 30°C por menos de 30
dias no afectan la estabilidad de muchos entomopatégenos, por otra parte, se pueden tener efectos
desfavorables a temperaturas menores de 10°C o mayores que 30°C. En general el crecimiento y
germinacién sobre medios artificiales ocurren a temperaturas alrededor de 25°C para Verticillium

lecanii, Paecilomyces fumosoroseus y Beauveria bassiana (Fransen, 1990; Ferron, 1978).

La germinacién de las esporas ccurre sobre la superficie de la cuticula y esta relacionada
con los factores macro y microclimaticos, especialmente temperatura y humedad. En Beauveria

el desarrollo 6ptimo se realiza a temperaturas entre 23 y 25°C (Ferron, 1981).

Walstad et al., {1970}, mencionan que los hongos B. bassiana y Metarhizium anisopliae,
requieren humedades relativas cercanas al 92% y temperaturas entre Jos 15 y 35°C para la
germinacién de las esporas, el desarrollo micelial y la esporulacion. La temperatura letal para las
esporas de ambas especies es cercana a los 50°C, también, establecen que las esporas
almacenadas a 8°C permanecen viables minimo un afio, mientras que a 21°C las esporas de

Beauveria y Metarhizium sobreviven poco tiempo de 0.5 y 2.5 meses respectivamente.

3.7 BIOENSAYO CON ENTOMOPATOGENOS

Para determinar las propiedades de un material o substancia con base a la respuesta
biologica que producen se utiliza el método de bivensayo. Es decir, el bioensayo toma a los
organismos vivos como aparatos de medicion, y establece el parametro bioldgico que se utilizara
(mortalidad, longevidad, fertilidad, crecimiento, etc.). El bioensayo constituye una herramienta

fundamental para la evaluacion de los niveles de resistencia o susceptibilidad a los plaguicidas.
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Ei bioensayo con entomopatégenoé se basa en la hipotésis farmacoldgica, la cual establece
que un individuo manifestara el efecto medido, at administrarle una dosis determinada del farmaco
en prucba, que dicha dosificacion variard de un individuo a otro; y que el efecto sobre una
poblacion de individuos mostrara limites minimos y maximos de dosificacion. En otras palabras el
efecto de una dosis solo podra ser valido si se mide sobre una poblacion homogénea. La
dosificacion mostrard un umbral en el que la désis minima de ese umbral causaré el efecto deseado
a un minimo de la poblacién probada, mientras que la dosis maxima de ese umbral causara el

efecto esperado a un maximo de la poblacion.

Un problema que con frecuencia se presenta es la mortalidad en el testigo, lo cual nos
indica que existe un factor externo que causa mortalidad en los organismos del testigo y por lo
tanto esta afectando a los individuos tratados lo que representa un problema para reconocer si la
mortalidad se debe al estimulo aplicado o a un factor externo. Esto se puede eliminar por medic
de la formula de Abbott (Abbot, 1925) y el resultado de esta expresion matemalica nos refleja

unicamente la mortalidad causada por el estimulo que uno aplicd.

% Mort. tratamiento - % Mort. testigo
% Mort. Corregida = x 100.
100 - % Mort. testigo

El tamafio de muestra a emplear es otro aspecto que no ha sido tratado con frecuencia,
pero esto se rige con la premisa de que se requiere optimizar los recursos econdmicos y
materiales. El método a emplear, para el bioensayo y el tiempo de exposicion dependera del
insecto y sobre su respuesta, es recomendable probar un minimo de cinco diluciones, las cuales
deberan ser seleccionadas de tal manera que la Congcentracion letal media (CL,,) debera caer en la
mitad de! rango. La combinacién de caracteristicas del bioensayo deberian proporcionar un
método capaz de detectar pequefias variaciones en susceptibilidad, ser reproducible, facil de

reafizar y requerir materiales y reactivos baratos y faciles de conseguir (Vazquez, 1993).
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El efecto de los hongos sobre los insectos y acaros susceptibles sélo podra ser medido
cuantitativamente mediante bioensayo; por razones estadisticas, el principal objetivo de éste es
determinar €l estimulo necesario para obtener una respuesta del 50% de los organismos de prueba
(DL,,, CL,,, TL,, etc.) que refleja dentro de ciertos niveles de probabilidad, el nivel de virulencia
y agresividad de la preparacion fungica probada. El efecto se mide en términos de mortalidad,
como si fuera un insecticida quimico. De forma tradicional el bioensayo, a través del analisis
probit relaciona las variables mediante la técnica de maxima verosimilitud por pruebas de bondad
de ajuste consecutivas, en vez de utilizar la técnica de minimos cuadrados, propia de un analisis de
regresion normal. Esto es por el hecho de trabajar con unidades discretas (muerto, no muerto), en
vez de continuas. Asi mismo la técnica de maxima verosimilitud asegura la obtencion de
estimadores consistentes (CL,;), ¥ gue no estd propensa a sesgos y sobre tedo es eficiente en
muestras grandes y pequeiias. Asi para establecer la relacidn dosis - mortalidad, el analisis probit

el mas utilizado.
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4. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se desarrolld en el Laboratoric de Patologia de Insectos del Instituto

de Fitosanmdad del Colegio de Postgraduados, en Montecillo, Estado de México.

4.1 OBTENCION Y CRIA DE Trialeurodes vaporariorum BAJO CONDICIONES DE
INVERNADERO

Para realizar este trabajo se partié de un pie de cria que se tiene en condiciones de
invernadero de T. vaporariornm, La cria se realizo en diferentes jaulas, elaboradas de malla fina y
alambre. Para propagar a los insectos se usaron plantas de frijol, jitomate, y girasol. Asi mismo, se

fuvo un espacio para plantas infestadas de mosca blanca y otro de planta libre de moscas blancas.

La colonia de la mosquita blanca se mantuvo con siembras semanales de plantas de
jitomate que en su oportunidad se infestaron. Para realizar las siembras se utilizé suelo
estertlizado con bromuro de metilo con el fin de evitar contaminacion de las plantas causados por
microorganisnios del suelo. Las plantas se mantuvieron con humedad constante; ademis de que se

conservaron libres de malezas realizindose deshierbes manuales.

Para la obtencion de ninfas del cuarto estadio se seleccionaron plantas de frijol o de
jitomate, segiin se requirid, fas cuales fueron introducidas dentro de las jaulas de cria para que se
realizara la oviposicion durante un periodo de 48 horas, posteriormente se sacaron de las jaulas de
cria y se colocaron dentro de las jaulas ocupadas para plantas infestadas, se calculd el tiempo
necesario para obtener el estadio ninfat deseado, en base al conocimiento del ciclo biologico de

Trialeurodes.
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4.2 ORIGEN DE LAS CEPAS DEL HONGO

Se utilizaron un total de 14 cepas del hongo B. bassiana, que se obtuvieron dei cepario
del Laboratorio de Patologia de Insectos del Instituto de Fitosanidad del Colegio de

Postgraduados.

4.2.1 Propagacion de las cepas de Beauveria

Para iniciar el trabajo, se resembraron todas las cepas en el medio de cultivo Agar -
dextrosa - sabouraud (ADS), toméandose 65 gr. del medio ADS por litro de agua destilada; se
adicionaron 0.65 gr. de extracto de levadura (1%) y 0.875 gr. del antibiotico tetraciclina, con la
finalidad de uniformizar el sustrato de crecimiento y evitar contaminaciones de agentes bacteriales

no deseados en la produccion.

Del medio de cultivo ya preparado se depositaron con la ayuda de una pipeta 10 mi a cada
tubo de ensaye de 22 x 175 mm tapandolos con algodén lo mas apretado posible y se esterilizaron
a 120°C durante 15 min (15 Ib/pulgs). Después de la esterilizacion de los tubos estos se colocaron
sobre una regla de madera con un ancho de 0.5 cm. para darles una inclinacién de tal forma que el
medio se solidificara en forma de cufia, dejandolos 2 dias en reposo para eliminar la humedad del

interior y para corroborar la esterilidad del cultivo.

De la misma forma se procedio al llenado de las cajas de petri, con la variante de que se
esterilizaron independientemente las cajas y el medio, y luego se realizé el vaciado del medio a las
cajas, dentro de una campana de flujo laminar, posterior al enfriamiento y prueba de esterilidad se

tomo con una asa bacteriologica pequeiias porciones del hongo depositandolo en varios puntos.

Posteriormente se incubaron en una camara bajo condiciones controladas de 27 £ 2°C y
humedad relativa del 70% durante quince dias para permitir el crecimiento y esporulacion del

hongo.
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4.2.2 Concentracion de conidios en suspension

La concentracién de ios hongos bajo estudio se determind mediante un hematocitometro y
la ayuda de un microscopio compuesto. Para la obtencion de la concentracion requerida se
preparo una suspension madre, para lo cual se tomaron 0.1 gr de esporas que se diluyeron en 10
ml de agua destilada estéril con dispersante adherente al 1%, y manteniéndose en agitacién

constante en una plancha magnética, hasta la obtencion de una suspension sin esporas agregadas.

Posteriormente se hicieron los conteos de esporas, para esto se seleccionaron las
diluciones de 0.1 6 0.01% (segun lo permitieron las concentraciones aparentes de los conidios) de
las diferentes cepas de hongos. Una vez seleccionada la dilucion se realizaron de 5 a 10 conteos
(dependiendo de la homogeneidad de los datos), obteniendo un promedio que se utilizd para
calcular las concentraciones de conidios presentes por ml. mediante la formula propuesta por Lipa

y Slizynsky (1973):

(Promedio de conidios *)(4x10°}FD)
C= e e
80

donde:

C = concentracion expresada en conidios/mililitro

promedio * = promedio del nimero de conidios contados en varias alicuotas, (de 5 a 10)
FD = Factor de dilucion utilizado; en este caso de 100

(4x10%)

-------- = constante de la formula para convertir conidios/mm® a conidio/m}
80
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A partir de las concentraciones conocidas por ml., se calcularon las concentraciones

deseadas para las pruebas de patogenicidad y los bioensayos.

Para las pruebas de patogenicidad se utilizo una concentracion de 1 x 10°con/ml, mientras
que para los bioensayos se prepararon entre 6 a 9 concentraciones diferentes. Realizindose los

calculos mediante la siguiente formula:

{Cantidad deseada en ml} {Concentracion deseada)
Concentracion =

Concentracion presente en la solucion madre

4.3 SUSCEPTIBILIDAD DE T. vaporariorum A B. bassiana

4.3.1 Pruebas de patogenicidad

Se realizaron pruebas de patogenicidad en laboratorio de 14 cepas de B. bassiana sobre el
4to. estadio ninfal de T. vaporariorum, utilizandose una concentracién de 1x10® con/ml de

B.bassiana aplicades por medio de aspersion.

Para esto se colocaron hojas de frijol con un nimero de 125 a 150 ninfas del 4to. estadio
de T. vaporariorum en camaras himedas, que consisten de una caja de petri en cuya base se
coloca un papel filtro (No. 4) y sobre este se pone el foliolo de frijol con las ninfas de mosquita
blanca; cada foliolo se mantiene vivo poniéndole en la base una borla de algodon humedecido. A
cada hoja se le asperjaron 2 ml. de la concentracton establecida, realizandose las observaciones al
ler., 2do., 3er., dto., 5to., y 6to. dia después del tratamiento, registrandose el tiempo necesario
para la aparicion de signos, como es el cambio de color, falta de formacion de cera ¢ deformacion
de los individuos. Se realizaron de 3 a 6 repeticiones por cepa probada. Cada repetician se flevo

acabo en un dia diferente para evitar mortalidad en los individuos por errores en la manipulacion.
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De estas pruebas se seleccionaron las cepas mas patogenas para evaluar el grado de
virulencia de estas sobre el 4to. estadio ninfal de Trinleurodes y de esta forma determinar 1a CL,,

para cada cepa.
4.4 BIOENSAYO
4.4.1 Determinacion de la Concentracién letal media (CL.,)

Para determinar fa concentracion letal media (CL,,) se prepararon diferentes diluciones a
partir de una solucién madre; con el fin de determinar la concentracidon maxima cuyo efecto se
refleje en una mortalidad del 0% o un valor cercano a este y la concentracion minima capaz de
matar al 100% de individuos bajo tratamiento; y asi encontrar el intervalo de respuesta biologica
(RB). Se probaron las siguientes concentraciones: 1.0%, 0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.0625%,
0.03125% y 0.015625%, y a cada una de estas concentraciones porcentuales le corresponde una
concentracién conidial diferente a cada cepa (Apéndice A). Se manejaron de 6 a 9
concentraciones mas el testigo. Se prepararon 10 ml. de solucién, para cada concentracién, con
agua destilada estéril mas dispersante adherente al 1% con el fin de obtener una mejor
homogeneizacion de los conidios en suspension, ademas de una mejor adherencia y dispersion de

las gotas sobre las ninfas de Trialeurodes.

En los bioensayos se utilizaron foliolos de jitomate, dado que el frijol ya no se pudo seguir
utilizando como planta hospedera, debido a que se presentd el problema de la "cenicilla”,
ocasionada por el hongo fitopatogeno, Qidium sp. Un foliclo de jitomate con un numero de 25
ninfas del 4to. estadio de T. vaporariorum, constituyé una repeticion. La aplicacién de las
concentraciones se llevd a cabo por medio de aspersion manual aplicandose 2 ml. por hoja; cada
foliolo se colocd en una caja de petri con papel absorbente y algodon previamente humedecido en
la base del peciolo, funcionando come una camara himeda para favorecer el proceso de infeccion
de los hongos. Se realizaron tres repeticiones por concentracion. Cada repetici(’)nrse levd a cabo

en un dia diferente pero a la misma hora. Se utilizd un testigo para cada serie de concentraciones
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de una cepa por dia, al cual sélo se le aplico el agua destilada estéril mas dispersante adherente al
1%.

4.4.2 Analisis estadisticos

Los resultados de patogenicidad se analizaron mediante un Analisis de varianza, y para
establecer las diferencias significativas entre las diferentes cepas se utilizé la prueba de

comparacion de medias de Tukey, (Alfa = 0.05).

En cuanto a los resultados obtenidos de los bioensayos estos se analizarén mediante el
programa de computo Analisis PC_ PROBIT. Este programa sirvié para estimar la concentracion
letal media (CL,) mediante la transformacion de los datos de mortalidad a unidades

probabilisticas (Apéndice B).

Posteriormente con la ayuda del programa de computo SAS, se realizé un analisis de
varianza con las CL,, de las diferentes cepas probadas sobre el 4to. estadio ninfal de
Trialenrodes; para establecer diferencias entre ellas y por medio de la prueba de comparacion de

medias de Tukey {Alfa = 0.05), se determinaron diferencias significativas.
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, 5~.§ESULTADOS Y DISCUSION
b

-
5.1 CRIA DE LA MOSCA BLAﬁCA Trialeurodes vaporariorum

Para que la cria prospere se requieren de condiciones controladas principalmente de
temperatura, de 20 a 30°C y condiciones de higiene, evitando fa presencia de organismos que
puedan afectar a la poblacion de Trialeurodes como es el caso de parasitoides, dcaros o

patogenos.

En condiciones de invernadero al igual que en condiciones naturales, la densidad
poblacional de Trialeurodes vaporariorum tiende a bajar durante el verano e invierno, debido a
las condiciones climaticas que imperan en eslas épocas, como lo son las [luvias que trae como
consecuencia altas humedades y bajas temperaturas, afectando a la poblacion de mosquita, por lo

cual es necesario, mantener un control estricto de las condiciones de cria,

El ciclo de vida T. vaporariorum, huevo - adulto, ocurre a una temperatura de 20 a 25°C
en un periodo de 38 a 40 dias. La eclosion de los huevecillos se da entre los 7y 8 dias, después de
ocurrida la oviposicion; el desarrollo del primero al cuarto estadio ninfal toma aproximadamente
25 dias, mientras que la emergencia de los adultos sucede a los seis y siete dias a partir del 4to.

estadio ninfal. -

A=

5.2 SUSCEPTIBILIDAD DE T. vaporariorum A B. bassiana

5.2.1 Patogenicidad de Beauveria bassionu sobre Trialenrodes vaporariorum

En las pruebas en que el 410. estadio ninfal estuvo en contacto con el hongo B. bassiana,
se observd que un gran namero de ninfas tratadas mostraba a Jos 3 o 4 dias, la presencia del

hongo en su superficie, es decir estaban micosadas. En algunos tratamientos el namero de
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individuos afectados fue incrementando paulatinamente. Del tercero al sexto dia, la mortalidad
fue mas notable (Cuadro 3). Posterior al sexto dia los individuos no infectados empezaban a
emerger como adultos, por lo que este dia se selecciond como periodo limite para realizar las

observaciones, sobre la actividad patogénica de las cepas.

Las ninfas de Trialeurodes vaporariorum infectadas con la cepa BbGC; desarrollaron
una pigmentacién rosada, lo cual indica que esta produce el pigmento oosporeina. En el resto de
las cepas probadas, la momificacion y presencia de micelio sobre las ninfas constituyeron los

sintomas evidentes de que !a infeccion habia tenido lugar.

5.2.2 Diferencias en mortalidad de T. vaporariorum después de ser tratadas con B. bassiana

Considerando el tiempo en que ocurri¢ la mortalidad de las ninfas, es evidente que la cepa
BbCO tiene caracteristicas que refiejan su mayor potencialidad como agente microbiano. Esta
cepa a los tres dias infectd mas del 80% de ninfas tratadas, y a partir del cuarto dia el porcentaje
de mortalidad fue el mas alto en comparacion con el resto de las cepas probadas (Cuadro 3; Fig.
3). La cepa BbN al igual que la cepa BbCO causo alta mortalidad sobre el 4to. estadio ninfal, la
cual se manifestd desde el cuarto dia después del tratamiento. Las cepas BbUATOZ y BbUATI18

a las 72 horas fueron de dos a tres y media veces menos patogénicas que la BbCO.

De esta manera se observa claramente que no todas las cepas de Beauveria bassiana
tienen Ia capacidad de infectar a este insecto con la misma agresividad, Es importante resaltar que
las cepas mas patogénicas son aislamientos obtenidos de broca del café¢ (BbCO), de mosquita
blanca {BbN), de chapulin (BbUAT02 y BbUATIS) y de gallina ciega (BbGC), esto permite

resaltar la importancia que tiene la seleccion de cepas.

De acuerdo al analisis de varianza y a la prueba de comparacion de medias de los
porcentajes de mortalidad, mediante la prueba de Tukey (Alfa = 0.05), las cepas BbCO, BbN,
BbUATO02, BbUATI18, Bb9, y BbGC (Cuadro 4; Fig.4), son estadisticamente iguales, ademas de
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que fueron las que provocaron los porcentajes de mortalidad mas altos, mientras que la cepa Bbl
presenté el valor mas bajo de mortalidad (19.70%). Sin embargo las cepas que resultaron ser mas
patdgenas, a partir del 3er. dia, sobre el 4to. estadio ninfal de T. vaporariorum fueron la BbCO y

ia BbN (Fig. 3).

Las cepas que rebasaron ¢l 60% de mortalidad, (Cuadro 4), fueron consideradas como fas
mas agresivas de B. bassiana y fueron seleccionadas para compararse mediante bioensayos y

determinar su virulencia en base a su CLy,.

Cuadro 3. Porcentaje promedio de la mortalidad acumulada del 4to. estadio minfal de

Trinlenrodes vaporariorum después de la aplicacion de catorce cepas de Beauveria bussiana.

Porcentaje de mortalidad en diferentes dias después de 1a aplicacion
CEPAS de B bassiana.
1 2 3 4 5 6

BLCO 0 0 31.02 95.23 95.23 95.23
BbN 0 0 74.56 88.55 | 88.55 88.55
BbUATO2 0 0 32,48 57.91 75.70 82.43
BbUATIS 0 0 21.51 61.10 69.17 79.35
Bb% 0 1.98 10.54 17.81 3241 78.46
BbGC 0 0 6.95 26.56 65.81 76.19
Bbl6 ¢ 0 2821 4755 61.43 65.15
Bb3 0 0 2.26 12.26 3822 50.70
Bb24 0 0 0 8.42 35.76 50.46
Bb6 0 0 0 21.20 39.00 50.38
Bbl7 0 2.25 14.88 26.16 38.24 49.88
Bb8 0 o 0 18.67 34.35 37.05
Bbi0 0 0 406 19.34 29.25
Bbi 0 0 0 9.11 14.47 19.70

1 = no. de repeticioncs

n=3a6
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Cuadro 4. Porcentaje promedio de la mortalidad acumulada al 6to. dia después de Ia

aplicacién de Beauveria bassiana sobre el dto. estadio ninfal de Trialenrodes vaporariorum.

CEPAS % MORTALIDAD AL 6to. DIA DESPUES DE LA
APLICACION
BbCO 9523 a
BbN 88.55a
BbUATO2 8243 ab
BbUATIE 7935ab
Bh9 7846 ab
BbGC 76.19ab
Bblo 65.15 be
Bb3 50.70 bed
Bb24 5046 bed
Bbo 5038 bcd
Bb17 4988 becd
Bb8 3705 cde
Bb10 2925 cde
Bbl 19.70 e

Valorcs con la misma letra no son estadisticamente diferentes; Tukey. Alfa = 0.05. ANOVA (Apéindicc C)

5.2.3 Concentracion Letal Media (CLg,)

De los resultados obtenidos se observan diferencias en mortalidad entre las sicte cepas que
se compararon mediante bioensayo (Cuadro 5). Las cepas BbGC, BbCO y BbN a la
concentracion de 1% (1x10° con/ml) alcanzaron un 90.7%, 98.7% y 96% de mortalidad
respectivamente; siguiéndoles las cepas Bb16 y BbUATI18 con 88% y 85.3% de mortalidad, sin

embargo estas requirieron el doble de concentracién {2x10° con/ml),

Con las cepas restantes fue necesario temer concentraciones mas altas para alcanzar
mortalidades similares a las mencionadas (Cuadro 5).Las cepas BbCO, BbN y BbGC fueron las
que alcanzaron los porcentajes de mortalidad mas altos con una concentracion de 1x10" con/ml. al
to. dia de evaluacion (Cuadro 5) y considerandose como las mas agresivas, La mortalidad
registrada fue directamente proporcional a la concentracion utilizada; en otras palabras a mayor

concentracion mayor mortalidad.
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Cuadro 5. Porcentajes de la mort
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alidad de 7. vaporariorum tratada con diferentes

concentraciones de Beauveria bassiana, al cuarto dia de evaluacién.

CEPAS CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAJES
PORCENTUAL Conidios/m]. DE MORTALIDAD
1.0 1x10 90.7
0.5 5x107 71.3
0.25 2.5x10 613
0.125 1.25x107 48.0
BbGC 0.0625 6.25x10° 413
0.03125 3.12x10° 30.7
0.01562 1.56x10° 13.3
0.00781 7.81x10° 490
1.0 1x10* 98,7
0.5 5x10 90.7
0.25 2.35x10° 76.0
0.125 1.25x107 53.3
BbLCO 0.0625 6.25x10° 34.7
0.03125 3.12x10° 213
0.01562 1.56x10° 13.3
0.00781 7.81x10* 6.7
0.00390 3.90x10° 2.7
1.0 1510 96.0
0.5 $x107 81.3
023 2.3x10" 61.3
BbN 0.125 1,25x10 46.7
0.0625 6.25x10° 37.3
0.03125 3.12x10° 147
0.01562 1.56x10° 4.0
0.00781 T781x10° 1.3
1.0 210 853
0.5 1x10° 13
0.25 sx10’ 613
0.125 2.5x10° 52.0
BhUATIS 0.0625 1.25x10° 453
0.03125 6.25x10° 37.3
0.01562 3.02x40° 30.7
(.00781 1.56x10° 26.0
0.00390 7.81x10° 18.0
0.00195 1.90x10° 8.0
1.0 2x10° 88.0
05 Ix10® 62.7
Bhl6 0.25 SxI07 46.7
0.125 2.5x10’ 34.7
0.0625 1.25x10° 200
0.03125 6.25x10° 9.3
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Continuvacién Cuadro 5.

CEPAS CONCENTRACION CONCENTRACION PORCENTAIJES
. PORCENTUAL Conidios/ml. | DEMORTALIDAD
1.0 ax10® 4.7
0.5 2x10* 58.7
0.25 Ix10° 44.0
0.125 5x107 36.0
BbUATO2 0.0625 2.5x107 280
0.03125 1.25x10° 213
0.01562 6.25x10° 133
0.00781 3.12x10° 9.3
10 8x10* 98.7
0.5 4x10° 733
0.25 2x10° 46.7
Bb9 0.125 1x10° 213
0.0625 5x107 12.0
0.03125 255107 4.0
n=3

Los resultados obtenidos en los bioensayos {utilizando como planta hospedera al
jitomate), al 4to. dia de evaluacion, con las diferentes cepas de Beanveria bassiana, mostraron
valores mas altos de mortalidad que lo observado en las pruebas de patogenicidad, en donde se
utilizé como planta hospedera al frijol. En la cepa BbGC, por ejemplo, los valores de
patogenicidad fueron de 26.56% mientras que en el bioensayo se alcanzé el 90.7% de mortalidad,
ambos resultados obtenidos con la misma concentracion de conidios (1x10* con/ml). De igual
manera se obtuvieron porcentajes de mortalidad mas altos en los bicensayos con las cepas BbCO,
BbN, BbUATI18 y Bb16 (Cuadro 6, Fig. 5). Estas diferencias en resultados se pueden deber a las
interferencias provocadas por la planta hospe-dera utilizada en cada prueba, en base a esta
comparacién se puede decir que el frijol utilizado en las pruebas de patogenicidad tiene un efecto
negativo en el desarrollo de 12 micosis sobre el insecto infectado, no asi el jitomate utilizado en los
bioensayos, en donde la infeccion de las ninfas al 4to. dia de evaluacion alcanzé altos porcentajes
de mortalidad. Estos resultados indican la importancia que tiene la planta hospedera en el

desarrollo del insecto y de los microorganismos patdgenos (Hajek y 5t Leger, 1994; Ramoska y
Toodd, 1985).
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Cuadro 6. Porcentajes promedio de la mortalidad del dto. estadio ninfal de Trialeurodes
vaporariorum al cuarto dia después de la aplicacion de Beauveria bassiana a una

concentracion de 1x10* con/ml.

CEPAS PATOGENICIDAD BIOENSAYO
P.H. Frijol P:H. Jitomate
BbGC 26.56 90.7
BLCO 9523 98.7
BbN 88.55 96.0
BbUATI8 6L.10 733
Bhi6 47.55 62.7
BbUATO2 57.91 44.0
BbY 17.81 213

P.H.= Planta hospedera

%4 de morlalidad acumulada

120"1

60

Frijol L__l Jitlomate

Fig. 5. Porcentaje promedio de la mortalidad acumulada al 4to. dia después de la aplicacion

de B. hassiana {1x10° con/ml) sobre ¢l dto. estadio ninfal de 7% vaporariorum.
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El analisis Probit realizado con los resultados de los bicensayos de las siete diferentes
cepas de Beauveria bassiena sobre Trialeurodes vaporariorum se muestran en el cuadro 7, en el
cual se incluyen los valores de CL,,, CL,, (Concentracion con/ml}, limites fiduciales al 95%, la

ecuacion de regresion y el valor de la chi - cuadrada.

Las diferentes cepas de Beauveria bassiana tienen la capacidad de matar al 4to. estadio
ninfal de Trialeurodes vaporariorum. Sin embargo de acuerdo al analisis probit las cepas BbGC,
BbCO, BbN y BbUATI18 fueron las que mostraron valores menores de CL,,, ademas de ser
estadisticamente iguales, siendo las mas virulentas (Cuadro 7, Fig.6). Sin embargo, la cepa
BbUATI18 muestra un valor bajo de la pendiente (0.81)(Cuadro 7), en comparacion con las
demés cepas, lo que indica que se utilizd un amplio rango de concentraciones, y ademas también,
representa heterogeneidad en los resultados refinéndonos al efecto de la cepa, por lo que al
menos, biolégicamente es diferente en virulencia, ya que mientras mayor sea el valor de la
pendiente, mayor sera la uniformidad de la respuesta de la poblacion con respecto al hongo

aplicado.

Mientras que las cepas Bbl6, BbUATO2 y BbY fueron diferentes, presentando CL,'s

mas altas y reflejandose en una menor virulencia (Cuadro 7, Fig.7).

También se observa que la cepa BbGC es 2.1 veces mas agresiva que la BbUATIS, y
.75 y 1.17 que la BbN y la BbCO, lo cual la hace, mas virulenta que las cepas antes
mencionadas (Fig. 6). Alin cuando el analisis de varianza y una prueba de medias Tukey (Alfa=
0.05) (Apéndice C) muestra que estadisticamente la BbGC es igual en virulencia a las cepas antes

mencionadas {Cuadro 7).

Esta caracteristica de virulencia parece estar relacionada con la secrecién del pigmento
oosporeina, ya que los cadaveres mostrarén un color rosado; y se podria pensar que la secrecion
de dicho pigmento le confiere una mayor virulencia a la cepa BbGC, que fué la Gnica que
manifestd la presencia de dicho pigmento. En un trabajo similar realizado por Feng y Jonhson

{1990), ellos obtuvieron que las cepas mas patogénicas de Beauveria bassiana sobre Diuraphis
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noxia fueron las que presentaban la secrecidn del pigmento cosporeina, aunque concluyen que la
patogenicidad de estas cepas no se puede refacionar con la produccién de dicho pigmento ya que

su toxicidad es ain desconocida.

De forma general se puede decir que las ninfas del 4to. estadio de Trinleurodes
vaporariorunt mostraron diferencias en la respuesta al ser tratadas con las siete diferentes cepas
de Beauveria bassiana. La diferencia en la respuesta a cada una de las cepas de B. bassiana
puede obedecer a factores importantes tales como resistencia de los insectos a la invasion por
patogenos, dada por las multiples barreras fisioldgicas que desarrollan los hospederos como

defensa a los toxicos (Hajek y St. Leger, 1994).

Ademas, Roberts (1989), menciona que los hongos entomopatégenos presentan una
diversidad bioquimica con respecto a su hospedero y distribucion geogrifica; y que la
especificidad de los hongos esta en funcion del tipo y concentracion de enzimas presentes como
proteasas, quitinasas y lipasas. Roberts establece que el hongo produce toxinas que alteran las
funciones fisioldgicas del organismo y como consecuencia el insecto llega a morir. Es importante
mencionar que B. hassiana es un entomopatdgeno que afecta a insectos de diferzntes ordenes en
donde la patogenicidad que presentan los diferentes aislamientos, puede estar en relacion al

insecto hospedero (Fransen, 1990).

Considerando los resultados obtenidos, se hace necesaric realizar pruebas de
patogenicidad sobre los diferentes estados de desarrollo, de la mosquita blanca, asi como utilizar
distintas plantas hospederas para determinar su efecto y optimizar el uso de Beauveria bassiana

en el control de Trialeurodes vaporariorum,
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6. CONCLUSIONES

- En condiciones de invernadero la mosca blanca, Trialeurodes vaporariorum a una
temperatura de 20 - 25°C requiere de 25 dias para completar su desarrollo ninfal del primero al
cuarto estadio. Los adultos toman de 6 a 7 dias para su desarrollo y emergencia a partir del 4to,
estadio ninfal, mientras que la eclosion de los huevecillos se da a los 8 y 9 dias de ocurrida la
oviposicion. Por lo tanto el ciclo de vida de Trialenrodes vaporariorum de huevecillo a adulto es

de 38 a 40 dias.

- Las pruebas de patogenicidad, en plantas de frijol, realizadas sobre el 4to. estadio minfal
de T. vaporariorum permitieron seleccionar las cepas de B. bassinna que provocaren una
mortalidad arriba det 60%; siendo las cepas BCQ con 95.23%, BbN con $8.55%, BbUATO2
con 82.43%. BhUATILS con 79.35%, Bb9 con 78.46%, BbGC con 76.19% y la Bbl6 con

65.15%, considerandose como las de mayor patogenicidad, al 6to. dia de evaluacion.

- En los bioensayos, utilizando como planta hospedera al jitomate, los valores de la CL
mas bajos correspondieron a las cepas BbGC con 7.78x10° con/m], BbCO con 9.11x10" con/ml,
y la cepa BbN con 1.36x10” con/ml., que resultaron ser estadisticamente iguales y por lo tanto las

mas virulentas, al 4to. dia de evaluacian.

- Las diferencias observadas, en las respuestas de patogenicidad y virulencia, a una misma
concentracién de 1x10° con/ml., puede obedecer a interferencias dependientes del hospedero
sobre el cual se alimento el insecto; ya que se obtuvieron mayores porcentajes de mortalidad con
las cepas BbGC, BbCO, BbN, BbUATIS, Bb16y Bb9 al cuarto dia de evaluacion, utilizando

como planta hospedera al jitomate en comparacion con las pruebas realizadas sobre frijol.

- Y por tiltimo no todas las cepas de Beauveria hassiana tienen la capacidad de infectar al
cuarto estadio ninfal con la misma agresividad; las cepas BbGC, BbCO, y BbN fueron las que
presentaron el mayor grado de virulencia, por presentar las CL,/'s mas bajas, considerandolas

como agentes potenciales para el manejo de T. vaporariorim.
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CONCENTRACIONES PORCENTUALES Y CONIDIALES CORRESPONDIENTES A 7
CEPAS DE Beauveria bassiana.

CEPAS CONCENTRACION CONCENTRACION
PORCENTUAL (%) CONIDIAL (Con/ml)
1.0 1x10"
0.5 5x107
0.25 2.5x107
0.125 1.25x10°
BbGC 0.0625 6.25x10°
0.03125 3.12x10°
0.01562 1.56x10°
0.00781 7.81x10°
1.0 1x10¢
0.5 5x107
0.25 2.5x107
BbCO 0.125 1.25x107
0.0625 6.25x10°
0.03125 3.12x10°
0.01562 1.56x10°
0.00781 7.81x10°
0.00390 3.90x10°
1.0 1x10%
0.5 5x107
0.25 2.5x10’
BbN 0.125 1.25x10
0.0625 6.25x 10"
0.03125 3.12x10°
0.01562 1.56x10°
0.00781 7.81x10°
1.0 2x10°
0.5 1x10°
0.25 5x107
0.125 2.5x107
0.0625 1.25%107
BbUATI8 0.03125 6.25x10¢
0.01562 3.12x10°
0.00781 1,56x10°
0.00390 781x10°
0.00195 3.90x10°




CEPAS CONCENTRACION CONCENTRACION
PORCENTUAL (%) CONIDIAL (Con/tnl)
1.0 2x10°
0.5 1x10*
0.25 5x107
Bble 0.125 2.5x10°
0.0625 1.25x10°
0.03125 6.25x10°
1.0 4x10
0.5 2x10*
0.25 1x10°
0.125 5x10’
BbUATO?2 0.0625 2.5x10°
0.03125 1.25x107
0.01562 6.25x10°
0.00781 3.12x10°
1.0 8x10°
0.5 4x10°
Bb9 0.25 2x10°
0.125 1x10t
0.0625 5x107
0.03125 2.5x107
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APENDICE B
ANALISIS PROBIT

La relacion dosis - respuesta esta co‘nstituida por dos componentes: el estimulo y el sujeto.
Los datos que resultan de un bioensayo son: ddsis empleada, numero de individuos tratados y
nimero de individuos que responden al tratamiento. Si se grafica la proporcion de organismos que
responden contra la dosis con que fueron tratados se obtiene una curva que generalmente presenta
una forma sigmoidal, la cual, es dificil de comparar e interpretar, por lo que se debe de
transformar para poder ajustar a un modelo lineal. Es necesario usar el logaritmo de la désis y

cambiar el porcentaje de mortalidad a unidades probit (Finney, 1971 citado en Vazquez, 1993).

Existen tablas que permiten hacer directamente dichas transformaciones y un programa
PC. PROBIT, que facilita el procesamiento de los datos. Mediante este proceso se pretende
estimar los parametros de la ecuacion de una linea de regresién que relaciona datos transformados
de dosis y porcentajes de respuesta, mediante ¢l método de maxima verosimilitiud asi como los

limites fiduciales de los estimadores.

Al probar las diferentes cepas de Beauveria buassiuna, sobre el 4to. estadio ninfal de
Trialeurodes vaporariorum, se utilizaron concentraciones determinadas del patogeno,
desconociéndose la cantidad exacta que cubre a cada insecto. Por tal motivo no se habla de DL,

sing mas bien de CL,, (concentracion letal media).

La importancia de los estimadores en el analisis Probit radica en sus limites fiduciales, que
representan el intervalo del estimador, a un nivel de probabilidad determinado {generalmente 35%

0 99%), entre més estrecho sea este intervalo, mas preciso y confiable es el estimador.

Adicional a ésto existen otros dos parametros importantes en este analisis: fa chi -
cuadrada y la pendiente. El valor de la chi - cuadrada refleja la similitud entre los datos obtenidos
del bioensayo y los representados por la linea o tedricos. Un valor minimo de la chi - cuadrada

expresa una maxima similitud.
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El valor de Ia pendiente de 1a linea de regresion Y = a + bx (donde Y es el valor Probit, a
es la ordenada al origen, b la pendiente de la linea de regresion y el x el logaritmo de las dosis),
nos refleja la adecuacién de la serie de concentraciones probadas y la magnitud del efecto de la
variable independiente (Log dosis). Asi valores de pendiente bajos indican un amplio rango de
dosis, lo cual es probable que se trate de una proporcion alta de individuos con genotipo

resistente al toxico; y entonces, a mayor pendiente mayor homogeneidad.

Para considerar un bioensayo como valido se deben tomar en cuenta los siguientes
requisitos:
1.- El valor de la pendiente de la linea de regresion debe de ser del1.5a6.
2.- La Chi - cuadrada debera ser menor de 5.
3 - La division entre el limite fiducial mayor y el menor debe de ser menos de 2.
4 - La mortalidad natural en el testigo no debe de exceder al 10%.
5.- La CL,, estimada debera ubicarse por lo menos dos valores abajo de la dosis probada mas alta
y dos valores arriba de la més baja.
6.- La distribucion de la mortalidad debera encontrarse en un 90 a un 10% dentro de cuatro de las
dosis probadas.
7 - Deberan realizarse un minimo de tres repeticiones validas, es decir que cumplan con todos los

puntos anteriores, para considerar como valida una CL,, (Ibarra y Federici, 1987).

CRITERIOS USADOS PARA UN BUEN BIOENSAYO.

Para que los resultados de un bioensayo sean confiables deben rteunir los siguientes
requisios:
a) La respuesta debe ser lineal, es decir, que se observe una relacién lineal entre el logaritmo de ta
dosis y las unidades Probit.

b) La dosis que se aplique o se pruebe, debe ser precisa.
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¢) La respuesta debe ser determinante: vivo o muerto. No pueden considerarse los puntos
intermedios. Dependiendo del patdgeno, el criterio para tomar a un organismo come vivo o
muerto depende del modo de accion el mismo.
d) Cuando en el testigo exista mortalidad esta debe de ser corregida a través de la ecuacion de
Abbott, debido a que no se podria inferir si la mortalidad de los tratamientos se debe al efecto del
patdgeno o a otros factores como la alimentacian deficiente, contaminacion o mal amnejo.

_e) La temperatura debe de ser constante y adecuada con la finalidad de evitar sesgos en la
mortalidad,
f) El método debe de ser sensible para poder captar las diferencias en la mortalidad como una
respuesta al cambio de dosis.
g) El método debe de ser reproducible.
h) La nutricion de los insectos debe de ser uniforme.
i) El lugar de la aplicacion debe de ser constante.

i) Las repeticiones del experimento deberan hacerse a la misma hora pero en dias diferentes

{(Ibarra y Federici, 1987).
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APENDICEC :

Analisis de varianza de un factor, de los porcentajes de mortalidad acumulada al 6to. dia

después de la aplicacién de B. bassiana sobre el 4to estadio ninfal de T. vaporariorum.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Fo Pr>F
variacion libertad cuadrados medios
Tratamiento 13 29204.8348 2246.5258 31.32 0.0001
Error 42 3012.5935 71,7284
Total 55 32217.4283

Pr>F = Probabilidad de respuesta mayor que F

Anilisis de varianza de un factor, de los valores de CL,, (conidios/ml.) de siete cepas de

Beauveria bassiana contra ninfas del 4to. estadio de Trialeurodes vaporariorum.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Fo Pr>F
variaciéon libertad cuadrados medios
Tratamiento 6 0.12742x10' 1.52124x10' 93165 0.0001
Error 14 2 28598x 0" 1.63284x10%
Total 20 9.15028x10"






