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Resumen

RESUMEN

Existen diversos factores que afectan la productividad en el campo. De entre ello, las
plagas de insectos sobresalen por las cuantiosas pérdidas que pueden provocar en
poco tiempo. En México, el frijol es el cultivo que ocupa el segundo lugar en superficie
sembrada, forma parte de su dieta basica y sufre el ataque de plagas. Entre ellas, la
mosquita blanca se ha considerado a partir de 1991 como un verdadero problema
fitosanitario ya que ha estado provocando pérdidas econdmicas resultantes de bajas en
su productividad e incrementos en costos por la necesidad de realizar aplicaciones
extras de insecticidas. El hecho de que los insecticidas quimicos se empleen
intensivamente y de manera indiscriminada en su combate, ha generando grandes
desequilibrios en el agroecosistema, favorecido la aparicion de poblaciones resistentes
y la disminucion de enemigos naturales. Estudios realizados sobre plaguicidas
muestran que solo 1% de ellos llega hasta el organismo blanco. El 99% restante se
queda en el ecosistema como contaminante. Una respuesta a esta situacion esta en la
Agrobiotecnologia, la que mediante el uso de microorganismos y sus productos
aplicados al manejo integrado de plagas resulta un alternativa promisoria al problema

de plagas y al uso excesivo de insecticidas quimicos.

Entre los microorganismos utilizados para el control biolégico de insectos plaga, como
la mosquita blanca, estan los hongos entomopatégenos que son capaces de producir
una enfermedad en los insectos. Solo algunos hongos entomopatégenos han sido
estudiados a fondo como: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Beauveria
brogniartii,  Paecelomyces fumosoroseus, Lecanicillium  (Verticillium) lecanii,

Langenedium giganteum.

En la presente investigacion se evaluaron tres hongos entomopatégenos Beauveria
bassiana. Metarhizium anisopliae y Paecilomyces fumosoroseous recomendados
comercialmente para el control de mosquita blanca Bemicia tabaci. El objetivo del

trabajo fue caracterizarlos y evaluar su efecto bioinsecticida sobre mosquita blanca
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Bemisia tabaci (Gennadius) en el cultivo de frijol. El trabajo se realizé en las siguientes

etapas.

1.

Caracterizacién biologica de tres bioinsecticidas. En esta etapa se determind la
cantidad de conidias presentes en un 1g del producto; para conocer la viabilidad
se realiz6 el conteo de conidias germinadas y no germinadas; se estudio la
pureza del producto definiendo la cantidad porcentual de microorganismos
contaminantes presentes en 1g del producto; finalmente, se tipificé el hongo
comparando las estructuras morfolégicas encontradas en el producto con las

reportadas bibliograficamente.

Evaluacion de la inocuidad de los bioinsecticidas sobre el cultivo de frijol.
La inocuidad fue determinada mediante la siembra en medio de cultivo de
fragmentos de hoja, con posterior determinacion del posible crecimiento de

hongos fitopatégenos.

Evaluacion el efecto bioinsecticida de los tres hongos sobre la densidad
poblacional de Bemisia tabaci (Gennadius) y su comportamiento en cuanto a su
distribucion en estratos del dosel vegetal. En esta etapa se monté un
experimento bajo condiciones de invernadero en el que se evaluaron cuatro
tratamientos (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, y Paecilomyces
fumosoroseous y un testigo —sin aplicacién-). Cada tratamiento fue aplicado
sobre plantas de frijol previamente infestadas con mosquita blanca. EI dosel
vegetal fue dividida en tres estratos (bajo, medio y alto) y sobre ellos se realizé el
muestreo de insectos micosados. Analisis estadisticos fueron realizados a los

datos obtenidos.

Realizacion de un analisis de regresion entre algunas variables climaticas y los
estadios micosados estudiados. Esta ultima etapa tuvo como finalidad el
determinar posibles asociaciones entre el numero de organismos micosados y

las variables climaticas de humedad, temperatura y radiacién solar.
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La caracterizacién biolégica mostré que la cantidad de conidias y la viabilidad del
producto resultaron menores que las reportadas por el fabricante. En cuanto a la
tipificacion y la presencia de microorganismos contaminantes no se encontraron

diferencias con lo reportado en el producto.

Al no encontrarse el crecimiento de hongos fitopatogenos en los medios de cultivo

utilizados, se infiere que no existen evidencias para no acreditar la prueba de inocuidad.

La accion de los micoinsecticidas sobre el control de mosquita blanca no mostré un
patron de comportamiento en cuanto a estratos del dosel vegetal y de los estadios
micosados del insecto plaga. Los tres hongos mostraron un comportamiento
bioinsecticida superior respecto al testigo. El hongo B. bassiana resultd el mejor
tratamiento para el control del estadio adulto de mosquita blanca. Fue Metarhizium
anisopliae el que mostroé el mayor numero de casos con superioridad bioinsecticida en

el conjunto de la planta.

No se encontré un patron de comportamiento en cuanto a la asociacién entre las
variables climaticas y la accidon micoinsecticida de las tres especies de hongos
evaluadas. El tratamiento con el hongo B. bassiana fue el que mostré mayor numero de
asociaciones (coeficientes de regresidn positivos) con altos coeficientes de

determinacién (R?2= 0.7) entre las variables climaticas y los estadios micosados
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Abstract.

Several issues affect productivity of the fields. Insect pests are more notorious among
them because of the enormous losses they may cause in little time. In México, beans
occupy the second place on cultivated areas, are part of the basic diet, and suffer
attacks by pests. For instance, whitefly has been deemed, as from 1991, as a real
phytosanitary problem since it has been causing economic losses as a result from lower
productivity and higher costs due to additional pesticides’ applications. The fact that
chemical pesticides are being intensively used without discrimination to fight it has
generated huge imbalances in the agro-ecosystem, favoring the offspring of more
resilient populations, and a decrease of natural enemies. Studies conducted on
pesticides show that only 1% of them reaches their target organism. Remaining 99%
stays on the ecosystem as pollutant. Agro-biotechnology is one answer to this situation,
through the use of micro-organisms and their byproducts on integrated management of
pest results in a promising alternative to pest problems and the excessive use of

chemical pesticides.

Entomopatogen fungi, capable of causing a disease on insects, are among the micro-
organisms used for biological control of insect pests, such as whitefly. Only a few
entomopatogen fungi have been seriously studied, such as: Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana, Beauveria brogniartii, Paecelomyces fumosoroseus, Lecanicillium

(Verticillium) lecanii, Langenedium giganteum.

Three entomopatogen fungi are assessed on the foregoing study, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, and Paecilomyces fumosoroseous commercially recommended
to control whitefly, Bemicia tabaci the purpose of this study is to characterize them and
assess their bio-pesticide effect on whitefly, Bemisia tabaci (Gennadius), on bean crops.

This study was conducted in three stages.

1. Biological characterization of the three bio-pesticides. Quantity of conidia present
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in 1 g of the product was determined in this stage; germinated and non-
germinated conidia count was conducted in order to learn viability; product’s
purity was studies by defining the percentage of contaminant micro-organisms
present in 1 g of the product; and, finally, fungi were typified comparing
morphological structures found in the product with those bibliographically
reported.

. Assess safety of bio-pesticides on bean crops. Safety was determined planting
leave fragments in the middle of the crop, and then determine potential grow of
phytopathogen fungi.

. Assessment of the bio-pesticide effect of the three fungi on Bemisia tabaci
(Gennadius) population, and its behavior regarding their distribution on vegetable
canopy strata. An experiment under greenhouse conditions was executed in this
stage to assess four treatments (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
and Paecilomyces fumosoroseous and one control —no application-). Each
treatment was applied on bean plants previously infested with whitefly. Vegetable
canopy was dived into three strata (low, medium, high), and sampling of fungi
infested insects was conducted therein. Statistical analyses were conducted with
gathered data.

. Conduct a regression analysis among various weather variables and studied
fungi infested stages. This last stage served to determine the possible
relationships between the numbers of fungi infested organisms and weather

variables such as humidity, temperature, and solar radiation.

Biological characterization showed that conidia quantities and product viability are lower

than reported by the manufacturers. Regarding typification and presence of contaminant

micro-organisms, there were no differences found from product’s reports.

The action of mico-pesticides controlling whitefly did not show a behavioral pattern

regarding vegetable canopy strata and fungi infested stages of the pest. Metarhizium

anisopliae showed, in all strata, a bio-pesticide behavior higher than the other two

species as compared to control for the egg, nymph |, nymph I, nymph Il and pupa. All
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three fungi showed a bio-pesticide behavior higher than control.

The lack of phytopathogen fungi growth in the crop media used suggests there is no

evidence to keep from certifying this safety test.

No behavior pattern was found regarding association between weather variables and
mico-fungicide action of the three assessed fungi species. Treatment with Beauveria
bassiana showed the highest number of associations (positive regression rates) with

high determination rates (R? 20.7) between weather variables and fungi infested stages.
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I. ANTECEDENTES

Durante el desarrollo de la humanidad la relacion productiva entre sociedad y
naturaleza se ha basado en una serie de conocimientos generados en el proceso de la
practica productiva, donde un ataque de insectos plaga puede significar la diferencia
entre el éxito o el fracaso de cualquier tipo de agricultura. La “revolucion verde” iniciada
en 1940, desarroll6 un gran numero de productos quimicos para su aplicacién en los
sistemas agricolas con el propdsito de proteger a los cultivos de dafios causados por
insectos (Glick y Pasternak, 1998; Tengerdy y Szakacs, 1998). El uso de agroquimicos
logré controlar muchas plagas y patdégenos para los que no existian medidas de control
eficientes, resultando ser mucho mas rapidos, baratos y con un espectro de accion mas
amplio que los enemigos naturales (Asaff et al., 2002). Si bien los insecticidas quimicos
han permitido un control eficaz de las plagas (Gelman et al., 2001), se ha establecido
que estos compuestos son altamente perjudiciales para la salud humana y los
ecosistemas; ademas, por su persistencia en el ambiente, favorecen que los insectos
plaga sean resistentes a ellos, lo que ha motivado el uso de dosis cada vez mayores o
de productos cada vez mas téxicos. Esto ha generado mucha preocupacion en el
ambito mundial, por lo que ahora los cientificos se enfrentan a la necesidad de buscar
alternativas efectivas y ecolégicamente menos nocivas al entorno para el control de
plagas (Herrera y Carsolio, 1998). Una de las alternativas es el control biologico,
definido como la manipulacion de los enemigos naturales de los insectos plaga para
limitar su poblacién. A estos organismos se les llama agentes de control, entre los que
se encuentran insectos depredadores y parasitos, asi como microorganismos
patdgenos de los insectos (Nufiez, 2000; Asaff et al., 2002). Este método tiene grandes
ventajas, ya que elimina o reduce el uso de insecticidas y si el agente bioldgico
introducido se establece adecuadamente, el control es durable y se abaten inversiones
posteriores; en este aspecto difiere del uso de insecticidas quimicos, los cuales
requieren de aplicaciones repetidas (Herrera y Carsolio, 1998). Los agentes de control
biolégico son de gran importancia dentro de los agroecosistemas por su capacidad
natural de regular las poblaciones de insectos plaga, debido a la interaccion patégeno-
hospedero, en muchos casos especifica, desarrollada por un proceso evolutivo, ya que

el insecto puede ejercer una presién de seleccion que favorece a pocos genotipos del
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patdgeno, donde su actividad patogénica es expresada respecto al hospedero (Maurer
et al., 1997)

Existen microorganismos que actuan como agentes de control que son conocidos como
bioinsecticidas los que incluyen a diferentes géneros y especies de bacterias, hongos,
nematodos y virus (De Lifian, 2001; Asaff et al., 2002). El uso de agentes microbianos
para el control de plagas practicamente estaba restringido a la aplicacion de Bacillus
thuringiensis; sin embargo, en los ultimos afios se han introducido otros hongos
entomopatdégenos producidos y comercializados masivamente a bajo costo para dar
solucion a problemas de baja produccién y pérdidas econdmicas de cultivos (CIAD,
2003). El objetivo principal en el uso de los bioinsecticidas es lograr una agricultura
sustentable, ya que con ello se busca reducir la dependencia de quimicos sin afectar la
productividad en campo (Boyetchko et al., 1999; Menn y Hall, 1999; Gelman et al.,
2001; Tamez et al., 2001).
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Hongos entomopatégenos como agentes de control biolégico

Se ha reconocido el potencial que tienen los hongos entomopatégenos como agentes
de control, ya que constituyen un grupo muy grande con mas de 750 especies en casi
100 géneros, la mayoria de los cuales se encuentra clasificado entre las divisiones
Zigomicota (Entomoptorales), Deuteromicota (hifomicetos) y Ascomicota (Hegedus y
Khachatourians,1995; Khachatourians, 1996), que pueden parasitar insectos; estos
grupos taxondémicos son encontrados comunmente en la naturaleza (Deshpande, 1999;
Milner, 2000). Sin embargo, solo algunos hongos entomopatdégenos (Cuadro 1) han sido
estudiados a fondo como: Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Beauveria
brongniartii, Paecelomyces fumosoroseus, Lecanicillium (Verticillium) lecanii,

Langenedium giganteum (Wraight et al., 1998; Monzdn, 2001)

Cuadro 1. Principales hongos entomopatdgenos e insectos que controla.

Beauveria bassiana Langostas, chapulines, afidos, escarabajos, mosquita blanca
Beauveria brongniartii Moscas, escarabajos
Langenedium giganteum Mosquitos
Metarhizium anisopliae Termitas, chapulines, gallina ciega, langostas, picudos del

chile y algodén, escarabajos
Paecelomyces fumosoroseus Mosquita blanca
Lecanicillium (Verticillium) lecanii Afidos, trips, mosquita blanca
Adaptado de Wraight et al., 1998

2.2 Relacion patégeno-hospedero
Los hongos entomopatdégenos son de gran importancia dentro de los agroecosistemas

por su capacidad natural para regular las poblaciones de los insectos; dicha capacidad
depende de la susceptibilidad del hospedero o de la asociacion patdgeno—hospedero.
En este ultimo caso, el insecto huésped puede ejercer una presion de seleccion tal, que
favorezca a pocos genotipos del patdgeno, es decir, aislados donde la diversidad
patogénica sea expresada en términos de especializacién respecto al hospedero (St.
Leger et al., 1992; Maurer et al., 1997). Para que la manifestacion epizodtica de los

hongos entomopatdégenos tenga lugar, los factores ambientales fisicos y quimicos
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tienen una enorme influencia. Dentro de los primeros, se encuentran los nutrimentos,
que son aquellos elementos necesarios para que un microorganismo satisfaga sus
requerimientos nutricionales y obtenga energia. Entre los factores fisicos que afectan la
viabilidad y la persistencia de los hongos entomopatdégenos en el campo se encuentran
los rayos ultravioleta, la temperatura, la humedad relativa y los funguicidas. La
susceptibilidad y la relacidén con los hospederos dependen de los nutrimentos presentes
en los insectos, que son el medio para su propagacion, dispersion y persistencia. Las
esporas de los hongos entomopatdgenos se valen para su desarrollo de requerimientos
especificos de agua y temperatura, asi como de otros factores ambientales que en
conjunto funcionan como inductores para la activacion de receptores presentes en el
patdogeno que les permiten llevar a cabo el proceso infectivo sobre el hospedante
(Hajek, 1997). Ademas, los hongos entomopatégenos destacan por su mecanismos de
infeccidn, ya que no necesitan ser ingeridos (Carruthers y Hural, 1990), pudiendo ocurrir
la infeccion entre las partes bucales, membranas intersegmentales o a través de los
espiraculos (Charnley, 1997; Kershaw y Talbot, 1998; Jeff et al., 1997)

2.3 Caracteristicas de los hongos entomopatoégenos

La estructura de la pared celular de los hongos esta constituida por polisacaridos (80%),
proteinas (3 a 20%), lipidos, pigmentos y sales inorganicas en cantidades menores. La
quitina es el polisacarido caracteristico de la pared celular en hongos e insectos; es un
polisacarido no ramificado constituido de N-acetil-D-glucosamina (NAcGlc), los
monomeros estan unidos por enlaces p-1,4 y la quitina forma microfibrillas. Existen tres
tipos de quitina a, B, Y. Las proteinas estan en forma de glicoproteinas, la fraccion
glicosilada esta formada por galactosa y manosa (Ruiz, 1991; Wessels, 1999); los
lipidos en la pared celular de los hongos estan presentes en un rango de 1 a 10% de su
peso seco; los acidos grasos mas abundantes son C16 y C18. La coloracion
caracteristica de la pared celular se debe a la presencia de melaninas, producto de la
oxidacion de diferentes fenoles. La importancia de estos pigmentos se debe a su
caracter protector ante efectos deletéreos ocasionados por la luz o por las enzimas
liticas (Ruiz, 1991).
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Los cambios en la pared celular y su composicion ocurren durante diferentes etapas de
desarrollo de los hongos mediante el ensamblaje de los componentes celulares como
polisacaridos microfibrilares, la asociacién de polisacaridos de reforzamiento y de
complejos de proteinas (glicoproteinas). Las glicoproteinas inician su ensamblaje a nivel
de lumen, en el interior del reticulo endoplasmico rugoso; posteriormente, son
transportadas a diferentes compartimientos membranosos del reticulo endoplasmico
liso y el aparato de Golgi hasta alcanzar la superficie celular mediante el aparato
vesicular. Este conglomerado vesicular conduce a las glicoproteinas y otros
componentes hacia la pared celular pasando por la membrana plasmatica; los otros
componentes siguen estas rutas metabdlicas para integrarse a la pared celular, tanto
para la formacion de la espora como del desarrollo de micelio (Ruiz, 1991; Wessels,
1999; Harold, 1999).

2.4 Mecanismo patogénico y degradacion de cuticula

Los hongos entomopatdgenos inician su proceso infectivo en los insectos hospedantes
cuando las esporas viables son retenidas por contacto en la superficie del integumento
mientras encuentran un espacio propicio para establecer la asociacion patégeno-
hospedero (Jones, 1994), y forman tubulos germinales y a veces el apresorio, que sirve
para el anclaje de la espora y que, en conjunto, facilitaran la invasion del hongo
(Deshpande, 1999; Milner, 2000). En tanto se lleva a cabo la union del hongo a la
cuticula, un complejo celular de glicoproteinas junto con fenoloxidasas y lectinas
intervienen en el reconocimiento del insecto para dar inicio a la respuesta inmunoldgica.
La infeccidn del patdogeno puede llevarse a cabo siempre y cuando en el momento del
reconocimiento, el insecto sea susceptible o exista en éste un sitio de infeccidon
penetrable. La conidia se vale de sefiales quimicas y topolégicas a nivel de epicuticula
externa para dar inicio a la patogénesis (Hajek, 1997). El proceso inicia con el
hinchamiento de la espora, favorecida por una humedad alta (70% durante 14 horas), la
germinacién es disparada por mensajeros que generalmente son carbohidratos
presentes en las proteinas cuticulares del insecto (Hegedus y Khachatourians, 1995;
Khachatourians, 1996). La pared celular de la espora, mediante su capa de fibrillas

elasticas compuesta de hidrofobinas e inmersas en un conjunto de elementos de las
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glicoproteinas, especificamente lectinas y hemaglutininas, actian como intermediarios
en el reconocimiento de la cuticula del insecto. Estas también intervienen en la
adhesion y diseminacion de las esporas, favorecida por sus secreciones extracelulares
de consistencia musilaginosa; en conjunto con fuerzas de atraccion de Van der Waals,
hidrofébicas y uniones de hidrogeno. Se ha sugerido que iones divalentes como el Ca*?
y el Mg*? reducen las fuerzas de repulsion electrostatica de la superficie de la cuticula
del insecto, por lo que se puede afectar su hidrofobicidad y promover la adhesion pared
celular-cuticula, creandose condiciones favorables para el establecimiento de la espora
y la subsecuente invasion del hospedero (Jeffs et al., 1997; Barnes y Moore, 1997;
Kershaw y Talbot, 1998; Wessels, 1999). Los lipidos que se encuentran en la cuticula
de los insectos, inhiben la germinacion de los conidios, debido a una respuesta toxica
fungicolitica o fungiestatica, ya que actua como barrera en la matriz de quitina en el
exoesqueleto del insecto, previniendo que la espora entre en contacto con los
nutrimentos y se dispare la sefial de germinacion (James et al.,, 2003). La accion
mecanica se origina por la formacion del tubo germinativo mediante el proceso de
polarizacion tipico del crecimiento apical de los hongos que estimula la sintesis de la
pared celular. Los iones de hidrégeno y calcio entran en la punta de la hifa a través de
un mecanismo de transporte pasivo, y son expulsados por mecanismos dependientes
de la energia de desfosforilacién del adenil trifosfato (ATP) a adenil mono-fosfato ciclico
(AMPc). Este flujo transcelular permanece constante y mantiene el desarrollo del tubo
germinativo y la formacion del apresorio (Riquelme et al., 1998; Harold, 1999; Wessels,
1999). El tubo germinativo rastrea y reconoce la superficie del insecto para la
localizacion de sitios receptores, habilitando a la hifa para la penetracion de la cuticula
(Wessels, 1999).

Una vez anclada la espora mediante el apresorio, este ejerce una presion hacia el
interior del insecto. Paralelamente, el hongo excreta una gran cantidad de enzimas
entre las que se incluyen proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas, lipooxigenasas y
otras enzimas hidroliticas que van degradando la cuticula y proporcionan a su vez
nutrimentos al hongo (Monzoén, 2001). Una vez dentro del insecto, el hongo prolifera

formando placas de penetracion y cuerpos hifales secundarios, que se ramifican en la
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procuticula conformada principalmente de fibrillas lameladas de quitina embebidas en
una matriz proteinica que actua como cubierta fisica protectora ante las secreciones
extracelulares del patdgeno. La resistencia mecanica de la cuticula dependera del
grado de la dureza por esclerozamiento. Posteriormente, los cuerpos hifales se
encuentran con la capa epidérmica y con su respectiva membrana basal, para
diseminarse a través del hemocele (Deshpande, 1999), invadiendo diversas estructuras
como tejidos musculares, cuerpos grasos, tubos de Malpighi, mitocondrias, hemocitos,
reticulo endoplasmico, membrana nuclear, ademas de causar paralisis celular. A
diferencia de otros hongos entomopatdgenos, Paecelomyces fumosoroseus forma
cuerpos hifales semejantes a las levaduras (blastoesporas) (Borror et al., 1989; Roberts
y Hajek, 1992; Clarkson et al., 1998). Al ser penetrada la cuticula del insecto hasta el
hemocele la hifa queda inmersa en proteinas, quitina, lipidos, melanina, difenoles y
carbohidratos. Algunos son utilizados como nutrimientos pero otros pueden inhibir su
crecimiento ya que activan respuestas inmunes del insecto como la melanizacion,
fagocitosis, nodulacién y encapsulamiento (St. Leger y Roberts, 1997). Sin embargo, los
hongos llegan a desarrollar cambios en la pared celular y produccion de sustancias
inmunomodulatorias que les permiten evitar este tipo de defensas (Khachatourians,
1991). Al agotarse los nutrimentos, el hongo inicia un crecimiento miceliar invadiendo
todos los 6rganos del hospedero. Finalmente, las hifas penetran la cuticula desde el
interior del insecto y emergen a la superficie iniciando la formaciéon de esporas cuando

la humedad relativa es adecuada (Gillespie y Claydon, 1989).

2.5 Toxinas de hongos entomopatdégenos

Literatura de las ultimas décadas cita un considerable numero de metabolitos
secundarios de bajo peso molecular que han sido aislados de patégenos de insectos,
muchos de los cuales han demostrado poseer una actividad insecticida marginal
(Guillespie y Claydon, 1989). Muchas especies de hongos entomopatdgenos son
capaces de producir acidos organicos, algunos de los cuales han sido implicados en el
proceso infectivo. Se ha reportado la produccion de acido oxalico por Beauveria spp.,
Lecanicillium (Verticillium) lecanii, Paecilomyces spp. y Metarhizium anisopliae

(Hegedus y Khachatourians, 1995). Este compuesto ha sido descrito como un factor de
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virulencia en hongos fitopatdgenos y se ha sugerido que en el caso de los hongos
entomopatdgenos sea un factor coadyuvante a la solubilizacién de la proteina cuticular
(Bidochka y Khachatourians, 1991). Otro compuesto importante producido por
Beauveria spp., Lecanicillium (Verticillium) lecanii, Paecilomyces spp. y Metarhizium
anisopliae es el acido 2,6-piridindicarboxilico (acido dipicolinico), que posee
propiedades insecticidas contra larvas de Calliphora eryhrocephala (Claydon y Grove,
1982).

Paecilomyces fumosoroseus se utiliza actualmente para el control biolégico de la
mosquita blanca (Bemisia tabaci y B. argentifolii). Asaff et al., (2005) reportan que la
fermentacion en cultivo sumergido de Paecilomyces fumosoroseus produjo abundante
micelio, conidias y blastoesporas los cuales fueron toxicos a las ninfas de mosquita
blanca. Se encontré que el acido dipicolinico es el metabolito mas importante
encontrado en el sobrenadante en cultivo sumergido. También se han reportado toxinas
peptidicas ciclicas y lineales; a las primeras pertenece una familia de péptidos ciclicos
conocidos como depsipéptidos. El primer compuesto de esta naturaleza en ser
caracterizado fue la bauvericina extraida del micelio de Beauveria bassiana, Yy
posteriormente se han aislado de diferentes especies de Fusarium y Paecilomyces
(Logrieco et al., 1998), entre estos depsipéptidos se encuentran las eniatinas aisladas
de Fusarium (Grove y Pople, 1980), que son téxicas contra larvas de Choristoneura
fumiferana (Strongman et al., 1987). La accién insecticida de estos depsipéptidos es
especifica para ciertos grupos de insectos y su toxicidad se debe mas bien a la accién
sinérgica de un complejo de compuestos, entre los que se incluye la beauvericina, mas
bien que a la accion aislada de uno solo de ellos. La beauvericina es sintetizada de
manera similar a las eniatinas y en su biosintesis interviene una enzima multifuncional
conocida como eniatina sintetasa cuya expresion es constitutiva (Billich y Zocher, 1988).
Dos ciclotetrapéptidos muy parecidos denominados beauverdlidos H e | fueron aislados
del micelio de B. bassiana y B. brongniartii aunque no tuvieron actividad insecticida.
También se aislaron beauverdlidos L y La del micelio de Beauveria tenella vy
Paecilomyces fumosoroseus; estos compuestos tienen una fuerte accién

inmunomoduladora pero no efecto insecticida (Jegorov et al., 1994). Otro metabolito
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aislado de Beauveria bassiana y Lecanicillium (Verticillium) lecanii, conocido como
basiandlido mostroé una fuerte accion insecticida tanto por ingestion como por inyeccion
contra larvas de gusanos de seda Bombix mori (Kanaoka et al., 1978). Algunos aislados
de hongos entomopatdégenos producen otro tipo de toxinas llamadas destruxinas, de
entre ellas, la dimetildextruxina y la protodextruxina, estan relacionadas con la virulencia
(Guillespie y Claydon, 1989; Kershaw et al., 1998; Monzo6n, 2001). Las destruxinas son
los compuestos mejor caracterizados y su modo de accidén ha sido el mas estudiado.
También inhiben la sintesis de ADN, ARN y de proteinas en las células de los insectos
(Quiot et al., 1985). Ademas las destruxinas son capaces de inhibir la secrecién de
fluidos por el tubo de Malpighi en Schistocerca gregaria (James et al., 1993). Las
destruxinas A, B y E producidas por Metarhizium anisopliae, mostraron propiedades
insecticidas al ser probadas en larvas de Plutella xylostella, y ademas en larvas y

adultos de Phaedon cochleariae (Amiri et al., 1999).

2.6 Seleccion y mejoramiento de cepas

La virulencia no depende unicamente del patdégeno, es el resultado de una interaccion
de diferentes factores entre los que se encuentran la naturaleza del insecto y las
condiciones ambientales. Generalmente la virulencia es expresada en términos de la
LCso y TLso, ya que no hay un estandar que la defina (Khachaturians, 1991). La LCsg se
puede definir como la cantidad de esporas por unidad de area para provocar una
mortalidad del 50% en una poblacién de insectos, mientras que el TLs es el tiempo en
que se alcanza el 50% de mortalidad de los insectos a una dosis determinada (Vidal et
al., 1997; Wraight et al., 1998). Para que un microorganismo patdogeno de insectos
pueda ser utilizado como agente de control biolégico debe de tener las siguientes
caracteristicas: inocuo para los seres humanos, no patogénico a los cultivos,
genéticamente estable, compatible con otros productos, resistente a la desecacidén y a
las condiciones ambientales al momento de la aplicacion y relacion positiva de costo -
beneficio (Monzdn, 2001).

La seleccion de un microorganismo como agente de control conlleva las siguientes

etapas: aislamiento e identificacion del organismo, pruebas de eficacia y estabilidad,
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pruebas de seguridad ambiental, preservacion de cepas, posibilidades de formulacion,
pruebas sobre estabilidad en el almacenamiento, evaluacién del costo del producto,
investigacion de mercado, comercializacion y distribucion del agente de control
biolégico. Ademas, se deben de tomar en cuenta los factores que propician una
epizootia, la dinamica de la interaccién de las plagas, los patdgenos, el ambiente y
virulencia de la cepa (Deshpande, 1999; Milner, 2000; Monzon, 2001). Ademas de la
virulencia, se debe considerar la especificidad del hospedero y la temperatura que son
factores importantes para la seleccion y desarrollo de un aislado como bioinsecticida. La
mayoria de los aislados crecen bien a temperaturas entre los 15 y 30°C, aunque
algunos se desarrollan bien entre 5y 10°C y otros crecen entre 35 y 40°C (Kershaw et
al., 1999; Monzon, 2001). Aunque el antagonismo ocurre naturalmente y ocasiona la
aparicion de nuevos aislados, el mejoramiento genético juega un papel importante en el
desarrollo de los agentes de biocontrol. Esto involucra un cruce genético convencional
asi como mutaciones, también pueden usarse técnicas avanzadas de la ingenieria
genética para obtener cepas superiores. Es importante para el desarrollo de
bioinsecticidas con aislados que éstos sean relativamente termoestables y tengan un

alto grado de virulencia (Deshpande, 1999).

2.7 Produccién y formulacion

Los propagulos fungicos vivos son las unidades infectivas de los hongos
entomopatdgenos, generalmente son esporas, por lo cual los procesos estan orientados
a obtener un maximo de produccién que pueda infectar a hongos patégenos y a
insectos. Esta es la caracteristica que distingue la produccién de hongos como
bioinsecticidas. Existen dos métodos para la produccion de bioinsecticidas: la
fermentacion en sustrato solido y en cultivo sumergido. La fermentacién en sustrato
soélido es facil de llevar a cabo ya que se utilizan bolsas con paja de arroz y las esporas
producidas como conidios aéreos tienden a ser mas tolerantes al desecamiento y a la
luz ultravioleta (UV). La fermentacion en cultivo sumergido realizada en fermentadores,
proporciona ventajas como el control de pH, la velocidad del agitador, la proporcion de
la aeracion de las esporas, que permiten obtener la cantidad de biomasa conveniente

para el almacenamiento. Para la formulacién de bioinsecticidas, se usan estructuras
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morfoldgicas especificas (esporas, blastoesporas, conidioesporas, etc.), las cuales
permanecen viables por largos periodos de tiempo. Los propagulos fungicos deben
estar vivos al momento de su uso; por lo que su vida de anaquel minima es de 18

meses a temperaturas de 20°C (Deshpande, 1999).

La formulacion con hongos entomopatdégenos es el proceso mediante el cual el
ingrediente activo se mezcla con materiales inertes, que actuan como vehiculos,
solventes, emulsificantes, protectores de luz ultravioleta (UV), etc. Todo esto se hace
con el fin de lograr una buena homogeneidad y distribucién de particulas del hongo en
el producto comercial, para poder ser manipuladas y darles mayor resistencia ante las
condiciones ambientales al momento de ser aplicadas. Para ser formulado, la viabilidad
de los hongos no debe ser menor de 95% y el contenido de humedad debe estar entre
4 y 6%. La viabilidad de las conidias en el tiempo es mayor cuando el hongo ha sido
debidamente formulado, en comparacion con los productos que no han pasado por este
proceso. Los dos tipos de formulaciones son el polvo humectable y el liquido
emulsificable. En el polvo humectable, se utiliza un vehiculo de origen animal o vegetal
que ayuda a absorber la humedad de las conidias y mantiene la viabilidad por un
tiempo considerable. El liquido emulsificable utiliza un liquido solvente y un
emulsificante. El liquido utilizado tiene la funcion de mantener suspendidas las conidias
en el medio para lograr una mezcla homogénea que garantice una buena aplicacion.
Ademas, este liquido debe evitar la absorciéon de agua por las conidias y mantener su
viabilidad. Ambas formulaciones son de facil manejo y su uso depende de la
disponibilidad. Los materiales utilizados en la formulacidon deben presentar las
siguientes caracteristicas (Jenkins et al., 1998; Monzén, 2001):

a) no debe tener actividad bioldgica sobre animales o plantas
ser inocuos al ambiente
tener caracteristicas fisicas adecuadas para mezclarse con las conidias
facilitar la aplicacion del producto
no debe afectar la actividad del hongo

f) debe ser econdmicamente rentable

11
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2.8 Productos formulados con entomopatégenos

En la actualidad, los bioinsecticidas representan sélo el 1.3% del mercado global,

estimandose que en las préximas décadas el crecimiento de productos quimicos sera

del 2%, mientras que el de los bioinsecticidas alcanzara entre un 10y 15% (Baum et al.,

1999). En el cuadro 2 se enlistan algunos productos formulados con hongos

entomopatdgenos.

Cuadro 2. Bioinsecticidas comerciales formulados con hongos entomopatdgenos.

PRODUCTO HONGO ‘ INSECTO PLAGA PRODUCTOR
Naturalis Beauveria bassiana Mosquitas blancas y afidos Trio Biosciences, EUA
Mycontrol-GH-OF Beauveria bassiana Langostas y chapulines Mycotech, EUA
Botani-Gard Beauveria bassiana Mosquitas blancas y afidos Mycotech, EUA
Conidia Beauveria bassiana Broca del cafeto AgrEvo, Alemania.

Ostrinil Beauveria bassiana Barrenador del maiz NPP (Calliope), Francia.
Boverol Beauveria bassiana Escarabajo rojo Republica Checa/Eslovaquia
Boversil Beauveria bassiana Escarabajo rojo Republica Checa/Eslovaquia
BeaSin Beauveria bassiana Mosquitas blancas, picudos del | Agrobionsa, México.

chile y del algod6n

Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Broca del café, mosquita blanca,

Centro Nacional de Referencia de Control

chapulines Biolégico
Bio-Fung Beauveria bassiana Chapulines Comité Estatal de Sanidad Vegetal de
Guanajuato
BioGreen Metarhizium anisopliae Escarabajo cabeza roja Australia
Bioplast Metarhizium anisopliae Termitas EcoScience, EUA
Bio 1020 Metarhizium anisopliae Gorgojo del vino Bayer, Alemania

Green Muscle

Metarhizium anisopliae

Langostas y chapulines

Cabi, Reino Unido

MetaSin Metarhizium anisopliae Picudos del chile y el algodén Agrobionsa, México.

Fitosan-M Metarhizium anisopliae Gallina ciega, chapulines Comité Estatal de Sanidad Vegetal de
Guanajuato

DiTerraEs Myrothecium verrucaria Nematodos de las cucurbitaceas Abbott-DuPont

PFR-97 Paecilomyces fumosoroseus Mosquitas blancas y afidos Termo Trilogy, EUA

PreFeRai Paecilomyces fumosoroseus Mosquitas blancas BioBest, Bélgica

PaeSin Paecilomyces fumosoroseus Mosquitas blancas Agrobionsa, México.

P. fumosoroseus

Paecilomyces fumosoroseus

Mosquitas blancas, chicharritas

Comité de Sanidad Vegetal de Guanajuato

Loginex Langenedium giganteum Mosquitos AgraQuest, EUA.
Mycotal Verticillium lecanii Mosquitas blancas y trips Kopper, Holanda
Vertalec Verticillium lecanii Afidos Kopper, Holanda
VertiSin Verticillium lecanii Afidos Agrobionsa, México.
Betel Beauveria brongniartii Mosca pinta NPP (Calliope), Francia

Engerlingspiz

Beauveria brongniartii

Escarabajos

Andermatt, Suiza

Schweizer

Beauveria brongniartii

Escarabajos

Eric Schweizer, Suiza

Melocont

Beauveria brongniartii

Escarabajos

Kwizda, Australia

Wraight et al., 1999; Butt et al., 1999, Tamez et al., 2001
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2.9 Mosquita blanca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:Aleyrodidae)

La utilizacion de micoinsecticidas ha tenido resultados positivos en el control de las
diferentes especies de mosquita blanca, Bemisia tabaci (Gennadius) y Bemisia
argentifoli  Bellows & Perring, Trialeurodes vaporariorum West. (Hemiptera:
Aleyrodidae) que en su conjunto constituyen uno de los grupos de plagas mas
importantes a nivel mundial (Figura 1) (Nava et al., 1998; Ortega, 1991; Garcia et al.,
1999; Martin et al., 2000; Crafts 2001, Rivera et al., 2002) ya que cuenta con alrededor
de 1200 especies en 126 géneros (Byrne et al., 1991; Ortega, 1991.). Es una plaga
polifaga que ataca a mas de 500 especies de plantas hospedantes correspondientes a
74 familias (Brown et al., 1995, Cano et al., 2001; Chang et al., 2001; Gelman et al.,
2001).

Figura 1 Distribucion a nivel mundial de mosquita blanca (Ortega, 1991)

Las mosquitas blancas son insectos hemimetabolos cuyo ciclo de vida incluye una
etapa de huevecillo, 4 estadios ninfales y el adulto. Al ultimo estadio ninfal se le
denomina comunmente “pupa”. El ciclo biolégico es de 20 a 27 dias y es capaz de

reproducirse durante el invierno, aunque debido a la baja en su metabolismo, éste se
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extiende considerablemente; la tasa de oviposicion es de 48 a 394 huevecillos por
hembra. Cada estadio tiene una duracion que varia de 5 a 6 dias para el primero, 2 a 4
dias para el segundo y de 4 a 6 para el tercero. La fase de pupa dura aproximadamente
de 6 a 10 horas. Cuando la temperatura fluctia entre los 20 y 28°C, la duracién del

estadio ninfal incluyendo a la pupa, es de 10 a 14 dias (Figura 2) (Ortega, 1991).

Figura 2. Ciclo de vida de mosquita blanca (Ortega, 1991)

2.10 Pérdidas ocasionadas por Bemisia tabaci

En campo o invernadero, el ataque de mosquita blanca a sus hospederos ocasiona
pérdidas del 40 al 100% mediante su accién indirecta al transmitir mas de 40 virus
fitopatdégenos en cultivos como el algodoén, calabaza, berenjena, soya, pepino, tomate,
lechuga, frijol, y flores de ornato como el crisantemo y la nochebuena (Garcia et al.,
1999; Cano et al., 2001; Gelman et al., 2001; Nava et al., 2001). Ademas, el insecto
excreta una mielecilla sobre las hojas que favorece el desarrollo de una fungosis negra
conocida como “fumagina” (Davidson et al., 1994; Martin et al., 2000; Gelman et al.,
2001; Nava et al., 2001; Rivera et al., 2002). En México, desde 1991, se ha presentado
como un verdadero problema fitosanitario provocando pérdidas econdémicas estimadas
en 100 millones de pesos; durante 1994 y 1996 ocasiond pérdidas en cultivos horticolas

del 40 al 100% y un incremento en al menos dos aplicaciones extras de insecticidas
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(Cano et al., 2001).

Entre las leguminosas afectadas por mosquita blanca esta el frijol (Phaseolus vulgaris
L.), que usualmente presenta altas infestaciones de esta plaga causando enfermedades
virales como: el mosaico dorado del frijol, el enanismo moteado clorético del frijol. Este
es uno de los cultivos basicos mas importantes debido a que muchas regiones del
mundo dependen de este alimento como fuente de proteinas y carbohidratos (Garcia et
al., 1999). A nivel nacional, este cultivo ocupa el 2° lugar en superficie sembrada con
casi dos millones de hectareas (SAGARPA, 2001).

2.11 Resistencia de Bemisia tabaci a insecticidas quimicos

En México, para el combate de la mosquita blanca se utilizan principalmente
insecticidas quimicos, debido a que producen un efecto inmediato en poblaciones
susceptibles y pueden poner rapidamente bajo control grandes poblaciones de insectos.
El hecho de que los insecticidas quimicos se empleen intensivamente y de manera
indiscriminada, ha generando grandes desequilibrios en el agroecosistema, favorecido
la aparicién de poblaciones resistentes y la disminucién de enemigos naturales (Cano et
al., 2001; Chang et al., 2001; Gelman et al., 2001). Es por ello, que los niveles de
susceptibilidad o resistencia que han alcanzado las mosquitas blancas a los
insecticidas, constituye una herramienta basica para la planeacién y el manejo de los
mismos, con el fin de evitar o retrasar la aparicion de insectos resistentes (Ortega y
Rodriguez 1995).

Se ha demostrado que las poblaciones de mosquita blanca han desarrollado resistencia
a todos los grupos de insecticidas convencionales (Wardlow et al., 1972; Wardlow,
1976, 1984, 1985; Elhag y Horn 1983, citados por Sanderson y Roush, 1992) y
ultimamente a grupos quimicos con nuevos modos de accidn, tales como los inhibidores
de crecimiento (De Cock et al., 1995).
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ll. OBJETIVOS e HIPOTESIS

Los objetivos planteados en la presente investigacion fueron:

Objetivo general

Caracterizar tres bioinsecticidas comerciales (Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, y Paecilomyces fumosoroseous) y evaluar su efecto bioinsecticida sobre

mosquita blanca Bemisia tabaci (Gennadius) en el cultivo de frijol.

Objetivos particulares

1. Realizar la caracterizacion biologica de tres bioinsecticidas formulados con
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, y Paecilomyces fumosoroseous.

2. Evaluar la mortalidad causada por los bioinsecticidas sobre la densidad
poblacional de Bemisia tabaci (Gennadius).

3. Determinar los niveles de infestacion de mosquita blanca en diferentes estratos
del dosel vegetal del frijol.

4. Determinar el dafio ocasionado por mosquita blanca en el cultivo de frijol.
Hipoétesis
Los bioinsecticidas formulados con Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, y

Paecilomyces fumosoroseous, controlan a la mosquita blanca Bemisia tabaci

(Gennadius) en el cultivo de frijol.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Caracterizacion Bioldgica de bioinsecticidas
El trabajo de laboratorio se realizé en la planta piloto del Centro de Investigacién y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN), Unidad
Zacatenco del 25 de marzo al 26 de mayo de 2004.

Determinacion de conidias g™ en bioinsecticidas

Se determind la cantidad de conidias presentes en un 1g del producto. El conteo de las
conidias se realizé en camara de Neubauer utilizando un microscopio de contraste de
fases marca Olympus CX31. Para realizar la determinacion de conidias se preparo
solucion salina con Tween 80 al 0.05%, se agrego 1g de cada bioinsecticida para
obtener diluciones en base 10, hasta obtener la dilucion 107°, la cual se utilizoé para
realizar el conteo de conidias. Se colocé el cubreobjetos de cuarzo sobre el
hemocitometro con un capilar, se transfiri6 el volumen suficiente a la camara de
Neubauer colocando la punta del capilar entre el cubreobjetos y la camara. Se descargd
por capilaridad hasta que se llen6 con el volumen exacto, evitando dejar burbujas en su
interior. Se dej6é reposar después de la descarga durante 1 minuto y se contaron 25
cuadros de la camara de Neubauer para determinar en numero de conidias en 1g de los

productos evaluados (Garcia, 2003)

Viabilidad

Se prepard una solucién salina con Tween 80 al 0.05%, se agregé 1g de cada
bioinsecticida para obtener diluciones base 10 para sembrar en medio de cultivo las
alicuotas de la solucién con el hongo. La evaluacion de la germinacion de conidias se
llevd a cabo a las 24, 48 y 72 horas después de la siembra de los hongos, utilizando
para ello cajas Petri, incubandose a 26°C durante 72 horas. Se realizd un conteo de

conidias germinadas y no germinadas (Garcia, 2003).

Pureza

Se determiné la cantidad porcentual de microorganismos contaminantes presentes en
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1g del producto analizado, empleando cajas de Petri con medio de cultivo para hongos
y bacterias. Se prepararon diluciones en solucion salina con Tween 80 al 0.05%, de los
bioinsecticidas en base 10, para sembrarlas en los medios de cultivo solido agar
dextrosa sabouraud (SDA) y papa agar dextrosa (PDA), posteriormente las cajas se
incubaron durante 5 dias a temperaturas de 36°C. Al finalizar la incubacion se tipificaron
y contaron las colonias del hongo evaluando contaminaciones por levaduras y
bacterias. La interpretacion de los niveles de contaminacion se presenta en el Cuadro 3
(Garcia, 2003).

Cuadro 3. Nivel de contaminacion

Nuamero de colonias Nivel de

contaminacion

1-5 contaminacion baja
6-10 contaminacion
moderada
10-20 contaminacion alta

Tipificacion

Esta prueba cualitativa permitié establecer la presencia del hongo con base en
estructuras morfolégicas caracteristicas. La presencia se determiné analizado sus
estructuras (conidias, hifas y conidiéforos) en un periodo de 3 a 7 dias después de la
siembra en el medio de cultivo agar dextrosa sabouraud (SDA) y papa agar dextrosa
(PDA). Se preparo una solucion salina con Tween 80 al 0.05%, se agregd 1g de cada
bioinsecticida, se realizaron diluciones en base 10 para sembrar las cajas con medio
so6lido, adicionando 0.01 ml en cada una, para posteriormente incubarlas de 5 a 8 dias a
temperaturas de 24°C a 26 °C (Ortega y Rodriguez 1995). Para llevar a cabo la lectura
de la muestra, se tomé del agar una alicuota de 0.01 ml en condiciones estériles para
hacer un montaje en un portaobjetos, se adiciond lactofenol y se colocé sobre éste un
cubreobjetos, en un microscopio de contraste de fases (Garcia, 2003). Las estructuras
tipicas de los hongos analizados fueron comparadas con la descripcion de Samson
(1988) para hongos entomopatdgenos.
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4.2 Evaluacién de campo-invernadero

Evaluaciéon en campo

El trabajo se llevé acabo en la zona de chinampas del Distrito Federal, México, bajo
condiciones de invernadero en la Unidad para Agronegocios en Tecnologias Intensivas
ubicada en Centro de Investigaciones Biologicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC) de
la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X), durante el ciclo

invierno-primavera 2004,

Debido a la posible existencia de un gradiente de iluminacion y otro de movimiento de
aire dentro del invernadero, se utilizé un arreglo experimental en cuadrado latino, en
donde se evaluaron 4 tratamientos (Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, y
Paecilomyces fumosoroseous y un testigo —sin aplicacion-) con 4 repeticiones. Cada
unidad experimental incluyé 6 macetas de 7 pulgadas de diametro sembradas con frijol
(Phaseolus vulgaris L.) variedad Flor de Mayo de crecimiento determinado. La siembra
fue directa, colocandose seis semillas de frijol para finalmente dejar s6lo cuatro plantas
por maceta. El riego fue cada tercer dia con 500 ml. de agua. La infestacion se realizd
cuando las plantas tenian dos foliolos, para lo cual se introdujeron las macetas en un
area comun cubierta con telas de organza de poro fino de 250 cm de largo por 70 cm.
de ancho y 70 cm. de alto. En esta se colocaron hojas de frijol completas conteniendo
principalmente pupas y adultos de Bemisia tabaci previamente identificadas (Ortega,
1995; Martin et al., 2000), la cria de mosquita blanca fue proporcionada por el Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM). Las hojas
infestadas se colocaron en los cuatro puntos cardinales asi como en el centro del area
cubierta, realizandose una reinfestacion 15 dias después con el fin de asegurar la
presencia de al menos 10 pupas del cuarto instar de mosquita blanca por planta. Una
vez lograda ésta poblacion, se aislaron las seis macetas de cada unidad experimental
mediante cajas de 70 x 70 x 70 cm. previamente construidas con estructura de PVC de
Y2 pulgada y cubiertas con tela de organza de poro fino, con la finalidad de evitar el

paso de insectos entre unidades.
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Para evitar la contaminacion entre tratamientos, las cuatro aplicaciones de los
micoinsecticidas fueron realizadas en el exterior del invernadero; la primera fue a los 38
dias después de la siembra, en la etapa de emergencia del primer par de hojas; las tres
siguientes fueron a intervalos de 15 dias. Estas fueron dirigidas al envés del follaje,
introduciendo la boquilla conica dentro de la estructura cubierta con organza. La
aplicacion se realizé mediante una aspersora de mochila manual de 20 | a una presion
de 75 a 90 libras por pulgada cuadrada. La concentracion de ingrediente activo
especificada en los tres productos comerciales fue de 5x10° conidias viables por gramo.
Cuando fue necesario, se procedié a realizar un ajuste (Garcia 2003) y con ello

garantizar la concentracion de conidias antes mencionada.

En la maceta central de cada unidad la densidad poblacional fue monitoreada 4 dias
después de cada aspersion. La planta central de la maceta monitoreada fue dividida en
tres estratos (bajo de 1 a 6 foliolos, medio de 7 a 11 foliolos y alto mas de 12 foliolos),
en cada uno de los cuales se eligié al azar un foliolo, sobre el cual se marco, mediante
un tubo de cobre de ¥4 pulgada, un disco foliar de 1cm? cercano a la nervadura central.
Utilizando una lupa de relojero marca Jewel Magnifer de 5/8” de diametro y aumento
20x, fueron identificados y cuantificados los estadios huevo, ninfa 1, ninfa 2, ninfa 3,
pupa y adulto micosados y no micosados en cada estrato (Nava, 1997; Byrne y
Draeger, 1989; Ortega, 1992).

Con el fin de evaluar la inocuidad de los bioinsecticidas sobre el cultivo de frijol se
tomaron al azar fragmentos de 1 cm? de hojas y tallos del cultivo. Los fragmentos se
lavaron con solucion salina y Tween 80 al 0.05% durante 60 minutos, se tomd un
inéculo de 200upl de dicha solucion y se sembraron en placa de agar dextrosa
sabouraud (SDA) y papa agar dextrosa (PDA), incubandose a 26° C durante 5 dias y se
revisaron diariamente para detectar el crecimiento de hongos fitopatégenos (Garcia et
al., 1999).

Con base en el teorema del limite central, los datos obtenidos en cada muestreo se

totalizaron mediante suma para cada uno de los tratamientos y para cada uno de los
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estratos. Para corroborar la distribucion normal de ellos, se aplicaron las pruebas de
Kolmogorov-Smirnov; Cramer-von Mises y Anderson-Darling (Fowler et al., 1997)
Posteriormente, los datos fueron sometidos a analisis de varianza y posterior
comparacién de medias mediante la prueba de Tukey. En caso de no comprobarse la
distribucion normal de los datos, se procedié a utilizar pruebas no paramétricas para

interpretar los datos muestreados.

Durante el experimento se monitorearon cada minuto, mediante sensores conectados a
una estacion climatolégica Hobo H21-001, las variables climaticas de temperatura
maxima, minima y promedio; de humedad maxima, minima y promedio y los datos de
radiacion solar maxima, minima y promedio. Estos datos fueron estudiados mediante
analisis de regresion lineal, para lo cual se introdujeron en el eje de las Xs cada valor de
una variable climatica y en el eje de la Ys cada valor de los diferentes estadios, todo ello
para cada monitoreo. Paralelamente, se determinaron los coeficientes de determinacién
con la finalidad de estudiar dichas variables climaticas y su asociacion lineal con la
sumatoria de los diferentes estadios micosados y no micosados (vivos) de mosquita

blanca.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion biolégica de bioinsecticidas

Las evaluaciones de los cuatro lotes de bioinsecticidas comerciales de hongos
entomopatdgenos se llevaron a cabo con diferentes lotes y fechas de formulacién. Los
resultados obtenidos sobre cuentas totales de conidias y cuentas viables en la
caracterizacion biolégica de los bioinsecticidas comerciales de Beauveria bassiana.
Metarhizium anisopliae y Paecilomyces fumosoroseous fueron menores a los

reportados por el fabricante (Cuadro 4, 5y 6).

Cuadro 4. Caracterizacion biologica de Beauveria bassiana.

Fecha de Fecha de Fecha de Cuenta Cuenta Cuenta
Hongo Lote | produccion | caducidad | evaluacion | formulador total viable Apariencia
conidias g" |conidias g" | conidias g
Polvo
Beauveria | ND | 22-03-2004 22-06-04 | 24-03-2004 5x10° 1.94x10" 1.40x10* | humectable
bassiana color blanco
cremoso
Beauveria Polvo
bassiana | 3984 | 05-03-2004 05-06-04 | 07-03-2004 5x10° 1.53x10"° 9x10’ humectable
color blanco
cremoso
Polvo
Beauveria | ND | 03-05-2004 03-08-04 | 05-05-2004 5x10° 1.13x10" 4.98x10" | humectable
bassiana color blanco
cremoso
Polvo
Beauveria | ND | 24-05-2004 24-08-04 | 26-05-2004 5x10° 1.03x10" 3.2x10" humectable
bassiana color blanco
cremoso

Informacién no disponible (ND)

La morfologia colonial observada en el hongo Beauveria bassiana presenté conidias
globosas o subglobosas en ocasiones ramificadas a una distancia corta debajo de cada
una de varias conidias formadas apicalmente; la longitud de las conidias fue < 3.5 ym
aproximadamente; las colonias presentaron un color bronce gris (Figura 3), lo que

coincide con la descripcién reportada por Samson et al., (1988)
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Figura 3. Colonia de Beauveria bassiana en medio de cultivo agar papa dextrosa.

Cuadro 5. Caracterizacion biologica de Metarhizium anisopliae.

Fecha de Fecha de Fecha de Cuenta Cuenta Cuenta
Hongo Lote | producciéon | caducidad | evaluacién |Formulador total viable Apariencia
conidias g"' | conidias g” | conidias g
Polvo
Metarhizium | ND | 22-03-2004 | 22-06-04 | 24-03-2004 5x10° 1X10" 6.26X10° | humectable
anisopliae color gris
Polvo
Metarhizium | 3984 | 05-03-2004 | 05-06-04 | 07-03-2004 |  5x10° 6.25X10° | 1.92X10° hgg?gr";?s'e
anisopliae
Polvo
Metarhizium | ND | 03-05-2004 | 03-08-04 | 05-05-2004 5x10° 6.55X10" | 2.65X10° hgg‘l‘grcg‘r:’s'e
anisopliae
Polvo
Metarhizium | ND | 24-05-2004 | 24-08-04 | 26-05-2004 |  5x10° 3.95X10" | 1.04X10" hgg?gr";ge
anisopliae

Informacién no disponible (ND)

En igual forma que lo reporta Samson et al., (1988) el cultivo realizado a Metarhizium
de hifas

predominantemente cilindricas, en cadenas de sucesion basipétala, de un tamano

anisopliae presentd una morfologia colonial lisas septadas, conidias
promedio de 5.2 mm de largo y de 2.6 mm de ancho; el crecimiento colonial del hongo

se caracteriz6 por un desarrollo circular, con variados matices de verde (Figura 4 y 5).
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Figura 4. Colonia de Metarhizium anisopliae en medio de cultivo agar papa dextrosa.

Figura 5. Colonia de Metarhizium anisopliae en medio de cultivo agar papa dextrosa
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Cuadro 6. Caracterizacion biolégica de Paecilomyces fumosoroseous.

Hongo

Lote

Fecha de

produccion

Fecha de
caducidad

Fecha de

evaluacion

Cuenta
Formulador

conidias g

Cuenta
total

conidias g

Cuenta
viable

conidias g

Apariencia

Paecilomyces
fumosoroseous

ND

22-03-2004

22-06-04

24-03-2004

5x10°

8.02x10°

1.41x10°

Polvo
humectable
color blanco

opaco

Paecilomyces
fumosoroseous

3984

05-03-2004

05-06-04

07-03-2004

5x10°

9.2x10"°

6.82x10°

Polvo
humectable
color blanco

opaco

Paecilomyces
fumosoroseous

ND

03-05-2004

03-08-04

05-05-2004

5x10°

3.3x10"°

6.40X10"

Polvo
humectable
color blanco

opaco

Paecilomyces
fumosoroseous

ND

24-05-2004

24-08-04

26-05-2004

5x10°

5.3x10"°

4.7X10"

Polvo
humectable
color blanco

opaco

Informacion no disponible (ND)

La morfologia de la colonia para la cepa de Paecilomyces fumosoroseous presento
conidias con una longitud < 3.5 um de forma ovoide, colonia de color rosado, cadenas

de los conidiéforos incoloras y hialinas (Figura 6, 7 y 8), lo que coincide con la

descripcion reportada por Samson et al., (1988).

Figura 6. Colonia de Paecilomyces fumosoroseous en medio de cultivo agar papa dextrosa
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Figura 7. Colonia de Paecilomyces fumosoroseous en medio de cultivo agar papa dextrosa

Figura 8. Colonia de Paecilomyces fumosoroseous en medio de cultivo agar papa dextrosa

Con relacién a la evaluacion de pureza, se encontrd un nivel bajo de contaminacion por

microorganismos presentes en los micoinsecticidas analizados; entre estos
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contaminantes se observaron levaduras, bacterias gram negativas y los hongos
Aspergillus sp. Penicillium sp y Trichoderma sp. Estos contaminantes pudieron estar
presentes en el ambiente o bien en los materiales empleados en el laboratorio durante
el proceso de produccion. Ademas, los contaminantes pueden comportarse como
hiperparasitos, es decir alimentarse del hongo produciendo sustancias que inhiben el
crecimiento y la formacion de estructuras reproductivas. De acuerdo con Monzon (2001)
los niveles bajos de contaminacion, como el encontrado en esta evaluacion, no afectan

la calidad de los productos bioldgicos.

5.2 Evaluacion de campo — invernadero

Estrato bajo del dosel vegetal de frijol
Las cuentas totales de los estadios huevo, ninfa1, ninfa 2, ninfa 3 y pupa mostraron una
distribucion normal. El estadio de adulto requirid ser transformado (Log x+1) para ser

sometido a un analisis de varianza.

Para el estrato bajo (Cuadro 7) se observo que la densidad de poblacion de los estadios
micosados ninfa1, ninfa2, ninfa 3, pupa y adulto fue significativamente inferior en el
testigo que en los tratamientos asperjados con cualquiera de los tres hongos evaluados.
Sin embargo, en el estadio huevo, el tratamiento con Metarhizium anisopliae mostré un
control significativamente superior con respecto al testigo. En este caso, los hongos
Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseous mostraron un control sin
diferencias significativas con el testigo. Metarhizium anisopliae mostr6 un
comportamiento superior a los demas tratamientos en el control de los estadios ninfa1,

ninfa2 y pupa.
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Cuadro 7. Valores promedio de diferentes estadios micosados de mosquita
blanca por efecto de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae
y Paecilomyces fumosoroseous en el estrato bajo de plantas de
frijol, durante el ciclo invierno-primavera 2004.

Estadios inmaduros micosados de mosquita blanca (B. tabaci)

cm™. Estrato bajo del dosel vegetal de frijol
HUEVO | NINFA 1 | NINFA 2 | NINFA 3 | PUPA |ADULTO*

TRATAMIENTO

Teshgo Ob Ob OC Ob OC OC
Beauveria bassiana | 52 00 | 31.00® | 31.25° | 30.502 | 36.50° | 1.49°
Metarhizium

L 96.50 | 60.50% | 57.50% | 50.252 | 72.00%| 0.95°
anisopliae

Paecilomyces

f 512523 | 32253 | 31.75° | 30.752% |57.00%°| 0.74°
UmosSoroseous

*datos transformados LOG(x+1)

Medias con diferente letra dentro de cada columna presentan diferencias estadisticas (p < 0.05)
Beauveria bassiana fue el mejor micoinsecticida (Cuadro 7) para controlar estadios
adultos de mosquita blanca en el estrato bajo del dosel vegetal de frijol, ocasionando
una mortalidad del 56%, mientras que Metarhizium anisopliae fue el mejor
micoinsecticida para controlar los estadios de ninfa 1, ninfa2 y pupa de mosquita blanca
en el estrato bajo del dosel vegetal de frijol, ocasionando una mortalidad promedio de
50% (Cuadro 10).

Estrato medio del dosel vegetal de frijol

El analisis de los estadios ninfa 2 y adulto fue realizado mediante pruebas no
paramétrica de Kruskal-Wallis (Fowler et al., 1997) debido a que no mostraron una
distribucion normal con datos sin transformar y transformados. Las cuentas totales de

los demas estadios mostraron una distribuciéon normal.

En el estrato medio (Cuadro 8) se observé un comportamiento superior del efecto
micoinsecticida de los tres hongos sobre todos los estadios huevo, ninfa 1, ninfa 3 y
pupa, al ser comparados con el testigo. Para el estadio de huevos micosados, los tres
hongos entomopatdégenos se comportaron igual, ocasionando una infestacion

significativamente superior con respecto al testigo. Metarhizium anisopliae fue el mejor
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micoinsecticida para controlar los estadios de ninfa 1 y pupa de mosquita blanca
(mortalidad ocasionada del 55% y 44%, respectivamente) en el estrato medio del dosel
vegetal de frijol. Con base en las pruebas de Kruskal-Wallis el tratamiento con
Metarhizium anisopliae resultd superior en el estadio ninfa 2 que el testigo. Igualmente

ocurrio con Beauveria bassiana para el estadio de adulto.

Cuadro 8. Valores promedio de diferentes estadios micosados de mosquita blanca
por efecto de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae vy
Paecilomyces fumosoroseous en el estrato medio de plantas de frijol,
durante el ciclo invierno-primavera 2004.

TRATAMIENTO Estadios inmaduros micosados de mosquita blanca (B. tabaci)
cm. Estrato medio del dosel vegetal de frijol

HUEVO | NINFA 1 | NINFA 2| NINFA 3 | PUPA | ADULTO*
Testigo 0° 0¢ 0 0° 0¢ 0
Beauveria bassiana 49.00° | 27.00° | 275 | 28.75° |3500°| 375
Metarhizium anisopliae | 74502 | 65502 | 46,5 | 52.00° |61.50%| 6.25
Paecilomyces

58.50?% | 26.50 ° 34.5 32.25% | 44.25° 2.25
fumosoroseous

*Datos sometidos a prueba de Kruskal-Wallis

Medias con diferente letra dentro de cada columna presentan diferencias estadisticas (p < 0.05)
Estrato alto del dosel vegetal de frijol
Las cuentas totales de los estadios huevo, ninfa1, ninfa 2, ninfa 3 y pupa mostraron una
distribucion normal. El estadio de adulto requirié ser transformado (Log x+1) para ser
sometido a un analisis de varianza. La accién de los micoinsecticidas en el estrato alto
(Cuadro 9) muestra que la densidad poblacional de los estadios micosados huevo,
ninfa3 y pupa fue significativamente inferior en el testigo que en los tratamientos donde
se aplicaron hongos. El efecto micoinsecticida de Metarhizium anisopliae vy
Paecilomyces fumosoroseous fue estadisticamente igual para casi todos los estadios
excepto para el adulto. Al igual que en el estrato bajo, Beauveria bassiana fue el mejor
micoinsecticida para controlar estadios adultos de mosquita blanca en el estrato alto del
dosel vegetal de frijol, ocasionando una mortalidad del 50%. Los tratamientos con

Metarhizium anisopliae y Paecilomyces fumosoroseous no mostraron un control
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significativamente diferente que el testigo.

Cuadro 9. Valores promedio de diferentes estadios micosados de mosquita blanca
por efecto de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae vy
Paecilomyces fumosoroseous en el estrato alto de plantas de frijol,
durante el ciclo invierno-primavera 2004.

TRATAMIENTO Estadios inmaduros micosados de mosquita blanca (B. tabaci)

cm. Estrato alto del dosel vegetal de frijol

HUEVO | NINFA1 | NINFA2 | NINFA3 | PUPA | ADULTO*

TeSt|gO Ob OC OC Ob OC Ob
Beauveria bassiana 74.25%° | 23.50% | 22.75% | 2575% | 29.00°| 1.5°
Metarhizium anisopliae | 94.75° | 52.25° | 54252 | 57.00° |67.00%| 1.05°
Paecilomyces

f 39.75% | 28.752 | 37.75% | 36.752 [43.00%| 0.63°
umosoroseous

*datos transformados LOG(x+1)

Medias con diferente letra dentro de cada columna presentan diferencias estadisticas (p < 0.05)
Osborne et al., (1990) reportan que todas las etapas de Bemisia argentifolii son
altamente susceptibles a P. fumosoroseous con mortalidades mayores del 90% dentro
de 72 horas y con aplicacién de 10° conidias mm™ En contraste con sus resultados, en
el presente estudio P. fumosoroseous provocd una mortalidad promedio de 33% para
todos los estratos y todos los estadios de Bemisia tabaci (Gennadius). Aunque Fargues
y Rodriguez (1980) reportan a P. fumosoroseous como altamente virulento para el
estadio huevo de Mamestra brassicae y Spodoptera littoralis, el mismo hongo no mostro
una diferencia en su virulencia con respecto a los otros dos hongos evaluados; sin
embargo, si tuvo un comportamiento superior con respecto al testigo. Vidal et al., (1997)
observaron que Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseous son altamente
patogénicos con rangos de mortalidad de 68 a 94% para los estadios de ninfa 2 y ninfa
3 de Bemisia argentifolii. Sin dejar de tener presente que se trata de otra especie de
mosquita blanca, en el presente estudio resulté en un mejor control la utilizacion de
Metarhizium anisopliae sobre el estadio de ninfa 2 en comparacion con los hongos
mencionados por ese autor. Aunque Garza y Arredondo (1993), reportaron diferencias
estadisticas significativas de virulencia severa en aislados mexicanos de B. bassiana y

P. fumosoroseous; en el presente experimento fue Metarhizium anisopliae el
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tratamiento que mostré una superioridad bioinsecticida para los estadios ninfal y pupa
del estrato medio; sin embargo, el porcentaje promedio de insectos micosados solo

alcanzo un maximo de 48% (Cuadro 10).

Wraight et al., (1999) reportan ninfas de Bemisia argentifolii con un control >90%
atribuible a numerosos factores que incluyen: la capacidad de Beauveria bassiana y
Paecilomyces fumosoroseous de infectar ninfas de mosca blanca bajo condiciones de
humedad ambiental baja, las temperaturas prevalecientes durante el experimento y la
alta cantidad de conidias al ser aplicadas directamente. Jaronski y Lord (1996) reportan
multiples aplicaciones semanales de Beauveria bassiana con rangos de 2.5x10"
conidias ha™' obteniendo un control >70 en ninfas de Bemisia argentifolii en un cultivo
de meldn en el sureste de California con clima calido-seco. En contraste con esos
porcentajes de mortalidad, en el presente experimento la mortalidad promedio maxima

para todos los estadios no sobrepasoé el 50% (Cuadro10).

Cuadro 10. Valores porcentuales de diferentes estadios micosados de mosquita
blanca por efecto de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae vy
Paecilomyces fumosoroseous en los tres estratos estudiados de las
plantas de frijol, durante el ciclo invierno-primavera 2004.

ESTRATO TRATAMIENTO % Mortalidad
Huevo | Ninfa 1| Ninfa2 | Ninfa 3 | Pupa | Adulto

BAJO |Testigo 0 0 0 0 0 0
Beauveria bassiana 33.9 | 31.8 37.8 39.2 32.6 | 55.8
Metarhizium anisopliae 44.9 54.8 50.9 39.7 43.8 | 31.0
Paecilomyces fumosoroseous | 314 | 33.6 41.5 34.9 425 | 16.3
Testigo 0 0 0 0 0 0

MEDIO | Beauveria bassiana 355 | 31.0 29.64 354 32.2 | 46.8
Metarhizium anisopliae 37.3 | 485 50.9 48.8 46.6 25
Paecilomyces fumosoroseous | 35.4 | 32.12 35.3 37.6 38 9.4
Testigo 0 0 0 0 0 0

ALTO | Beauveria bassiana 434 | 35.7 37.2 31.0 34.8 | 50.3
Metarhizium anisopliae 44 48.4 48.8 47 .4 48.1 | 39.2
Paecilomyces fumosoroseous | 31.8 | 30.9 49 37.2 33.8 | 26.3
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La evaluacion de inocuidad de los bioinsecticidas sobre el cultivo de frijol permitid
identificar los microorganismos causantes de enfermedades fungosas en el dosel
vegetal del cultivo de frijol. Estos contaminantes fueron aislados e identificados para
descartar la posibilidad de que Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae vy
Paecilomyces fumosoroseous fueran los causantes de las enfermedades fungosas. Se
identifico Alternaria sp. y Cladosporium sp. como hongos fitopatégenos segun la
descripcion de Romero (1993).

Analisis de regresion.

En este apartado sélo se presentan las ecuaciones de regresion de las variables
climaticas y estadios micosados que mostraron valores de correlacion altos y
medianamente altos de acuerdo a la interpretacion realizada por Fowler et al., (1997).
Las demas ecuaciones no son presentadas debido a que mostraron asociaciones

lineales bajas o muy bajas.

HUMEDAD AMBIENTAL

Promedio de humedad minima-insectos micosados

Para esta variable climatica se encontré6 un coeficiente de determinacion muy alto
(R?=0.96), lo que indica que Beauveria bassiana en el estadio de ninfa 1 es fuertemente
influenciada por las modificaciones de humedad minima. Para el mismo hongo se
observé un coeficiente de determinacion (R?) de 0.71 para el estadio de ninfa 2. Los
datos muestran que el incremento en el numero de insectos micosados esta
fuertemente asociadas (96 y 71%, respectivamente) a las variaciones de humedad
ambiental minima. Sin embargo, la cantidad de pupas micosadas por Paecilomyces
fumosoroseous mostrd un coeficiente de regresion negativo con un alto coeficiente de
determinacién (R?=0.87), lo que indica que a mayores valores de humedad ambiental

minima, el efecto de micosis es menor sobre ese estadio (Grafico 1).
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Grafico 1. Relacion de humedad minima-insectos micosados
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Humedad maxima-insectos micosados

El coeficiente de regresion negativo para las variables humedad maxima-insectos
micosados presentd una fuerte correlacién (R?=0.77), que indica que Beauveria
bassiana es sensible a esta variable climatica, lo que se manifesté en un decremento de
ninfas 1 micosadas a valores de humedad superiores a 84%. Sin embargo, el
comportamiento del hongo Paecilomyces fumosoroseous mostré un coeficiente de
regresion positivo con una muy alta correlacién (R?=0.90) sobre el estadio ninfa 3
micosada, lo que indica que a mayores valores de humedad maxima el efecto de

micosis sobre mosquita blanca se modifica positivamente (Grafico 2).
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Grafico 2. Relacion de humedad maxima-insectos micosados
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El coeficiente de determinacion (R?= 0.77) muestra que las variaciones en el nimero de
ninfas 1 micosadas por Beauveria bassiana estuvo determinada en un 77% por las
modificaciones en la humedad promedio al incrementarse esta por arriba del 84%. Sin
embargo, los coeficientes de regresién negativos de Paecilomyces fumosoroseous para
ninfa 3 y pupa (R?=0.70 y R?= 0.84 respectivamente) muestran que al incrementarse los
valores de humedad promedio la cantidad de insectos micosados, de ambos estadios,

disminuye (Grafico 3).
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Grafico 3. Relacion de humedad promedio-insectos micosados
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TEMPERATURA

Promedio de temperatura minima-insectos micosados

Para esta variable climatica se encontré un coeficiente de determinacion alto (R?=0.94)
para los estadios micosados de ninfa 1 y 2 por accion de Beauveria bassiana, o que
muestra que al menos en el rango de temperatura minima promedio comprendido entre

8y 10 °C los aumentos de esta variable estan asociados en 94% a los incrementos en

el numero de esos dos estadios micosados (Grafico 4).
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Grafico 4 Relacion de temperaturas minimas-insectos
micosados
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Temperatura maxima - insectos micosados.

Para esta variable climatica el tratamiento con Paecilomyces fumosoroseous presento

una muy fuerte correlacion (R?=0.97) en el estadio pupa, lo que implica que la variacion

en el numero de pupas micosadas estuvo asociada en un 97% a las variaciones de

temperatura minima promedio (Grafico 5).

Grafico 5. Relacion de temperaturas maximas-insectos micosados
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Temperatura promedio- insectos micosados.

Para esta variable climatica se encontraron fuertes correlaciones (R?=0.91, R?>=0.86 y
R2=0.98) en los estadios huevo, ninfa 2, y pupa micosados por Metarhizium anisopliae
lo que esta indica una asociacion importante de los incrementos de temperatura
promedio a la accién insecticida del hongo. Un comportamiento similar (R*>=0.75) fue

observado con el hongo Beauveria bassiana en el estadio huevo (Grafico 6).

Grafico 6. Relacion de temperatura promedio- insectos micosados
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RADIACION SOLAR

Promedio de radiaciéon maxima insectos—-micosados

Beauveria bassiana mostré un coeficiente de regresion negativo en el estadio ninfa 1
(R?=0.85), lo que indica que el nimero de ninfas 1 micosadas por accién del hongo esta
asociada inversamente a los incrementos de radiacibn maxima en el intervalo
estudiado. Una respuesta inversa se encontré para los estadios de ninfa 3 (R*>=0.76) y

pupa (R?=0.77) micosados por accién de Paecilomyces fumosoroseous (Grafico 7).
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Grafico 7. Relacion de radiacion maxima - insectos micosados
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Promedio de radiacion minima-insectos micosados

El coeficiente de regresidén negativo indica que el decremento en el niumero de ninfas 1

micosadas por Beauveria bassiana esta determinado en un 86% por los incrementos en

radiacién solar en el intervalo de 115 a 150 Wm™ (Gréfico 8).

Grafico 8. Relacion de radiacion promedio - insectos micosados
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Al analizar una matriz de doble entrada (Cuadro 10) en la que se muestran sobre las

columnas los tratamientos y sobre las hileras las variables climaticas de las regresiones

antes descritas, se llego a las siguientes observaciones:

El tratamiento con el hongo Beauveria bassiana fue el que mostré mayor numero
de asociaciones (coeficientes de regresion positivos) con altos coeficientes de
determinacién (R%27) entre las variables climaticas y los estadios micosados. De
entre ellos, se observé un mayor porcentaje de asociaciones para el estadio de
ninfa 1. El incremento en el numero de ninfas 1 micosadas estuvo asociado al
incremento de las variables climaticas humedad minima, humedad promedio,
temperatura minima y temperatura promedio. Ello hace suponer que la accién
entomopatdgena del hongo sobre dichos estadios se ve fuertemente influenciada
por las variables climaticas mencionadas; experimentos mas precisos son

requeridos para determinar si existe alguna interaccion.

También, el estadio de ninfa 1 micosada por Beauveria bassiana fue el que
mostrd el mayor porcentaje de asociaciones (coeficientes de regresion negativos)
con altos coeficientes de determinacion (R? = 7), en los que el incremento en las
variables climaticas humedad maxima, radiacion maxima y radiaciéon promedio

estuvieron asociado a un decremento en el numero de ninfas 1 micosadas.

En el tratamiento con el hongo Metarhizium anisopliae se observé que solo los
incrementos en la variable temperatura promedio estuvieron asociados al
incremento en el numero de insectos micosados (huevo, ninfa 2 y pupa). El
numero de estos fue determinado en al menos un 70% por la variacién positiva en
la temperatura promedio. Para este tratamiento, no se presenté algun otro tipo de
asociacion entre los demas estadios micosados y otras variables climaticas. Al
parecer, variaciones crecientes de temperatura en el intervalo de 22 a 23 °C estan
fuertemente asociadas a un mayor numero de los estadios micosados antes
mencionado. Otro tipo de investigacion es necesaria para definir con mayor

certeza si existe alguna interaccion entre estas variables.
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e EIl tratamiento con el hongo Paecilomyces fumosoroseous fue el unico que
mostré una fuerte correlacién con la variable radiacion maxima. Se observé que
los incremento en radiacion maxima determinaron al menos el 70% de la variacion
en el numero de ninfas 3 y pupas micosadas. Estudios mas precisos son
necesarios para analizar una posible interaccion entre la radiacion solar y el

efecto entomopatogeno de Paecilomyces fumosoroseous sobre dichos estadios.

Cuadro 11. Matriz de doble entrada en la que se muestran los tratamientos y las

variables climaticas que mostraron altos coeficientes de determinacion (R?2= 0.7)

Variable climatica Metarhizium anisopliae Beauveria bassiana
huevo n1 n2 n3 pupa adulto huevo n1 n2 n3 pupa adulto
humedad minima + o+t
humedad maxima —
humedad promedio ++
temperatura minima 4+
temperatura
maxima
temperatura
promedio ++ ++ ++ ++
radiacion maxima —
radiacién promedio -—
Paecilomyces fumosoroseous Testigo

Variable climatica huevo n1 n2 n3 pupa adulto huevo n1 n2 n3 pupa adulto

humedad minima -
humedad maxima -
humedad promedio — -
temperatura minima

temperatura maxima ++
temperatura

promedio

radiacion maxima o+

radiacién promedio
n1= ninfa 1; n2= ninfa 2; n3= ninfa 3
+ + Coeficiente de regresion positivo  --- Coeficiente de regresion negativo
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VI. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos sobre cuentas totales de conidias y cuentas viables en la
caracterizacion biolégica de los bioinsecticidas comerciales de Beauveria bassiana.
Metarhizium anisopliae y Paecilomyces fumosoroseous fueron menores a los
reportados por el fabricante. Asi mismo, se observo la presencia de microorganismos
contaminantes en un porcentaje menor al 5%. No se encontraron antecedentes sobre la
existencia de normas de calidad para la produccion, manejo y conservacion de

bioinsecticidas a nivel nacional.

La accion de los micoinsecticidas sobre el control de mosquita blanca (Bemisia tabaci),
no mostrd un patron de comportamiento en cuanto a estratos y estadios micosados del

insecto plaga.

En todos los estratos Metarhizium anisopliae mostro un comportamiento bioinsecticida
superior entre tratamientos con respecto al testigo para los estadios huevo, ninfa 1,

ninfa 2, ninfa 3 y pupa.

Los hongos entomopatdégenos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, vy
Paecilomyces fumosoroseous, mostraron ser importantes agentes de control biolégico
para B. tabaci ya que redujeron significativamente la poblacion del insecto, mostrando
su actividad al lograrse la colonizacion del hongo sobre los diferentes estadios de B.

tabaci.

Las variables climaticas estudiadas no mostraron un patrén de comportamiento en
cuanto al efecto micoinsecticida de las tres especies de hongos evaluadas y su accién

sobre los diferentes estadios de B. tabaci.
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