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RESUMEN

La mosquita blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum Westwood, (1856)
(Hemiptera: Aleyrodidae) es una plaga de gran importancia econdmica que afecta el
cultivo de tomate, pepino, meldn, frijol, entre otros. Para el control de T. vaporariorum,
en el cultivo de frijol y demas cultivos, se realizan aplicaciones de insecticidas quimicos
como neonicotinoides y piretroides. Sin embargo, se buscan opciones sustentables de
manejo, como el uso de hongos del género Aschersonia. Esta es una opcion de interés,
ya que Aschersonia incluye patégenos especificos de moscas blancas y escamas que
ocasionan epizootias de manera natural. En este estudio se investigé la identidad,
patogenicidad y residualidad contra ninfas de T. vaporariorum en plantas de frijol, de
una cepa de Aschersonia aislada de una huerta de naranja (Citrus sinensis) en el
estado de Tamaulipas, México. Se identificé al hongo morfoldgica y molecularmente,
por marcadores de ADN de la region ITS4. Se efectuaron dos experimentos con tres
concentraciones de conidias. En el primer experimento se utilizaron las
concentraciones; 1.71X10¢, 1.71X107 y 1.71X108 conidias/mL; el hongo se aplicé de
forma tépica antes de la oviposicién. En el segundo experimento se aplicaron las
concentraciones 1.25X10°, 1.25X10” y 1.25X108 conidias/mL de forma asperjada,
después de la oviposicion (48h) de T. vaporariorum. La cepa aislada fue identificada
con el 99.02% de similitud y 99% de cobertura como Aschersonia hypocreoidea. En
ambos experimentos se obtuvo una mortalidad mayor al 80% en la concentracion mas
alta (10®) y un rango residual de 32-41 dias. El entomopatégeno A. hypocreoidea es
una opcion que posiblemente es factible agronémicamente, y sustentable dentro de un

esquema de manejo integrado de poblaciones de mosquita blanca.

Palabras clave: control bioldgico, plaga, persistencia

Vi



1. INTRODUCCION

En los dltimos afios la importancia alimentaria, econémica y cultural del cultivo de frijol
en México va en aumento (Borja-Bravo et al., 2018). En 2022 la superficie nacional
sembrada aumentdé un 12%, pasando de 1.51 a 1.69 millones de hectéareas,
posicionando el pais en noveno lugar a nivel mundial, por debajo de Myanmar, India 'y
Brasil que son los tres primeros productores con mas de cinco millones de toneladas
cosechadas (SADER, 2022). En 2021 se cosecho mas de un millébn doscientas mil
toneladas, siendo el estado de Zacatecas el principal productor nacional con una
produccion de 451,019.67 toneladas del grano (SIAP, 2023)

Las limitantes en la produccion de frijol se deben en gran parte a problemas

fitosanitarios que incluyen enfermedades tales como, roya (Uromyces phaseoli),
antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), pudricion de la raiz (Fusarium

oxysporum y F. solani), virus del mosaico dorado del frijol transmitido por mosquita
blanca (Baker, 1983; Araya, 1989; Morales, 2000). Plagas de insectos, tales como:
conchuela (Epilachna varivestis), minadores de la hoja (Liriomyza spp.), chicharrita
(Empoasca fabae), picudo de la vaina (Apion godmani), gallinas ciegas (géneros:
Anomala, Cyclocephala y Phyllophaga), gusanos de alambre (Agriotes sp.), mosquita
blanca (Bemisia tabaci) y mosquita blanca de los invernaderos (Trialeurodes
vaporariorum) (Schwartz,1978; Pinto et al., 2004; Singh y Schwartz, 2010; Castrejon,
2012).

Trialeurodes vaporariorum Westwood, (1856) (Hemiptera: Aleyrodidae) es plaga de
gran importancia a nivel mundial, ocasiona dafos directos al alimentarse e indirectos
al transmitir virus como Crinivirus y Torradovirus (Navas-Castillo et al., 2011). Russell
(1977) reporta 249 géneros en 82 familias de plantas hospedantes de mosquita blanca,
siendo el frijol uno de estos. Las plantas afectadas por T. vaporariorum presentan
reduccion de clorofila, debilitamiento general y establecimiento de hongos causantes
de fumagina (Yee et al., 1998).



El control de este insecto plaga esta basado en aplicaciones intensivas de insecticidas,
el uso indiscriminado de estos productos ha ocasionado que el insecto desarrolle
resistencia, contamina el medio ambiente y afecta la salud humana (Lépez et al.,
2010). Debido a esto, se buscan alternativas de control ecol6gicamente viables
(Macias et al.,, 2013), como el uso de hongos entomopatdégenos; Beauveria,
Metarhizium y Aschersonia, éste Ultimo es conocido por su alta eficiencia reduciendo

poblaciones de mosca blanca y escamas (Vargas et al., 1995).

El hongo entomopatégeno del género Aschersonia (Hypocreales: Clavicipitaceae) es
conocido por su alta especificidad contra Coccoidea y Aleyrodidae (Hemiptera:
Sternorrhyncha). El primer reporte de Aschersonia como agente de control biolégico
se registré en el afio 1921 en Florida (Aragdo et al., 2021), donde se emple6 A.
aleyrodis para el control de Dialeurodes citri Ashmead (1885) (Hemiptera:
Aleyrodidae), desde entonces a sido de gran interés dentro de estudios de

entomopatdgenos.

1.1 Justificacion

El estudio de microrganismos (hongos, bacterias, virus y nematodos) como agentes
de control biolégico en agricultura, alternativas al control quimico, cada vez es mas
necesario; para evitar resistencia a plaguicidas, desequilibrios ecol6gicos y aumento

en costos de produccion.

1.2 Objetivo General

Identificar el hongo entomopatégeno Aschersonia hypocreoidea, su patogenicidad y
residualidad contra la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum en

plantas de frijol, mediante depdsitos de conidias.



1.2.1 Objetivos especificos

1. Estudiar la identidad morfolégica y molecular de A. hypocreoidea, a través de la
observacion morfoldgica, sintomatologia producida y secuenciacion de marcadores de
ADN.

2. Determinar la patogenicidad y residualidad de A. hypocreoidea en tres
concentraciones de conidias (1.71x10%, 1.71x107 y 1.71x10® conidias/mL) contra T.

vaporariorum, aplicadas en hojas de frijol antes de la oviposicion.

3. Determinar la patogenicidad y residualidad de A. hypocreoidea en tres
concentraciones de conidias (1.25x10°, 1.25x10” y 1.25x102 conidias/mL) contra T.

vaporariorum, aplicadas en huevos sobre hojas de frijol.

1.3 Hipotesis

La aplicacion de suspensiones del hongo Aschersonia sp. producira una mortalidad en

ninfas de T. vaporariorum superior al 50% respecto al testigo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 El Frijol

Phaseolus vulgaris L. (Fabales: Fabaceae), cultivo originario de las regiones tropicales
de América (SADER, 2020), corresponde a una de las leguminosas mas importantes
en el mundo (FAO, 2018). Se puede encontrar en los cinco continentes, principalmente
en Centroamérica y Sudamérica (Ulloa et al., 2011). Actualmente, se conocen 150
especies aproximadamente, de las cuales 70 se pueden encontrar en México, mismo
gue es centro de origen segun estudios de las formas ancestrales silvestres del frijol
(Gepts et al., 1986; Koenig et al., 1990; Koinange y Gepts, 1992).

2.1.1 Clasificacion taxonémica
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Phaseoleae
Subtribu: Phaseolinae
Género: Phaseolus

Especie: Phaseolus vulgaris Linneo 1753



2.1.2 Importancia del cultivo

Es el cultivo mas importante de las leguminosas en el mundo, después de la soya y el
cacahuate (Singh et al., 1999). En México, debido al alto contenido de proteina que
posee (8.86 g de proteina por cada 100 gramos), se considera que el frijol representa

el 36% del consumo diario segun Flores (2017).

A continuacién, se presenta una tabla (cuadro 1) tomada y modificada del contenido
nutricional de distintas variedades de frijol producidas y consumidas en México.
Fuente: Fernandez et al. (2017).

Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos de algunas variedades de frijol de México

Variedades de Parametros fisicoquimicos

frijol . - - .
Grasa Fibra Carbohidratos Proteina Energia

(%) (%) (%) (%) (Kcal)

Bayo 0.93 5.55 39.18 43.58 337.46
Pinto 0.85 7.18 39.02 48.98 326.56
Peruano 0.48 7.09 60.09 28.32 322.25
Negro 0.97 12.22 39.21 39.76 284.53
Alubia 1.64 19.86 38.07 35.43 222.93
Flor de Mayo 0.99 7.57 46.80 40.95 328.48
Ejote entero 1.30 18.60 34.67 36.33 221.55
Vaina 0.59 13.24 38.19 39.09 261.13
Semilla 1.38 11.35 26.87 49.30 207.13




2.1.3 Morfologia del frijol

El tallo es delgado, débil y cuadrangular, dependiendo de la variedad, generalmente
tiene un didmetro mayor al de las ramas y puede crecer erguido, semipostrado o
postrado y alcanzar una altura de 30cm hasta los 3m de longitud, aunque también hay
plantas enanas que van de los 15 a 25cm; hojas trifoliadas de forma ovalada de 7 a
15cm de longitud y ancho de 3 a 11cm que crecen de forma alterna a lo largo del tallo
y apice acuminado; las flores son hermafroditas con colores que van desde blanco a
morado; el fruto son vainas con curvas débiles, convexas o en forma de S, segun sea
el caso el tamafio puede ir de 8 a 20cm de largo, con semillas de 1 a 3cm de longitud
en forma de rifidn, ovales o redondeadas y raices principales pivotantes con muchas
ramificaciones (Garcia et al., 1997; Berrocal-lbarra et al.,2002; Gonzélez et al., 2008;
Celis-Velazquez et al.,2010; Pefia Valdivia et al.,2012; Garcia et al., 2014; Magalhaes
et al., 2015; Morales-Santos et al., 2017).
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Figura 1. Estructura general de una planta de frijol.



2.1.4 Condiciones edéficas, climaticas y establecimiento del cultivo

Aungue el cultivo prospera en terrenos con pH de 4.5 a 5.5, las condiciones Optimas
fluctban entre 6.5y 7.5 con preferencia por suelos franco-arenosos de textura ligeray
buen drenaje. El frijol es muy susceptible a temperaturas extremas, por ello, el clima
Optimo para el desarrollo oscila entre 10 y 27°C (Araya y Hernandez, 2003). Antes de
sembrar el suelo debe humedecerse uniformemente para asegurar la germinacién de
las semillas. La siembra se realiza de 3 a 5cm de profundidad, 6cm de distancia entre
planta y 60 a 80cm de distancia entre hileras. En las etapas de floracion hasta el
llenado de grano (etapa reproductiva), el riego es esencial para un buen desarrollo,
éstos deben de ser ligeros y no mayores a 150m para evitar problemas de pudriciones
de raices (Acosta-Diaz et al., 2008; Flores et al., 2017).

2.1.5 Problemas fitosanitarios

En el pais, el cultivo de frijol se ve afectado por diversos patdgenos que bajan los
rendimientos de cosecha, en donde encontramos enfermedades como la roya del frijol
(Uromyces phaseoli), antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum) , pudricion de
raices (Fusarium solani) (Navarrete y Acosta, 2015) y plagas de insectos tales como:
conchuela de frijol (Epilachna varivestis), minadores de la hoja de frijol (Liriomyza
spp.), chicharritas (Empoasca fabae) , picudo de la vaina de frijol (Apion godmani),
gallinas ciegas (géneros: Anomala, Cyclocephala y Phyllophaga), gusanos de alambre
(Agriotes sp.), mosquita blanca (Bemisia tabaci) y mosquita blanca de los invernaderos
(Trialeurodes vaporariorum) (Pinto et al., 2004; Castrején, 2012, SENASICA, 2021).



Figura 2. Planta de frijol con dafios a causa de fitopatégenos.

2.1.6 Enfermedades por transmisién de virus.

En frijol se presentan enfermedades como el virus del mosaico dorado (BGMV) vy el
mosaico dorado amarillo (BGYMV) del grupo de los geminivirus (Morales, 2000;
Echemendia, 2010), éste ultimo considerado de los mas importantes en América
Central (SICTA, 2008), transmitidos por vectores como mosquitas blancas.
Actualmente el mosaico dorado es la enfermedad viral més notable en el estado de

Sinaloa (Perea, 2006). Para evitar los dafios a causa de dichas enfermedades, es muy



importante controlar las poblaciones en la mayor medida posible, de mosquitas
blancas como Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum (Rodriguez, 1983; Jones
2003).

5361003

Figura 3. Planta de frijol con virus del mosaico dorado.

2.2. Mosquita Blanca de los Invernaderos Trialeurodes

vaporariorum

Trialeurodes vaporariorum Westwood 1856 (Hemiptera: Aleyrodidae), conocida como
mosquita blanca de los invernaderos, originaria del continente americano, es una plaga
de distribuciéon cosmopolita y de gran importancia econémica por su gran namero de
hospedantes y los dafios directos e indirectos que les causa a éstos (Byrne et al. 1990;
Bueno et al., 2005).



Figura 4. Adulto de T. vaporariorum.

2.2.1 Clasificacion Taxonémica
Reino: Animalia
Filo: Artropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Esternorrhyncha
Familia: Aleyrodidae
Geénero: Trialeurodes

Especie: Trialeurodes vaporariorum Westwood,1856.
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2.2.2 Ciclo biolégico y comportamiento

T. vaporariorum es un insecto de metamorfosis hemimetdbola (metamorfosis
incompleta), su ciclo consta de seis etapas: huevo, ninfas de primer, segundo y tercer
estadio, pseudopupa y adulto; este a su vez va a depender a la temperatura y humedad
ambiental, entre 15-40 dias. Por lo general dentro de los primeros cinco estadios se
van a encontrar en el envés de las hojas de las plantas hospedantes y los adultos
pueden estar o no, siempre y cuando no sean perturbadas o les falte alimento. Las
hembras pueden ovipositar un promedio de 127 huevecillos en temperaturas de 19°C,
segun estudios realizados por Manzano et al.,, 2009. En cuanto a hembras no
fecundadas pueden presentar partenogénesis del tipo arrenotoquia (partenogénesis

en la cual la progenie es masculina).

A continuacién, se describe brevemente cada estadio de acuerdo con Carapia y
Castillo (2013).

Huevo: son ovalados, miden entre 0.20 — 0.25 mm de largo y 0.1mm de ancho, son
de color amarillento que se tornan oscuros cuando estan préximos a eclosionar,

comunmente son ovipositados de forma semicircular o circular.

Primer estadio ninfal: las ninfas son méviles durante las primeras horas después de
su eclosion hasta encontrar un lugar conveniente para su alimentacion. Miden 0.24-

0.27mm de largo y 0.15mm de ancho.

Segundo estadio ninfal: la ninfa mide 0.42mm de largo y 0.33 de ancho, el cuerpo es

redondeado.

Tercer estadio ninfal: el tamafio de la ninfa va de 0.56 a 0.60mm de largo y 0.40mm

de ancho y el margen del cuerpo granulado de manera uniforme.

Cuarto estadio: pseudopupa de 0.78- 0.80mm de largo y 0.51mm de ancho con
superficie dorsal elevada por palizada de la superficie ventral, con cubierta de varillas

de cera blanquecina.

Adulto: los adultos poseen cuerpo con una coloracion levemente amarilla, alas

inmaculadas, ojos compuestos divididos, medidas de 0.75 1.10 mm de largo.

11
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ACADEMY

Figura 5. Ciclo biolégico de T. vaporariorum.

2.3 Métodos de control

Existe diversos tipos de control, estos consisten en reducir los niveles poblacionales
en la mayor medida posible, para evitar pérdidas econémicas. A continuacion, se

mencionan dos de ellos.

2.3.1 Control quimico

En Mexico existe una extensa cantidad de productos quimicos para controlar las
poblaciones de mosquita blanca en distintos cultivos. A continuacion de enlistan los

siguientes.
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Cuadro 2. Productos quimicos registrados en México para el control de especies de

mosquitas blancas (Ruiz et al., 2011).

Grupo quimico Ingrediente activo Nombre comercial | Dosis
Neonicotinoides Imidacloprid Confidor® 0.3-0.6L/ha
Stark® 0.75-1.25L/ha

Tidiazinas Buprofezin Applaud® 40SC 0.5-0.7L/ha
Acidos tetramicos spirotetramat Movento® 1500D | 0.4-0.6L/ha
Piretroides lambda-cyhalothrina | Karate Zeon® 5 CS | 0.5-0.7L/ha
Acido Tetrénico Spiromesifen Oberon® 0.4-0.6L/ha
Neonicotinoides/ Imidacloprid Muralla Max® 300 | 0.1-0.2L/ha
Piretroides Betacyflutrin oD

Piretroides Fenpropatrin Herald® 375 CE 0.4-0.5L/ha

2.3.2 Control biolégico

Los métodos de control biolégico van encaminados a la reduccion de poblaciones
plaga mediante el empleo de enemigos naturales (parasitoides, depredadores,
nematodos, hongos, bacterias, virus). Dada la amenaza que representa la mosquita
blanca hacia los cultivos a nivel mundial, la busqueda de métodos de control mediante

organismos vivos va en aumento (Arredondo y Rodriguez, 2008; Mascarin et al., 2013).

En el presente podemos encontrar diversos organismos que nos ayudan a controlar

dicha plaga como lo son:

Insectos depredadores: Macrolophus calioginosus, Macrolophus pygmaeus,
Chrysoperla carnea, Delphastus pusillus, Hippodamia convergens (Araya y Caceres,

2018)

Insectos parasitoides: Encarsia formosa, Eretmocerus eremicus, Dyciphus hesperus
(Toledo-Perdomo, 2019).
13



Acaros depredadores: Amblyseius swirskii, Transeius montdorensis, Amblydromalus

limonicus (Calvo et al.,2015).

Hongos entomopatégenos: Lecanicillium lecanii, Isaria fumosoroseus, Beauveria

bassiana. Metarhizium anisopliae y Aschersonia aleyrodis (Scorsetti et al., 2008)

En la siguiente tabla se enlistan las soluciones biol6gicas comerciales mas utilizadas

para el control biolégico de T. vaporariorum.

Cuadro 3. Productos biolégicos para el control de T. vaporariorum en el mercado

mexicano (Koppert, 2023).

Enemigos naturales

Especie

Modo de accién

Insectos depredadores

Chrysoperla carnea

Las larvas de alimentan de

los primeros estadios.

Avispas parasitoides

Encarsia formosa

Eretmocerus eremicus

Las avispas adultas
parasitan las ninfas de

tercer y cuarto estadio.

Acaros depredadores

Amblydromalus limonicus

Amblyseius swirskii

Perforan a su presa en sus
primeros estadios con su
aparato bucal y succionan

su contenido.

Hongo entomopatégeno

Isaria fumosorosea

Las esporas de los hongos
se adhieren y colonizan a

su hospedero.
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2.4 Genero Aschersonia

Los hongos del género Aschersonia (Hypocreales: Clavicipitaceae), son
entomopatdégenos anamorfos especificos de hemipteros de la superfamilia Coccoidea
y la familia Aleyrodidae (Hemiptera: Sternorrhyncha). Los primeros reportes del uso de
Aschersonia surgieron con experimentos realizados por Berger (1921), utilizando el
hongo Aschersonia aleyrodis para el control de la mosca blanca de los citricos
(Dialeurodes citri), desde entonces este género ha sido estudiado por su enorme
potencial como controlador de moscas blancas y actualmente se aceptan 44 especies
(Hywel-Jones, 1993.

2.4.1 Clasificacion taxonémica
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae

Género: Aschersonia

2.4.2 Biologiay ecologia

Todas las especies del género Aschersonia se encuentran en zonas tropicales y
subtropicales del mundo (Petch, 1921), donde comUnmente causan epizootias en
hemipteros hospederos (Hywel-Jones, 1993; Meekes et al., 2002). Dentro de la familia

Aleyrodidae que son atacadas por Aschersonia, son infectadas en las etapas de ninfa
15



(Meekes et al., 2002), las conidias germinan con una o varias capilioconidias que

posteriormente producen estromas cubiertos de mucilago de tonalidades amarillas o

naranjas en la parte superior (Evans, 1994; Chaverri et al., 2008)

Figura 6. Aschersonia sp. en hoja de Morus sp.

16



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Se emplearon semillas de frijol P. vulgaris variedad Pinto Saltillo. Se colocaron en
charolas plasticas (Gama Pack, GPB-2618-55) con papel estraza humedecido para su
germinacion; a las 72h se trasplantaron en vasos plasticos de 350mL con sustrato peat
moss (Premiere Horticulture Inc., Canadd) y perlita proporcidon aprox. 1:1. Las plantas
se mantuvieron a una temperatura de 28+2°C y humedad relativa de 35% durante los

primeros 14 dias hasta su uso.

3.2 Insecto

Los adultos de T. vaporariorum utilizados en los experimentos se colectaron de plantas
de Lagenaria siceraria (Molina) Standl (1930) (Cucurbitaceae) en la UAAAN.

3.3 Colecta de Aschersonia sp.

El hongo Aschersonia sp. se obtuvo de hojas de naranja dulce, Citrus sinensis
colectadas en un huerto ubicado en el municipio de Guémez, Tamaulipas, en el mes
de mayo de 2021, por el Ing. Ricardo Alvarez Ramos y la M.C. Carolina Delgado Luna,
posteriormente las muestras se trasladaron al Departamento de Parasitologia de la

Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, para su aislamiento en laboratorio.
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3.4 Objetivo 1: Estudiar la Identidad Morfolégica y Molecular de A.
hypocreoidea, a Través de la Observacion Morfolégica, vy

Secuenciacion de Marcadores de ADN.

3.4.1 Aislamiento y cultivo.

Se preparé medio PDA (Papa-Dextrosa-Agar, 39¢g/L Bioxon®, Becton Dickinson and
Company©, 39g/L) + extracto de levadura (5g/L) con CTAB (Bromuro de
Hexadeciltrimetilamonio, 0.15g/L) y antibiético Emicina® (Oxitetraciclina, Pfizer,
200uL/mL) (Ramirez-Rodriguez y Sanchez-Pefia, 2016). Se tomaron cinco estromas
del hongo de las hojas de naranjo, y se desinfectaron con alcohol (etanol al 70%) por
10 segundos, posteriormente se enjuagaron con agua purificada estéril, se
fragmentaron en 4 partes con un bisturi y se transfirieron al medio de cultivo. Las
placas de Petri se mantuvieron a temperatura de 26°+2°C y humedad relativa de 35-

50%, hasta observar el crecimiento y desarrollo del hongo.

Una vez obtenido el hongo puro se prepararon seis diferentes medios de cultivo para
determinar cudl era el mas adecuado para su crecimiento y desarrollo. Se probaron
los siguientes: 1) medio comercial deshidratado de PDA, 2) medio papa artesanal
(extracto de papa 200g/L, azicar de mesa 20g/L, agar 20g/L), 3) PDA + extracto de
levadura (5g/L), 4) extracto de soya (200g/L) con extracto de levadura (5g/L), 5)
extracto de frijol (5%) + extracto de levadura (5g/L) y 6) ADS (Agar-Dextrosa-
Sabouraud, Bioxon®, Becton Dickinson and Company®©, 66g/L) + extracto de levadura
(5g/L). Con la ayuda de una aguja de insulina estéril se tomaron conidias y se
colocaron en los medios de cultivo en cuatro diferentes puntos dentro de la caja, se
incubaron a temperatura de 26x2°C y humedad relativa de 35+50%, con luz natural

difusa.
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3.4.2 Identificacion morfolégica

Se prepararon laminillas para observacion de material de campo y cultivos del hongo
en medio de cultivo en microscopio compuesto (CX21LEDFS1, Olympus Corporation,
Tokio, Japon). Las observaciones se compararon con los resultados reportados en

estudios previos de Meekes et al., 2002, Chaverri et al., 2008 y Homrahud et al, 2016.

3.4.3 Identificacién molecular

De acuerdo con metodologia empleada por Acosta et al. (2006), se amplifico y se
obtuvo la secuencia de la region ITS 4. Con la secuencia obtenida se comparo la
identidad de especie (BLAST) con secuencias de GenBank y se determiné la especie

de acuerdo con el mayor porcentaje de similitud con el que se asociaba.

3.4.4 Determinacién de la viabilidad de las conidias

Este paso consistié en la siembra del hongo por estria en medio papa artesanal y
medio PDA. Se elaboraron placas de Petri con una delgada capa de medio (de acuerdo

al paso anterior) para facilitar su observacion en el microscopio compuesto.

3.5 Objetivo 2: Determinar la patogenicidad y residualidad de A.
hypocreoidea en tres concentraciones de conidias contra T.

vaporariorum, aplicado en hojas de frijol antes de la oviposicion.

Este experimento consistio en inocular el envés de hojas de frijol no infestadas, de 14

dias de edad; se evaluaron tres suspensiones a diferente concentracion (1.71X106¢,
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1.71X107 y 1.71X108 conidias/mL) mas un testigo (agua estéril). Por cada suspension
a evaluar se establecieron 20 repeticiones (cada repeticion consto de medio foliolo de
frijol). Las suspensiones a evaluar se prepararon de la siguiente manera; se raspé la
matriz mucilaginosa de los estromas del hongo aislado en PDA (de dos meses de
edad) con la hoja de un bisturi para obtener las conidias; Estas se depositaron en un
tubo Eppendorf con agua purificada estéril y se agitaron vigorosamente por tres
minutos de forma manual. Enseguida se realizé un conteo de conidias en una camara
de Neubauer (BRAND®, BR717810, Alemania) y microscopio compuesto para saber
la cantidad de conidias/mL, y obtener una concentracion madre. Las hojas se
inocularon con las suspensiones a evaluar con ayuda de un pincel de cerdas naturales,
se humedecié toda la superficie de la hoja y posteriormente se marcaron en el haz con
el numero de repeticion. Se siguié el mismo procedimiento para el testigo. Una vez
inoculadas las plantas, se dejo secar la suspension y en el mismo dia, se infestaron
con adultos de T. vaporariorum (25 adultos por planta). Enseguida las plantas fueron
cubiertas con tela de organza y colocadas dentro de una jaula cubierta de plastico
transparente, para mantener la humedad. Posteriormente los adultos se retiraron de
las plantas a las 48 horas, con el fin de obtener una cohorte (grupo de insectos que

tienen la misma edad) se verifico la oviposicion y la tela fue retirada.

3.6 Objetivo 3: determinar la patogenicidad y residualidad de A.
hypocreoidea en tres concentraciones de conidias contra T.

vaporariorum aplicado en huevos sobre hojas de frijol.

El experimento tuvo como objetivo determinar la patogenicidad y residualidad de A.
hypocreoidea, sobre ninfas de T. vaporariorum aplicado en la etapa de huevos. Por lo
tanto, se evaluaron tres suspensiones del hongo A. hypocreoidea: 1.25X10°, 1.25X107
y 1.25X10%/mL y un testigo absoluto (agua estéril). Cada tratamiento consistié en 20
repeticiones (medio foliolo, al igual que el experimento anterior). Antes de la
inoculacion, las plantas se infestaron con adultos de T. vaporariorum y posteriormente
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se cubrieron con tela de organzay fueron colocadas dentro de una jaula. Transcurridas
48 horas, se sacaron de la jaula, se retir0 la tela de organza y se verifico la oviposicion
para obtener una cohorte. Enseguida se prepararon los tratamientos a evaluar
(siguiendo la metodologia anterior) y se aplicaron con un atomizador a una distancia

de 10 cm de las hojas, posterior a ello éstas fueron marcadas para su seguimiento.

3.6.1 Determinacion de la concentracion de conidias aplicadas por cmz2

Para el conteo de conidias depositadas en hojas de frijol del primer experimento
(aplicacion de A. hypocreoidea antes de la infestacion con T. vaporariorum) se preparé
una suspension de 6.4X108 y posteriormente se aplicoé a las hojas con ayuda de un
pincel de cerdas naturales, después se recortaron cinco cuadros de hoja de un area
de 1cmz2. En un vaso plastico de 60 mL se agregaron 5mL de agua purificada en donde
se pusieron los cinco cuadros de 1cm? previamente inoculadas y se agitaron
vigorosamente. Después se tomaron 100uL de la suspensién y se colocaron en una
camara de Neubauer. La cdmara con suspension se examiné en el microscopio
compuesto para el conteo, resultando un promedio de 1,800,000 (1.8 x 10°) conidias
por cm? (n=5). Para el segundo experimento (aplicacién de A. hypocreoidea a huevos
de T. vaporariorum) se realizé la misma metodologia, a diferencia que la aplicacién de
la suspensién que se realiz6 con un atomizador y éste resulté con un promedio de

2.55x10° conidias por cm? (n=5).

3.7 Evaluaciones

Las plantas fueron revisadas con un microscopio de diseccion (Carl Zeiss
Micromalding GmbH 37081, Alemania). Para el registro de la mortalidad se realizaron
cinco evaluaciones; para el objetivo 2 (aplicacion del hongo antes de la oviposicion) se

realizaron observaciones a los 20, 24, 27, 31 y 41 dias después de la inoculacion del
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hongo; para el objetivo 3 (aplicacion del hongo en huevecillos, las observaciones
fueron a los 10, 14, 17, 21 y 31 dias después de la inoculaciéon en las evaluaciones se
contabilizaron todas las ninfas con sintomas de infeccion y muerte causada por el
hongo aplicado, encontradas en medio foliolo. Se identificaron ninfas con apariencia

anormal comparandolas con ninfas no tratadas con las suspensiones de conidias.

3.8 Analisis Estadistico

Los datos de porcentaje de mortalidad fueron sometidos a una prueba de normalidad
(Shapiro-Wilks); al no cumplir dicho supuesto, éstos fueron convertidos a su valor de
arcoseno (Rani et al., 2019; Sisay et al., 2019) para después someterlos a un analisis
de varianza de un factor por cada experimento establecido con un nivel de confianza
de 0.05. Posteriormente se llevd a cabo una prueba post-hoc (diferencia honesta
significativa, HSD por sus siglas en inglés) para la separaciéon multiple de las medias.
La etapa estadistica se ejecutd con el programa R project, version 4.2.2.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Objetivo 1: Estudiar la Identidad Morfolégica y Molecular de A.
hypocreoidea, a Través de la Observacion de la Estructura y

Secuenciacion de Marcadores de ADN

4.1.1 Aislamiento y cultivo.

El hongo cultivado en PDA creci6 de manera circular, alcanzando un diametro
promedio de 1.6 cm después de 26 dias, y formando estromas con tonalidades
naranjas y amarillas con una gran cantidad de conidias. Este crecimiento es similar a
los reportados por Van Eijk et al., (1986) y Chaverri et al., (2008) donde se menciona

que los hongos crecen con coloraciones brillantes debido a la presencia de

carotenoides que ayudan al hongo a resistir la exposicion a la radiacién solar.

Figura 7. cultivo de A. hypocreoidea en medio PDA.
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4.1.2 ldentificacion morfolégica

La esporulacion en las colonias se produce en la parte superior, formando anillos o
bandas concéntricos, dicha esporulacidon se encuentra inmersa en una matriz de
material mucilaginoso/gelatinoso en cavidades que son consideradas esporodoquios
o picnidios (Chaverri et al., 2008). La forma de las conidias es alargada-fusiforme, con
terminaciones puntiagudas de 11.82um de largo x 2.73um de ancho en promedio. Las

hifas de A. hypocreoidea son hialinas, multiseptadas, de pared muy gruesa y forma

irregular.

Figura 8. A: Estroma. B: Conidias. C: Micelio

4.1.3 Identificacién molecular

De acuerdo con la comparacion de la secuencia y BLAST de GenBank con una
similitud de 99.02% y un 99% de cobertura con la especie mas cercana, la cepa se

identific6 como Aschersonia hypocreoidea.
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4.1.4 Secuencia de ITS4 Aschersonia hypocreoidea:

ATACCTGNTTCGAGGTCACTTCAGAAGAGTTGGGCGTTTTGCGGCCGTGGCCGC
CGCCTGGCTCCCGGTGCGGTCGTGTTTGTCAACGTGGTTGGCTTCTACTACGCA
GGGGGTCGCGCGAGGCGCTGCCGCCGATCCATTTGGGGGGCGGLCCGTGGLG
GGCACGGCCGGTCCCCAGCACCAGGCGCCCTGGGGCGCCTGAGGGGTGTAAT
GACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAGTGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCA
AAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGC
GTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTT
CCGGGTGCCCTCGCACCGCGGGATAGACTCAGACGTGLCGLGGLLCCCeeeeea
GGGCGCGGCCGCGGCTCGACATACAGAGGTTCGTTCGGGGTCCCCGGCGGGC
CCTGCGGGCGCCCGCCGAAGCAACGTACAG

Sequences producing significant alignments Download ¥  Selectcolumns * Show | 100V | @

@ selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance free of results ~ MSA Viewer

Accession

00 9902% 646 EF190280.1

< |2
12

00 9883% 575

00 9824% 582 MK135470.1

(<IN <BN<J<J<]

Figura 9. Resultado de la comparacion de la secuencia obtenida, en GenBank

4.1.5 Sintomatologia

Las ninfas tratadas de primer y segundo estadio presentaban una coloracion
amarillenta con apariencia acuosa en todo el cuerpo; algunas de estas ninfas murieron
sin generar micelio de forma interna, mientras que otras produjeron micelio que se
desarroll6 gradualmente, con una apariencia blanca cremosa que cubria toda la ninfa
sin salir del cuerpo de ésta. Se observo que el hongo produce mortalidad en las ninfas
sin esporular, con las condiciones presentes en este experimento, como lo hace en
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condiciones naturales en campo, tal resultado es similar a lo reportado por Vargas et
al. (1995), donde se menciona mortalidad de ninfas de T. vaporariorum sin produccion

de esporas de A. aleyrodis. Las ninfas del testigo a las que solamente se les aplico

agua, no presentaron mortalidad y completaron su ciclo biolégico.

Figura 10. Ninfas infectadas con coloraciones blancas y amarillas (flechas rojas),

ninfas no infectadas (flechas amarillas).
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Figura 11. A: Hoja de frijol con ninfas infectadas. B: Ninfas micosadas en un area de
1.5x1.5cm. C: Micelio procedente de ninfas infectadas, vistas bajo microscopio

compuesto en 40X.

4.1.6 Determinacion de la viabilidad de las conidias

Este paso consistio en la siembra del hongo por estria en medio papa artesanal y
medio PDA. Se evalué 24h después de la siembra en el microscopio compuesto,
obteniendo como resultado 82.73% para papa artesanal y 98.59% para PDA.
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4.2 Objetivo 2: Determinar la Patogenicidad y Residualidad de A.
hypocreoidea en Tres Concentraciones de Conidias Contra T.

vaporariorum, Aplicado en Hojas de Frijol Antes de la Oviposicion

En forma general, la mortalidad aument6 al aumentar la concentraciéon de conidias
aplicadas, la cual vari6 entre 0.32-84.43%, también se incremento a traves del tiempo
(fig. 11). La mayor mortalidad se alcanzé a los 32 dias después de la aplicacién con la
concentracion de 1.25X1082 conidias/mL. Las dos suspensiones mas altas indujeron en
una mortalidad estadisticamente significativa con respecto a la mas baja y el control
en todas las evaluaciones a través del tiempo. La relacion directa entre la
concentracion y la mortalidad medida a lo largo del tiempo, también fue encontrada
por Qiu et al., (2013), quienes reportaron un similar efecto al estudiar diferentes
concentraciones de A. placenta sobre ninfas de Bemisia tabaci. Sin embargo, la
mortalidad causada en el primer intervalo (a los 10 dias) con la concentracion media
(1.25x107) con respecto a lo reportado por Fransen et al. (1995), quienes obtuvieron
una mortalidad de 98% cuando fue aplicada una concentracion de 1x107 esporas/mL
de A. aleyrodis a tres dias antes de la oviposicion. Esta diferencia quizas sea debida
a la variabilidad de la patogenicidad entre especies. Por otro lado, el hongo no presento
ningun efecto aparente sobre los huevos, situacion también reportada por Fransen et
al. (1987).

28



Efecto de la aplicacion de A. hypocreoidea sobre hojas antes de la
oviposicion de T. vaporariorum
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Figura 12. Efecto de A. hypocreoidea sobre ninfas de T. vaporariorum antes de la
infestacion en tres concentraciones. Valores promedios con la misma letra no son

estadisticamente diferentes a un nivel de confianza de 0.05.

4.3 Objetivo 3: Determinar la Patogenicidad y Residualidad de A.
hypocreoidea en Tres Concentraciones Contra T. vaporariorum,

Aplicado en Huevos Sobre Hojas de Frijol

Como en el experimento descrito anteriormente, la mortalidad aumenté al incrementar
la cantidad de conidias depositadas; asi como el tiempo de exposicion al hongo (Fig.
12). Dicho efecto oscilo entre 2.11 y 87.42%; la mayor mortalidad fue observada a los
32 dias después de la aplicacion con la concentracion mas alta (1.25X108). Qiu et al.
(2013) reporté rangos similares de mortalidad a los producidos en este experimento,
pero en periodos mas cortos de evaluacion (12 dias). Los tratamientos mas altos
fueron estadisticamente diferentes al mas bajo y al control a partir de los 14 dias. En

ambos experimentos, el hongo no produjo esporas sobre los cadaveres. Esto es una
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diferencia importante respecto a lo reportado por Qiu et al. (2013) quienes indican
esporulacion a los 11 dias después de la aplicacién. Esta condicion, observada en
ambos experimentos, nos permitid atribuir mortalidad registrada a lo largo del periodo
de evaluacion a una residualidad real de las aplicaciones de conidias; en otras
palabras, las conidias aplicadas inicialmente fueron causantes de la mortalidad
observada a lo largo de las observaciones durante varias semanas. Esto difiere
radicalmente del comportamiento comun que se puede observar en otros hongos
entomopatdégenos usados en forma experimental, los cuales esporulan sobre los
cadaveres y producen de esta manera mas inoculo infectivo que sigue matando a los
insectos que sobreviven a las inoculaciones iniciales (Maketon et al., 2009; Mascarin
et al., 2013).

Efecto de la aplicacién de A. hypocreoidea en T. vaporariorum
después de la oviposicion
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Figura 13. Efecto de A. hypocreoidea sobre ninfas de T. vaporariorum después de la
oviposicion, en tres concentraciones. Valores promedios con la misma letra no son

estadisticamente diferentes a un nivel de confianza de 0.05.
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5. CONCLUSIONES

La cepa aislada de hongo entomopatdgeno en este trabajo fue identificada como la
especie Aschersonia hypocreoidea, por lo tanto, se confirma la presencia de este

organismo en Gliémez, Tamaulipas en huertas de naranjo.

En los dos experimentos (Aplicacion de tres concentraciones de conidias antes y
después de la oviposicion), una pequefa cantidad de ninfas que sobrevivieron a la
aplicacion de conidias, lograron completar su ciclo y se reprodujeron. Estas dieron
lugar a una nueva progenie de ninfas que posteriormente se infectaron por el hongo
aplicado al inicio de los experimentos, lo cual indica una residualidad de 30 a 45 dias.
Por lo tanto, el empleo de éste patdgeno es una opcién viable en términos econémicos
en comparacion al costo de los insecticidas quimicos, ya que presenta una

residualidad considerable para integrarlo en un esquema de manejo.

La especificidad de las especies del género Aschersonia, permite emplear otros
organismos de control biolégico (parasitoides y depredadores) sin que sean afectados
por el hongo, lo cual puede contribuir a reducir las poblaciones de mosquitas blancas

en los cultivos.
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