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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL DEL ENTOMOPATOGENO
Verticillium lecanii (Nees), QUE CAUSA LA MUERTE DE LA MOSCA BLANCA

(Bemisia tabaci Genn.; Hom.; Aleyrodidae), BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO. |

“Determination of the lethal concentration of the entomopatogen Verticillium
lecanii (Nees), that causes the death of the white fly (Bemisia tabaci Genn.;

Hom.; Aleyrodidae), under laboratory conditions”.

RESUMEN

| Se evaluaron nueve concentraciones de conidios de Verticillium lecanii (Nees), para
el control de la mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.). Para lo cual se cortaron cuadritos
de hojas de tomate (Lycopersicon esculentum Miller) conteniendo ninfas de los primeros
estadios de (Bemisia tabaci Genn.), las cuales se sumergieron en cada una de las
concentraciones de conidios propuestos y se evalué la mortalidad causada por cada

tratamiento. La mayoria de las concentraciones aplicadas fueron diferentes

significativamente al testigo (0 Conidios/mi).

Se determind que las concentraciones 4.5 X 10° 'y 3.6 X 10Y conidios/ml
reportaron los més altos valores de mortalidad con 87.39 y 92.23%, respectivamente; asi
mismo se determind que la mortalidad de ninfas de mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.)
alcanzé el 50% a los 6.9 dias después de inoculado (TLsg). Se concluye que la Clso

sobre ninfas de mosca blanca fue de 1.29 X 10°.




1. INTRODUCCION

El uso de hongos entomopatdgenos se ha intensificado en los Gltimos afios.  Estos
hongos son capaces de causar enfermedad y mortandad en las poblaciones de insectos

especificos (4).

La mosca blanca, (Bemisia tabaci Genn.; Hom.; Aleyrodidae) es un ejemplo de este

caso, que ha generado resistencia al control quimico tradicional y en algunos casos, por

ejemplo en México, se han presentado devastaciones por dafio directo - debilitamiento
por extraccion de savia - e indirecto - formacién de fumagmas - en soya, algoddn, chile
dulce, tomate y varias cucurbltaceas Sin embargo los problemas mas dificiles de manejar

se asocian con la transmision de virus, especialmente en frijol y tomate (6).

Los gastos en el combate de plagas, asi como las pérdidas que éstas ocasionan,
representan una proporcion importante de los costos de produccién de cualquier cultivo.
En hortalizas, estos gastos pueden ser considerables, por ejemplo, en América Central,
los costos del combate de plagas en tomate y chile dulce generalmente representan entre

12-22% y 34 % de los costos totales directos de produccion (4).

Cuando un insecticida con buenos antecedentes de control comienza a no ser
efectivo, los usuarios consideran que la plaga se ha hecho resistente al producto e
inmediatamente aumentan las dosis, incrementan la frecuencia de aplicacion o aplican
mezclas sin recomendacién téenica, lo cual favorece el desarrollo de resistencia y
aumentan los costos de produccidn, afectando el nivel y estabilidad de la ganancia de los

agricultores (19).

De esa cuenta se tiene que las aplicaciones de productos biologicos estan
reemplazando a los productos quimicos debido a que los hioldgicos no contaminan el

ambiente y reducen la mortandad en poblaciones de insectos benéficos (19).



La resistencia de insectos a los plaguicidas, y el uso constante de ellos ha
provocado, que la entomofauna benéfica disminuya, causando un desequilibrio entre las
plagas y sus enemigos naturales, propiciando que éstas desarrollen su ataque con mayor

intensidad (6).

En el caso de los hongos entomopatdgenos se tiene que los deuteromycetos se
caracterizan por reproducirse principalmente por esporas asexuales (conidios). Los que
mas atacan a B. tabaci tanto en el campo como en los invernaderos son; Aschersonia
aleyrodis, Verticillium lecanii, Paecilomyces fumosoroseus (Spicaria fumoso-roeus),

Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.

La investigacion se realizo con la finalidad de determinar la concentracién letal de

Yerticillium lecanii {Nees) que controlara la poblacién de la mosca blanca Bemisia tabaci,

(Genn.), por arriba del cincuenta por ciento en muestras colectadas de tomate
provenientes de la Aldea Panimacac del Municipio de San Juan Comalapa, del

departamento de Chimaltenango.

Se determind que las concentraciones 4.5 X 10% y 3.6 X 10V conidios/m|
reportaron los mas altos valores de mortalidad con 87.39 y 92.23%, respectivamente: asi
mismo se determind que la mortalidad de ninfas del primer estadio de mosca blanca
alcanzaron el 50% a los 6.9 dias después de inoculado (TLs). Se concluye que la Clsg

sobre ninfas de mosca blanca fue de 1.29 X 10°.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Se sabe que la mosca blanca, Bemisia tabaci (Genn), tiene gran plasticidad genética
debido a que presenta gran variacion morfoldgica de las ninfas incluso dentro de una
misma planta, gran capacidad para desarrollar resistencia a los insecticidas rapidamente;
existencia de varias razas o biotipos, asociacdos con hospedantes especificos y gran

habilidad de adaptacion a nuevas zonas geograficas, sobre todo en latitudes y altitudes
mas frias (7).

Algunos autores sefialan que B. tabaci (Genn) tiene gran habilidad para desarrollar
resistencia a los insecticidas rapidamente, debido principalmente a la brevedad de su ciclo
de vida y la partenogénesis facultativa que contribuyen en este sentido. Por ejemplo, en
~ Guatemala, en algodén, hasta 1987, B. tabaci desarrolld resistencia a 16 insecticidas de
diferente origen quimico, y alcanzé niveles de resistencia superiores a 900X para la
bifentina y la cialutrina, y de hasta 2,000X para el quinosfés y la deltametrina, (resistencia

900 ¢ 2,000 veces mas alto que la resistencia normal) (7).

El método maés generalizado de combate de este insecto ha sido la aplicacidn de
quimicos, pero éstos se realizan en forma irracional, lo que incrementa los costos de
produccion, desequilibra el sistema ecolégico, desarrolla resistencia a los plaguicidas y

hace esta forma de combate ineficaz (17).

Ante la problematica planteada se hizo necesario investigar alternativas para controlar
poblaciones de B. tabaci (Genn.), una de las cuales fue el uso del hongo entomopatogeno

Verticillium lecanii (Nees) usando la concentracién adecuada.




1. MARCO TEORICO

3.1. MOSCA BLANCA Bemisia tabaci Genn.
3.1.2 BICLOGIA

3.1.2.1. TAXONOMIA
Orden: Homoptera
Familia: Aleyrodidae
Género: Bemisia
Especie:. tabaci
Nombre comdn Mosca blanca
Nombre cientifico: Bemisia tabaci (Gennadius) (14).

3.1.2.2 CICLO BIOLOGICO
Las moscas blancas presentan una metamorfosis incompleta, pasando por las etapas

de huevo, ninfa y adulto. Sin embargo el 4to. estadio ninfal, es considerado como una

"pupa” o pseudopupa (8).

Elchelkraut (1987), citado por Moran (1994) (17), describe la duracion del ciclo

bioldgico de B. tabaci {(Genn.), a una temperatura de 24 °C, asi:

La etapa de hueva: dura aproximadamente 5 dias, la hembra oviposita generalmente

en el envés de la hoja, colocando los huevos ya sea en grupos, en circulo o semicirculo y
algunas veces aislados. El huevo es ovalado, con la parte superior terminada en punta y

la base redondeada provista de un pedicelo inserto en el tejido de la hoja, en posicion

vertical.

El primer_instar o “crawler” {gateador): tiene una duracion de 4 dias. El “crawler” o
ninfa mévil se empuja fuera del corién con movimientos alternativos de contraccién y

expansion del abdomen, efectuado ligeros movimientos de patas y antenas. El “craw ler”



se arrastra hasta encontrar un sitio conveniente para alimentarse y fijarse. El periodo

desde la eclosion hasta que se fija puede durar entre una y dos horas.

La ninfa se observa de color blanco verdoso, es de forma eliptica, con la parte distal
ligeramente mas angosta. Ventralmente es plana y posee dos pares de microsetas

cefalicas y un par abdominal. Los ojos estan situados en los margenes cefalicos, los que
se observan de color rojo.

El sequndo _instar: dura aproximadamente 4 dias; es de forma oval, de color blanco
verdoso, cristalino y aplanado al principio, opaco y tirgido al final. En este instar es

“posible diferenciar B. tabaci de T. vaporariorum mediante la lingula, ésta es algo hinchada

distalmente y termina en punta, estd cubierta medianamente por el opérculo. La lingula
de 1. vaporariorum tiene dos Idbulos distales y no termina en punta.

El tercer instar: como en el instar anterior, la lingula sirve para diferenciar las ninfas

de T. Vaporariorum cuya lingula es lobulada. Ademas T. vaporariorum tiene un margen
uniforme crenulado a diferencia de B. tabaci (Genn.). Este instar dura 5 dias

aproximadamente.

El cuarto instar o "pseudopupa” ocurre después de la tercera muda, la ninfa pasa por
dos fases, una inicial durante la cual se alimenta y otra donde deja de hacerlo y sufre
algunos cambios marfolégicos que es lo que se conace como pseudopupa. Esta fase dura -

aproximadamente 6 dias.

El adulto recién emergido: es de color blanco debido al polvo ceroso con que s€

cubre. La cabeza es de forma cénica con la parte mas ancha a la altura de las antenas Y
maés angosta en el aparato bucal. La antena es filiforme y consta de 7 segmentos. El
aparato bucal es chupador, consta de labro, dos pares de estiletes que representan
mandibulas y maxilas. La hembra se diferencia del macho por su mayor tamafio y por su

genitalia.




La duracién del ciclo biolégico de las moscas blancas varia segin la especie. En B.
tabaci e) ciclo dura aproximadamente 19 dias a 32 °C. La especie vegetal en la cual se

desarrolle también tiene cierto efecto; en zanahoria y tomate, el ciclo puede durar un

poco mas, mientras que en camote es de ciclo corto.  La temperatura es el factor
. . . r o

determinante en la duracion del ciclo, el cual puede prologarse hasta 73 dias a 15 C. En

Venezuela se encontré que el factor que mas reduce las poblaciones de B. tabaci, es la

precipitacidn pluvial.

3.1.2.3 REPRODUCCION

Byrney y Bellows (1991), citados por Hilje y Arboleda (1993) (8), indican que la
reproduccién de B. tabaci puede ser sexual o partenogenética. La reproduccidn sexual
se realiza con la participacién del macho y la hembra, en cuyo caso la progenie va a ser de
machos y hembras, en forma facultativa existe la posibilidad de que la reproduccién se de
por partenogénesis, es decir, la produccidn de nuevos individuos sin que la hembra sea
fecundada por el macho. En este caso es del tipo arrenotoquia que da lugar Gnicamente a

machos.

3.1.3 IMPORTANCIA Y TIPO DE DAfO

Esta plaga llega a ser problema fuerte en plantas pequefias cuando se presenta en
infestaciones elevadas, ocasionando que fa planta tome un color amarillo, se marchite y

finalmente muera; ademas transmite enfermedades viréticas. Adicionalmente las plantas

infestadas tienen una apariencia ennegrecida, debida al hongo Capnodium citri de la

fumagina que crece en la mielecilla pegajosa y dulce que las ninfas secretan (14).

La importancia de las pérdidas causadas por las plagas difiere segin la naturaleza del
dafio y el tipo de cultiva. Por ejemplo, no es equivalente el daiio causado por fumaginas
al tomate o la soya, que el provocado por geminivirus en frijol o tomate, aunque en todos -

ellos esté involucrada Bemisia tabaci (7).

Algunos agricultores frente a una misma plaga podrian perder parcial o totalmente su

cultivo, mientras que otros podrian perder muy poco. Asi, los primeros podrian arruinarse,



mientras que los que logren combatir adecuadamente la plaga podrian beneficiarse, sobre
todo si las pérdidas generales, con la consecuente disminucion de la oferta en el mercado,
son suficientemente altas como para subir los precios. FEsta situacion beneficiosa para
ciertos productores, es de gran interés para los consumidores, politicos y funcionarios del
- gobierno, pues los costos/beneficios del manejo de las plagas se trasladan al plano

macroeconomico y afectan las finanzas y recursos estatales destinados a otros aspectos
del desarrollo (7).

Bemisia tabaci (Genn.) no se conocia como plaga en América Central, antes de 1971.
Durante la siembra de algodon 1961-1962, se registré en El Salvador. En 1964 se
encontrd en Honduras y en 1965 en Guatemala y Nicaragua. Debido al uso excesivo de
plaguicidas de amplio espectro como DDT, toxafeno y metil paratién; B. tabaci se ha

. considerado como un brote de plaga secundaria en América Central (2).

El dafio principal que produce B. tabaci es indirecto, a través de la transmision de virus
tales como el de enrollamiento de la hoja del tomate (VEHAT), mosaico dorado del tomate

(MDT) y mosaico amarillo del tomate (MAT) (2).

El dafio que B. tabaci ocasiona puede ser de fres tipos (8):

1. Por succién directa: o hace al insertar el estilete en el tejido vegetal y succionar la

savia; este dafio puede considerarse serio cuando se alcanzan poblaciones altas, lo
cual sucede normalmente en el algoddn.

2. Por transmision de virus: es el dafio mas serio que B. tabaci ocasiona pues €s
capaz de transmitir varios geminivirus y otros tipos de virus. La virosis ha sido el
problema severo, que en algunos casos ha obligado a los agricultores a abandonar
los cultivas, como en el caso del frijol, tomate y chile.

3. Por excreciones azucaradas: las cuales pueden causar dos tipos de problemas: a)
Interferir con los procesos fotosintéticos normales y b) Favorecer la proliferacion
de hongos, proporcionando las fumaginas; en el caso del algoddn, esto

adicionalmente afecta la calidad de la fibra cosechada.




3.1.3.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA MOSCA BLANCA

En el cultivo de tomate, cuando las poblaciones de mosca blanca son bajas como las
recomendaciones del umbral econdmico sugerido por Salguero (1994) (21), de una mosca
blanca por cada 20 plantas, es manejable quimicamente, teniéndose un porcentaje de
dafio muy bajo. Cuando las poblaciones de mosca blanca son méas altas es dificil salvar
una plantacion, ain controlando la plaga entre los 45 dias después de la siembra y si
disminuyen las aplicaciones del control quimico para las mismas, trae como resultado dafio
en la fruta, lo cual no pretende que suceda y si el nimero de aplicaciones del control

- quimico continta, aumentan los costos de produccion.

Los costos por el control quimico en tomate por hectarea para insectos menores (aqui
se incluye la mosca blanca) asciende a un promedio de Q 1,976.00, con una aspersion
cada siete dias, pero cuando existe un aumento en la poblacion de mosca blanca y
aparece el virus, hay un alza de hasta Q 8,300.00 por hectarea debido a que aumentan las

aplicaciones a cada dos dias (21).

3.1.4 GEMINIVIRUS
3.1.4.1 CARACTERISTICAS

Segln Lastra (1993) (12), los geminivirus se caracterizan por poseer particulas casi
isométricas de ARN formando parejas. Con relacién al acido nucléico, correspbnde al ADN
de cadena sencilla, con forma circular. Los geminivirus se multiplican en las células
floematicas de las plantas infectadas, especificamente en el nucleo; acumulandose
particulas virales que forman masas densas y que en un momento dado, pueden ocupar

un volumen considerable del nucleo.

3.1.4.2 TRANSMISION
Las moscas blancas se alimentan en el floema de las plantas, de donde extraen los

aminodacidos y carbohidratos necesarios para su supervivencia. La relacion de B. tabaci
con los geminivirus es del tipo persistente-circulativo, lo que significa que las particulas
virales adquiridas por el insecto durante su alimentacion circulan dentro de su cuerpo,

pasando del intestino a la hemolinfa, hasta llegar a las glandulas salivales. Los



geminivirus no se pueden transmitir transovéiicamente; es decir, de la madre a su prole
(12).

3.1.4.3 SINTOMAS

El mas comun y en ocasiones el tGnico tipo de sintomas causado por los virus es una
menor tasa de crecimiento de Ia planta; lo cual, causa diferentes grados de enanismo o
achaparramiento en toda la planta. Al parecer, casi todas las enfermedades virales
ocasionan cierto grado de disminucién en el rendimiento y el periodo de vida de las
plantas infectadas se acorta. Estos efectos pueden ser severos y faciles de observar o
pueden ser muy poco significativos y pasar inadvertidos con facilidad. Los sintomas mas
evidentes en las plantas infectadas con virus muestran sintomas visibles en el tallo, fruto y

raices con o sin el desarrollo de sintomas foliares (1).

3.2 CONTROL BIOLOGICO

El control bioldgico es permanente hasta cierta punto, ya que es practicamente
imposible erradicar cualquier especie. Los enemigos naturales competentes son efectivos
afo tras afio, con o sin intervencion del hombre, siempre que no se interfiera con ellos de
alguna manera. Sin embargo, ya que es casi imposible erradicar cualquier especie una
vez que se ha establecido, es muy importante que sélo se liberen enemigos naturales. En
forma ocasional una poblacion hospedera desarrolla inmunidad hacia los enemigos
naturales por evolucion de una alta tasa de encapsulacién u otro mecanismo de defensa
que reduzca la efectividad de los enemigos naturales. Aunque éste no es el caso para la
mayoria de las poblaciones de plagas, y los enemigos naturales también pueden
evolucionar, la inmunidad de los hospederos no es un problema tan extendido como los
causados por el tipo de resistencia a los plaguicidas, ya que éstos no evolucionan por si

mismos (15).

El control biolégico es relativamente econdmico, ya gue tan sélo estdn presentes los

enemigos naturales que una vez fueron eficientes, lo (nico que se requiere es evitar las
practicas destructivas. El control bioldgico ha mostrado ventajas y carece de desventajas

importantes, siempre que se ileve a cabo una nvestigacién basica cuidadosa (15).




El control bioldgico se basa en la premisa de que los parasitoides, depredadores y
patdgenos son capaces de mantener las poblaciones de hospederos a niveles inferiores de
los que se mantendrian si aquéilos no se hallaran presentes. Por lo tanto, los objetivos del
control biolégico son el mantener el “status guo”, si es aceptable, o disminuir las
poblaciones a niveles inferiores mediante el manejo de sus enemigos naturales y sumedio

ambiente (15).

A primera vista parece que se buscan los enemigos naturales cuyos efectos aumentan
~conforme se incremente la densidad del hospedero y que disminuyan al decrecer el nivel
de éstos, ya que tienden a reducir fa poblacién cada vez que se alcanza cierta densidad y
de que la presidn se atentie cuando la plaga disminuye, sin embargo, en el caso ideal, se
desea un control cansistente sin fluctuaciones por encima de los niveles economicos, de
tal manera que se prefieren los enemigos naturales que mantienen a sus hospederos por

debajo de los niveles de dafio {15).

El programa Regional Cooperativo de la papa, PRECODEPA (18), indica que el control
bioldgico puede ser natural y/o inducido. Este tipo de control consiste en la destruccion
de la plaga utilizando sus enemigos naturales, parasitos (parasitoides), depredadores y
entomopatégenos. Este tipo de combate incluye: la introduccién al cultivo de enemigos
naturales de especies exdticas, del manejo de poblaciones naturales endémicas y de la

propagacion de liberaciones masivas de enemigos de la plaga.

3.2.1 IMPORTANCIA DEL CONTROL BIOLOGICO

El control bioldgico dentro del manejo integrado de plagas, constituye el medio mas
utilizado para el manejo natural, que permite lograr un equilibrio en los agroecosistemas,
a la vez reduce el uso del control quimico, que hasta la fecha fue interpretado como la
panacea del control de plagas insectiles, heredando graves problemas de toxicidad,

contaminacion del ambiente y de recursos naturales no renovables (5).

Keith y Quezada (1968) (9) dicen que el control biolégico es ecolégicamente deseable
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porque no tiene efectos colaterales, no causa dafio al medio ambiente por su selectividad
y seguridad, enriqueciendo la fauna del sistema. o 28

3.3 HONGOS ENTOMOPATOGENGS \ 2 6,
3.3.1 HONGOS o gt
Las infecciones fungosas son muy comunes en insectos y relativamente faciles de

detectar debido a que generalmente sus cuerpos aparecen cubiertos por micelios o

cuerpos fructiferos del hongo. Hasta el momento se han registrado aproximadamente 40
géneros de hongos entomopatdgenos. Sin embargo, sélo unos pocos se han investigado
: 5 - _

intensivamente con el fin de usarios en programas de centrol microbial. Los hongos

entomopatogenos mas estudiados pertenecen a los géneros: Beauveria, Metarhizium,

Entomophthora, Coelomamyces, Cordyceps, Nomuraea, Aschersonia, e hirsutella { 3).

En los primeros intentos, la utilizacién de los organismos entomopatégenos en el
combate de insectos presenta resultados inconsistentes; esto debido al desconacimiento

de la ecologia, virulencia del patégeno, sensibilidad del insecto y los efectos del medio
ambiente (6).

3.3.2 SUS PROPIEDADES

Las propiedades que representan los hongos entomopatogenos y que los constituyen

como una aiternativa de uso masivo, son (6):

1. Alto poder patogénico suficientemente estable.

2. Conservacion de la virulencia en la preparacion antes de su aplicacion y después de

un periodo de almacenamiento.

3. Especificidad.

4. Posibilidades de multiplicacién y conservacion en condiciones rentables.

5. Poder residual.

6. Inocuidad para insectos parasitoides, depredadores, peces, abejas y vertebrados.

Los hongos causantes de enfermedades de insectos plaga en la agricultura se
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consideran como importantes organismos de regulacién de poblaciones que ofrecen la
posibilidad de ser utilizados dentro de un control integrado de plagas, utilizandose como
insecticidas bioldgicos, los cuales, necesitan estar disponibleé en volimenes altos, hechoh
que ha generado un gran interés en el estudio de estos organismos con el fin de obtener
biopreparados en forma comercial, al grado de que en algunos paises se han aplicado en

miles de hectareas (6).

3.3.3 MECANISMO DE INFECCION DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENGCS

Los hongos entomopatdgenos pueden causar infeccion en cualquier estado de
desarrolio del insecto. A diferencia de las bacterias y virus, que deben ser ingeridos con el
alimento por los insectos, los hongos atacan a través del integumento. Al entrar en
contacta con la cuticula del insecto, las esporas inician el proceso de germinacion, el cual
requiere de condiciones especificas de temperatura y humedad. Durante la germinacion
producen enzimas que destruyen la pared celular y permiten que el hongo penetre y
llegue a la cavidad hemocélica, donde se reproducen vegetativamente hasta llenar todo el
interior de insecto y matarlo, ya sea por el dafio mecanico infligido a los diversos 6rganos,
0 por [a liberacion de toxinas resultantes de su metabolismo. Cuando las condiciones
ambientales son favorables ocurre la esporulacidn que normalmente se manifiestan

exteriormente en el insecto por los diversos cuerpos fructiferos formados (3).

Los ectoparasitos considerados candidatos a ser aplicados en el control microbial de

plagas agricolas, serdn aquellos que usualmente pueden causar la muerte rapidamente al
insecto, ya sea por deficiencias nutricionales, por invasion y/o digestién de tejidos o

liberacion de toxinas (6).

Se han detectado pocas especies que pueden invadir al hospedero a través de la

cuticula; representan a este grupo géneros tales como Mucor, Fusarium y Penicillium.
Estos pueden penetrar al hospedero a través del integumento y/o aberturas naturales
tales como el aparato bucal y espirdculos, ocasionando un bloqueo respiratorio,

mecanismo de accion para los mosquitos (6).
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3.3.4 ESPECIFICIDAD

Lezama (1994) (13), citando,a Fargues y Ramaudiere {1977), quienes indican que el
conocimiento del grado de patogenicidad o de virulencia de los microorganismos parasitos
de insectos es uno de los principales factores que se deben considerar en la seleccién de
un agente de control bioldgico, ya que estos presentan una cierta especificidad para un
cierto numero de insectos hospederos. Los hongos representan el 80% de las

enfermedades que afectan a los insectos, con cerca de 90 géneros y 700 especies,
también presentan esta caracteristica. ‘

Los mismos autores definen ia especificidad como la adaptacion reciproca y afinidades
entre un microorganismo patogénico y sus especies hospederas. Agrupan a los
microarganismas en las siguientes categorias:

a) Patdgenos accidentales, es decir, aquellos que no pueden penetrar la
cuticula de los insectos y lo hacen a través de heridas.

b) Ocasionales, los que por lo general son sapréfitos, pero que bajo ciertas
condiciones pueden penetrar las barreras cuticulares de los insectos.

c) Facultativos, los que poseen cierta capacidad de desarrollarse en el medio en

ausencia de sus hospederos.

d) Obligado, dado que sélo puede crecer en su hospedero.

3.3.5 CAPACIDAD DE ADHESION

La capacidad de adhesidn del hongo a los insectos influye en su virulencia. Se ha
probado que existen algunos factores que determinan el proceso de adhesién, segun
Fargues (1984), citado por Lezama (13), establece que se realiza en tres etapas:

1. Adsorcion del propagulo a la cuticula, en esta etapa inicial se involucran
intercambios de grupas idnicos entre el patégeno y la superficie del hospedero;
esta interaccion no especifica puede ocurrir y llegar hasta ahi.

2. Si la interaccion es especifica involucra interacciones esteroguimicas entre
anticuerpos de la superficie, carbohidratos, proteinas y glucoproteinas, entre otras,

asi como la presencia de nutrientes, y
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3. La consolidacién de la interfase de la interaccion del patégeno que aun no germina

y la cuticula del insecto, donde se resaltan el fendmeno de reconocimiento quimico.

3.3.6 PRODUCCION DE TOXINAS

Ferron (1975), citado por Lezama (13), indica que los hongos entomopatdgenos
logran un total reconocimiento de su hospedero, germinan y penetran la cuticula del
insecto, para tratar de alcanzar el hemocele, sufren el atague de las acciones de defensa
por parte del hospedero, una de tipo quimico, donde la unidad infectiva se ve afectada por
una reaccion de oxidacion por compuestos fendlicos que da como resultado la formacion
de una capa melanizada alrededor de los sitios de infeccidn y ofra de tipo mecanico. Sin
embargo los hongos més virulentos alcanzan a franquear este proceso y répidamente
llegan al hemocele. Aqui se desarrollan reacciones celulares, una de fagocitosis y otra de

encapsulacion, lo que trae como consecuencia la formacion de granulomas.

Ferron (1975) y Vey (1984), citados por Lezama {13), indican que la cinética de
infeccién en los hongos altamente virulentos es tan rapida que vence tanto las reacciones
de oxidacion por compuestos fendlicas y hemocitica, por lo que la infeccion contintia. Este
mismo autor citando a Murrin y Nolan (1987), que sefialan que lo anterior va relacionado
con la capacidad de formacién de nuevos cuerpos hifales y la rapida colonizacion a través
de todo el hemocele; asi como por la habilidad para tomar los nutrientes de la hemolinfa,

ya que {a multiplicacion y emision de nuevos tubos miceliales implica un gasto de energia.

Ferron (1975), Roberts (1981); Gillespie y Claydon (1989), citados por Lezama (13),
indican que la capacidad evolutiva de los hongos entomopatdgenos ha ocasionando que
estos sean capaces de producir toxinas que afectan la velocidad de la reaccidn hemocitica
y poar consiguiente la formacion de granulomas, como se ha demostrado en los hongos

que presentan potencialidad de uso como agentes de control biolégico.

3.4 BIOENSAYO
Bioensayo, es cualquier método por medio del cual alguna propiedad de una

substancia o material, es medida en términos de la respuesta bioldgica que produce; se
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‘emplea para determinar toxicidad de sustancias quimicas con supuestas propiedades
toxicas (10). '

_3.4.1 COMPONENTES DE UN BIOENSAYO, DOSIS — RESPUESTA

Dosis - respuesta: es la que evalia el efecto de una dosis y su respuesta a través de

la mortalidad.

Un bioensayo posee dos componentes: el estimulo y la respuesta.  El estimulo, es el
agente que produce una respuesta en el organismo tratado; puede ser guimico, fisico o
eléctrico.  La respuesta, es el efecto o manifestacién que produce la aplicacién del

estimulo; puede ser la muerte, el derribo, un nivel enzimatico, la frecuencia de los latidos
del corazon, la temperatura, etc. (10).

Los componentes de un bioensayo se pueden representar en un sistema de
coordenadas, en las que al eje de las abscisas, se le asignan los valores del estimulo y al
de las ordenadas, los del efecto (10).

3.4.2 TIPOS DE BIOENSAYOS

Directos: consisten en fa aplicacion de una dosis unica a un animal, o en el

incremento del estimulo en un periodo de tiempo. Generalmente lo que se busca es una
respuesta fisioldgica como latidos del corazén, tasa respiratoria, consumo de biéxido de

carbono, temperatura corpoi'al, etc. (10).

Indirectos: En este caso consisten en la aplicacion de una dosis a una muestra
‘representatlva de la poblacién, de manera que los resultados son atribuidos a la poblacion
de donde se extrajo la muestra. Este tipo de bioensayo tiene dos caracteristicas
importantes (10):

1. Lamuestraes tratadade forma que se obtiene una respuesta del todo o nada

(muerto o vivo), que también se conoce como respuesta cuental.
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2. Por medio de la respuesta de la muestra tratada, se estima la respuesta de toda la
poblacion.  Se deben reunir algunos requisitos que permitan realizar -el analisis
estadistico de manera adecuada; entre otros, se recomienda que en las pruebas con
insectos se incluyan al menos cuatro repeticiones, con la finalidad de detectar la
mayor variacion posible de la poblacion. Este tipo de bioensayo es el mas comun en

trabajos de toxicologia en insectos y acaros.

3.4.3 DOSIS CONTRA DOSIFICACION
Dosis: es la cantidad exacta de un compuesto quimico, aplicada a un

organismo, esto ocurre cuando se aplica topicamente. Las unidades en que se

expresan las cantidades son «y insecto’, ug g de insecto, ug hembra™ (10).

Dosificacidon: Es la cantidad de téxico aplicada al medio ambiente que rodea al
organismo, por ejemplo la cantidad de un compuesto aplicada al agua contra larva de
mosquitos, cantidad aplicada a las hojas contra insectos fitéfagos, impregnacién de
papel, etc. Las unidades empleadas son ppm, g m~?, g cm, g m3. En este caso el
investigador no tiene idea de la cantidad de toxico que entra en contacto con el

organismo (10}.

La cantidad de toxico que se aplica, no siempre es la misma que la que llega al sitio

de accion, en esto tienen que ver los factores que se mencionan a continuacion (10):

1. Parte del insecticida aplicado, no entra en contacto con el insecto debido a que
se volatiliza.

2. Hay descomposicion por intemperizacion.

3. En el integumento de algunos insectos, se presentan factores que promueven la
penetracion reducida del téxico.

4. Almacenamiento en tejido inerte, generalmente tejido graso.

5. Mayor excrecidn del organismo.

6. Tasa o proporcion de activacion, por medio de la formacién de productos mas
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téxicos al interior de insecto.
7. Tasa de degradacion.

8. Insensibilidad en el sitio de accidén.

3.4.4 PRUEBAS DE EFECTIVAD Y PRUEBAS DF SUSCEPTIBILIDAD

Las pruebas de efectividad se refieren a cuando se evalGan diferentes insecticidas en
‘una sola poblacidn o un solo cultivo. Tal es el caso de los ensayos de insecticidas que
realiza el INIFAP en Brasil o las Escuelas de Agronomia, para conocer si un conjunto de
~insecticidas sirven para eliminar una plaga en un cultivo de cierta regién, o para los

ensayos de campo que requieren las compafiias de insecticidas para obtener el registro
de un producto ante Sanidad Vegetal (10).

En las pruebas de susceptibilidad, se realiza una comparacién de un insecticida contra
diferentes poblaciones de insectos. Su objetivo es determinar cual poblacidn ha
desarrollado determinado nivel de resistencia o tolerancia al téxico, con. relacidn a

poblaciones que alin son susceptibles. Para estas pruebas, se utilizan basicamente los
bioensayos (10).

3.4.5 EVALUACION DE LA TOXICIDAD (DLs) |

La toxicidad de los insecticidas o de cualquier téxico a un organismo, -se expresa .
usualmente en términos de DL (dosis letal cincuenta), este valor representa la cantidad
de téxico por unidad de pesa que mata 50% de los animales empleados en la prueba. La

DLspcominmente se expresa en mg-kg'y ocasionalmente en mg por animal (10).

En los casos en que no se sabe la cantidad de téxico que entra en contacto con el
insecto, pero si se sabe cudl es la cantidad de insecticida que rodea al organismo, se usa
el término Cly (concentracion letal cincuenta). Por ejemplo, la toxicidad de insecticidas
en larvas de mosquitos o peces, cominmente se determina por la concentracion del
campuesto téxico que mata a 50% de los animales expuestos, en un periodo gspecificado,
generalmente es a las 24 h.  Se usa también el término Tl (tiempo letal cincuenta),

cuando los organismos se exponen a una misma dosis o dosificacion , pero las
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evaluaciones de mortalidad se hacen a diferentes tiempos, poi' ejemplo, 1 min.., 2min., 5
min., 1 h,3h, 10 h, 24 h (10).

Basado en las medidas de control y en su modo de vida, hay algunas formas de probar
la efectividad de los insecticidas en varias especies de insectos. El método de inmersion
de hojas en acaros, el de fumigacion contra plagas de granos almacenados y el de
alimentacién para larvas, se usan con mucha frecuencia. En todos los casos, los

resultados son relativos y se comparan con los efectos conocidos de insecticidas
convencionales (10).

3.4.6 LEY DE WEBER Y FECHNER

El cambio en magnitud o intensidad de una respuesta bioldgica, es proporcional al
cambio aritmético en el estimulo (10).

En un ensayo con insectos, al graficar en un eje de coordenadas el estimulo contra el
efecto, se obtendra una linea sigmoide cuyos valores no pueden ser interpretados. Para
que esto no suceda se necesita transformar la linea sigmoide en una linea recta, esto se
logra al transformar la respuesta, de porcentaje a unidades probit, ademas se expresar al
estimulo en logaritmos.  De esta manera, se obtiene una recta que facilita la
interpretacion de los resultados (10).

3.4.7 REQUERIMIENTOS PARA OBTENER LINEAS (LPD) RECTAS
Para obtener una linea recta al construir las lineas dosis-probit (Ldp), es necesario que

exista una distribucion normal de fa respuesta al toxico (10).

En otras ocasiones, cuando se hace el bivensayo, sélo se obtiene respuesta hasta un
determinado porcentaje de mortalidad; de alli en adelante, aunque se aplique mas toxico,

no hay aumento en el efecto (10).

La muestra debe ser representativa de la poblacion, para lo cual deben hacerse por lo

menos cuatro repeticiones en dias diferentes (10).
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La dosis efectiva debe estar en proporcion constante a la dosificacion. La cantidad que

llega al sitio de accion, debe ser proporcional a la cantidad que se aplica (10).

3.4.8 PROPIEDADES DE LA LINEA LDP

Posicion: La posicion de la linea Ldp, indica la toxicidad del compuesto usado. Esta

toxicidad usualmente se expresa en términos de la dosis, la concentracion o el tiempo
necesario para matar el 50% de la poblacion {DLx, Clegy Tleg) (10).

Pendiente: Es la proporcion o tasa de cambio en la mortalidad, con respeto al cambio

unitario en la dosis. Generalmente en una ecuacion de regresion lineal se representa con
la letra *b” (10).

3.4.9 SIGNIFICADO DE LA POSICION Y LA PENDIENTE DE LA LINEA LDP
1. Entre mayor es el valor de la pendiente mas vertical es la linea.
2. A mayor pendiente, con el mismo incremento de dosis hay mayor efecto.
3. La posicion de la linea indica qué tan rapido llega el insecticida al sitio de accion. Esto
~ se observa cuando se comparan diferentes métodos de aplicacion, usando el mismo
insecticida (10).

La pendiente indica la homogeneidad o heterogeneidad de la poblacion en su
respuesta al téxico. A mayar pendiente, mas homogeneidad y a menor pendiente, mas
heterogeneidad (10).

3.4.10 LIMITES DE CONFIANZA (LIMITES FIDUCIALES)
Los limites de confianza, también fiduciales, son los limites de significancia de la linea
Ldp a ambos lados de cada dosis. Si los limites de confianza de dos lineas se traslapan,

quiere decir que éstas, no son significativamente diferentes (10).

3.4.11 CONCENTRACION LETAL MEDIA (Clso)

Es la concentracion de un producto expresado en mg. del producto por kilogramo de
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peso vive {mg/kg) gue es capaz de matar aproximadamente el 50% de la poblacion a

prueba bajo condiciones controladas, en un tiempo dado, usualmente de 24 hrs {10).

3.4.12 VENTANA DE RESPUESTA BIOLOGICA

Para encontrar la DL.q a cualquier insecticida en una especie dada, el primer paso
consiste en determinar la dosis maxima cuyo efecto se refleja en una mortalidad de cero
por ciento o un valor cercano a éste y la dosis mas baja capaz de matar al cien por ciento
de los especimenes bajo prueba. A este rango de respuesta se le conoce como Ventana
de Respuesta Bioldgica; el siguiente paso consiste en preparar diluciones intermedias para
determinar la linea de respuesta dosis-mortalidad (11).

4. MARCO REFERENCTAL

4.1 Verticillium lecanii (Nees)

4.1.1 TAXONOMIA: Segiin McCoy (1988) y Samson (1988) citados por Garza y
Berlanga (6)

Subdivision...........ccceeiviiiiineninn, Deutéromycotina
Clase....cccccvvviviniic i, Hypomycetes
Orden....cccccovvininiee i, Moniliales
GENEIO...eeiiiiiiiirireer e Verticillium
Especie...cccovviiiiiiiiiiiiii i lecanii

Nombre cientifico.........cccovevvivvennnen. Verticillium lecanii (Nees)

4.1.2 ALGUNOS ESTUDIOS
Los entomopatdgenos requieren de 8-10 horas continuas de humedad relativa
mayor de 90% y periodos continuos de rocio o niebla en los siguientes 2-3 dias después

de la aplicacidn. Sin embargo, se ha informado que una preparacién de Verticillium lecanii

(Nees) formulada como polvo humectante (Mycotal), contralé efectivamente la masca
blanca bajo condiciones de invernadero con 75% de humedad relativa (20).
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Monzdn y Bustamante (1993) (16), citando a Carrién {1993), afirman que Hemileia
yastratrix tiene enemigos naturales capaces de afectar su poblacion, tal es el caso de

Verticillium lecanii (Nees).

En el Centro Nacional de Investigaciones de Café (CENICAFE), Velez-Aragon (1991)
(23) encontré que el cultivo licuado (micelio y conidias) y el extracto metabélico de

Verticillium lecanii cultivado en caldo papa dextrosa (CPD) afectd la evolucion de la lesidn

y la germinacion de urediosporas de H. vastratrix. Al asperjar cultivo licuado de V. lecanii

sobre lesiones establecidas de H. vastratrix, se observé cubrimiento e invasion de la lesion

por el micelio blanco del hengo con pérdida completa de ésta.

El extracto metabdlico de V. lecanii (Nees) asperjado a lesiones establecidas de

Hemileia vastratrix, origind una depresion central en la lesion que se acentud a través del

tiempo. Microscopicamente el efecto se manifestd con inhibicidn total de la germinacion
y algunos cambios morfoldgicos en las urediosporas.  Histolégicamente . las hojas

asperjadas con el cultivo de V. lecanii mostraron al micelio del hongo formando redes

alrededor de las urediosporas de roya, en el sitio de penetracion al estoma. El cuitivoy
extracto metabdlico de V. lecanii asperjado en hojas sanas, nho provocd ningun cambio

visible en la hoja. El seguimiento efectuado, evidencia el efecto erradicativo de V. lecanii

y su inocuidad en plantas sanas,; factores fundamentales en un microorganismo usado en

control bioldgico (23).

Vélez-Aragén (1991) (23), citando a Grabski y Mendgen (1986), quienes realizaron
estudios del parasitismo de la roya del frijol Uromices appendiculatus var. appendiculatus
por el hiperparasito V. lecanii, encontraron numerosas enzimas liticas en los filtrados de

cultivo o extracto metabdlico de V. lecanii. Cuando adicionaron sustratos especificos a

dichos filtrados se encontré una degradacion alta de quitina y almidon.

4.2 UBICACION DE LA INVESTIGACION:
La investigacion se realizé en el laboratorio de la Empresa Agricola el Sol, ubicado
en la Ciudad de Guatemala y en el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
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Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, ambos ubicados a 1,500 msnm
¥ geograficamente en Longitud Norte 14 35’ 58" y Longitud Oeste 90 31’ 58" (22).
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5. OBJIETIVOS

GENERAL:

Determinar en un bioensayo la concentracion letal (Clsp) de indculo de Verticillium

lecanii (Nees) que controle mas del 50% de la poblacion de ninfas del primer estadio de
Bemisia tabaci (Genn.).

ESPECIFICOS:

1.

Determinar la Clgyde concentraciones entre 0 a 3.0 X 10Y conidios/ml de V.

lecanii  sobre ninfas del primer estadio de B. tabaci (Genn).

Determinar el Tlep de concentraciones entre 0 a 3.0 X 10Y conidios/ml de ¥.

lecanii sobre ninfas del primer estadio de B. tabaci (Genn).

Determinar las concentraciones de Y. lecanii que ocasionan la mayor mortalidad en

ninfas del primer estadio de B. tabaci,

Encontrar una ecuacion de regresién que permita obtener la mortalidad de B.
tabaci (Genn.) en funcién de la concentracion de V. lecanii entre 0 a 3.0 X 10V

conidos/ml.



1.

6. HIPOTESIS

Existe una concentracion letal (Clsg) de esporas/mililitros del entomopatdgeno

Verticillium lecanii (Nees), que controla arriba del cincuenta por ciento de la

poblacién de ninfas del primer estadio de Bemisia tabaci (Genn.).

Existe un tiempo letal (TLso) de V. lecanii que controla el cincuenta por ciento de

pablacién de ninfas del primer estadio de B. tabaci.

e
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7. METODOLOGIA

7.1 CONDUCCION DEL BIOENSAYO PARA LA PRIMERA POBLACION

Se calculd la Ventana de Respuesta Bioldgica, mediante la metodologia de la Prueba
de inmersion de Disco de Hoja. Para cada concentracion se utilizaron cuatro porciones de
hoja de tomate con una medida de 4 cm” c/u colocados en caja petri y cada porcion de
hoja contenia 40 ninfas de mosca blanca del primer estadio. A las 24 horas después de
aplicado el hongo entomopatdgeno Verticillium lecanii (Nees), se registrd la mortalidad
expresada en porcentaje, la cual se corrigio con el dato obtenido en el testigo (al que solo
se le aplico agua destilada), por medio de la ecuacion Abbot:

% Mortalidad tratamiento - % Mortalidad testigo
Mortalidad Corregida = - - e mee e e e X 100

7.1.1 PRUEBAS PRELIMINARES

Esta prueba sirvio para establecer la Ventana de Respuesta Biologica.

7.1.2 CALCULO DE LA VENTANA DE RESPUESTA BIOLOGICA, PRIMERA
POBLACION

Para calcular la Ventana de Respuesta Bioldgica, se usaron concentraciones entre 0 a

3.6 X 10V conidios/ml. Se observd cual fue la maxima concentracién que tuvo efecto

sobre la mortalidad de ninfas de mosca blanca.

7.2 DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS
Para la presente investigacion se plantearon diez tratamientos y cuatro repeticiones de
cuyas concentraciones se obtuvieron a partir de una concentracion madre (esporas

diluidas en 1,000 ml de agua estéril, con una solucion de Tween 20 al 0.002%), (Cuadro

1).
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CUADRO 1. Tratamientos usados en la determinacién del Clsy del entomopatégeno,
Verticillum lecanii {(Nees), para el control de ninfas de Bemisia tabaci
(Genn.). Guatemala 2001.

U Sy ot o e

TRATAMIENTO CONCENTRACION
A 3.6 X 10" conidios/ml
B 45 x10° ¢
c 60 X 107~
D 5.0 X 10%° ®
E 3.0 K100 v |
F 60 x10° T T
G 40 X100 ™
H 4.0 X 10° *
I 30 X108 |
3 (TESTIGO) "0 (Agua destilada)

Estas concentraciones se definieron basados en un experimento realizado en la
Estacion Experimental Fabio Moreno, de la Universidad de Costa Rica, en enero de 1991.

(2), usando las concentraciones de 1.0 g/l de agua de Verticillium lecanii, para el control

de Bemisia tabaci {(Genn), con insecticida de origen biolégico y quimico.

7.3 UNIDAD EXPERIMENTAL
Cada unidad experimental estuvo constituida por cuadros de hoja de ‘tomate de 4.0

centimetros cuadrados conteniendo 40 ninfas de mosca blanca del primer estadio.

7.4 DISENO EXPERIMENTAL
En esta investigacion se utilizé un Disefio Completamente al Azar, el cual consistié de

10 tratamientos y 4 repeticiones.
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7.5 MODELO ESTADISTICO

Se utilizo el modelo estadistico siguiente:

YAL D pt+ d + shAu

yaL: variable de respuesta, nimero de insectos muertos por tratamiento

i . media general
w . efecto del A-ésima concentracion (1.....10)
ga ¢ efecto del error experimental asociado a la 1-ésima caja de petri.

7.6 YARIABLES CONSIDERADAS
7.6.1 NUMERO DE INSECTOS MUERTOS

Los insectos muertos a los 14 dias después de la inoculacion fueron colocados en cajas
de petri con papel filtro himedo, para favorecer la humedad, se observaron en un
estereoscopio y se tomaron en cuenta para los calculos estadisticos, Unicamente los que
presentaban esporulacion alguna sobre el cuerpo de las ninfas, debido a la accién del

entomopatdgeno, inoculado. Seguidamente se hizo el contéo correspondiente para
determinar el porcentaje de mortalidad.

' 7.6.2 TIEMPO DE ACCION DEL ENTOMOPATOGENO

Luego de determinar la Cl~ del entomopatégeno Verticillum lecanii (Nees), se procedi6

a determinar el tiempo letal (TLsg), tomando como base la concentracién que causé mayor

mortalidad de Bemisia tabaci (Genn.). Los datos de porcentaje de mortalidad se midieron

cada 24 horas durante 14 dias.

7.7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
7.7.1 REALIZACION DE CONCENTRACION INTERMEDIA
Después de haber calculado la Ventana de Respuesta Bioldgica, se procedid a la
preparacion de concentraciones intermedias, que es el rango que hay entre la dosis

maxima que no produce mortalidad y la dosis minima que produce el 100% de mortalidad.
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7.7.2 CONCENTRACIONES DE Verticillum lecanii (Nees), QUE CAUSARON
MORTALIDADES ARRIBA DEL 50%

Se tomaron en cuenta aquellas concentraciones que causaron mortalidades sobre

ninfas del primer estadio de B. tabaci {Genn.}), arriba del 50%, realizando lecturas a cada

24 horas durante 14 dias respectivamente,

7.8 MANEIO DEL EXPERIMENTO
7.8.1 REPRODUCCION DE ESPORAS DEL ENTOMOPATOGENO

Las esporas de los aislamientos desarrollados en los medios de cultivos provenientes
de cepas originales, fueron diluidos en una solucion de Tween 20 estéril al 0.002%
(surfactante para romper la tension superficial), luego fueron inoculadas en cajas de petri
con el medio Saboroub Dextrosa + Extracto de Levadura. Los medios de cultivos se
incubaron a 25 grados centigrados durante 5 dias. Después se observaron al
estereoscopio y se seleccionaron aquellos medios de cultivo qUe superaron el 90% de
germinacion (presencia de micelio y esporas), los cuales fueron usados en el bioensayo,
en la prueba de patogenicidad. ‘ '

Los aislamientos con mas del 90% de germinacidn, fueron tomados en cuenta para la
preparacidn de la concentracion madre, la cual consistié en la mezcla de esporas en un
litro de agua estéril mas la aplicacion de 20 gotas {1 ml) de Tween 20. Mediante el uso
de la caja de Neubauer y con el auxilio de un hematocimetro, se realizd el conteo de
esporas a través de un microscopio en el ocular 40X, y se determiné una concentracién
estandar de donde se tomaron las esporas para las respectivas diluciones hasta obtener

las concentraciones de esporas requeridas para las pruebas de patogenicidad planteada.

7.8.2 PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES MEDIANTE DILUCIONES

Para la preparacion de las diluciones se realizo, el procedimiento siguiente:

Preparacion de la concentracion madre: de los medios de cultivos con el hango

entomopatégeno Yerticillium lecanii (Nees) se tomaron conidios y se diluyeron en
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un litro de agua destilada estéril, al que se le agregaron 20 gotas de Tween 20 con
la finalidad de romper la tension superficial entre los conidios del hongo.

2. De la concentracion madre se tomaron 2 gotas de concentraciones de conidios y se
traslado a la caja neubauer, luego se realizé un montaje en un microscopio de luz y
se realizaron los respectivos contéos en el ocular 40X con el auxilio de un
hematocimetro; en este contéo se determinaron 4 X 10%° conidios/ml, este contéo
sirvid como base para preparar las concentraciones, mediante la técnica de

dilucion. La caja de neubauer ocupa un volumen estandar de 1 X 107 conidios/ml.

3. De la concentracion madre se realizaron 3 traslados de 1 ml en 9 ml de agua estéril
en un beaker de 10 ml, para poder obtener la primera concentracién de 3.6 X 10Y
conidios /ml y asi se siguieron realizando diluciones para obtener cada una de las
concentraciones planteadas. El volumen que ocupa 1 ml de concentraciones de

conidios en 9 ml de agua estéril, es de 1 X 10! conidias/ml!.

7.8.3 FASE DE INSTALACION DEL BIOENSAYO

Se procedid a la recoleccidn de hojas de tomate, con ninfas de mosca blanca de los
primeros estadios, de la region de la Aldea Panimacac del Municipio de Comalapa,
departamento de Chimaltenango (Fig. 1A). De las hojas colectadas se recortaron en
cuadros de 4 cm? con 40 ninfas de mosca blanca, los cuales antes de recortar cada hoja |
se hizo una abservacion en el estereoscopio a manera de que las ninfas fueran de mosca
blanca y no de otro insecto (Fig. 2 A).

7.8.3.1 APLICACION DEL INOCULO

El entomopatdgeno se aplicd sumergiendo individualmente los cuatro cuadros de hojas
correspondientes a las cuatro repeticiones, en las respectivas suspensiones de conidios,
durante un minuto y con una agitacién manual constante y suave para evitar la

sedimentacion de los conidios.



- Las cajas petri que se utilizaron fueron esterilizadas en el autoclave a 15 psi durante
15 minutos a una temperatura de 121°C. Los cuadros de hojas fueron puestos a secarse a
temperatura ambiente. Estos montajes de cuadros de hojas se colocaron dentro de una
caja petri plastica con un circulo de papel filtro al que se le agregd 1 ml de agua destilada
para mantener la humedad. Las cajas de petri se mantuvieron cerradas durante 48 horas
a una temperatura constante de 25 grados centigrados dentro de una incubadora para
asegurar una humedad saturada. Transcurridas las primeras 48 horas se transfirieron
a una sala de crecimiento, a una temperatura de 24 grados centigrados, regulandolo con
una unidad de aire acondicionado, en la cual permanecio hasta los 14 grados, pero se
realizaron conteos a cada 24 horas respectivamente (se realizaron los conteos hasta los
14 dias debido a que a partir de esa fecha ya no hubo variacion de las mortalidades de
moscas blancas). El motivo por el que se abrieron parcialmente las cajas de petri,
durante las primeras 48 horas fue evitar la condensacion de agua, con ello se evitd

mortalidad altas de moscas blancas en el testigo.

7.8.3.2 MANEJO DEL TESTIGO

Para este tratamiento solo se utilizaron las hojas conteniendo las ninfas en su primer
estadio de Bemisia tabaci (Genn.), que se sumergieron en agua destilada.

7.9 ANALISIS DE LA INFORMACION
7.9.1 ANALISIS DE VARIANZA

Se utilizé una ANDEVA para verificar la significancia, luego como en los tratamientos
existio diferencia estadistica significativa, se procedid a realizar una prueba de medias
utilizandose fa Prueba Tukey al 5% como comparador multiple de medias, para establecer
la concentracién que presentd la mayor mortalidad. Ademas de la pruebas de normalidad

correspondientes para ajustar los valores.

7-9.2 ANALISIS DE REGRESION
En un ensayo con insectos, se grafican en el eje de coordenadas el estimulo X
(concentraciones), contra el efecto Y (% de mortalidades de mosca blanca), se obtuvo

una linea sigmoide cuyos valores no pudieron ser interpretados. Para qgue esto no
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sucediera se transformo la linea sigmoide a una linea recta, esto se logré al transformar
la respuesta del porcentaje de mortalidad y del estimulo a valores logaritmicos. De esta
manera, se obfuvo una recta (Ecuacion de regresion) que facilité la interpretacion de los

resultados, a través de la Ecuacion de Regresion se logrd encontrar la Clsg.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 NUMERQO DE INSECTOS MUERTOS POR TRATAMIENTO
Para la determinacion de esta variable se realizaron observaciones al cuerpo de las

ninfas y aduitos desde el primer dia de inoculacién con Verticillium lecanii (Nees.) hasta

cumplirse los 14 dias; (fecha en la cual las lecturas ya no tuvieron ningun cambio en la
mortalidad). Las observaciones se realizaron con el auxilio de un microscopio de luz

tomando en cuenta aquellos insectos gue presentaban micelio y conidios sobre sus
cuerpos.

La diferencia significativa de los tratamientos con respecto al testigo, se debid a la
virulencia del hongo y no al efecto de las condiciones experimentales pues causaron alto
grade de mortalidad en moscas blancas. Los datos obtenidos fueron co}regidos (formula
de ABBOT), pues se reportd mortalidad en el testigo, la muerte de los insectos en el

testigo fue originado por otras causas (Cuadro 2A).

Con los datos obtenidos se efectud un ANDEVA para medir las diferencias

estadisticas entre los tratamientos {cuadro 3).

CUADRO 3. Analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad de la mosca
blanca, provocado por la virulencia del entomopatégeno Verticillum

lecanii (Nees), bajo condiciones de laboratorio. Guatemala 2001.

F.de

G.L. |Suma de|Cuadrado |F.C. [Pr>F
| variacion ___|cuwadrados |Medio |
Tratamiento |9 |29646.64072 |3294.07119 | 235.49* |0.0001
Error 30 419065227 [13.9884 |~ |-
| Total 39 30066.29299 |- - f-mm

* = Existe diferencia estadistica significativa
C. V. = 6.49 %
Debido a las diferencias estadisticas significativas manifestadas, se efectud una

prueba (Tukey al 0.05%) para determinar el grado de relaciéon entre las distintas

concentraciones del entomopatdgeno evaluado (Cuadro 4).
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CUADRO 4. Prueba de Tukey para el porcentaje de mortalidad de Bemisia tabaci

(Genn.), provocado por la virulencia del entomopatdégeno Verticillum lecanii
(Nees), bajo condiciones de laboratorio. Guatemala 2001.

TRATAMIENTO __|MORTALIDAD (%) [GRUPO TUKEY* |
3.6 X 10Y conldlos/ml 92.23 A A
45 X 10" 87.88 A B
6.0 X107 8239 B
50 x10° 1 70.75 C
3.0 X 10™ ° 6622 CD
6.0 X 10° * 58.40 D E
3.0 X 10° = 53.31 E
4.0 X 10° . B 36.30 F
3.0 X 10° . %524 G
0 (se us6 agua destilada) | 365 |

« Los tratamientos con la misma letra son similares estadisticamente.

Todos los tratamientos evaluados fueron estadisticamente diferentes al-testigo. La
concentracion de esporas de Verticillum lecanii (Nees) de 3.6 X 10V conidios/ml, causo
una mortalidad de 92.23 %, asi mismo las concentraciones 4.5 X 10® y 6 X 10%
Conidios/ml causaron mortalidades promedio de 87.88 y 82.39% respectivamente; lo
anterior indica que las aplicaciones altas de concentraciones de conidios del
entomopatogeno evaluado, fueron altamente patogénicos en las ninfas del primer estadio

de mosca blanca.

En el estado de ninfa, la susceptibilidad fue mayor debido a que éstas presentan
m4s areas membranosas que esclerosadas en comparacion con los otros estadios, lo cual

facilité la penetracion del hongo.

La efectividad de las concentraciones aitas de conidios del hongo entomopatdgeno
sobre el cuerpo de la mosca, se debid, probablemente a la susceptibilidad del insecto y a

la mayor probabilidad de contacto con conidios viables y virulentos, lo que

indudablemente aumentd la cantidad de indeulo en éstas.



Con. la finalidad de obtener la concentracién letal (Clsg) se analizaron las
concentraciones evaluadas y las medias de porcentaje de mortalidad provenientes de los
tratamientos evaluados. Para lograrlo se realizaron transformaciones Logaritmicas de
base 10 a cada una de las medias de porcentaje de mortalidad de cada tratamiento y se

determind la Ecuacion de Regresion Y = a + bX (cuadro 5).

- CUADRO 5. Concentraciones de Conidios/m| y porcentaje de mortalidad encontrados

mediante la ecuacién Y = 1.358038052 + 0.037423303X. Guatemala

2001.

TRATAMIENTOS [Log. (X) | PORCENTAJE [Log.(Y)

(Conidios/ml) DE

(X) MORTALIDAD
(Y)

3.0 X 10° 3.47 30.77 1.49
40 X 10° 560  [36.96 1.57
4.0 X107 7.60 43.91 1.64
1.3 X190’ 9.11 50.00* 1.69
6.0 X109 ~ [978  |5296 = [1.72
3.0 X104 T |1147 {6131 1.79 |
6.0 X 10" 13.77 74.76 1.87
4.0 X 10¥ 14.60 80.26 1.90

Posteriormente se calculd el valor de b = 0.037423303 que significa la proporcion

n

a =

n

a tasas de cambio en la mortalidad, con respecto al cambio unitario y el de
1.358038052 con dichos datos se obtuvo la ECUACION DE REGRESION Y = 1.36 +
0.04X (Cuadro 6 A).

Utilizando la ecuacion de regresion se logré establecer que a una concentracion de
1.29 X 10° Conidios/ml se logré controlar al 50% de la poblacion de ninfas del primer

estadio de Bemisia tabaci {Genn.).
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El modelo matemético determinado es util ya que mediante su aplicacién en el
laboratorio se puede establecer que a determinadas concentraciones de conidios del
ingculo, se obtienen sus respectivas mortalidades sobre ninfas del primer estadio de
Bemisia tabaci (Genn), de acuerdo a ello podran establecerse los volumenes de

produccion de conidios del entomopattgeno para su aplicacidn en el campo (Figura 3). El

modelo responde a la variacion de las variables —concentracion-mortalidad- en un
92.68 % (r- = 0.9268).
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: Concentraciones de esporas
FIGURA 3. Comportamiento de las mortalidades de B. tabaci (Genn) Vrs.

concentraciones de conidios de Verticillium lecanii (Nees). Guatemala 2001,

8.2 TIEMPO DE ACCION DEL ENTOMOPATOGENO (TLsp)

Para la medicidn de la variacion de la susceptibilidad de las ninfas de B. tabaci
(Genn.), por la accion patogeénica del entomopatageno yg_r_g(_:lu_gm lecanii (Nees); se tomo6
en consideracion la concentracion que causé el mas alto porcentaje de mortalidad
(92.23%) el cual correspondié a la concentracién 3.6 X 10Y Conidios/ml. Los resultados
del comportamiento de la mortalidad de las ninfas de mosca blanca en relacion al tiempo

permitié determinar que el 50% de mortalidad se logré a los 6.9 dias (Figura 4).
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FIGURA 4. Comportamiento de las mortalidades de mosca blanca Bemisia tabaci

{Genn) Vrs. concentraciones de conidios de Verticillium lecanii. Guatemala
2001.

Durante las primeras 72 horas de inoculado, las mortalidades de ninfas de Bemisia
tabaci (Genn} no mostraron respuesta al entomopatégeno. A los cuatro dias, los conidios
lograron infectar la cuticula del insecto e iniciar el proceso de germinacion, iniciando
también la mortalidad de las ninfas de B. tabaci (Genn) debido a la penetracion del
hongo a la cavidad hemocélica, cubriendo todo el cuerpo del insecto hasta matarlo, ya sea
por dafio mecénico o por la liberacion de toxinas resultantes de su metabolismo. Luego
la mortalidad fue en aumento logréndose establecer que a los 6.9 dias se logré controlar

el 50% de la poblacion de moscas blancas.

s
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9. CONCLUSIONES

La concentracion del entomopatdgeno Vertucnllum lecanii (Nees), que controlo al

neria . o v—

50% de la poblacion de ninfas del primer estadio de Bemisia tabaci {(Genn.),
bajo condiciones de laboratorio, fue de 1.3 X 10° conidias/ml.

El TlLso usando V. leca
dias.

il sobre ninfas del primer estadio de B. tabaci fue de 6.9

Las concentraciones de conidios del hongo entomopatégeno Verticillum lecanii
(Nees), que causaron altas mortalidades de ninfas del primer estédu’o de B.
tabaci fueron las concentraciones de 4.5 X 10® y 3.6 X 10" Conidios/ml con
87.39 y 92.88% de mortalidad respectivamente.

10. RECOMENDACIONES

10.1 Se sugiere que se valide el uso de Verticillium lecanii sobre poblacién de ninfas

de mosca blanca en el campo.
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Cuadro 2A. Mortalidad y mortalidad corregida segfm:Prueba de ABBOT.

OBS |TRAT| _ REP___ |MORTALIDA REAL (%)[MORTALIDAD CORREGIDA (%)
1 1 1 250 PARA EL TESTIGO
2 1 | 0.00
3 1 3l 800 X = 2375
4 | 4 _ 7.00 o
5 2 I 350 | 34.34
8 2 2 25.00 - war
7 2 8 1842 1843
I 2162 T XL
o 3 1 3846 36.96
10 3| 2 3750 35,98
11 3| - 3 36.84 35.30
12 3 4 3243 30.78
13 4 1 53.86 52.13
1 4 2 5000 43.78
15 4 3 52.63 51.47
16 4 LA 5876 1 _..55.70
i 17 5 — S| . 2 -2 X A N ...51.87
18 5 2 55.00 53.90
19 5 3 63.15 62.25
20, 5 4 56.75 5568
21 6 1 64.10 63.22
22 6 2 67.50 66.71
23 8 3 63.42 67.76
24 6 4 64.86 84.00
| 25 7 Y 1 65.58
. 26 L{ S | I 00 )\ .. 7438
27 7 3 71.05 70.34
288 11 4 70.30 1 T eo.e
29 8 1 a7.18 26.86
30 8 2 82.50 82.07
31 8 3 san ] 83.82 |
32 8 4 15.68 75.08
33 ol 1 87.13 86.86
34 9| 2 90.00 39.75
35 9| 3 AL 86.86
36 0| 4 8118 86.16
37 10 1| 9230 0211
38 _ 10 2 80900 L 88.75
___3y 10 R . ISURR. 4 £ . 9400
40 10 4 8188 ...9168

oy

oz
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CUADRO 6 A. Transformaciones logaritmicas de base 10 y estimacion de ecuacién de

regresion, aplicados a las medias del porcentaje de mortalidad. Guatemala

2001.
—— RATAMIENTO (0 LOG (X) [MORTALIDAD | "LOG (V) X2 Y? XY
)
—5 70 X 10° conidios/ml | 347 | 2524 " 1.40 12.09 | 1.96 4.87
— X105 " 5.60 36.30 1.55 31.38 | 243 8.74
X107 " 7.60 53.31 1.72 57.79 | 2.98 13.13
X107 9.77 | 5840 1.76 95.61 | 3.12 17.27
x0T __wmn.«t‘?““ 66.22 182 | 131.72 | 332 | 20.90
X 10° " 1369 | 7075 [ Te | iavEs | 342 | 2534
g X107 1477 | 78239 |70 21839 | 3.67 | 2831
/74_’57("1’0""’: __f_-____l_S;?_?_j‘mE?ﬂss 194 | 24502 | 377 | 3044
X107 _._iwmlz‘.:ﬁf_"“"9‘272’3 196 | 30822 | 3.86 | 3449
B 99.62 | T T Tiggs 1287.90 | 28.55 4183.49
| TSy - (XA Ny 183.49 - (99.62) (15.95)
n 9
b o= ,_ b=__ b=0.037
rx? - (ExY 1287.90 - (99.62)
] 9
T TE Ry - WER T T A e 003700960 [T as 137
n n 9 9

Y Tarx Y =137+0.037X




Figura 1 A. Porciones de hojas de tomate conteniendo c/u 40 ninfas del primer
Estadio de mosca blanca Bemisia tabaci (Genn). Material
Proveniente de Panimacac, Comalapa, Chimaltenango.Guatemala

2001.




Figura 2 A. Ninfas del primer estadio de mosca blanca Bemisia Tabaci (Genn).
Panimacas, Comalapa, Chimaltenango. Guatemala 2001
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