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RESUMEN

Bemisia tabaci conocida como mosca blanca es uno de los hemipteros plaga mas
peligrosos debido a su capacidad de actuar como un vector eficiente de diferentes
patologias virales que causan dafios devastadores en diferentes hospederos de importancia
econdmica, siendo las hortalizas las principalmente afectadas. Debido a que B. tabaci se
reconoce como una plaga presente en México se hace imperativo encontrar alternativas
para manejar su diseminacion. Diferentes enfoques se han implementado para tratar el
peligro que representa este tipo de plagas, incluyendo el control biologico, el cual se ha
aplicado de forma exitosa en el pais, siendo los hongos entomopatdégenos un de los grupos
que han logrado establecerse como una alternativa viable para su tratamiento. Por lo cual
en el presente trabajo se evaluaron 13 cepas nativas y una cepa de coleccion de Beauveria
bassiana para determinar su patogenicidad sobre huevos y ninfas adultos B. fabaci y asi
mismo seleccionar una de estas cepas para llevarla a un proceso de microencapsulacion
por coacervacion tomando en cuenta su viabilidad a diferentes temperaturas y exposicion
a radiacion UV-B. Los resultados obtenidos, para los bioensayos por inmersiéon con
estadios inmaduros de B. tabaci mostraron que la cepa HIB-15 fue el mas efectivo en
inducir la mortalidad sobre huevos, mientras que las cepas HIB-14, HIB-15 y GHA son
mas efectivas para inducir mortalidad sobre ninfas de B. tabaci. Debido a esto se eligio la
cepa HIB-15 para continuar con el proceso de microencapsulacion ya que fue la que
mostr6 un mayor porcentaje de mortalidad dentro del ensayo de seleccion tanto como
huevos como con ninfas. Respecto a los conidios de la cepa HIB-15 microencapsulados
por coacervacion se determind que existidé diferencia significativa entre los conidios
encapsulados y sin encapsular en las temperaturas analizadas, donde se observé que a los
40 ° C la viabilidad de los conidios microencapsulados se mantiene en alrededor de 96 %,
mientras que en los encapsulados desciende a 88 %, y esta diferencia es mas evidente
cuando la temperatura aumenta observandose que la formulacion si brida proteccion a los
conidios; mientras que en los conidios microencapsulados expuestos a radiacion UV-B se
observd que la viabilidad desciende hasta un 20 %, mostrando que este proceso de
microencapsulacion no es competente para mantener la viabilidad de los conidios. El uso
de microorganismos como una opcién para el manejo de B. tabaci, es de elemental
importancia ya que puede complementar las estrategias de manejo integrado de plagas,
para alcanzar un manejo mas adecuado del insecto para evitar la resistencia en esquemas
donde se incluyen insecticidas de origen quimico. Por lo tanto, se considera necesario
seguir trabajando en la busqueda de formulaciones eficaces para la aplicacion de manera
extensiva de hongos como B. bassiana a nivel de campo con la finalidad de generar
esquemas eficaces para el adecuado control y manejo de las poblaciones de B. fabaci y de
esta manera disminuir el riesgo de efectos adversos al ambiente.



ABSTRACT

Bemisia tabaci, known as whitefly, is one of the most dangerous hemipteran pests due to
its ability to act as an efficient vector of different viral pathologies that cause devastating
damage to different hosts of economic importance, with vegetables being the mainly
affected. Because B. tabaci is recognized as a pest present in Mexico, it is imperative to
find alternatives to manage its spread. Different approaches have been implemented to
treat the danger posed by this type of pest, including biological control, which has been
successfully applied in the country, with entomopathogenic fungi being one of the groups
that have managed to establish themselves as a viable alternative for your treatment.
Therefore, in the present work, 13 native strains and a collection strain of Beauveria
bassiana were evaluated to determine their pathogenicity on B. tabaci eggs and adult
nymphs and also select one of these strains to take it to a microencapsulation process by
coacervation taking takes into account its viability at different temperatures and exposure
to UV-B radiation. The results obtained for the immersion bioassays with immature stages
of B. tabaci showed that the HIB-15 strain was the most effective in inducing mortality
on eggs, while the HIB-14, HIB-15 and GHA strains are more effective. to induce
mortality on B. fabaci nymphs. Due to this, the HIB-15 strain was chosen to continue with
the microencapsulation process since it was the one that showed a higher percentage of
mortality within the selection trial both as eggs and nymphs. Regarding the conidia of the
HIB-15 strain microencapsulated by coacervation, it was determined that there was a
significant difference between the encapsulated and unencapsulated conidia at the
temperatures analyzed, where it was observed that at 40 °© C the viability of the
microencapsulated conidia remains at around 96%, while in the encapsulated ones it drops
to 88%, and this difference is more evident when the temperature increases, observing that
the formulation provides protection to the conidia; while in microencapsulated conidia
exposed to UV-B radiation, it was observed that viability decreased by up to 20%, showing
that this microencapsulation process is not competent to maintain the viability of the
conidia. The use of microorganisms as an option for the management of B. tabaci is of
elemental importance since it can complement integrated pest management strategies, to
achieve more adequate management of the insect to avoid resistance in schemes that
include pesticide insecticides. chemical origin. Therefore, it is considered necessary to
continue working in the search for effective formulations for the extensive application of
fungi such as B. bassiana at the field level to generate effective schemes for the adequate
control and management of. B. tabaci populations and thus reduce the risk of adverse
effects on the environment.



1. INTRODUCCION

Actualmente se reconoce que existe una presion importante sobre los sistemas
relacionados con la produccion agroalimentaria debido a la preocupacion constante debida
al aumento poblacional lo que significa que es necesario elevar la produccion de alimentos
lo cual ha repercutido en la degradacion de recursos naturales haciendo imperativo el
buscar nuevas estrategias para un modelo de agricultura sostenible relacionada con la
reduccion de recursos como el agua y el uso de insecticidas y fertilizantes de sintesis

quimica (Escamilla-Barragan et al. 2022).

Es en este marco donde nos encontramos, es necesario buscar alternativas como el control
bioldgico, un antiguo aliado, que hace uso de depredadores, parasitoides, virus, bacterias
y hongos, o sus compuestos o extractos los cuales pueden ayudar a reducir los efectos
negativos de insectos plaga u otros patdgenos sobre la produccion de cultivos (Pacheco-

Hernandez et al. 2019).

En este sentido, los hongos entomopatdgenos se erigen como un grupo importante por su
capacidad de causar enfermedad en muchas especies de artrépodos desempefiando un rol
vital regulando poblaciones de insectos y en décadas recientes se ha demostrado su

potencial como controladores de plagas de importancia econémica.

Entre los hongos entomopatogenos identificados con mayor potencial y que son utilizados
de manera extensiva se encuentra Beauveria basssiana el cual se ha destacado por lograr
controlar hasta doscientas especies de insectos plaga de distintos 6rdenes. Actualmente
hay formulados de esporas de este hongo obtenidos por diferentes técnicas, sin embargo,
los retos a nivel de campo siguen siendo importantes como el detrimento del estado viable
y la virulencia del formulado durante el almacenamiento, asi como por manejo inadecuado
durante el traslado al sitio y la aplicacion, debido a que los propagulos de B. bassiana son
sensibles a la humedad relativa, radiacién y temperatura (Pell et al. 2001; Wraight et al.
2001). Por lo tanto, se necesita encontrar nuevas estrategias de formulacion para cubrir

las demandas y necesidades actuales relacionadas con el sector agroalimentario.



Una alternativa que se ha explorada poco comparada con otros procedimientos para la
formulacion de bioinsecticidas es la coacervacion, que es una técnica utilizada en
diferentes industrias incluyendo farmacos, cosméticos y alimentos (Chen et al. 2006). El
principio de esta técnica radica en recubrir activos en forma liquida, s6lida o gaseosa a
través de materiales que protegen que en su mayoria son polimeros, lo cual le confiere al
activo proteccion contra factores ambientales que puedan resultar adversos como la

humedad y la temperatura (Martin et al. 2002).

Uno de los mayores causantes de pérdidas de cultivos alrededor del mundo es Bemisia
tabaci, un insecto hemiptero que posee un rango de hospederos elevado a nivel mundial
y que ademas posee resistencia a insecticidas de uso convencional, ademds de ser capaz
de actuar como transmisor de diferentes tipos de enfermedades virales en especies

vegetales, lo cual la convierte en un objetivo de control relevante.

Debido a la problematica que representa B. tabaci en este trabajo se plantea seleccionar
una cepa nativa de B. bassiana con actividad sobre este insecto para optimizar las
condiciones necesarias para el desarrollo de un formulado microencapsulado por
coacervacion con conidios de B. bassiana como ingrediente activo dirigido a estadios

inmaduros de esta mosquita.



2. ANTECEDENTES

2.1 Bemisia tabaci

Bemisia tabaci (Gennadius 1889) es una plaga polifaga que ocasiona dafios catastroficos
mundialmente ya que son hemipteros o chupadores y ocasionan dafio directo a las plantas
al extraer elevadas cantidades de savia. También conocida como mosca blanca, esta
adaptada para desarrollarse en areas tropicales y subtropicales, y se estima que existen
hasta 600 plantas hospederas para este insecto que pueden ser desde hortalizas hasta
ornamentales (Afzal et al. 2023). En la tabla 1 se describe la ubicacion taxondmica actual

de la mosquita.

Tabla 1. Ubicacion taxondmica de Bemisia tabaci

Super reino Eukaryota
Reino Metazoa

Filum Artropoda
Superclase Hexapoda
Clase Insecta

Orden Hemiptera
Super Familia Sternorrhyncha
Familia Aleyrodidae
Genero Bemisia
Especie tabaci

Nombre binomial Bemisia tabaci
Nombre comun Mosquita blanca

2.1.1 Plantas hospedantes

B. tabaci tiene un amplio rango de hospederos como Solanum lycopersicum (tomate),
berenjena, Nicotiana spp. (tabaco), Saccharum officinarum (cafia de azucar), Capsicum
sp (chile), Manihot esculenta (yuca), Solanum tuberosum (papa), Gossypium Sspp.
(algodon), Ipomoea batatas(camote), Cucurbita pepo(calabacines), Cucumis sativus

(pepinos), Lactuca spp. (lechugas), Cucumis melo (melon), Glycine max (soya), Hibiscus



sabdariffa (jamaica), Euphorbia pulcherrima (flor de nochebuena), Cucurbita spp.
(calabaza) (Calvo et al. 2016).

2.1.2 Ciclo de vida

Bemisia tabaci posee un ciclo de vida en seis etapas que comprenden el huevo, cuatro

etapas inmaduras o estadios ninfales y la etapa adulta (figura 1).

Los huevos presentan forma de pera con un pedicelo en la base generalmente se ponen en
grupos circulares, en la parte posterior de las hojas, tocando la region superficial y el eje
longitudinal perpendicular a la hoja. Estan sujetos a través del pedicelo que se inserta en
una hendidura delgada realizada por la hembra en los tejidos, y no en la region estomatica,
como en otros aleyrodidos. El huevo tiende a ser blanquecino cuando se ponen por primera
vez, pero gradualmente se vuelven marrones. La eclosion ocurre después de 5 a 9 dias a
30°C pero, como muchas otras tasas de desarrollo, esto puede depender de la especie
huésped, la humedad y la temperatura (EPPO 2023). Poco después de la eclosion, el
primer estadio (rastrero) viaja una distancia corta hasta que sondea con éxito la hoja para
alimentarse de la savia del floema antes de pasar por tres estadios ninfales mas (segundo,

tercero y cuarto) (Smith 2009).

Durante el segundo estadio, las ninfas de color amarillo blanquecino se vuelven
amarillentas y en forma de cupula después de alimentarse. Las ninfas de tercer estadio de
color amarillo palido recién mudadas, sin embargo, gradualmente se vuelven de color
amarillo oscuro y tienen una forma mas aplanada después de alimentarse. Las ninfas del
cuarto estadio tienen un color blanco amarillento con ojos grandes visibles a través del
tegumento; esta etapa también se conoce como la etapa de "pupa" o "ninfa de ojos rojos"

(Sani et al. 2020).



Figura 1. Ciclo biologico de Bemisia tabaci (Crédito de la imagen: Silva-Barros et al. 2017)

La forma de los diferentes estadios de B. tabaci es la siguiente (Maranhdo y Maranhédo

2009):

2.1.2.1 Adulto

Las hembras adultas de B. fabaci presentan una coloracidon amarilla con la region corporal
y las alas cubiertas de una secrecion encerada polvorienta las cuales se encuentran
paralelas al cuerpo. El largo varia de 0.9 a | mm y un ancho de hasta 0.32 mm. Los ojos
tienen una tonalidad rojo oscuro hasta negros. Las antenas tienen siete artejos. Los machos

y las hembras solo se pueden diferenciar a través de la genitalia (figura 2).



Figura 2. Adulto de Bemisia tabaci (Naranjo et al. 2004; Crédito imagen: Scott Bauer)

2.1.2.2 Pupa

Las pupas presentan un color amarillo palido, su forma semeja un contorno ovalado, 0.75
mm de largo y 0.4-0.46 mm de ancho; frecuentemente el margen tiene ondulaciones
anchas y con poca profundidad. La seccion del centro tiene una cantidad variable de cerdas
de las que son constantes cuatro pares, y que se pueden observar solamente al microscopio.

En la parte central se pueden observar los rudimentos de lo que seran las patas (figura 3).

Figura 3. Pupa de Bemisia tabaci (Homo agricola®; Crédito de la imagen: Antonio M. Aguilera)

2.1.2.3 Ninfas

las ninfas de primer estadio, también conocidas como larva 1, presentan un color de blanco
a verdoso, con setas marginales y microsetas, tres pares de patas perfectamente definidas,
y 0.26 mm de largo. Por su parte, las ninfas de segundo estadio o larva 2, tienen forma

oval con un color blanco -verdoso, y un margen crenulado con tres pares de setas, los 0jos



presentan un largo de 0.36 mm y ancho de 0.24 mm. Las ninfas de tercer estadio o larva
3 son parecidas a las de segundo estadio, pero con dimensiones distintas con 0.53 mm de

largo y 0.36 mm de ancho (figura 4).

Figura 4. Estadios ninfales de Bemisia tabaci (Homo agricola®; Crédito de la imagen: Antonio M. Aguilera)

2.1.2.4 Huevos

Los huevos tienden a ser elipticos o asimétricos, con un color amarillo a verdoso, y tienen

un pedicelo subapical de méximo 0.15 mm de longitud (figura 5).

Figura 5. Huevos de Bemisia tabaci (Homo agricola®; Crédito de la imagen: Antonio M. Aguilera)



2.1.3 Distribucion geografica

B. tabaci se distribuye en todo el mundo. Sin embargo, ciertas areas dentro de Europa
todavia estan libres de la plaga o es transitoria, por ejemplo, Finlandia, Suecia, Irlanda y
Reino Unido (Cuthbertson y Vénninen 2015) ya que han zonas protegidas contra esta
plaga invasora (figura 6). En Canada, B. tabaci es una plaga de invernadero; no se
establece al aire libre (EPPO 2023). En Estados Unidos la especie MEAMI es frecuente
en exterior y la especie MED solia encontrarse solo en cultivos protegidos (McKenzie et
al. 2012); sin embargo, recientemente, la especie MED fue observada especialmente en

plantas de hibisco ubicadas en areas residenciales en Florida (McKenzie y Osborne 2017).

Bemisia tabaci (BEMITA)

O Present @ Transient

2023-08-03
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Figura 6. Distribucion geografica de Bemisia tabaci (EPPO 2023)

2.2 Dafios y pérdidas causadas por Bemisia tabaci

Bemisia tabaci puede causar grandes pérdidas econdmicas a los cultivos al causar dafio
directo a las plantas hospedantes durante la alimentacion. Tanto ninfas y adultos son
capaces de causar dafio al insertar sus piezas bucales ademas de transmitir una gran
cantidad de virus que pueden dafiar severamente las especies de plantas susceptibles
(Gangwar y Charu 2018). Se ha reportado que las ninfas de B. tabaci pueden inyectar
enzimas que provocan variaciones en la fisiologia delos vegetales, lo que conlleva a una
maduracion irregular de la fruta y a una coloracion interna retardada; ademas el insecto

excreta un sustancia tipo melaza que proporciona un medio para la aparicién de fumagina



en los frutos y hojas, reduciéndola fotosintesis, ademas, la alimentacion de B. fabaci en
las hojas puede causar que se amarilleen y se arruguen, lo que posteriormente resulta en

la demora en el desarrollo de las plantas y frutos deformados (Kunjwal y Srivastava 2018).

2.3 Bemisia tabaci como vector de virus

B. tabaci es un insecto que se considera un vector de mas de 400 virus de especies
vegetales incluyendo  Begomovirus, Torradovirus, Carlavirus, Potyviridae

Cytorhabdovirus y Crinivirus (Ghosh y Ghanim 2021).

Los begomovirus transmitidos por B. tabaci son los virus mas importantes en cultivos
agricolas debido a que causan pérdidas de rendimiento a los cultivos de entre 20 y 100%
de la produccion (Cathrin y Ghanim 2014), que ocasionan pérdidas de hasta 300 millones
de ddlares cada ano (Thesnim et al. 2023) Estos virus causan una variedad de sintomas
como mosaicos amarillos, vetas amarillas, encrespamiento de hojas, retraso del

crecimiento y engrosamiento de las venas.

La irrupcion del biotipo B de la mosca blanca, con su capacidad para alimentarse de una
gran diversidad de plantas hospedantes, le ha conferido a los virus que transmite B. tabaci
el potencial de infectar nuevas especies de plantas, lo cual ha ocurrido en el continente

americano.

Los virus de las plantas, como los crinivirus, carlavirus, ipomovirus y torradovirus se
transmiten de forma semipersistente. mientras que los begomovirus se transmiten de
forma circulativa persistente La transmision semipersistente de virus generalmente
requiere al menos 15 minutos de acceso de adquisicion con un tiempo de retencion de
hasta dias en el intestino anterior (Dutta et al. 2018; Fiallo-Olivé et al. 2020; Ning et al.
2015; Navas-Castillo et al. 2011). Por el contrario, se requieren varias horas para la
adquisicion y acceso en la transmision persistente, con un tiempo de retencion en la
hemolinfa de hasta toda la vida del vector (Polston y Capobianco 2013). En el modo de
transmision persistente, el virus se mueve desde el intestino anterior hacia la hemolinfa a
través del intestino medio de B. tabaci antes de ser transportada a las glandulas salivales

para ser expulsada con saliva en los tejidos de la planta (Czosnek et al. 2017).



2.4 Métodos de control

El manejo integral de plagas para el caso de B. tabaci las estrategias de control incluyen
desde un manejo tradicional con un control cultural, botanico y miscelaneo; control
mecanico, bioldgico por depredadores ,parasitoides y hongos entomopatogenos, el uso de
herramientas biotecnologicas como plantas transgénicas, con uso de insecticidas quimicos
y con manejo integral de las plagas (MIP) el cual es un tipo de estrategia o enfoque
reconocido internacionalmente para el control de plagas y tiene como objetivo minimizar

los efectos negativos a la salud causados por utilizar insecticidas (Sani et al. 2020).

2.4.1 Control cultural

Este tipo de control puede incluir la regulacion de riego y la aplicacion de fertilizantes.
El riego por goteo puede reducir reduce la densidad de mosca blanca y los virus que
transmiten en varios cultivos, también se ha demostrado que el uso de fertilizantes que
contienen azufre puede tener impactos positivos en bajar la cantidad de moscas blancas
en los cultivos. Otras estrategias como el uso de cultivos trampa y de barrera

que pueden ayudar a regular la densidad de B. tabaci al interferir con la ubicacion del
hospedero. Este enfoque fue 1til para controlar los virus asociados con diferentes cultivos
(Ahsan et al. 2005). Algunos otros de los logros exitosos incluyen la proteccion fisica de
los cultivos a través de las cubiertas de hileras, la construccion de tuneles, la pantalla
edificaciones, separacion de campos y uso de semilla libre de virus. Las medidas de
control cultural son insuficientes para controlar a B. tabaci y los virus que transmite, por
si solas, pero juegan un papel crucial papel en la gestion integrada (Schuster, 2004; El-

Serwiy et al.1987; Musa 1982; Verma et al.2011; Afifi et al.1990).

2.4.2 Miscelaneo

Este incluye la fusiéon de enfoques tradicionales para lograr el control de B. fabaci.
Algunos agricultores utilizan suero de leche y detergentes en combinacion para reducir la
densidad de mosca blanca (Taggar y Singh 2020). El uso de extractos a partir de chile, ajo

y hojas de neem con la orina de vaca reduce las poblaciones de B. tabaci y otras plagas



(Singh et al. 2021). Otras incluyen el uso de trampas amarillas (Nair et al. 2021), asi como
el uso de extractos botanicos y aceites esenciales que han reportado eficacia sobre B.
tabaci, como por ejemplo extractos de ajo y neem (Nzanza y Mashela 2012) y aceites

esenciales de lemongrass, comino y canela (Deletre et al. 2016).

2.4.3 Control biologico

Este tipo de control utiliza un tipo de organismo para limitar la densidad de poblacion de
otro. Una de sus estrategias incluye el uso de los enemigos naturales como depredadores
y parasitoides, asi como el uso de hongos entomopatdgenos. En los ultimos veinte afios se
realizaron diferentes trabajos que han demostrado la eficiencia de estos organismos sobre
diferentes plagas incluyendo a B. fabaci (Khan et al.2012). La utilizacion de esta estrategia
dependera del sistema de cultivo, del uso que se hace del sistema para la produccion, y la

facilidad para obtener los agentes de control biologico (Vazquez et al. 2007).
2.4.3.1 Entomofagos

Estos pueden ser del tipo depredadores los cuales son generalistas en su mayoria y pueden
atacar a sus presas a lo largo de su ciclo de vida o parasitoides los cuales tienden a
ovipositar sobre o dentro de los artropodos. Estos entomofagos pueden ser liberados de
forma inoculativa en pequefias cantidades con el objetivo de lograr su establecimiento, o
de forma inundativa, es decir, en cantidades mayores buscando encontrar un control rapido
de las plagas, lo cual puede variar dependiendo de las caracteristicas del entomdfago en
cuestion, la fase fenoldgica del cultivo, y de la cantidad de individuos disponibles para

liberar (Véazquez et al. 2007).

Se ha estimado que existen 150 especies de enemigos de B. fabaci entre los que se pueden
encontrar escarabajos coccinélidos, crisopas y fitoseidos presa de los dcaros en las moscas
blancas (Tan et al. 2016). Los parasitoides mas comunmente utilizados para el manejo de
B. tabaci son Eretmocerus spp. y Encarsia spp. (Hymenoptera: Aphelinidae). En la tabla

2 se resume algunos de estos organismos que se han utilizado para el manejo de B. tabaci.



Tabla 2. Enemigos naturales relacionados con el control de Bemisia tabaci

Nombre Orden y familia Tipo de Cultivo Referencia
enemigo
Delphastus catalinae Coleoptera: Coccinellidae depredador algodon Legaspi et
Delphastus pallidus tomate al.2006; Ahmed
jamaica etal. 2017
col
Geocoris punctipes Hemiptera: Geocoridae depredador algodon Hagler y
Geocoris pallens Blackmer 2013,
Razza et al. 2016
Hippodamia Coleoptera:Coccinellidae depredador algodon Hagler y
convergens melén Blackmer 2013
Serangium Coleoptera:Coccinellidae depredador nochebuena Razzaetal 2016
parcesetosum
Nephaspis oculatus Coleoptera:Coccinellidae depredador col, soya y Legaspi et al
tomate 2006
Chrysoperla carnea Neuroptera: Chrysopidae depredador pepino Adly 2016
Orius albidipennis Heteroptera: Anthocoridae depredador pepino Adly 2016
Phytoseiulus Acari: Phytoseidae depredador  pepino Adly 2016
persimilis
Collops vittatus Coleoptera: Melyridae depredador algodon Vandervoet et al.
2018
Spanagonicus Heteroptera: Miridae depredador algodon Hagler y Naranjo
albofasciatus 2005
Macrolophus Heteroptera: Miridae depredador pepino Montserrat et al.
caliginosus 2000
Dicyphus tamaninii Heteroptera: Miridae depredador pepino Montserrat et al.
2000
Orius majusculus Hemiptera: Anthocoridae depredador pepino Montserrat et al.
Orius laevigatus 2000
Eretmocerus  hayati Hymenoptera:Aphelinidae parasitoide algodon Ou etal. 2019
Eretmocerus eremicus
Encarsia  formosa Hymenoptera:Aphelinidae parasitoide tomate Tan et al.
Encarsia sophia 2016
Entedononecremnus ~ Hymenoptera: Eulophidae parasitoide jamaica Schoeller y
krauteri Redak 2020
Encarsia noyesi Hymenoptera: Aphelinidae parasitoide jamaica Schoeller y
Redak 2020
Idioporous affinis Hymenoptera: Pteromalidae parasitoide jamaica Schoeller y
Redak 2020

2.4.3.2 Organismos entomopatogenos

Dentro de los organismos con actividad entomopatdgena con importancia en el control de

B. tabaci se pueden encontrar hongos, virus, nematodos y bacterias, los cuales pueden

actuar como sustitutos de los insecticidas, pero con ciertas ventajas sobre estos como

menores dafios al ecosistema en general. En el caso de los nematodos se ha reportado que

Steinernema feltiae Filipjev y Heterorhabditis bacteriophora Poinar han tenido efectos



sobre la mosca blanca en cultivos de pepino y pimienta (Razza et al. 2016). Dentro del
grupo de los hongos entomopatégenos se han documentado 20 especies con actividad
insecticida sobre B. tabaci, destacandose Beauveria bassiana, Cordyceps fumosorosea, €
Isaria fumosoroseus como las mas estudiados en este rubro, y en menor medida
Verticillium lecanii, Aschersonia aleyrodis y Metarhizium anisopliae(Abubakar et al
2022). En la tabla 3 se integran algunos de estos hongos que se han utilizado para el control

de B. tabaci.

Tabla 3. Hongos entomopatogenos empleados en el control de Bemisia tabaci en diferentes hospederos

Hongo Cultivo Referencia
Metarhizium anisopliae berenjena Isman y Grieneisen 2014
Verticillium lecanii Nada et al. 2021
Beauveria bassiana
Beauveria bassiana algodon Igbal et al. 2021
Metarhizium anisopliae Imam 2017
Paecilomyces spp Hagler y Blackmer 2013
Verticillium lecanii Zafar et al. 2016
Trachelas spp.
Verticillium lecanii pepino, melén, tomate Koike et al. 2004
Beauveria bassiana Maranha y Maranha 2006
Isaria fumosorosea berenjena Rahim et al. 2013
Aschersonia aleyrodis soya,tomate,berenjena Qiuetal. 2013
Prayogo y Bayu 2019
Zhang et al. 2018
Beauveria bassiana meldn, calabacin,calabaza, Wraight et al. 2000
Cordyceps fumosorosea y pepino Tian et al. 2015
Isaria fumosorosea
Isaria spp camote Imam 2017

2.4.3.3 Estrategias biotecnologicas

Actualmente existen técnicas de ingenieria genética que incluyen transgénesis y ARN de
interferencia (ARNi) que pueden ser eficaces para regular las infestaciones de mosca
blanca (Abubakar et al. 2022). A través de la biotecnologia vegetal se ha logrado
desarrollar y comercializar cultivos transgénicos resistentes a plagas de insectos de

importancia econdmica como las moscas blancas. Se han desarrollado con éxito tomates,



lechugas, tabaco y algodén transgénicos para conferir tolerancia a B. tabaci y virus
relacionados (Bleeker et al. 2012; Shukla et al. 2016; Javaid et al. 2016; Gul et al. 2020).
Se pueden lograr aplicaciones no transgénicas, técnicas de ARN de interferencia para el
control de plagas a través de rociado foliar, sumergiendo los tejidos de las hojas en
soluciéon de dsRNA, tratamiento del suelo o inyecciones directas al tallo (Cagliari et
al.2019; Dubrovina et al. 2019; Dalakouras et al. 2020). A través de esta estrategia se han
tenido éxitos en algodon, lechuga, tabaco, tomate, algunos citricos y yuca (Luan et al.
2013; Thakur et al. 2014; Malik et al. 2016; Ibrahim et al. 2017).

Adicionalmente y para mejorar los efectos ademés de ampliar la vida util de los dSRNA
se ha utilizado la nanotecnologia, de esta manera, la nanoestructura o los nanotubos de
carbono con didmetro inferior a 0.1 um se pueden reabsorber en las membranas celulares
estabilizando los dsRNA durante periodos prolongados y continuos, ademés de
protegerlos de las enzimas proteoliticas (He et al. 2013; Eakteiman et al. 2018). También
se ha utilizado la nanoencapsulacion de aceites esenciales con actividad sobre B. tabaci
(Peres et al. 2020; Christofoli et al. 2015) y de hongos entomopatdgenos como Cordyceps
fumosorosea (Wang et al. 2019).

2.4.3.4 Pesticidas

Las sustancias de origen quimico son los mas ampliamente usados para controlar
diferentes plagas de insectos, incluida B. tabaci, en cultivos de importancia econdmica,
los mas comunmente utilizados son pyriproxyfen, buprofezen (reguladores del
crecimiento), piromesifen, spirote tramat (ketoenols) y diamidas antranilicas,
cyantraniliprole y chlorantraniliprole (diamidas) (Perring et al. 2018). El mas utilizado a
nivel mundial y de mayor utilidad es imidacloprid, otros ampliamente utilizados contra
insectos chupadores incluyendo la mosca blanca son organoclorados, organofosforados,

carbamatos, piretroides y triazinas (Nicolopoulou-Stamati et al. 2016).



2.5 Hongos entomopatogenos

Estos hongos son un conjunto relevante de agentes de control bioldgico que tienen la
caracteristica de infectar directamente a los insectos a través de la cuticula, se estima que
todos los insectos pueden ser sujetos a una enfermedad causada por hongos (Khan et al.
2012). Existen alrededor de setecientas especies de entomopatdgenos pertenecientes al
grupo Laboulbeniales y Pyrenomycetes, Hyphomycetes y Zygomycetes (Abdelghany
2015). La mayoria de los hongos entomopatdgenos actualmente en estudio pertenecen a
la clase Entomophthorales del phylum Zygomycota e Hyphomycetes de el filo
Deuteromycota (Shahid et al. 2012).

2.5.1 Proceso infectivo y ciclo de vida de los hongos entomopatogenos

En general, todos los hongos entomopatogenos tienen el mismo modo de infeccion,
incluida la unién de esporas a la cuticula, germinacion de hifas sobre la superficie de
insectos, penetracion de hifas a través del tegumento, crecimiento de hongos en el
hemocele y, en ultima instancia, el deceso del insecto. En la figura 7 se ejemplifica el

mecanismo de accidon de B. bassiana.

2.5.1.1 Unidn del conidio a la cuticula del insecto

El nexo inicial entre el hongo y el blanco pasa cuando el conidio se coloca en la superficie
del insecto, mientras que el mecanismo de unidn ocurre en tres fases incluyendo la
adsorcion del conidio a la superficie a través del reconocimiento por receptores especificos
glicoproteicos en el insecto, el afianzamiento de la interfase entre la espora en estado
pregerminado y la epicuticula y al final, la germinacion y crecimiento hasta la constitucién

del apresorio para iniciar la fase de entrada al hemocele (Pedrini et al. 2007).



2.5.1.2 Entrada en el hemocele

la entrada en el hemocele sucede mediante un mecanismo fisico ejercido por la
compresion del haustorio que es una estructura formada por los hongos que causa una
deformacion de la capa cuticular y elimina las zonas esclerotizadas y con membranas de
la cuticula. EI mecanismo denominado quimico, esta dado por enzimas del tipo proteasas,
lipasas y quitinasas, que dafan el tejido y facilitan el acceso del hongo. Otros mecanismos
incluyen la entrada por cavidad oral, los espiraculos y aberturas externas de los insectos
(Tellez -Jurado et al. 2009).

2.5.1.3 Replicacion en el hemocele

Una vez en el hemocele, los hongos pueden realizar un cambio de micelio a levaduray ya
que han logrado la evasién del sistema inmunologico del insecto, se induce una infeccién
generalizada, la cual puede provocar distintos sintomas que incluyen convulsiones, falta
de coordinacion, conducta erratica y un letargo prolongado. El deceso del insecto sucede
por la mezcla causada por el dafio fisico a los tejidos, ademés de la toxicosis, la

deshidratacion celular por perdida de liquidos baja de nutrientes (Bustillo 2001).

Figura 7. Mecanismo de accion de Beauveria bassiana observando un corte transversal de la cuticula de un

insecto donde se puede apreciar el crecimiento del hongo (Crédito de la imagen: Valero-Jiménez et al. 2016)



2.6 Beauveria bassiana

Agostino Bassi, pionero en probar que un hongo es capaz de causar enfermedad
en los insectos. Bassi describio una enfermedad a la que nombro “muscardina blanca” en
Bombyx mori (Lepidioptera: Bombycidae) llamado también gusano de seda. El hongo fue
descrito finalmente por G. G. Balsamo-Crivelli en el afio de 1835, y le otorg6 el nombre
de Botrytis bassiana, para honrar el descubrimiento de Bassi. En el afio de 1911 Beauverie
realizo trabajo de investigacion con el hongo y para el afo de 1912 Vuillemin nombro el
nuevo género en reconocimiento a Beauverie, surgiendo el nombre de Beauveria
bassiana. En la actualidad, B. bassiana es una de las especies mas reconocidas y
mayormente difundidas del género, considerado ubicuo el cual se ha recuperado de una
amplia diversidad de insectos y en la tabla 4 se describe su ubicacion taxondmica

(Zimmermann 2007).

Tabla 4. Ubicacion taxondmica de Beauveria bassiana

Super reino Eukaryota

Reino Fungi
Filum Ascomycota
Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Cordycipitaceae

Género Cordyceps (= Beauveria)

Especie bassiana

Nombre binomial Beauveria bassiana

2.6.1 Rango de hospederos

B. bassiana tiene un amplio rango de hospedadores que abarca 521 géneros distribuidos
en 149 familias en quince ordenes de insectos, adicionalmente de trece especies de Acarina
en siete géneros y seis familias. Es hongo se ha encontrado como parasito de insectos
como lepidopteros, coledpteros, himendpteros, homopteros, dipteros, hemipteros,

ortopteros, sifondpteros, isopteros, tisandpteros, neurdpteros, entre otros.



2.6.2 Morfologia

B. bassiana presenta un micelio blanco, con colonias de aspecto aterciopelado o
polvoso; que pueden ser blancas en los bordes y que se tornan de un color amarillo palido,
sin color al reverso, amarillentas o de color rojo. Los conididéforos son cuantiosos, y surgen
de las hifas y sostienen agrupaciones de células conididégenas que se bifurcan para formar
células en forma de globo en su parte basal con un raquis de 20 um de longitud, que forma

un zigzag (figura 8). Los conidios tienden a ser vitreos, lisos, de forma globosa o

elipsoides de 2-3 x 2.0-2.5 pm, que forman estructuras similares a racimos (Zimmermann

2007)

}ﬁ&é’_ = o & 4
o, P

Figura 8. (A) Morfologia colonial de B. bassiana; (B) Microcultivo de B. bassiana observado a 100%

(Crédito de imagenes: Gandarilla-Pacheco F. L.).

2.7 Circunstancias que afectan la biologia de B. bassiana

Factores abioticos tienen un objetivo importante en el inicio y desarrollo o en la prevision
y eliminacion de epizootias perjudicando el estado fisiologico del hospedero, su
concentracion y su distribucion en espacio y tiempo. Los componentes ambientales como
temperatura y la humedad forman un agregado de factores que se relacionan entre ellos y
con otros elementos ambientales como la radiacion solar. En resumen, existen condiciones
que pueden influir en la efectividad de los entomopatdogenos como elementos de control

biologico son la humedad, temperatura y la radiacion (Toriello et al. 2008).



2.7.1 Temperatura

Este parametro es uno de los que tiene mayor influencia en la germinacion,
desarrollo y la infeccion por B. bassiana, asi como en su subsistencia a nivel de campo.
La temperatura ideal para la mayoria de estos hongos esta en un rango de 20 a 30 °C
(Wraight et al. 2007), pero cabe mencionar que hay una temperatura adecuada para cada

patogeno y por cada una de las fases del ciclo en relacion con su hospedero.

La temperatura tiene efecto en la germinacion de las esporas, el crecimiento o formacion
del tubo germinativo, la penetracion en el hemocele del insecto y de esta forma la
colonizaciéon y reproduccion. Diversos autores han reportado que la esporulacion se

inhibe a temperaturas menores de 10 °C y arriba de 35 °C (Toriello et al. 2008).

2.7.2 Humedad relativa

Se sabe que la humedad es esencial en las diferentes etapas del ciclo y la relacion
entre hospedero y patogeno. Tiene consecuencias en la germinacion, acceso al hemocele
y multiplicacion de los entomopatdgenos. Se considera esencial que entre la cuticula y las
esporas haya un tipo de ldmina de agua para que se trasladen indicaciones de naturaleza
quimica a las esporas para empezar el proceso de germinacion (Jackson et al. 2010).Los
hongos requieren una elevada humedad cercana al 100 % para realizar la germinacion, el
proceso de infeccion y la esporulacion. Se ha documentado que el aumento de la humedad

se asocia con un aumento en la mortalidad de los insectos (Godoy et al. 2007).

Por otro lado, en condiciones de almacenamiento una humedad relativa elevada no
es benéfica para que las esporas perduren por periodos de tiempo largos. En estas
circunstancias para conservar el estado viable se trata de llevar a las esporas a un estado

de dormancia reduciendo la temperatura y la humedad.

Para conservar la viabilidad se puede estimular a las esporas a que entren a un
estado denominado dormancia, reduciendo la humedad y la temperatura. En diversos
trabajos se encontré que al disminuir el porcentaje de humedad hasta un 4 a 6 % de un
formulado a base de conidios de un entomopatdgeno en almacenamiento, se alcanzan

niveles de hasta 89 % de viabilidad a 25 °© C (Jackson et al. 2010).



2.7.3 Radiacion solar

La radiacion solar, incluyendo la luz ultravioleta (UV), es quizas uno de los
elementos que mayormente afectan la durabilidad de los entomopatéogenos a nivel de
campo (Devotto y Gerding 2003). Diferentes estudios han documentado que
entomopatogenos presentan sensibilidad a longitudes de onda entre 285 a 315 nm en la

region ultravioleta (Maranhdo y Maranhdo 2009).

La radiacion ultravioleta se puede emplear para inducir o afectar el crecimiento de
los entomopatogenos, lo cual también depende de la especie, la etapa del desarrollo en la
que se encuentra, asi como el tipo y la proporcion de radiacion recibida. El principal dafio
que causa la radiacion es que baja la sobrevivencia de los conidios, porque produce dafios
en las células debido a su actividad sobre porfirinas, carotenoides, quinonas, esteroides,
proteinas y los mismos &cidos nucleicos, causando mutaciones, muerte celular o demoras
en su desarrollo (Braga et al. 2001).Diferentes estrategias se han utilizado para reducir los
efectos indeseables del exceso de radiacion ultravioleta en biopesticidas, como buscar
aplicarlos en temporadas y horas donde la radiacién es menor, hacer uso de cubiertas,
agregar al suelo, agregar antioxidantes, asi como el uso de sustancias protectoras como
aceites y realzantes de color que han mostrado eficacia para virus entomopatdogenos

(Devotto y Gerding 2003).

2.8 Formulacion

La formulacién es un procedimiento donde el activo, que en este caso serian los conidios
de un hongo, se combinan con materiales inactivos o inertes. Estos materiales no tienen
actividad biologica, tampoco dafian a los hongos y generalmente son inocuos al medio
ambiente. Ademas, deben tener caracteristicas que faciliten la mezcla con las esporas o
conidios, ser facilitadores de la aplicacion del mismo producto y ser de bajo costo
(Delgado y Murcia 2011). Diversos estudios mencionan que la viabilidad, estabilidad y la
persistencia a nivel de campo de los hongos entomopatogenos depende del tipo de
formulacion (Cortez 2006). Algunas formulaciones pueden tener la capacidad de

incrementar la virulencia del hongo debido a que facilitan la uniéon de las esporas a la



cuticula del insecto ademads de estimular el proceso germinativo (Butt y Goettel 2000).El
hecho de que un plaguicida biolégico tenga éxito estd en gran medida en que la
formulacion sea idonea, ademds de las caracteristicas propias del organismo, como se

relaciona con los ingredientes de la formulacion y las condiciones de almacenamiento.

2.9 Microencapsulacion

La microencapsulacion es un procedimiento donde solidos, liquidos o gases pueden
encapsularse para formar microparticulas en un rango de 3 a 800 pm. Actualmente, la
diversidad de metodologias utilizadas para la microencapsulaciéon ha aumentado debido
al descubrimiento de nuevos materiales para el recubrimiento, aunado a la necesidad de

encontrar procesos de encapsulacion mas especificos para ciertos activos (Brignone et al.

2020).

La microencapsulacion se utiliza en mayor medida en la industria farmacéutica y en
cosméticos y alimentos. Esta tecnologia también ha incursionado en la agroquimica,
debido a que al proteger los activos mediante la encapsulacion se puede hacer una
liberacion controlada, para aumentar su eficiencia y la persistencia del ingrediente activo

(Villamizar y Martinez 2008).

2.9.1 Microencapsulacion por coacervacion

La microencapsulacion por coacervacion es un método fisicoquimico que es cubrir
particulas con un recubrimiento de origen polimérico, que se obtiene por precipitar estos
polimeros disueltos en un medio denominado dispersante. En este método sucede la
separacion de un coloide que esta solvatado entre 2 fases de liquido, donde una contiene
una elevada proporcion del coloide que es la cubierta del coacervado y la siguiente fase
que tiene una proporcion menor. Si existen microparticulas solidas no solubles, o gotas de
liquido que no son miscibles mantenidas en el medio, las gotas del coacervado que se

forman pueden ser adsorbidas en la parte superficial de las particulas que estan dispersas.



Una vez que el coacervado esta depositado en la parte superficial, se cubre el nicleo con
un tipo de fluido en forma de pelicula y de alta viscosidad del material polimérico para
dar lugar a la microencapsulacion. Posteriormente esta pelicula que estaba fluida se
endurece y solidifica para formar un tipo de cépsula turgente alrededor del nucleo

(Villamizar y Martinez 2008).

La coacervacion puede ser de dos tipos, simple o compleja. En la simple se utiliza un solo
polimero para la formacion de la cubierta, asi como el empleo de un desencadenante para
inducir la coacervacion, que puede ser los cambios de temperatura y pH, la adicion de
sales, o de polimeros no compatibles, asi como la evaporacion del solvente utilizado
(figura 9). En la figura 10 se describe el proceso de coacervacion compleja donde la
separacion de fases ocurre espontdneamente, ya que en un medio liquido se hace una
mezcla de dos o mas polimeros que tienen carga opuesta como un polication y un

polianion, debido a la atraccion electrostatica entre ambos (Brignone et al. 2020).

[I) Fase acuosa
@ Principio active
3 Monémero soluble en fase acuosa

® @ Microcapsulas

Coacervacién Reticulacion

Cambio de pH, temperatura, Enfriamiento o
adicion de sales, etc. agente reticulante

Figura 9. Proceso de coacervacion simple. Crédito de la imagen: Brignone et al. 2020

Figura 10. Proceso de coacervacion compleja. Crédito de la imagen: Brignone et al. 2020



2.10 Actividad toxica de hongos entomopatogenos sobre Bemisia tabaci

Zafar et al (2016) en Pakistan probaron aislados de B. bassiana sobre ninfas y huevos de
la mosca blanca a diferentes concentraciones en algodon, berenjena, pimiento y tomate.
Encontrando que el aislado mas eficaz fue el Bb-01 en plantas de algodon con una
mortalidad de hasta 88 % en ninfas y de hasta 65 % en huevos; ademas de determinar el

valor de CLso en 2.4 x107 conidios/ml y un TLso de 5.40 dias en plantas de algodén.

En otro trabajo realizado en India por Prithiva et al (2017) se utilizaron diferentes
formulaciones de B. bassiana con 102 conidios/ml sobre ninfas y adultos en plantas de

tomate obteniendo reducciones de la poblacion de hasta 45 %.

Un trabajo realizado en Arabia Saudita por Al-Deghari et al (2008) se realiz6 un estudio
para establecer el efecto letal de B. bassiana sobre huevos y ninfas de distintos estadios
de B. tabaci. Los resultados muestran que los estadios primero y segundo son mas
susceptibles que el tercero y cuartos estadios, mostrando que las ninfas fueron altamente

susceptibles en comparacién a los huevos

Maranha y Maranha (2006) en Espafia determinaron la influencia del hospedero en la
patogenicidad de B. bassiana sobre B. tabaci. Se probaron los cuatro estadios ninfales en
diferentes hospederos como pepino, tomate, melon, pimiento verde, berenjena, col, frijol
y algodon mediante el método de sumergido en 1 x 107 conidios/ml durante 10 segundos.
Encontrandose que la mortalidad y el tiempo medio de supervivencia a los 8 dias de la
inoculaciéon fueron influenciados significativamente por las plantas hospederas
mostarando que mientas la mortalidad media oscil6 entre 52 + 7.3 para ninfas criadas en

algodon y 91 £ 5.8 para ninfas criadas en pepino.

Imam (2017) realiz6 un estudio en Egipto con adultos de B. tabaci sobre algodon a tres
concentraciones de B. bassiana (1 x 10>, 1 x 103, 1 x 107 conidios/mL) en algodén, donde

el mayor porcentaje se reportd a la concentracion mas alta de conidios con un 56 %.



Mascarin et al (2013) en Brasil probaron aislados de B. bassiana, 1. fumosorosea, y L.
muscarium sobre ninfas de B. tabaci con concentraciones de hasta 10’ conidios/mL,
reportandose que los aislamientos de B. bassiana e 1. fumosorosea fueron
significativamente mas virulentas que la de L. muscarium, con una mortalidad superior al
77%.

En otro estudio realizado en México, Flores et al (2012) probaron B. bassiana, M.
anisopliae, e I. fumosorosea a una concentracion de a 5 x 10° conidios/ha sobre huevos,
ninfas y adultos de B. tabaci. No encontrando diferencias significativas en la mortalidad
individual para todas las etapas de la vida de la mosca blanca; siendo M. anisopliae

significativamente mas eficaz contra los huevos y ninfas de los diferentes estadios.

En China Keerio et al (2020) probaron aislados de B. bassiana y L. lecanii sobre ninfas
en plantas de tomate, mediante dos métodos utilizando filtrados y conidios y
combinaciones de ambos aislados, encontrando que B. bassiana aislado BB-72 fue el mas

virulento.

Abdel-Raheem et al (2016) en Egipto probaron tres concentraciones diferentes (1 x 107,
1 x 108 y 1 x 10° conidios /ml) de M. anisopliae, B. bassiana, y L. lecanii sobre adultos
de B. tabaci. El porcentaje de reduccion oscild entre el 52% y el 100% en todas las
concentraciones y todos los tratamientos causaron 100% de mortalidad con

concentraciones de 1 x 107 después del sexto dia de aplicacion.

Reyad (2017) en otro estudio realizado en Egipto utilizd M. anisopliae, B. bassiana, y L.
lecanii a tres concentraciones diferentes de 2 x 10°, 2 x 10* y 2 x 10° conidios/mL sobre
adultos de B. tabaci. El porcentaje de mortalidad oscilo entre 80-100% para L. lecanii, de
45-75% para B. bassiana y de 45-70% para M. anisopliae al séptimo dia después del
tratamiento. La concentracion de 2 x 10° conidios/mL fue altamente toxico bajo

condiciones en laboratorio, asi como a nivel de campo.



2.11 B. tabaci y la situacion fitosanitaria en México

Segun la pagina oficial de la EPPO la situacion actual de B. tabaci como plaga en territorio
Mexicano desde el afio 2012 se considera como presente de manera generalizada, mientras
que de acuerdo con el mapa de plagas elaborado por CABI se considera que desde el afio

1999 esta presente en el pais de manera extendida, al igual que lo considera la NPPO

Asi mismo la EPPO reporta que el biotipo A se encuentra presente en los estados de
Campeche, Guanajuato, Durango, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Puebla,
Quintana Roo, Coahuila, Sinaloa, Guerrero, Tamaulipas, Veracruz, Oaxaca, Baja
California Norte y Sur. Mientras que el biotipo B se confirmo por primera vez en el estado
de Sonora en 1991, y en 1997 también en Quintana Roo; y el biotipo Q detectado por
primera vez en Sonora en flores de pascua conocidas también como nochebuenas o flor

de navidad (Euphorbia pulcherrima).

Actualmente de acuerdo con informacion de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural a través del SENASICA y con la Norma Internacional para Medidas Fitosanitarias
No. 8 “Determinacion de la situacion de una plaga en un area”, B. fabaci esta en México
como presente en el area donde se encuentren cultivos hospederos por lo que se considera,

plaga no cuarentenaria (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural 2020).

Registros historicos muestran que en el afio de 1991 el biotipo B representd un gran
problema, fitosanitario en Mexicali, incluyendo a la region de San Luis Rio Colorado y la
costa de Hermosillo en el estado de Sonora; la zona de la Comarca Lagunera en Coahuila.
En estas localidades esta plaga afect6 los cultivos de sandia, melon, algodon y ajonjoli
ocasionando pérdidas de hasta 100 millones de pesos. En ese momento, su control requirio
el empleo de insecticidas. En la actualidad a nivel nacional las poblaciones de B. tabaci
que se han detectado son bajas, sin embargo, en hortalizas se ha registrado los efectos de
las enfermedades ocasionadas por virus asociadas con altas poblaciones de la mosca

blanca. Por ejemplo, en el noroeste de México, B. tabaci biotipo B es transmisor del virus



de la hoja enrollada de la calabaza, y se ha estimado que los rendimientos de calabaza

pueden ser afectados desde un 50 hasta un 100% (Ortega-Arenas y Carapia -Ruiz 2020).

Como ya se menciond, en México, B. tabaci es un insecto plaga de los que més dafio causa
y su mayor impacto es porque transmite virosis como las causadas por los begomovirus
principalmente por el biotipo B, ademas de la elevada cantidad de hospedadores a los que

infecta, su rapida tasa de reproduccion y la resistencia a insecticidas (Holguin et al. 2010).

En zonas como Baja California Sur, la Costa de Hermosillo, Valle del Yaqui, Sinaloa,
Nayarit, Guerrero, Jalisco, Chiapas, Tamaulipas Sonora, Michoacan, Guanajuato,
Durango y Coahuila es facil encontrar la especie de B. fabaci especialmente en las zonas
productoras de frijol (Phaseolus vulgaris), brocoli (Brassica oleracea var. italica), coliflor
(Brassica oleracea var. botrytis); algodon (Gossypium spp), jitomate (Solanum
lycopersicum), chile (Capsicum spp); en Veracruz se observan en pepino (Cucumis
sativus), espinaca (Spinacia oleracea), acelga (Beta vulgaris) y frijol ejotero (Phaseolus
vulgaris) calabaza (Cucurbita maxima), calabacita (Cucurbita pepo), melon (Cucumis
melo), sandia (Citrullus lanatus) y tabaco (Nicotiana tabacum) donde ocasionan dafios a
estos cultivos con grandes pérdidas econdmicas para los productores (Aguilar 2007 ; Ortiz

et al. 2010).

En la region norte de la republica Mexicana se redujo la produccion de algodon hasta en
un 50%. En Guanajuato, Jalisco y San Luis Potosi donde se cultiva chile y tomate se

estima que la mosca blanca ha ocasionado 40% de pérdidas (Ellsworth y Martinez-Carrillo

2001).



3. JUSTIFICACION

La mosca blanca (Bemisia tabaci) dafia a los cultivos al succionar directamente los
nutrientes de las plantas, también es un eficiente transmisor de virus. Esto se ve reflejado
en pérdidas en las cosechas de entre el 20% y 100% y por ende en pérdidas econdmicas
en el sector agricola. Una alternativa para el control de Bemisia tabaci es la utilizacioén de
Beauveria bassiana, la cual controla la propagacion de Bemisia tabaci, sin embargo, las
formulaciones de Beauveria bassiana son poco viables y se ven afectadas por las
condiciones ambientales. El principal objetivo es obtener un formulado para incrementar
la viabilidad de las conidias de Beauveria bassiana implementando el método de

microencapsulacion por coacervacion.

4. HIPOTESIS

Los conidios de Beuaveria bassiana son patogenos a estadios inmaduros de Bemisia
tabaci y estos propagulos pueden encapsularse mediante la técnica de coacervacion para

aumentar su resistencia a condiciones adversas de temperatura y radiacion UV



5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Optimizar las condiciones para el desarrollo de un formulado microencapsulado por
coacervacion patogeno a estadios inmaduros de Bemisia tabaci con conidios de Beauveria

bassiana como ingrediente activo

5.2 Objetivos particulares

1. Estandarizacion de las variables de microencapsulacion por el método de coacervacion
2. Evaluacién de la patogenicidad de las cepas de Beauveria bassiana sobre B. tabaci en
bioensayos de laboratorio

3. Obtencion de formulado de microcapsulas con conidios de Beauveria bassiana

4. Caracterizacion de las microcépsulas

5. Determinacion de la viabilidad de los conidios microencapsulados sometidos a
radiacion ultravioleta

6. Determinacion de la viabilidad de los conidios microencapsulados sometidos a

diferentes temperaturas



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Colonia de Bemisia tabaci

Para establecer la colonia de B. tabaci, se recolectaron insectos adultos de brotes u hojas
de melon, Cucumis melo (L.), y tomate, Solanum lycopersicum (L.), proporcionados por
la Facultad de Agronomia de la UANL. Estos adultos se establecieron en plantas de tomate
para su alimentacion y reproduccion. Posteriormente se recolectaron y liberaron alrededor
de 200 insectos (hembras y machos) en jaulas ventiladas de 2 tamafios diferentes, es decir,
48 x 48 x 60 cm y 60 x 65 x 160 cm. Estos se conservaron en una habitacion con
condiciones controladas a 26 £ 2 °C y 14:10 h L:O. Cada jaula contenia plantulas de
tomate para alimentar y reproducir insectos adultos. Cuando las pldntulas maduraban, se

recogian los insectos para introducirlos en jaulas con nuevas plantas.

6.2 Activacion de hongos entomopatogenos

Se utilizaron cepas nativas de hongos procedentes de campos citricolas en México (tabla
5). Para este estudio se seleccionaron 13 cepas nativas y 1 cepa de coleccion (GHA) de
Beauveria bassiana que pertenecen al cepario del laboratorio L6 del Instituto de
Biotecnologia, FCB-UANL. Las cepas se conservan criogénicamente en glicerol al 10%
a -80 °C. Para su reactivacion se descongelaron a25 © C, y luego se inocularon en PDA 'y

se mantuvieron a 28 °C por 14 a 21dias.

Tabla 5. Hongos entomopatdgenos aislados de campos citricolas en México.

Clave Localidad de colecta Localizacion geografica Elevacion
(msnm)

N 25°42"20" O 108°20'48" 50
HIB-1 Guasave, Sinaloa

N 25°55'1" O 109°10'42" 10
HIB-2 Ahome, Sinaloa

N 25°33'58" O 108°26'44" 10
HIB-3 Ahome, Sinaloa

N 25°5524” O 109°1025" 10
HIB-4 Ahome, Sinaloa

N 25°34'31" O 108°28'18" 50
HIB-5 Ahome, Sinaloa

HIB-6 N 25°48'48" O 108°5927" 10



Guasave, Sinaloa

N 21°17'15" O 98°43'38" 10
HIB-7 Ahome, Sinaloa

N 25°24'34" O 99°59'17" 140
HIB-8 Tamazunchale, San Luis Potosi

N 25°4220" O 108°20'48" 460
HIB-10 Allende, Nuevo Leon

N 24°14'52" O 99°26'11" 400
HIB-13 Hidalgo, Tamaulipas

N 24°14'52" O 99°26'11" 400
HIB-14 Hidalgo, Tamaulipas

N 24°14'52" O 99°26'11" 400
HIB-15 Hidalgo, Tamaulipas

N 25°55'24" O 109°10"25" 10
HIB-16 Ahome, Sinaloa

6.2.1 Propagacion del inoculo

Previo a la propagacion se preparé6 PDA (Agar Papa Dextrosa), y se esterilizo a
121°C en autoclave por 15 minutos, luego se agregaron 10 mL del medio de cultivo en
cajas Petri de 100x10 mm. Para la obtencion de los cultivos puros con un asa
bacteriologica se tomo6 el hongo y se inoculd en cajas Petri y se incubaron a 25 + 2 °C
hasta observar crecimiento de los hongos. Posteriormente, mediante estriado se colocaron

los conidios en el medio de cultivo, este material se incub6 a 25 + 2°C durante 14 dias.

6.2.2 Obtencion de conidios para los bioensayos

Para los ensayos con ninfas de B. tabaci se emplearon las cepas de la tabla 5, los cuales
se inocularon en cajas de PDA y se mantuvieron a 25 + 2°C por 14 a 21 dias.
Posteriormente, a cada uno de los hongos se le agregé 10 mL de Tween 80 al 0.1 % (v/v)

para ajustar a 1 x 10® conidios mL* utilizando una camara de Neubauer.

6.2.3 Viabilidad

Este parametro se determiné utilizando cajas petri de 100 x 15 mm con agar papa
dextrosa como medio de soporte. A partir de las suspensiones de conidios de las cepas
empleadas se colocd 1 mL y se incubaron las placas a 25 °C por 18 horas. Para detener la
germinacion de las esporas se afadieron 3 gotas de azul algodon lactofenol en tres

secciones distintas de la placa Petri. Para estimar la cantidad de conidios viables se



observaron 100 esporas en tres campos de vision distintos a 40x en un microscopio optico.
Para determinar que una espora esta germinada se tomé en cuenta el criterio propuesto
por Douglas Inglis et al (2012) que dice que un conidio esta germinado cuando se forma
un tubo germinativo de una longitud similar como la mitad del didmetro de este conidio,

expresando las células viables como porcentaje de conidios germinados.

6.3 Bioensayos con estadios inmaduros de B. tabaci

Para los ensayos se emplearon plantulas de tomate (Solanum lycopersicum) infestadas con
huevos y ninfas de B. tabaci del segundo al quinto instar. Para los ensayos se utilizaron
brotes infestados, a los cuales se les colocd una borla de algodon hiumedo con agua
bidestilada para mantener el brote turgente. Luego, cada uno de los brotes se colocaron en
cajas Petri de 100 x 15 mm y se sumergieron durante 30 segundos en cada uno de los
tratamientos, de los cuales se realizaron diez repeticiones para cada uno, que incluy6 un
testigo con Tween 80 al 0.1 % (v/v) y un testigo absoluto o sin tratar. Las cajas se colocaron
en una camara bioclimatica a 26 = 2°C, H.R de 70 % y un fotoperiodo de 14:10 (L:O). Las
evaluaciones de mortalidad se realizaron durante 10 dias utilizando un estereoscopio
donde se considero a una ninfa como muerta si presentaba cambios de color o morfologia,

asi como la presencia de micelio.

6.4 Microencapsulacion por coacervacion

Para microencapsular se utilizd6 como material de pared, gelatina. Para esto se
coloco la gelatina en agua destilada, esta solucion se calent6 a 50 °C y se dejo enfriar a
40°C. De la solucion resultante, se tomaron 10 mL y se vertieron en 50 mL de parafina
precalentada a 40°C y se agit6 a 1000 rpm por 10 minutos. Al transcurrir este tiempo, se
congeld rapidamente con la ayuda de hielo y agua. Posteriormente, la suspension
resultante se filtrd y se enjuagd con acetona y se secard al vacio toda la noche. Los
microencapsulados filtrados se dispersaron en una solucién de glutaraldehido 0.1% por

12 horas a 37°C. Una vez concluido este paso, la preparacion es lavada en una solucion



de glicina por 4 horas y posteriormente en agua destilada por 4 horas. Al terminar de

enjuagar, se centrifugd y se dejo secar al vacio toda la noche.

6.4.1 Microencapsulacion de conidios de B. bassiana

En esta seccion se calentaron 100 ml de agua a 90°C y se incorporaron 23 gramos de
gelatina, posteriormente se mantuvieron en reposo hasta que la temperatura descendi6
entre 40-45 °C, manteniendo la temperatura y la agitacion constante. En este punto se
agregaran los conidios de B. bassiana a una concentracion de 7.50x108 conidios mL™"
Luego se colocaron 15 ml de parafina con 5% de Span con una agitaciéon de 500 rpm
durante 30 minutos. Posteriormente se descendid la temperatura en bafio frio durante 6
minutos, luego se colocaron las capsulas en un vaso de precipitados y se colocaron en
camara antihumedad con agitacion magnética durante 12 horas para el secado.

Finalmente, se centrifuga para retirar el aceite y almacenar (figura 11).
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Figura 11. Esquema general para la obtencion de microparticulas cargadas con conidios de

B. bassiana (Crédito de la imagen: J.H Alfaro-Alvarez).

6.4.2 Prueba de humedad

Para determinar la humedad de las microparticulas se pesaron viales de vidrio y se colocod
una cantidad de 0.1 gramos de microparticulas secas y se colocaron en una estufa a 150

°C durante 24 horas. Al finalizar el tiempo de secado se pesaron nuevamente para obtener



el peso final para calcular el peso del agua evaporada y el porcentaje de humedad inicial

mediante la siguiente formula:

% Humedad = Pi-Pf x 100
Pi

donde Pi es igual a peso inicial y Pf es igual a peso final

6.4.3 Viabilidad de las microparticulas

Para determinar la viabilidad de las microparticulas sin conidios se colocaron 0.1 g de las
microparticulas secas en 5 mL de caldo dextrosa Sabouraud y se incubaron durante 12 a
16 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion colocar una gota en un
portaobjetos agregando una gota de azul algodon de lactofenol para detener Ia
germinacion. El porcentaje de germinacion se determind contando 100 esporas y

separdndolas entre germinadas y no germinadas.

6.5 Efecto de la radiacion en la viabilidad de las microparticulas

Para determinar el efecto de la radiacion ultravioleta en microparticulas cargadas con
conidios se colocaron 0.1 g de las microparticulas secas en 5 mL de caldo dextrosa
Sabouraud y se expusieron a luz UV durante 20, 40 y 60 minutos, posteriormente se
incubaron a 27° C durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion colocar
una gota en un portaobjetos agregando una gota de azul algodon de lactofenol para detener
la germinacion. El porcentaje de germinacion se determind contando 100 esporas y

separandolas entre germinadas y no germinadas.



6.6 Efecto de la temperatura en la viabilidad de las microparticulas

Para determinar el efecto de la temperatura en microparticulas cargadas con conidios se
colocaron 0.1 g de las microparticulas secas en 5 mL de caldo dextrosa Sabouraud y se
expusieron a diferentes temperaturas (30, 35, 40 y 45 © C) durante 8 horas, posteriormente
se incubaron a 27° C durante 16 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion
colocar una gota en un portaobjetos agregando una gota de azul algodén de lactofenol para
detener la germinacion. El porcentaje de germinacion se determind contando 100 esporas

y separandolas entre germinadas y no germinadas.

6.7 Analisis Estadistico

Se llevo a cabo un Anélisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey (0=0.05)
mediante el programa IBM® SPSS® version 19, N.Y., EE. UU.



7. RESULTADOS

7.1 Cria de Bemisia tabaci

La primera camada de Bemisia tabaci se obtuvo a través de la Facultad de Agronomia de
la UANL. Posteriormente estas fueron mantenidas en plantas de tomate (Solanum
lycopersicum),utilizando para ello 200 adultos entre hembras y machos a partir de los
cuales se continu6 el proceso de cria para mantener las siguientes generaciones y
establecer el ciclo biolodgico de B. tabaci criada bajo condiciones de laboratorio a 26 +
2°C, 14:10h L:0O, y 65 % H.R con ciclos generacionales de 30.0+5.0 dias que corresponde
al tiempo de desarrollo en dias requeridos desde el estado de huevo hasta adulto, sin
embargo se debe tomar en cuenta que el tiempo de desarrollo puede variar principalmente

por la temperatura y el hospedero.

Quijije et al (1995) mencionan que en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) el tiempo
para pasar de huevo a adulto puede tomar de 13 a 38 dias, mientras que Carabali et al
(2008) reporta que en plantas de yuca (Manihot esculenta) este proceso puede tomar hasta
55 dias a 25 + 2°C. Para el mantenimiento de esta cria se construyeron jaulas ventiladas
en dos tamafios distintos de 48 x 48 x 60 cm y 60 % 65 x 160 cm, con recambios de las

plantulas de tomate para que se alimentaran y reprodujeran los adultos (figuras 12, 13 y

14).

Cuando las plantulas maduraban, se recogian los insectos para introducirlos en jaulas con
nuevas plantas. Adicionalmente, se prepard un dispositivo disefiado con un tubo de PVC
al cual se le realizaron orificios del tamafio de un tubo de ensayo de 16 x150 mm, donde
se colocaron alrededor de veinte de estos tubos para obtener brotes tiernos de tomate que

se utilizarian para los ensayos de actividad con hongos entomopatogenos (figura 15).



Figura 12. Germinacion de semillas de tomate (Solanum lycopersicum) para la obtencién de
plantas para la cria de B. tabaci bajo condiciones de laboratorio (26 £ 2°C , 14:10 h L:0O, y 65
% H.R (Crédito de la imagen: J.H Alfaro-Alvarez)

Figura 13. Plantas de tomate en cajas ventiladas para la reproduccion de B. tabaci bajo
condiciones de laboratorio (26 + 2°C , 14:10 h L:O, y 65 % H.R(Crédito de la imagen: J.H

Alfaro-Alvarez)

Figura 14. Plantulas de tomate (Crédito de la imagen: J.H Alfaro-Alvarez)



Figura 15. Dispositivo disefiado para la obtencion de brotes tiernos de tomate (Solanum

lycopersicum) (Crédito de la imagen: J.H Alfaro-Alvarez).

7.2 Microencapsulacion de conidios de B. bassiana por coacervacion

Para lograr la estandarizacion de las particulas por el método de coacervacion se llevaron
a cabo diferentes experimentos para establecer las condiciones idoneas para obtener las

microparticulas.

Respecto al efecto de la temperatura antes de la adicion del formaldehido se modifico la
temperatura de enfriamiento de 10 a 4 °C, sin observar ningiin cambio por lo cual se
mantuvo la temperatura en 10° C. Respecto a la determinacion de la temperatura minima
para formar las capsulas y evitar el estrés en su formacion se modificé la temperatura del
aceite de 40°C a 30 °C, sin encontrar ningiin efecto negativo en la formacion de las
capsulas. Respecto al tiempo de agitacion para homogenizar el tamaio de las capsulas al
momento de agregar la gelatina se aument6 de 3 a 10 minutos (figura 17). También se

estandariz6 la cantidad de gelatina a utilizar lo cual se ejemplifica en la figura 16.



Figura 16. Efecto de la concentracion del polimero sobre la encapsulacion: a) capsulas
deformadas (10% p/p); b) capsulas levemente deformadas (20% p/p); c) capsulas sin deformar
(30% p/p) (Crédito de la imagen: J.H Alfaro-Alvarez).

Figura 17. Microfotografia de capsulas obtenidas por coacervacion (Crédito de la imagen: J.H
Alfaro-Alvarez).

7.3 Determinacion de humedad de las microparticulas

Otro pardmetro importante por determinar fue la humedad de las microparticulas, las
cuales se produjeron por lotes y cada uno de ellos se les determiné la humedad, la cual fue
elevada en los primeros lotes, sin embargo, se realizaron los ajustes necesarios en la

estandarizacion para disminuir el nivel de humedad, implementando el uso de un



desecador al vacio con agitacion e incluyendo la adiciéon de carbonato, asi como un
aumento en el tiempo de secado de 24 a 72 horas. En promedio la humedad de los lotes
producidos fue de 27 %, y se seleccionaron los que obtuvieron un porcentaje de humedad
cercano o inferior al 10% para continuar con a prueba de humectabilidad ya que este
porcentaje de humedad permite una mejora en la viabilidad debido al retraso en la

germinacion, ademas de disminuir el efecto en los cambios de temperatura (tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje promedio de humedad de las microparticulas elaboradas entre los

diferentes lotes

Lote Humedad (%)
1 60
2 60
3 40
4 60
5 70
6 32
7 75
8 60
9 19.23
10 38.67
11 34.65
12 37.25
13 40.77
14 36.89
15 9.5
16 10.38
17 10.65
18 13.8
19 13.44
20 20.98
21 25.34
22 4.95
23 6.16
24 5.66
25 5.98
26 9.17
27 7.75
28 7.76
29 8.62
30 10.83
31 9.82

Promedio £ ES 27.26+2.24




7.4 Bioensayos con huevos y ninfas de B. tabaci

De las trece cepas evaluadas de B. bassiana a una concentracion de 1 x10%
conidios/mL de los cuales se selecciond una para continuar con los experimentos de
microencapsulacion. En el bioensayo de seleccion de las cepas, los tratamientos causaron
una mortalidad de 16-58% sobre los huevos de B. tabaci, y de acuerdo con el andlisis
estadistico se establecid6 que hubo diferencia significativa entre los tratamientos
(p=0.0001) y la prueba de Tukey determind que la cepa HIB-15 fue la mas efectiva en
provocar la mortalidad sobre B. tabaci mediante el método de inmersion, mientras que la
cepa HIB-5 causé la mortalidad mas baja (figura 18). La viabilidad de los conidios al

momento de realizar los ensayos fue en promedio de 98.1+0.06 %.
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Figura 18. Mortalidad de huevos B. tabaci por cepas de B. bassiana, mediante el método de inmersion bajo

condiciones de laboratorio, 24°C; 52% H.R; 16:8 h L: O. Lineas en las barras indican el error estandar.

Respecto a las ninfas de B. tabaci, los tratamientos provocaron una mortalidad de
23-77%, y de acuerdo con el analisis estadistico se establecid que existid diferencia

significativa entre los tratamientos (p =0.0001) y la prueba de Tukey detectd que las cepas



HIB-14, HIB-15 y GHA son mas efectivas para provocar la muerte de B. tabaci mediante
el método de inmersion, mientras que la cepa HIB-5 causé la mortalidad mas baja al igual
que en el ensayo con huevos (figura 19). Tanto en los ensayos con huevos como con las

ninfas de B. fabaci no se registro mortalidad en los tratamientos testigos.
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Figura 19. Mortalidad de ninfas de B. tabaci por cepas de B. bassiana, mediante el método de inmersion

bajo condiciones de laboratorio, 24°C; 52% H.R; 16:8 h L: O. Lineas en las barras indican el error estandar.

7.5 Efecto de la temperatura en la viabilidad de los tratamientos previo a la

microencapsulacion

Respecto al impacto de la temperatura en la viabilidad de los tratamientos sin
encapsular de acuerdo con el analisis estadistico se establecid que no hay diferencia
significativa entre ellos (p=0.551) (Tabla 7), mientras que si existid diferencia
significativa en la viabilidad de acuerdo a la temperatura de exposicion (p=0.0001) ,
encontrandose que dentro de las temperaturas de 30 a 35 ° C la viabilidad se mantiene en

un rango aceptable de 89-91 %, y al aumentar la temperatura disminuye drasticamente
(figura 20).



Tabla 7. Viabilidad de conidios de B. bassiana entre los diferentes tratamientos a diferentes temperaturas de

exposicion bajo condiciones de laboratorio

Temperatura (°C)

Cepas 30 35 40 45

HIB-1 93.24 86.30 85.60 79.56
(93.10-93.38) (86.10-86.50) (85.40-85.80) (79.42-79.70)

HIB-2 87.66 73.24 6.30 0
(87.52-87.80) (73.10-73.38) (6.10-6.50)

HIB-3 88.36 87.56 15.32 0
(88.22-88.50) (87.42-87.70) (14.67-15.97)

HIB-4 88.22 86.34 21.40 0
(88.06-88.38) (86.20-86.48) (19.98-22.82)

HIB-5 95.56 95.32 78.76 0
(95.42-95.70) (95.16-95.48) (78.62-78.90)

HIB-6 88.22 86.60 9.40 0
(88.06-88.38) (86.40-86.80) (8.29-10.51)

HIB-7 95.70 95.34 12.34 0
(95.58-95.82) (95.20-95.48) (12.06-12.62)

HIB-8 87.60 87.34 13.60 12.48
(87.40-87.80) (87.20-87.48) (13.40-13.80) (12.32-12.64)

HIB-10 90.30 90.30 15.22 0
(90.10-90.50) (90.10-90.50) (14.98-15.46)

HIB-13 85.56 85.38 16.42 0
(85.30-85.82) (85.16-85.60) (16.18-16.66)

HIB-14 94.80 95.26 76.60 0
(93.18-96.42) (95.12-95.40) (76.40-76.80)

HIB-15 96.36 95.74 88.64 51.30
(96.22-96.50) (95.60-95.88) (88.50-88.78) (51.10-51.50)

HIB-16 96.60 96.42 90.26 88.66
(96.40-96.80) (96.26-96.58) (90.03-90.49) (88.45-88.87)

GHA 96.44 94.46 90.64 88.42

(96.30-96.58)

(94.32-94.60)

(90.45-90.83)

(88.22-88.62)

Promedio + ES

91.76 £ 0.48

89.69 £ 0.74

44.32 +4.29

22.89 £ 4.25

*El promedio y el error estandar estan reportados en porcentaje (%)

*(95% L.C)
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Figura 20. Porcentaje de viabilidad de los conidios no encapsulados entre las diferentes temperaturas de

exposicion bajo condiciones de laboratorio.

7.6 Efecto de la radiacion UV en la viabilidad de los tratamientos previo a la

microencapsulacion

Respecto al efecto de la radiaciébn en la viabilidad de los tratamientos sin
encapsular de acuerdo con el andlisis estadistico se determind que no existio diferencia
significativa entre ellos (p=0.983), ( tabla 8 ), mientras que si existio diferencia
significativa en la viabilidad de acuerdo al tiempo de exposicion a la radiacion UV
(p=0.0001) , encontrandose que cuando los conidios no son expuestos a la radiacion la
viabilidad se mantiene en un promedio de 93 %, mientras que a los 20 minutos de
exposicion disminuye hasta un 62 % , y a los 40 y 60 minutos la viabilidad decae

considerablemente(figura 21) .



exposicion a la radiacion UV bajo condiciones de laboratorio

Tabla 8. Viabilidad de conidios de B. bassiana entre los diferentes tratamientos a diferentes tiempos de

Radiacion UV (minutos)

Cepas 0 20 40 60
HIB-1 94.70 81.36 59.34 21.40
(94.5-94.90) (81.10-81.62) (59.08-59.60) (21.20-21.60)
HIB-2 89.20 72.70 37.64 16.34
(89.00-89.40) (72.5-72.90) (37.50-37.78) (16.20-16.48)
HIB-3 91.30 59.30 8.68 0.32
(91.10-91.50) (59.10-59.50) (8.44-8.92) (0.16-0.48)
HIB-4 92.60 60.44 10.20 3.50
(92.40-92.80) (60.23-60.65) (10.00-10.40) (3.22-3.78)
HIB-5 96.30 75.38 15.56 3.72
(96.10-96.50) (75.14-75.62) (15.30-15.82) (3.56-3.88)
HIB-6 90.30 54.30 7.30 0.68
(90.10-90.50) (54.10-54.50) (7.10-7.50) (0.44-0.92)
HIB-7 96.48 14.24 0.60 0.30
(96.32-96.64) (14.10-14.38) (0.40-0.80) (0.10-0.50)
HIB-8 90.24 52.44 13.50 13.30
(90.10-90.38) (52.30-52.58) (13.30-13.70) (13.10-13.50)
HIB-10 92.36 70.44 12.40 3.38
(92.10-92.62) (70.18-70.70) (12.20-12.60) (3.16-3.60)
HIB-13 86.32 54.46 5.30 0.40
(86.16-86.48) (54.20-54.72) (5.10-5.50) (0.20-0.60)
HIB-14 97.40 75.28 58.5 23.60
(97.20-97.60) (75.12-75.44) (58.30-58.70) (23.40-23.80)
HIB-15 98.32 73.20 54.78 20.70
(98.08-98.56) (73.00-73.40) (50.00-59.56) (20.50-20.90)
HIB-16 98.30 69.30 47.70 15.30
(98.10-98.50) (69.10-69.50) (47.50-47.90) (15.10-15.50)
GHA 98.28 60.20 32.40 17.40
(98.04-98.52) (60.00-60.40) (32.20-32.60) (17.11-17.69)
Promedio +ES 93.72+£0.45 62.36 £ 1.93 25.99 +2.51 9.92 +£1.06

*El promedio y el error estandar estan reportados en porcentaje (%)

*(95% L.C)
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Figura 21. Porcentaje de viabilidad de los conidios no encapsulados entre los distintos tiempos de exposicion

a la radiacion UV-B bajo condiciones de laboratorio.

7.7 Seleccion de la cepa de B. bassiana para la microencapsulacion

Debido a lo anterior se optd por elegir la cepa HIB-15 para continuar con el proceso de
microencapsulacion ya que fue la que obtuvo un mayor indice de mortalidad dentro del

ensayo de seleccion.

7.8 Efecto de la temperatura en la viabilidad de la cepa HIB-15 microencapsulada

por coacervacion

Respecto a los conidios de la cepa HIB-15 que continuo el proceso de microencapsulacion
por coacervacion el andlisis estadistico evidencid que hubo diferencia significativa entre
los conidios encapsulados y sin encapsular en las temperaturas analizadas (p=0.0001),
donde se observd que a los 40 ° C la viabilidad de los conidios microencapsulados se

mantiene en alrededor de 96 %, mientras que en los no encapsulados desciende a 88 %, y



este diferencia es mas evidente cuando la temperatura aumento cinco grados centigrados
mas, pues mientras en los conidios microencapsulados la viabilidad se mantiene en un
nivel de 87 % en los no encapsulados desciende hasta 51 %, haciendo evidente la

proteccion que brinda la formulacion a los conidios (tabla 9).

Tabla 9. Comparacion de la viabilidad de conidios de la cepa de HIB-15 de Beauveria bassiana
microencapsulados por coacervacion y no microencapsulados sometidos a diferentes temperaturas de

incubacion bajo condiciones de laboratorio

Temperatura (°C)
Tratamiento 30 35 40 45
96.53 +0.04 95.72 +£0.04 88.53+0.05 51.43 £ 0.06
Conidios sin (96.44-96.61) (95.64-95.80) (88.42-88.65) (51.30-51.56)
microencapsulacion
Conidios 97.43 £ 0.05 96.55 +0.05 96.46 + 0.06 87.55+0.07
microencapsulados (97.31-97.54) (96.47-96.63) (96.35-96.57) (87.42-87.69)

*El promedio y el error estandar estan reportados en porcentaje (%)

*(95% 1.C)

7.9 Efecto de la radiacion UV en la viabilidad de la cepa HIB-15 microencapsulada
por coacervacion

Los conidios de la cepa HIB-15 microencapsulados por coacervacion que se sometieron a
la radiacién UV el andlisis estadistico mostro que existi6 diferencia significativa entre los
conidios encapsulados y sin encapsular en los tiempos en que se expusieron a la radiacion
analizados(p=0.0001),donde se observo que a los 20 minutos de expuestos a la radiacion
UV la viabilidad de los conidios microencapsulados se mantiene en alrededor del 73 %,
mientras que en los no encapsulados desciende a 70 %, y este diferencia se mantiene a los
40 y 60 minutos de exposicion a la radiacion donde esta se mantiene en niveles de 58 y
20 %, observandose que a diferencia de la temperatura la formulacidon parece ser no del
todo competente en brindar proteccion de la radiacion UV a los conidios

microencapsulados (tabla 10).



Tabla 10. Comparacién de la viabilidad de conidios de la cepa de HIB-15 de Beauveria bassiana
microencapsulados por coacervacién y no microencapsulados sometidos a diferentes tiempos de exposicion

a la radiacion UV bajo condiciones de laboratorio

Radiacion UV (minutos)

Tratamiento 0 20 40 60
98.26 £ 0.04 70.32 £ 0.04 56.26 + 0.04 20.27 £ 0.04
Conidios sin (98.18-98.34) (70.22-70.42) (56.18-56.34) (20.18-20.37)
microencapsulacion
Conidios 98.41+ 0.03 73.39 £ 0.06 58.65+0.05 20.71 £ 0.05
microencapsulados (98.35-98.48) (73.26-73.51) (58.54-58.77) (20.62-20.79)

*El promedio y el error estandar estan reportados en porcentaje (%)

%(95% 1.C)

8. DISCUSION

Se sabe que B. tabaci es un insecto polifago la cual se ha documentado mundialmente, y
que en ultimos afios también se ha encontrado en otros cultivos y malas hierbas no
relacionadas con ella anteriormente como Cleome spinosa (planta arafia), Senna
obtusifolia (frijolillo), Richardia grandiflora (gran trébol mexicano), Borreria
verticilliata (boton blanco) (Oliveira et al. 2000), mientras que en los Estados Unidos de
América se encontrd en plantas medicinales como, Hypericum perforatum (Hierba de San
Juan), Valeriana officinalis (valeriana), Tanacetum parthenium (Hierba de Santa Maria),
Echinaceae pallida (equinacea palida) y Echinaceae purpura (equinacea) (Simmons et al.
2000), lo cual aumenta su peligrosidad como plaga debido a esta expansion y adaptacion
a otros hospederos que podra adoptar como reservorios eficaces para su diseminacion
posterior al encontrar las condiciones adecuadas. En este trabajo los resultados mostraron
que dos cepas nativas obtuvieron porcentajes de mortalidades superiores al 70 % a una
concentracion de conidios de 10%, lo cual coincide parcialmente con lo reportado por
Prithiva et al (2017) donde se utilizaron diferentes formulaciones de B. bassiana con 108
conidios/ml sobre ninfas y adultos en plantas de tomate obteniendo reducciones de la
poblacion de hasta 45 %. En otro estudio Mascarin et al. (2013) en Brasil probaron
aislados de B. bassiana, I. fumosorosea, y L. muscarium sobre ninfas de B. tabaci con

concentraciones de hasta 10’ conidios/mL, reportandose que los aislamientos de B.



bassiana e I fumosorosea fueron significativamente mas virulentas que la de L.
muscarium, con una mortalidad superior al 77%. Aunque este nivel de mortalidad
alcanzado sobre los estadios inmaduros de B. tabaci es importante, también se sabe que
como todos los hongos B. bassiana esta sujeto a diferentes factores del tipo bidticos y
abidticos que pueden afectar su capacidad para la sobrevivencia, propagacion, asi como
para causar enfermedad y finalmente matar a su hospedero (Lacey y Kaya, 2007). Como
en este trabajo se buscod determinar la factibilidad de encapsular conidios de B. bassiana
mediante la técnica de coacervacion tomando en cuenta el parametro de viabilidad, se
analizaron la temperatura y la radiacion solar, como dos de los factores abidticos mas
importantes, pues como se sabe desde hace varias décadas distintas clases de
formulaciones buscan minimizar los efectos negativos del ambiente sobre los ingredientes
activos, que en este caso son conidios de B. bassiana, pues ademds hay que tomar en
cuenta que un formulado debe ser capaz de preservar la viabilidad y virulencia en

condiciones de almacenamiento (Pell et al. 2001).

La temperatura es uno de los parametros que tienen injerencia en la germinacion,
crecimiento y proceso infectivo de B. bassiana, asi como su persistencia en el ambiente.
Se ha reportado que la temperatura adecuada para lograr que los hongos entomopatogenos
sean viables y competentes en condiciones de campo o medioambientales estd en los 20 y
30°C, mientras que la temperatura idonea para el desarrollo in vitro ronda alrededor de los
20 y 50°C (Wraight et al. 2007). Otro de los factores relevantes para el empleo de los
hongos entomopatdgenos como controladores de plagas es la radiacion ultravioleta que es
la region entre los 100-400 nm, algunos autores han reportado a la luz UV como el factor
abidtico mas nocivo que impacta la persistencia de los hongos entomopatdgenos en el
ambiente (Devotto y Gerding 2003), lo que hace imperativo la busqueda de soluciones
para contrarrestar su efecto negativo sobre los entomopatdogenos, buscan nuevas técnicas

de formulacion o compuestos que ayuden a lograr este objetivo.

En este estudio se analizo el efecto de la temperatura y la radiacion ultravioleta (UV-B) in
vitro sobre diferentes cepas de B. bassiana que pasaron por un proceso de formulacion
por coacervacion donde se encontrd que entre las diferentes cepas empleadas no existio

diferencia en su viabilidad lo cual muestra que seria igual utilizar una u otra cepa si solo



tomamos en cuenta estos parametros, sin embargo, si hay una significativa diferencia en
la viabilidad de acuerdo a la temperatura utilizada donde se encontr6 que hasta los 30 °C
esta se mantiene en un 91 % en conidios sin encapsular, lo cual se considera adecuado ya
que se ha reportado que la infeccion ocurre entre 15 a 30°C (Wraight et al. 2007), y
coincide con lo reportado por Corallo (2016) quien reporta una viabilidad de 93 % para
un aislado de B. bassiana a una temperatura de 30 °C, asi mismo se observd que al
aumentar la temperatura la viabilidad disminuye de manera proporcional, y en una
temperatura de 45 ° C esta llego a un valor de hasta 22 %, lo cual disminuye
considerablemente las probabilidades de que en condiciones adecuadas el hongo sea capaz
de germinar. Ademas, se debe considerar que la temperatura requerida puede variar de
acuerdo con la especie de hongo en cuestidn, su aislamiento y hasta el nicho ecologico del
hongo, lo cual estd de acuerdo con lo reportado con Godoy et al (2007) en un estudio
realizado con diferentes aislamientos de B. bassiana encontrando tasas de germinacion de

28 hasta 37 % a 30 ° C.

En el caso de los conidios microencapsulados de la cepa HIB-15 a los 30 °C la viabilidad
se mantuvo hasta 97 % y en una temperatura de 45 °C se mantuvo en 87 %, lo cual muestra
que la formulacién logré proteger a los conidios del aumento de temperatura lo cual es

una condicion deseable si se piensa en su estabilidad en ensayos en campo.

La radiacion ultravioleta para los conidios no encapsulados y sin exposicion a esta luz
mantuvieron una viabilidad promedio de 93 %, pero al exponerlas durante 20 minutos la
viabilidad cay6 hasta un 62 % y al alcanzar una hora de exposicion la viabilidad disminuyo
hasta un 9 %, lo cual muestra el efecto devastador que se le ha atribuido a este factor sobre
la prevalencia de los hongos entomopatdgenos en campo, ademds de que estos hallazgos
muestran que la luz UV-B tiene un efecto devastador sobre la viabilidad de los conidios,
lo que estd en relacion directa con el tiempo en que estan expuestos y esta de acuerdo con
lo reportado por Santos-Diaz et al (2017) en un estudio sobre Nomuraea rileyi, donde
menciona que la baja en la germinacion puede deberse a que a esta cantidad de luz UV
existen dafios a nivel celular debido a la afectacion de la estructura del ADN y proteinas

llegando a causar atraso en el crecimiento, mutacion o muerte de la célula (Braga et al.,



2001).En otro trabajo Valdés- Gutiérrez et al (2011) muestran que al someter una cepa de
B. bassiana durante 20 minutos a luz UV-A, UV-B y luz visible la germinacion llego a 35

%.

Maranhdo y Maranhéo (2009), mencionan que las longitudes de onda mas devastadoras
para los hongos patdgenos de insectos estdn en la region ultravioleta entre los 285 y
315nm, lo cual coincide con la reportado en este trabajo, ya que se utilizo una longitud de
onda de 302 nm. También es importante recalcar que la radiaciéon UV puede utilizarse
también para estimular a los hongos entomopatégenos o tener efectos dafiinos sobre su
desarrollo, y esto puede estar en funcion de su especie, etapa de desarrollo, asi como el

tiempo y cantidad de radiacion a la que son expuestos.

En el caso de los conidios microencapsulados la viabilidad se mantuvo en 73 % a los 20
minutos de exposicion, pero a la hora descendid hasta un 20 % lo cual muestra que en el
caso de la radiacion la formulacion fue poco competente para lograr proteger a los
conidios lo cual puede deberse a sus componentes, pues tal como lo menciona Garcia-
Riafio et al (2021) el efecto de la radiacion UV sobre la germinacién de las esporas
microencapsuladas y sin encapsular es negativo y es mayor cuando aumenta el tiempo en
que se exponen a la radiacion, sin embargo en ese trabajo la formulacion si confirid
proteccion a los conidios debido a sus ingredientes como un material oleoso consistentes
en aceites vegetales y minerales. Los resultados del presente trabajo muestran que es
necesario buscar alternativas para optimizar los métodos de formulaciéon como la técnica
de coacervacion para uso agricola para lograr mantener la estabilidad y viabilidad de los

conidios para su aplicacion masiva en un entorno natural.



9. CONCLUSIONES

Se logré establecer la cria de B. tabaci a nivel de laboratorio con ciclos

generacionales de 30.0+5.0 dias

Se estandariz6 un método para obtener microparticulas por el método de
coacervacion para encapsular conidios de B. bassiana

En el bioensayo de seleccidn de cepas se determind que la cepa HIB-15 fue el mas
efectivo en inducir la mortalidad sobre huevos de B. tabaci mediante el método de

inmersion, mientras que la cepa HIB-5 causé la mortalidad més.

Respecto a las ninfas de B. tabaci, se determiné que las cepas HIB-14, HIB-15 y
GHA son mas efectivas para inducir la mortalidad sobre estos estadios de B. tabaci
mediante el método de inmersién, mientras que la cepa HIB-5 causé la mortalidad

mas baja al igual que en el ensayo con huevos.

Se selecciono la cepa HIB-15 para continuar con el proceso de microencapsulacion
ya que fue la que mostré un mayor porcentaje de mortalidad dentro del ensayo de

seleccion.

Respecto a los conidios de la cepa HIB-15 que continuo el proceso de
microencapsulacion por coacervacion se determiné que a los 40 ° C la viabilidad
de los conidios microencapsulados se mantiene en alrededor de 96 %, mientras
que en los no encapsulados desciende a 88 %, y esta diferencia es mas evidente
cuando la temperatura aumenta haciendo evidente la proteccién que brinda la

formulacion a los conidios.



En los conidios de la cepa HIB-15 microencapsulados por coacervacion que se
sometieron a la radiacion UV se determind que a los 20 minutos de exposicion a
la radiacion UV la viabilidad de los conidios microencapsulados a los 40 y 60
minutos de exposicion a la radiacion se obtienen niveles de viabilidad de 58 y 20
%, observandose que a diferencia de la temperatura la formulacion parece ser no
del todo competente en brindar proteccion de la radiacion UV a los conidios

microencapsulados.



10.PERSPECTIVAS

Realizar modificaciones a la formulacion para mejorar la resistencia a la

radiacion UV.

Realizar bioensayos a nivel de invernadero con la cepa méas promisoria para

el control de B. tabaci.
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