UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

IDENTIFICACION Y EVALUACION DE AISLAMIENTOS DE Aschersonia COMO AGENTE
DE CONTROL BIOLOGICO DE MOSQUITA BLANCA

POR

ANA REBECA RUIZ LOPEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRIA EN CIENCIAS
CON ORIENTACION EN MICROBIOLOGIA

2025



IDENTIFICACION Y EVALUACION DE AISLAMIENTOS DE Aschersonia SPP. COMO
AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO DE MOSQUITA BLANCA

Comité de Tesis

g

Dr. Alonso Alberto Orozco Flores
Director de Tesis

Dra. Deyapita Quistian Maxtinez

Secretario

&

Dra. Diana %éuirre Cavazos
Vocal 1

44,%4

Dr. José Alberto Valadez Lira
Vocal 2

Ul

Dra. Jlrlis a Ek Ramos
Vocal 3

Dra. Katiushka Arévafo Nifsprreccion
Subdirectora de Posgrad®E POSGRADO



IDENTIFICACION Y EVALUACION DE AISLAMIENTOS DE Aschersonia SPP.
COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO DE MOSQUITA BLANCA

Direccion de Tesis

g

NG
Dr. Alonso Alberto Orozco Flores

Director de Tesis

Dot B, K

Dra. Orquidea Pérez Gonzilez

Director Externo



AVISO DERECHOS DE AUTOR

DERECHOS RESERVADOS©

PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta Tesis esta protegido, el uso de imagenes, fragmentos de videos, y
demas material contenido que sea objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente

para fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde se obtuvo mencionando al autor o

autores



AGRADECIMIENTOS
Agradezco a la Unidad de Formulacion de Bioldgicos del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de
la Universidad Auténoma de Nuevo Leon, por brindarme el espacio y los materiales necesarios para
llevar a cabo este trabajo. Gracias a los alumnos y al personal del laboratorio por su apoyo,

colaboracion y por el buen ambiente durante todo el proceso.
A mi comité de tesis y a mis directores, por su orientacion, tiempo y confianza.

A la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, a la Facultad de Ciencias Bioldgicas, y al equipo de

posgrado, por facilitar los medios y acompanar mi formacién académica.

A la Dra. Maria Cristina Rodriguez Padilla, por permitir el uso de las instalaciones bajo su

coordinacion.

A CONACYT, por el apoyo financiero otorgado.

A mis amigos, por estar siempre presentes con palabras de aliento y compaiia.
A mi familia, por su amor y apoyo incondicional en todo momento.

Y también al equipo de servicio social, por su compromiso y dedicacion.

Gracias a todos los que, de una u otra forma, hicieron posible esta tesis.



DEDICATORIAS

Dedico esta tesis a ti, lector, porque tinta sin leer es solo mancha



6.1

INDICE

AGRADECIMIENTOS .....oooiiitiiiiiieeee ettt 5

DEDICATORIAS.....ceeeeeeee ettt et 6

INDICE ...ttt et sttt et et te e sneenseeneas 7

INDICE DE FIGURAS ...ttt 9

RESUMEN ...ttt ettt st ae e st e sseenaeeneens 10

ABSTRACT ...ttt ettt et e sae et e e neesseeseeneas 11

1. INTRODUCCION .......oooiiiiirireeeeeieeiesesss st 12

2. ANTECEDENTES ..ottt 15
2.1 Importancia de la agricultura en MEXICO .....coouiriiiiiiiiiiiiiieiiee e 15
2.2 Mosquita blanca como Plaga .........cccueevuiieiieiieiiieieeie e 15
23 Ciclo de vida de mosca Blanca.........cc.eeeeruieiiinienieieeieeeee e 16
2.4 Dafios causados por la mosquita blanca ...........cccecceeeeiiieeiieeniieeeieeee e 16
2.5 Control biolOZICO €N MEXICO ....eevuviiiriiiieiiieeiiieeiee et eete e e ereeeareeeareesbeeessseeenes 16
2.6 Control biologico de 1a mosquita blanca ............cceeeviieeiiieeiiieeiceceeeee e 17
2.7  Aschersonia y su uso como agente de control biolOgICO ........ccccveevuieerciieenciieenieeenee, 18
2.8 Ciclo INfeCtiVO A€ ASCACHSOMIA .......c.eeeeiiiieiieeieieeeeee et 19
2.9 Identificacion molecular de ASchersonia SPP. ......cccceeeveeeeveerieneenieieneereeeseeseeeaes 19

3. JUSTIFICACION ....oiiiimiiinriinrieeeeieeisseisessiesssesssesssssssseses s 21

4. HIPOTESIS ...oosiiiuriireiieeiieeeeseseiesssesssses s sssessssessssss e sssesenes 22

5. OBIJETIVO DEL TRABAJO ...cc.coitiiiiieieiienteeeeeeee et 23
5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......cccomtriiriineriieriieseiesiieessies s sessesseeesse 23

6.  MATERIALES Y METODOS........coomiiiriirriirenerineesssessseseseseseenae. 24

Cepas de ASCHEISONIA SPP..veeeveeeeeueeeeirieeeiieesiteeesteeesteeesreeessaeesssreesssseesssseessseeessseeenns 24



6.2 Cria dE INSECLOS oot 24

6.3 Identificacion de las cepas de ASCAEFSONIA. ...........cccueeeveeceeeciieiiieiieeieeieeeie e 24
6.3.1 Identificacion MOTfOlOZICA. .......ccueeviieriieeiieeiieeie ettt eae s 24
6.3.2  Identificacion MOIECUIAT ..........coiiiiiiiiiiiiiiieeee e 25

6.4 Estandarizacion de produccion de blastosporas..........cceeeeeeieerieiiiieniieeiiecieeieeeiens 25

6.5 Cuantificacion del volumen asperjado por atomizadores manuales.............c..cceee.e. 26

6.6 Evaluacion de patogenicidad de Aschersonia en mosquita blanca...............ccceeenee. 26
6.6.1 Sincronizacion de la cria de Trialeurodes vaporariorum .................ccccveeueevnennee. 26
6.6.2 Evaluacion de la patogenicidad de conidios y blastosporas ..........ccccceeeeeeeeenieennee. 26
6.6.3 Bioensayo de concentracion reSPUESTA ........c.eeeueeeruierieeniierieeiiesieeieesieeeieeseeeeaeeas 27

7. RESULTADOS ...ttt 28

7.1 Identificacion morfoldgica y molecular de cepas de Aschersonia spp. .......ccceveeee. 28
7.1.1  Identificacion MOTfOlOZICA. .......ccueeiieriieeieeiieeie et ettt sae et e eeaeebeeseaeennaes 28
7.1.2 Identificacion MOIECUIAT .........coueiiiiiiiiiiiiiici e 28

7.2 Estandarizacion de la produccion de blastosporas..........cceeeeveeeciieeeiiveeeiieeniieeeieeens 28

7.3 Evaluacion de patogenicidad de Aschersonia en mosquita blanca.............ccceeeenenne. 30
7.3.1 Evaluacién de patogenicidad de conidios en mosquita blanca...........cccccecvveennennnne 30
7.3.2 Evaluacién de patogenicidad de blastosporas en mosquita blanca.............ccc......... 31
7.4.3 Bioensayo de concentracion respuesta (concentracion letal media)..........ccceeeeeeeee. 32

8. DISCUSION .....coiiiiririireeireeieseiesssesssesss st 34
CONCLUSIONES ... oottt sttt 38

REFERENCIAS ..o 40



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Cinética de crecimiento de la cepa OP-ASCH-2. Las barras de error representan la
desviacion estandar de 3 TePETICIONES ......cccueevieriieriieeiieeiieeieeieesteeteeseteereesereenseesnseenseessseenseas 29
Figura 2 Cinética de crecimiento OP-ASCSL-5, las barras de error representan la desviacion
eStANAAr dE 3 TEPELICIONES. ..eecuvieieiiieeeiieeeieeeeieeesteeesteeesteeeseaeeesaeeesaeeesseeeessaeessseeessseeessseeessseens 29
Figura 3 Cinética de crecimiento OP-ASCSL-5, las barras de error representan la desviacion
eStANAAr e 3 TEPELICIONES. . ..eeiviieniieeiiieiie et eiee ettt e ete et et eebeestaeesbeessseesseessseenseessseenseensseensens 30
Figura 4 Porcentaje de mortalidad de ninfas del segundo instar de Trialeurodes vaporariorum.
En condiciones de laboratorios después de la aplicacion mediante aspersion de conidios de
Aschersonia. Control positivo = Beauveria bassiana, control negativo = Agua; Las barras de error

representan la desviacion estandar de 3 repeticiones, y las letras diferencias significativas p<0.05.

Figura 5 Porcentaje de mortalidad de ninfas del segundo instar de Trialeurodes vaporariorum.
En condiciones de laboratorios después de la aplicaciéon mediante aspersion de blastosporas de
Aschersonia. Control positivo = Beauveria bassiana, control negativo = Agua. Letras representan
diferencias eStaAdIStICAS. .....coueeiiiiiriiiiiiicect et 32
Figura 6. Bioensayo de concentracion respuesta de OP-ASCSL-5, las barras de error representan

la desviacion estdndar de 3 TEPEtICIONES. ...cccuvieuieriieiieiieeiie ettt ettt et see et siee et e seeeeaeeas 33



RESUMEN

La mosquita blanca silvestre, Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae); y la
mosquita blanca de invernadero Trialeurodes vaporariorum Westwood (Hemiptera:
Aleyrodidae) son plagas agricolas de cultivos de gran importancia econdmica como el tomate,
citricos, pepino, frijol, entre otros. Su control se realiza principalmente con pesticidas quimicos,
que presentan multiples desventajas ambientales. Por lo que, se buscan alternativas sostenibles
como el control microbioldgico, utilizando virus, bacterias y hongos entomopatogenos,
representando una herramienta ambiental amigable. Entre los hongos entomopatégenos, el
género Aschersonia (Moelleriella) (Hypocreales: Clavicipitaceae) es capaz de infectar
especificamente la mosquita blanca, sin causar dafio a la planta hospedera ni a otras especies de
insectos benéficos asociadas a ella. Por lo cual el objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia
de los conidios de diferentes cepas del género Aschersonia recolectadas en cultivos en San Luis
Potosi, Quintana Roo y Chiapas, como agentes de control bioldgico. Los aislamientos fueron
identificados morfoldgica y molecularmente dentro el género Moelleriella (Antes conocida como
Aschersonia), con la cepa OP-ASCSL-5 estrechamente relacionada con Moelleriella turbinata.
La cepa OP-ASCSL-5 mostré el mejor desempefio en produccion de blastosporas (1.3x107/mL
en 14 dias) y mayor eficacia patogénica contra 7. vaporariorum, tanto con conidios (75.02% de
mortalidad) como con blastosporas (71.17% de mortalidad). También, presenté una CLso mas
baja de 5.5x10° conidios/mL, lo que la posiciona como la mejor candidata para el desarrollo de

un bioinsecticida y futuras pruebas en campo.



ABSTRACT

The wild whitefly, Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae), and the
greenhouse whitefly, Trialeurodes vaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae), are
agricultural pests of crops with high economic importance such as tomato, citrus, cucumber,
bean, among others. Their control is mainly carried out with chemical pesticides, which have
multiple environmental disadvantages. Therefore, sustainable alternatives are being sought, such
as microbiological control using viruses, bacteria, and entomopathogenic fungi, representing an
environmentally friendly tool. Among the entomopathogenic fungi, the genus Aschersonia
(Moelleriella) (Hypocreales: Clavicipitaceae) is capable of specifically infecting whiteflies,
without causing harm to the host plant or to other beneficial insect species associated with it.
Thus, the objective of this study was to evaluate the efficacy of conidia from different strains of
the genus Aschersonia collected from crops in San Luis Potosi, Quintana Roo, and Chiapas, as
biological control agents. The isolates were morphologically and molecularly identified within
the genus Moelleriella (formerly known as Aschersonia), with strain OP-ASCSL-5 being closely
related to Moelleriella turbinata. Strain OP-ASCSL-5 showed the best performance in
blastospore production (1.3x10”/mL in 14 days) and the highest pathogenic efficacy against 7.
vaporariorum, both with conidia (75.02% mortality) and blastospores (71.17% mortality). It also
exhibited the lowest LCso value of 5.5x10°¢ conidia/mL, positioning it as the best candidate for

the development of a bioinsecticide and future field trials.



1. INTRODUCCION
La agricultura en México es esencial tanto para su economia como para su identidad cultural,
con cerca de 900 especies de cultivos, incluyendo granos basicos como maiz y frijol. Ademas,
es un importante exportador de productos agroalimentarios como limoén, tomate y aguacate; lo
que lo ha consolidado en el top 10 de paises productores hortofruticolas a nivel mundial. Este
sector no solo genera ingresos significativos, sino que también promueve el empleo en zonas

rurales y fortalece la seguridad alimentaria (SADER 2022).

Las mosquitas blancas, Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) y Trialeurodes
vaporariorum Westwood 1856 (Hemiptera: Aleyrodidae), son de los insectos plaga con mayor
importancia en la agricultura. 7. vaporariorum es una de las plagas de mayor importancia en los
cultivos de invernadero. Es un insecto polifago que se alimenta del floema de plantas como la
papa, tomate, tabaco, chile y algodon. (Khan y Wan 2015; Gonzéles-Dufau et al. 2018). Ademas,
presenta un gran numero de generaciones por ciclo de cultivo y alcanza altas densidades
poblacionales. Todos los estadios ninfales y los adultos se alimentan en el envés de las hojas, lo
que provoca un dafio significativo a la planta. (Osborne y Landa 1992). Trialeurodes es un vector
de virus de importancia agricola. Estos virus pertenecen al género Geminivirus. Las infecciones
por Geminivirus pueden confundirse con deficiencias nutricionales o efectos de pesticidas,
causando amarillamiento internerval, fragilidad foliar, reduccion del vigor y disminucion en el
rendimiento. Estos virus permanecen en el floema, donde forman inclusiones virales que
interfieren con el transporte vascular, afectando el desarrollo de las plantas infectadas (Wisler y

Duftus 2001).

En el manejo de la mosca blanca 7. vaporariorum generalmente se hace uso de plaguicidas
sintéticos de forma indiscriminada, que solo ha sido un paliativo, y su uso genera resistencia en
la plaga y elimina los enemigos naturales, lo que ocasiona un impacto ambiental negativo,
contaminando el aire, agua y suelo e intoxicando a organismos no blanco incluyendo al humano

(Rodriguez 2001).

Se propone el uso de organismos vivos (control bioldgico), como método para controlar las
poblaciones de esta plaga, haciéndola menos dafiinas de lo que seria en ausencia de dicho control.
Los enemigos naturales de los insectos desempefian un papel importante en limitar las densidades

de las plagas, incluyen depredadores, parasitoides y patogenos (DeBach 1964), que al emplearse



como agentes de control bioldgico causan un cambio en la dindmica de la poblacion blanco
disminuyendo el dafio generado a la planta (Huerta ef al. 2014). En México, el uso del control
biologico para reducir las plagas ha experimentado un notable incremento desde 1980. Este
creciente interés se refleja en la creacion de la Sociedad Mexicana de Control Bioldgico en 1989.

(Barrera 2015).

Los hongos entomopatéogenos han captado la atencion de empresas y organismos de
investigacion por su capacidad para controlar insectos y enfermedades sin causar dafos al medio
ambiente ni a la salud humana (Guédez et al. 2008). El control biol6gico con hongos presenta
claras ventajas, ya que no afecta a los trabajadores agricolas, actlia de manera sostenible en la

biodiversidad y garantiza productos de alta calidad al no dejar residuos quimicos (Cristancho

2003).

Los hongos entomopatdgenos infectan a sus hospederos en varias etapas. El conidio se adhiere
a la cuticula del insecto y secreta enzimas para facilitar su germinacion formando un tubo
germinativo que penetra la cuticula mediante presion mecéanica y accion enzimatica, permitiendo
que el hongo se desarrolle dentro del insecto; Una vez en la hemolinfa, prolifera y libera toxinas
que provocan la muerte del hospedero; Finalmente, el hongo invade completamente el cuerpo
del insecto y se desarrolla externamente, asegurando la dispersion de nuevas esporas (Osborne y
Landa 1992). Los hongos entomopatdgenos matan al huésped por diversos medios, desde la
inanicion hasta la multiplicacion en el huésped y la produccion de toxinas. Dado el habito
patogeno, no es sorprendente que produzcan enzimas y toxinas extracelulares incluyendo una
variedad de quitinasas y proteasas que ayudan a la penetracion de las defensas fisicas del huésped

(Goettel et al. 2005).

Aschersonia es uno de los hongos entomopatogenos con potencial como agente de control
biologico para la mosquita blanca (Zhang et al. 2017); Una de sus ventajas a diferencia de otros
entomopatogenos, es su especificidad, asi como el tiempo requerido para matar a ninfas de B.
tabaci, solo tres dias después de la aplicacion. Ademas, el conidio de Aschersonia es capaz de
sobrevivir en la superficie de la hoja hasta 30 dias después de la aplicacion en condiciones
favorables (Meekes et al. 2000). Al ser un hongo especialista puede ser usado en un manejo

integrado en conjunto con algunos insectos depredadores, a los cuales es incapaz de parasitar.



Los hongos entomopatdgenos han sido ampliamente estudiados como agentes de control
bioldgico contra Bemisia tabaci, destacandose Aschersonia por su alta especificidad.
Aschersonia aleyrodis ha demostrado una alta eficacia en bioensayos de laboratorio, afectando
significativamente la supervivencia de los primeros tres estadios ninfales de B. tabaci a una

concentracion de 1x107 conidios/mL. (Zhang et al. 2018)

Considerando lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo identificar y utilizar
asilamientos de Aschersonia provenientes de diferentes estados de la republica y evaluar su

eficiencia contra la plaga de la mosquita blanca.



2. ANTECEDENTES
2.1 Importancia de la agricultura en México

El aumento en la demanda de alimentos impulsada por el crecimiento demografico es un tema central
en los debates sobre agricultura. A pesar de los avances logrados, las preocupaciones persisten, lo que
destaca la necesidad de buscar y aplicar nuevas soluciones en este ambito (Pereira y Castro 2022). El
INEGI (2023) reporta que el sector agricola de México es lider en la produccion de hortalizas en América
Latina. Las actividades agricolas son fundamentales ya que contribuyen con un 2.7% al Producto Interno
Bruto y atraen una inversion extranjera directa y constante que supero los 100 millones de délares en
2022. Entre los productos mas destacados, por su importancia en el consumo, se encuentran el maiz,

frijol, trigo, arroz, sorgo, cafia de azlicar, tomate, chile y las oleaginosas por la alta produccion de aceites.

La actividad citricola en México ha experimentado un notable crecimiento productivo. Este sector
se destaca por su significativo aporte econémico y social, lo que resalta la importancia de su
aprovechamiento. El cultivo de citricos no solo genera un impacto positivo en la economia nacional,
sino que también contribuye a consolidar a México como un pais relevante en el ambito mundial de la
produccion, gracias a la alta demanda de estos productos en todo el mundo (Valencia y Duana 2019).
Datos de la Organizacion Mundial de Citricos (OMA 2021), indican que México ocupa el cuarto lugar
a nivel mundial en la produccién. Asi mismo, México esta situado en el segundo lugar en produccioén

mundial de limas y limones con una productividad de 2,983.8 miles de toneladas (Statista 2024).

Los citricos tuvieron un aumento en su exportacion durante el 2023. México tiene una superficie
total de cultivo de citricos de mas de 589,800 hectareas. Dentro de estas 50% esta destinada para naranja,
seguida por limén con 37%. En México, el tomate tiene un alto volumen de produccion con 1,180,586
toneladas, y por esa razon, su cultivo desempeiia un papel importante en la alimentacion del pais (SIAP,

2020).

2.2 Mosquita blanca como plaga

La mosquita blanca, representada por especies como B. tabaci 'y T. vaporariorum, es un grupo de
plagas con una amplia distribucion geografica, presente en todas las regiones tropicales y subtropicales
del mundo. En las tltimas dos décadas, B. tabaci en particular ha emergido como una de las plagas
agricolas mas devastadoras a nivel mundial por ser un insecto polifago y ademads ser capaz de transmitir

mas de 200 virus (Morales ef al. 2006 y Lu et al. 2019), afectando una gran diversidad de familias de
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plantas como las Solanaceae, Cucurbitaceae, Cruciferae, entre otras (Hilje y Mora 2006). En México se
han registrado 67 especies en 27 géneros denominados como mosca blanca (Fu et al. 2008). Afecta

principalmente cultivos de calabaza, tomate, chile, melon, pepino, limén y lechuga (Covarrubias et al.

2016).

2.3 Ciclo de vida de mosca blanca

La mosquita blanca tiene un ciclo de vida que consta de seis etapas: huevo, cuatro etapas
inmaduras (instar ninfales), el cuarto instar es conocido también como pupa y la etapa adulta. Factores
como la temperatura, la humedad y las plantas hospederas influyen en su ciclo de vida. Trialeurodes
vaporariorum, una especie de mosquita blanca deposita sus huevos en las hojas de las plantas y el
numero de huevos estd influenciado por la temperatura, siendo la dptima alrededor de 28 °C. Después
de la eclosion, las ninfas viajan cortas distancias para alimentarse antes de pasar por tres instares ninfales
y posteriormente el cuarto o pupa. Finalmente, los adultos emergen de las pupas y pueden vivir de 16 a

31 dias, dependiendo de las condiciones ambientales y de la planta huésped (Kedar et al. 2014).

2.4 Daiios causados por la mosquita blanca

La mosquita blanca causa dafio directo a la planta hospedera al alimentarse del fluido del floema.
Ademéds, su actividad provoca dafios adicionales al generar una mielecilla (honeydew), también
conocido como melaza, la cual permite el desarrollo de hongos causantes de la fumagina, que al
oscurecer el area infectada reduce la tasa de fotosintesis en las hojas (Huang et al. 2010). La mosquita
blanca oviposita sus huevos en el envés de las hojas de las que se alimentan, provocando un dafo
continuo de manera generacional (Choudhary et al. 2017).

Adicionalmente, la mosquita blanca actiia como vector para distintos virus que afectan a la planta
(Alegbejo 2000), como los Begomovirus (Geminiviridae), los cuales son responsables de enfermedades
arrasadoras, como el virus del mosaico dorado del frijol (Bean Golden Mosaic Virus), el virus del
mosaico amarillo del tomate (Tomato yellow leaf curl virus) y el virus del mosaico del pepino (Cucumber
Mosaic Virus) que afectan gravemente cultivos horticolas en regiones tropicales y subtropicales. Este
puede ser considerado como el dafio mas severo ya que puede provocar la pérdida total del cultivo.

(Romero 2015).

Control biolégico en México

En América, el control biolégico como disciplina y metodologia de combate de plagas inicid

practicamente con el éxito de la catarinita Rodolia cardinalis Mulsant (Coleoptera: Coccinelidae) usada
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en el control de la cochinilla harinosa Icerya purchasi Maskell (Hemiptera: Monophlebidae) (Barrera
2006). Un caso de éxito del control bioldgico en México es la mosca de la fruta del género Anastrepha
ludens Schiner, la cual es un problema fitosanitario importante desde 1929. Las infestaciones de estas
moscas han causado pérdidas econdmicas significativas y han obstaculizado el desarrollo de la industria
fruticola, afectando el comercio internacional. Aunque se establecieron acuerdos de cooperacion con
Estados Unidos desde principios del siglo XX, no fue hasta 1954 que el control biologico de estas plagas
comenzo6 en México con la introduccion de 12 especies de parasitoides de la region indo-australiana. A
pesar de las dificultades iniciales, algunas especies de parasitoides lograron establecerse en las regiones
fruticolas de México y ejercieron un impacto significativo en las poblaciones de moscas de la fruta,
como Diachasmimorpha longicaudata, Pachycrepoideus vindemmiae y Aceratoneuromyia indica

Silvestri (Aluja et al. 2008).

Entre los casos mas recientes de éxito en el uso del control bioldgico, se incluyen el de la cochinilla
rosada del hibiscus, M. hirsutus Gren (Arredondo 2006); la broca del café, Hypothenemus hampei Ferrari
(Barrera et al. 2008), y el pulgon café de los citricos, Toxoptera citricida Kirkaldy (Sanchez et al. 2010).
En el futuro es probable que el uso del control biolégico aumente su presencia en el mercado a causa del
encarecimiento de los insecticidas, el incremento de plagas resistentes a los insecticidas, la preocupacion

por la contaminacidon ambiental y regulaciones mas estrictas sobre pesticidas (Summy y French 1988).

Control bioldgico de 1a mosquita blanca

Diversas especias de hongos entomopatogenos han sido investigados y aplicados en el control
biologico de la mosquita blanca. Anteriormente se ha propuesto el hongo entomopatogeno Beauveria
bassiana (Balsamo) para controlar la plaga. Estudios realizados por Duarte en 2023 concluyeron que B.
bassiana muestra eficiencia en el control bioldgico de la mosquita blanca, probado en cultivos caseros
de cebolla de bulbo (A/lium cepa).

Vargas (2020) en México, evalud la eficacia de B. bassiana y Metarhizium anisopliae como
controladores de plagas en cultivos acuaponicos de col y lechuga. Se observo que la combinacion de
ambos hongos causd una mortalidad del 73% en B. fabaci en las hojas de lechuga, mientras que B.
bassiana logré una mortalidad del 84% en Brevicoryne brassicae en las hojas de col. Este estudio
destaca la efectividad de los hongos entomopatdgenos para controlar plagas en diferentes cultivos, lo
que subraya su potencial como una alternativa eficaz en el manejo integrado de plagas en la agricultura.

Castellanos (2020) uso a B. bassiana como agente de control bioldgico en contra de la mosquita blanca



en plantas de Solanum lycopersicum L. donde se evidenci6 una disminucién en la poblacion por metro
cuadrado gracias a la accién del hongo entomopatdgeno.

Un estudio realizado en Ecuador por Raigoza (2023), confirmd la eficacia del hongo entomopatogeno
Lecanicillium lecanii como agente de control bioldgico de la mosquita blanca en el cultivo de Jamaica
(Hibiscus sabdariffa). Los resultados demostraron que la aplicacion del control bioldgico tuvo un efecto
negativo significativo en el desarrollo de los insectos adultos, ya que el modo de accion de L. lecanii

consiste en causar septicemia en los insectos que infecta.

2.7 Aschersonia 'y su uso como agente de control bioldgico

El género Aschersonia perteneciente al filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, clase
Sordariomycetes, subclase Hypocreomycetidae, orden Hypocreales y familia Clavicipitaceae, agrupa
cerca de 80 especies descritas con distribucion predominante en regiones tropicales y subtropicales.
Estas especies fungicas han sido ampliamente reconocidas por su eficacia como agentes de control
bioldgico, al provocar epizootias notables en poblaciones de mosquita blanca (Aleyrodidae) y cochinillas
(Coccidae) (Zhu et al. 2008).

Aschersonia presenta estromas superficiales de forma hemisférica o almohadillada, generalmente
de colores brillantes (amarillo, naranja o rojo), que recubren al insecto hospedero. Dentro del estroma
se ubican conidioforos hundidos, con conidios hialinos unicelulares y fusiformes (Chaverri et al. 2008).

Aschersonia es un agente importante en la regulacion de la poblacion de especies de moquita
blanca y cocoideos o insectos escamas (Coccoidae). Investigaciones realizadas por Zhang y
colaboradores (2017), han demostrado que la aplicacion de conidios a los huevos de la mosquita blanca
no afecta significativamente el nimero de eclosiones; sin embargo, se observa un alto porcentaje de
mortalidad en las larvas que eclosionan y este porcentaje aumenta a medida que se incrementa la
concentracion de conidios durante varios estados larvales. Esto sugiere que las esporas del hongo son
patdgenas en los diferentes estados de desarrollo, exceptuando al adulto.

Esto sugiere la necesidad de realizar mas investigaciones sobre este patogeno. Investigaciones previas
sobre el uso de Aschersonia como agente de control biologico de la mosca prieta Aleurocanthus
woglumii han destacado sus beneficios, mostrando su especificidad al no afectar a otras especies
benéficas para la planta ni a la planta misma (Pérez-Gonzélez et al. 2022).

Aschersonia es un hongo con prometedoras capacidades como pesticida al tener virulencia contra
distintas especies de mosquita blanca. Se ha demostrado su efectividad principalmente en ninfas, ya que

la aplicacion de conidios directamente sobre ellas ocasiona una rapida germinacion (Meekes et al. 2000).



2.8 Ciclo infectivo de Aschersonia

2.9

La cuticula del insecto es una estructura compleja compuesta por diferentes capas, y su penetracion
depende de la capacidad de los hongos entomopatdgenos para superar sus diversas propiedades. A través
de la accion combinada de enzimas hidroliticas y fuerzas fisicas, los hongos son capaces de atravesar
estas barreras (Bidochka et al. 1987).

La participacion de proteasas, lipasas y quitinasas en la infeccion del hospedero por hongos
entomopatdgenos ha sido demostrada en Cordyceps militari y B. bassiana. Especificamente en la fase
de penetracion de la cuticula del insecto. Los lipidos cuticulares tienen la capacidad de inhibir la
adhesion de los hongos a la cuticula del insecto. Esta union puede ser influenciada por los
requerimientos nutricionales y puede ser mejorada a través de una formulacion adecuada, lo que puede

aumentar la eficacia de los agentes fiingicos contra los insectos blanco (Ortiz y Keyhani 2013).

Aschersonia desarrolla estromas simples, que son densos grupos de hifas, formando cuerpos
fructiferos conocidos como picnidios, donde se generan los conidios. Estos conidios, tipicamente de
tonalidades calidas como naranja, rojo o amarillo, inician el proceso de infeccion al adherirse a la
cuticula quitinosa del insecto. Una vez adherido, el conidio germina y forma un tubo germinativo que
penetra la cuticula del hospedero mediante actividades fisicas y enzimdticas. Dentro del hospedero, en
la hemolinfa, las hifas se multiplican y se producen las blastoesporas. El hongo causa la muerte del
hospedero mediante la produccion de toxinas. Tras colonizar al insecto, el hongo emerge a la superficie,

listo para reiniciar el ciclo de infeccion (Osborne y Landa 1992).

La infeccion por estos entomopatdgenos se inicia con la adhesion de los conidios a la cuticula del
huésped, seguida de la germinacion y la formacion de una hifa que se adhiere firmemente a la cuticula
(apresorio) Esta hifa facilita la penetracion en el insecto mediante la accion de enzimas hidroliticas como

proteasas, lipasas y quitinasas, asi como mediante presion mecanica. (Ortiz y Keyhani 2013).

Identificacion molecular de Aschersonia spp.

Esta identificacién taxondémica se ha confirmado con el uso de genes como el espaciador
transcrito interno (ITS). La region ITS es comunmente utilizada para secuenciacion debido a que
contiene regiones altamente conservadas y también altamente variables, lo que la convierte en un gen
Optimo para distinguir entre especies estrechamente relacionadas (Ciardo ef al. 2007). Los genes ITS y

B-tubulina han demostrado ser herramientas exitosas en la identificacion molecular de Aschersonia,



permitiendo la creacion de arboles filogenéticos y el descubrimiento de nuevas especies basados en esta

informacion (Suchada et al. 2009).

Para la identificacion molecular de especies del género Aschersonia, se han utilizado tres
regiones génicas: la subunidad grande del ADN ribosomal (LSU), el factor de elongacion de la
traduccion 1-alfa (EF/-a) y la subunidad de la ARN polimerasa Il (RPB1), las cuales han demostrado

ser utiles para distinguir especies cercanas dentro de Clavicipitaceae (Chaverri et al. 2008).



3. JUSTIFICACION

La investigacion sobre el uso del hongo entomopatdgeno Aschersonia como control bioldgico es
crucial para abordar plagas agricolas, como la mosquita blanca, que afectan cultivos importantes en
Meéxico, como el tomate, citricos, pepino y frijol. Dado el impacto econdémico y la capacidad de esta
plaga para transmitir enfermedades, es imperativo explorar alternativas a los pesticidas quimicos
tradicionales. Aschersonia emerge como una herramienta prometedora en este sentido, y estudios para
optimizar su efectividad pueden llevar a estrategias de control bioldgico més eficaces y respetuosas con

el medio ambiente, reduciendo asi la dependencia de pesticidas quimicos en la agricultura.



4. HIPOTESIS

Las cepas de Aschersonia spp. aisladas de diversas regiones de México son agentes de control

bioldgico efectivos contra la mosquita blanca Trialeurodes vaporariorum



5. OBJETIVO DEL TRABAJO

Identificar y evaluar aislamientos de Aschersonia spp. como agente de control de mosquita blanca

Trialeurodes vaporariorum

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar los aislamientos a partir de su morfologia y las secuencias de marcadores moleculares.
e Estandarizar la produccion de conidios y blastosporas de los aislamientos en medios de cultivo
comerciales de agar, y su cultivo en medios liquidos.

e Evaluar la patogenicidad de los aislamientos contra la mosquita blanca Trialeurodes vaporariorum a

nivel laboratorio



6.1

6.2

6.3

6.3.1

6. MATERIALES Y METODOS
Cepas de Aschersonia spp.

Se emplearon tres cepas de Aschersonia previamente aisladas por la Dra. Orquidea Pérez
Gonzalez a partir de ninfas infectadas, las cuales fueron colectadas en plantas de citricos. Las cepas
proceden del estado de San Luis Potosi (OP-ASCSL-5), Quintana Roo (OP-ASCH-3) y Chiapas (OP-
ASCH-2). Los aislados se conservaron mediante resiembras periddicas en PDA con extracto de
levadura al 1% (PDAY) y crioviales con glicerol al 30%, almacenados a -70 °C para su preservacion a

largo plazo.

Cria de insectos

Se inicid una cria de Trialeurodes vaporariorum, identificada morfolégicamente. Induciendo la
infestacion de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) al ser expuestas a cultivos de citricos del Estado de
Nuevo Ledn con presencia natural de la plaga. Una vez que la plaga se establecid, las plantas de frijol
con presencia de mosquita blanca fueron trasladadas a un invernadero y mantenidas en jaulas recubiertas
con tela de organza para evitar la dispersion de los insectos. Para garantizar la continuidad de la cria, se
introducian nuevas plantas de manera regular con forme las anteriores eran consumidas por la plaga.
Las condiciones ambientales en el invernadero se mantuvieron con un fotoperiodo de 12/12 horas

luz/oscuridad y temperatura controlada a 25 °C.
Identificacion de las cepas de Aschersonia

Identificacion morfoldgica

Las tres cepas de Aschersonia fueron identificadas a género, con base a caracteristicas
morfologicas observadas en cultivos desarrollados en medio s6lido PDAY. Los cultivos se incubaron a
temperatura constante de 25 °C, bajo condiciones de luz continua, segiin indican las recomendaciones

de Bhosale, et al. 2020, durante un periodo de 15 dias.

Las observaciones microscopicas se realizaron a partir de preparaciones montadas en
portaobjetos, utilizando un microscopio compuesto con un aumento total de 400x y 1,000x. La
identificacion taxonomica se llevd a cabo mediante la clave dicotdémica de Barnett y Hunter (1998),

considerando las caracteristicas morfologicas distintivas de cada aislado.



6.3.2

6.4

Identificacion molecular

Para la caracterizacion molecular se utilizé la metodologia propuesta por Pérez Gonzalez et al.
(2015), las cepas de Aschersonia fueron cultivadas en caldo papa dextrosa (PDB) durante 15 dias a 250
rpmy 25 °C. Posteriormente, para recuperar el micelio, los cultivos fueron centrifugados a 14,000 rpm
por 10 min, y se descartd el sobrenadante. El micelio se transfirid a tubos conicos de 1.5 mL de
capacidad, se lavaron en dos ocasiones con el buffer Tris (TE 1 X). Se afadieron 250 pL de buffer de
lisis (200 mM Tris pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) y se maceraron con la ayuda de
un pistilo. Se agregaron nuevamente 250 pL de buffer de lisis y 500 puL de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1), se centrifug6 a 13,000 rpm durante 15 min y se recuperé el sobrenadante. Por
ultimo, el ADN se precipit6 afiadiendo acetato de sodio (3 M, pH 7) e isopropanol, seguido de un lavado
con etanol al 70%, y se resuspendio6 en buffer TE.

El ADN purificado fue amplificado utilizando los oligonucledtidos ef7-a (factor de elongacion
1-a), rpb-1 (subunidad grande de la ARN polimerasa II) y /su (ARN ribosomal de la subunidad grande)
para los genes, bajo las condiciones de 95 °C por 5 min de desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, un alineamiento a 60 °C por 45 s y un proceso de extension a 72°C
por 90 s, finalizando con un paso de extension final de 72 °C por 8 min. Las secuencias de los
oligonucledtidos fueron tomadas de Chaverri et al. (2005).

Los amplicones se purificaron utilizando el kit “Wizard SV Gel and PCR clean-up system”
(Promega, Invitrogen), y posteriormente se enviaron a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto

de Biotecnologia de la UNAM para su secuenciacion.

Estandarizacion de produccion de blastosporas

Para la estandarizacion de la produccion de blastoesporas, se utilizo caldo papa dextrosa con
extracto de levadura al 1% (PDBY), en matraces de 500 mL, con 200 mL del medio estéril e inoculados
con 30 mL de una suspension en concentracion 1x107 conidios/ mL preincubados en medio PDAY.

Los cultivos fueron incubados en un agitador orbital a 250 rpm a temperatura controlada de 25
°C. Para evaluar el crecimiento de las blastoesporas, se tomaron alicuotas de 200 uL cada dos dias.
Antes del conteo, las muestras fueron sometidas a vortex para garantizar una adecuada dispersion de las

blastosporas.



6.5

6.6

6.6.1

6.6.2

El numero de blastoesporas fue determinado utilizando una camara de Neubauer, realizando
conteos directos en microscopio Optico. Con los datos obtenidos, se construyd una cinética de

crecimiento para evaluar el desarrollo del cultivo en funcion del tiempo.

Cuantificacion del volumen asperjado por atomizadores manuales

Para determinar la cantidad de liquido asperjado por los atomizadores, se realizd una prueba
utilizando agua destilada y placas de Petri de 90 mm de didmetro. Cada placa fue previamente pesada
en una balanza analitica para obtener su peso inicial. Posteriormente, se coloco cada placa a una
distancia de 10 cm del atomizador, y se aplicO una unica aspersion de agua sobre la superficie.
Inmediatamente después de la aplicacion, las placas se volvieron a pesar para registrar el peso final. La
diferencia entre el peso antes y después de la aspersion se consideré como la cantidad de liquido
depositado por el atomizador en una aplicacion. Cada atomizador fue evaluado por separado, y el
procedimiento se repitid en cinco placas por atomizador para obtener una media representativa del

volumen aplicado.
Evaluacion de patogenicidad de Aschersonia en mosquita blanca

Sincronizacion de la cria de Trialeurodes vaporariorum

Para obtener una poblaciéon homogénea de individuos para el experimento, se llevd a cabo la
sincronizacion de la oviposicion. Se utilizaron plantas de frijol sin infestacion previa, las cuales fueron
mantenidas en condiciones aisladas dentro de jaulas de cria recubiertas con tela de organza. Para la
infestacion controlada, se introdujeron seis adultos de Trialeurodes vaporariorum por planta,
asegurandose de que estos permanecieran en contacto con el follaje para la oviposicion. Las plantas
fueron monitoreadas diariamente hasta la observacion de huevos, momento en el cual los adultos fueron
retirados para garantizar una poblacion sincronizada. Este procedimiento permitié obtener una

generacion uniforme de individuos en desarrollo, facilitando su uso en experimentos posteriores.

Evaluacioén de la patogenicidad de conidios y blastosporas

Se evaluaron los conidios y blastosporas de las tres cepas de Aschersonia (variables
independientes). La patogenicidad de los conidios y blastosporas se evalué por separado, midiendo el
porcentaje de mortalidad en ninfas de segundo estadio de Trialeurodes vaporariorum Los conidios se
obtuvieron raspando la superficie de colonias de Aschersonia en placas de Petri con medio PDAY, y

resuspendiéndolos en agua destilada estéril dentro de tubos conicos de SO0 mL. Las blastosporas se



6.6.3

obtuvieron previamente de cultivos liquidos (segun el protocolo correspondiente). En ambos casos, se
ajusto la concentracion de las suspensiones a 1x107 conidios/mL, utilizando una cdmara de Neubauer. A
cada suspension se le adicion6 goma de acacia al 0.5% como agente adherente.

Las formulaciones se colocaron en atomizadores manuales y se aplicaron sobre una hoja de frijol
colocada dentro de una caja de Petri con papel filtro con agua para mantener la humedad. Para evitar la
deshidratacion, el peciolo de cada hoja se introdujo en un microtubo de 1.5 mL con agua y algodon
estéril. Antes de la aspersion, se contd el nimero de ninfas de segundo estadio larvario presentes en la
hoja. También se contabilizaron ninfas de otros estadios para tener control sobre posibles fuentes de
variabilidad.

El numero de insectos por hoja (n) varié entre 15 y 30 individuos, se realizaron cinco repeticiones
por cada tratamiento. Como control positivo se utilizaron conidios Beauveria bassiana, mientras que el
control negativo consistié en la formulacion con agua destilada y goma de acacia al 0.5% sin ninglin
entomopatdgeno.

La mortalidad (variable dependiente) se evalud siete dias después de la aplicacion, utilizando un
estereoscopio para determinar el nimero de ninfas muertas. El porcentaje de mortalidad se calcul6 con
base en el numero de individuos muertos respecto al total inicial. Los datos fueron analizados mediante
un andlisis de varianza (ANOVA), y las diferencias entre medias se compararon con la prueba de Tukey

a 0.05%.

Bioensayo de concentracion respuesta

La concentracion letal media (CLso) de los conidios sobre Trialeurodes vaporariorum se

determin6 mediante bioensayos de concentracion-respuesta. Para esta prueba se seleccion6 la cepa OP-
ASCSL-5, ya que dicha cepa presentd los mayores niveles de mortalidad en los bioensayos previos
realizados.
La inoculacion se realizo por aspersion sobre plantas infestadas con ninfas en el segundo y tercer instar
de Trialeurodes vaporariorum utilizando un atomizador manual y siguiendo el mismo procedimiento
descrito en el bioensayo de patogenicidad. El experimento incluyd cinco concentraciones de conidios,
partiendo de una 1x10® conidios/mL. Las diluciones utilizadas fueron: 5x10°, 1x10°, 5x10¢, 1x107 y
5x107 conidios/mL.

La mortalidad se registro siete dias después de la aplicacion, y los datos obtenidos fueron
analizados mediante regresion Probit para estimar la CLso utilizando el software SPSS (IBM, version

2021).



7.1

7.2

7. RESULTADOS

Identificacion morfologica y molecular de cepas de Aschersonia spp.

7.1.1 Identificacién morfoldgica

A partir del analisis morfoldgico realizado en medio sélido PDAY y con base en la clave dicotomica
de Barnett (1998), se confirmo que las tres cepas evaluadas pertenecen al género Aschersonia. En los
cultivos incubados a 25°C durante 15 dias bajo condiciones de luz continua, se observaron
caracteristicas morfoldgicas distintivas que respaldan esta identificacion. Los estromas presentaron una
coloracion naranja brillante y una morfologia en forma de cojin, con depresiones o hundimientos
superficiales. A nivel microscopico, se observaron conidi6foros largos dispuestos en picnidios bien
definidos. Los conidios mostraron forma fusiforme, algunos de ellos con la presencia de septos
transversales. Estas caracteristicas morfologicas coincidieron con las descritas para Aschersonia y

permitieron tomar la decision taxonémica correspondiente.

7.1.2 Identificacion molecular

La identificacion basada en la similitud de las secuencias de los genes efl-a, rpb-1 y Isu permitio
determinar la relacion taxondmica de las tres cepas aisladas de Aschersonia. Los resultados indicaron
que las cepas OP-ASCSL-5, OP-ASCH-3 y OP-ASCH-2 se agrupan dentro del género Moelleriella, del
cual Aschersonia corresponde al estado anamorfico. En particular, la cepa OP-ASCSL-5 mostré una
alta similitud con secuencias previamente reportadas de Moelleriella turbinata. Por su parte, las cepas
OP-ASCH-3 y OP-ASCH-2 también se agruparon dentro del género Moelleriella, aunque sus secuencias
formaron un clado separado, indicando una relacién cercana pero no idéntica a M. turbinata.
(Aschersonia). Estos resultados confirman que los aislados analizados corresponden a especies dentro

del complejo Moelleriella—Aschersonia.

Estandarizacion de la produccion de blastosporas

La cinética de crecimiento de blastosporas en medio liquido PDB con 1% de levadura mostré
diferencias en la dindmica de produccién entre las cepas evaluadas. Las cepas OP-ASCH-2 y OP-
ASCSL-5 alcanzaron sus maximas concentraciones en el dia 14 de cultivo (Figura 1 y 2). En este punto,
la cepa OP-ASCSL-5 present6 la mayor produccion de blastosporas con una concentracion de 1.3 x 107

blastosporas/mL, seguida por la cepa OP-ASCH-2 con 9.8x10¢ blastosporas/mL. Por su parte, la cepa



OP-ASCH-3 alcanzé su maxima concentracion el dia 18, con un valor de 1.2x107 blastosporas/mL

(Figura 3).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de la cepa OP-ASCH-2. Las barras de error representan la
desviacion estandar de 3 repeticiones
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Figura 2 Cinética de crecimiento OP-ASCSL-5, las barras de error representan la desviacion estandar de 3
repeticiones.
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Figura 3 Cinética de crecimiento OP-ASCSL-5, las barras de error representan la desviacion estandar de 3
repeticiones.

7.3 Evaluacion de patogenicidad de Aschersonia en mosquita blanca

7.3.1

Evaluacion de patogenicidad de conidios en mosquita blanca

Las cepas evaluadas mostraron distintos niveles de patogenicidad frente a nifas de segundo
estadio de Trialeurodes vaporariorum al aplicar una suspension concentracion de 1x107 conidios/ml por
aspersion (Figura 4). Se observo una progresiva mortalidad acumulada al dia 10 postinoculaciéon, con
valores de 70.79% para OP-ASCH-2, 66.04% para OP-ASCH-3, 75.02% para OP-ASCSL-5 y 83.09%
para el control positivo. No se encontraron diferencias entre las cepas (p >0.05), pero todas difirieron
significativamente del grupo control (8.91%), el cual present6 la menor mortalidad (p < 0.001. Estos
resultados confirman la efectividad de las cepas de Aschersonia en contra de Trialeurodes vaporariorum

en comparacion con el control negativo.
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Figura 4 Porcentaje de mortalidad de ninfas del segundo instar de Trialeurodes vaporariorum. En condiciones de
laboratorios después de la aplicacion mediante aspersion de conidios de Aschersonia. Control positivo = Beauveria
bassiana, control negativo = Agua; Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 repeticiones, y las
letras diferencias significativas p<0.05.

7.3.2  Evaluacion de patogenicidad de blastosporas en mosquita blanca

Las cepas evaluadas también mostraron distintos niveles de patogenicidad frente a Trialeurodes
vaporariorum al aplicar blastosporas por aspersion (Figura 5). Al dia 10 post inoculacion, la mortalidad
acumulada fue de 38.92% y OP-ASCH-2, 39.23% para OP-ASCH-3, el control positivo con 64.25% y
la cepa OP-ASCSL-5 con un 71.17% generaron la mayor mortalidad en comparacion a las demas cepas,
p < 0.001. EI control negativo presentd la menor mortalidad, con 12.8%. EI andlisis estadistico no

mostro diferencias significativas entre OP-ASCH-2 y OP-ASCH-3 (F =33.663 y gl = 4).
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Figura 5 Porcentaje de mortalidad de ninfas del segundo instar de Trialeurodes vaporariorum. En condiciones de
laboratorios después de la aplicacion mediante aspersion de blastosporas de Aschersonia. Control positivo =
Beauveria bassiana, control negativo = Agua. Letras representan diferencias estadisticas.

7.4.3 Bioensayo de concentracion respuesta (concentracion letal media)

En el bioensayo concentracion respuesta se evalud la patogenicidad de la cepa OP-ASCSL-5
mediante la aplicacion de cinco concentraciones crecientes de conidios: 5x10°, 1x10°¢, 5x10¢, 1x107 y
5x107 conidios/mL. Se observd una relacion directamente proporcional entre la concentracion del
in6culo y la mortalidad de Trialeurodes vaporariorum, con valores de 22.96%, 52.77%, 68.46%, 75.02%
y 84.26% de mortalidad, respectivamente (Figura 6). El analisis de regresion Probit indicé una CLso

estimada de 5.5x10° conidios/mL.
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Figura 6. Bioensayo de concentracion respuesta de OP-ASCSL-5, las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 repeticiones.



8. DISCUSION

El andlisis morfologico y molecular realizado a los aislados indican que las cepas

pertenecen al género Moelleriella (antes Aschersonia).

Para la identificacion molecular, se emplearon los genes LSU, EF1-a y RPB1, los cuales han
demostrado ser utiles para la identificacion de los hongos pertenecientes al género Moelleriella,
como lo evidenciéo Chaverri (2005), quien logr6 identificar 18 especies del entonces género

Aschersonia.

En un trabajo posterior, Liu et al. (2006) demostraron que Aschersonia no constituia un
grupo monofilético, lo cual llevé a una reconsideracion taxondmica del género. A través de
analisis multilocus, se evidenci6 que muchas de sus especies compartian una relacion
filogenética mas estrecha con el género Moelleriella, dentro de la familia Clavicipitaceae. En
concordancia con estos hallazgos, Sung et al. (2007) propusieron de manera formal la
integracion de Aschersonia dentro del género Moelleriella, con base en evidencia molecular

estimado con base en analisis que constan de cinco a siete loci.

Revisiones filogenéticas recientes han confirmado que el enfoque multilocus es esencial
para resolver su clasificacion, integrando marcadores moleculares con caracteres morfoldgicos
diagnosticos (Chaverri et al. 2008). Esta redefiniciéon taxondémica tiene implicaciones
relevantes para el estudio y aplicacion de hongos entomopatdgenos en el control bioldgico, ya

que una identificacion precisa garantiza una mejor trazabilidad y uso efectivo de estos agentes.

La estandarizacion de la produccion de blastosporas reveld diferencias en la cinética de
crecimiento entre las tres cepas de Aschersonia evaluadas. La cepa OP-ASCSL-5 alcanzo la
mayor concentracion de blastosporas (1.3x107 blastosporas/mL) en un tiempo de 14 dias, lo que
sugiere una mayor eficiencia en su metabolismo y adaptacién al medio PDB con 1% de extracto
de levadura. Este comportamiento coincide con lo sefialado por Rangel ef al. (2008), quienes
reportaron que el uso de extracto de levadura mejora significativamente tanto la tasa de
crecimiento como la germinacién de hongos entomopatogenos, probablemente debido a la

disponibilidad de nutrientes esenciales.



En contraste, la cepa OP-ASCH-3 alcanzd su pico maximo de produccion de blastosporas
mas tardiamente, en el dia 18, con una concentracion similar (1.2x107 blastosporas/mL), lo que
podria reflejar una estrategia fisiologica diferente o una menor velocidad de adaptacion al
medio. Este comportamiento diferencial entre cepas del mismo género ha sido documentado
por Norros et al. (2023), quienes argumentan que factores tanto genéticos como ambientales
pueden influir en las tasas de esporulacion, incluso en condiciones de cultivo controladas. En
este sentido, es importante considerar que las cepas utilizadas en este estudio provienen de
distintas regiones de México (San Luis Potosi, Chiapas y Quintana Roo), lo que podria implicar
adaptaciones locales a condiciones ambientales particulares. Asi, es posible que las variaciones
observadas en la presente investigacion estén relacionadas con diferencias entre las cepas, tales
como la eficiencia en la asimilacidon de nutrientes, la tolerancia al estrés osmotico o la
regulacion de vias metabolicas especificas, moduladas por su origen geografico y adaptacion

ambiental.

Comparando los resultados obtenidos con estudios previos, destaca que la concentracion
alcanzada por la cepa OP-ASCSL-5 supera notablemente la reportada por Bhosale (2020),
quien obtuvo un rendimiento de 2.31x10° blastosporas/mL en cultivos de Aschersonia. Esta
diferencia puede estar relacionada tanto con la seleccion de cepas como con las condiciones
especificas de cultivo utilizadas, lo que subraya la importancia de la estandarizacion y
optimizacion de los medios de cultivo para maximizar la produccion de estructuras infectivas

en hongos entomopatdgenos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, sobre la patogenicidad de conidios,
muestran que las cepas evaluadas de Aschersonia (OP-ASCH-2, OP-ASCH-3 y OP-ASCSL-5)
presentan niveles de patogenicidad considerables contra Trialeurodes vaporariorum, con tasas
de mortalidad acumulada que oscilaron entre 66.04% y 75.02% al dia 10 postinoculacion. Si
bien no se observaron diferencias entre las cepas flngicas, todas mostraron diferencias
significativas frente al control negativo, cuya mortalidad fue solo del 8.91%. Estos resultados
respaldan la efectividad de Aschersonia como agente de control biologico frente a la mosquita

blanca.

Al comparar estos resultados alcanzados con los reportados en la literatura, se observa

que Sudarjat et al. (2024) reportaron una mortalidad de 90.6% usando conidios de 4. aleyrodis



sobre mosquita blanca en tomate, y Bohata (2023) obtuvo hasta un 94.82% de mortalidad en
ninfas en condiciones 6ptimas de laboratorio. Sin embargo, dichas investigaciones utilizaron
condiciones altamente controladas, como niveles de humedad relativa de hasta 80%,
concentraciones elevadas (1x10® conidios/mL) con multiples aplicaciones del hongo. En
contraste, el presente estudio se desarrolld bajo condiciones menos controladas y con una sola
aplicacion, lo cual representa un enfoque mas cercano al manejo en campo. Esto explica, en
parte, la menor mortalidad observada, aunque aun significativa y prometedora para su uso en

campo en el control de Trialeurodes vaporariorum.

Adicionalmente, la especificidad de Aschersonia hacia hemipteros como Trialeurodes
vaporariorum representa una ventaja clave frente a otros hongos entomopatégenos de uso
comun (generalistas). Un estudio reciente de Cappa (2024) demostré que Beauveria bassiana,
si bien es efectivo, también afecta a insectos benéficos como la avispa papelera (Polistes
dominula), lo cual pone en evidencia su escasa especificidad. Esta caracteristica puede
comprometer los equilibrios ecologicos en sistemas agricolas si se aplica de forma
indiscriminada. Aschersonia al contrario de B. bassiana, muestra un espectro de accion mas
pequefio, minimizando los riesgos hacia insectos no blanco y facilitando su integracion en

estrategias de manejo integrado de plagas.

Los resultados obtenidos con blastosporas de Aschersonia aplicadas por aspersion sobre
Trialeurodes vaporariorum. muestran niveles variables de patogenicidad entre las cepas
evaluadas. La cepa OP-ASCSL-5 fue la mas efectiva, alcanzando una mortalidad acumulada
de 71.17% al dia 10 postinoculacion, superando al control positivo de B. bassiana (64.25%).
Los aislados OP-ASCH-2 y OP-ASCH-3 registraron mortalidades menores de 38.92% y
39.23% respectivamente, aunque todas las cepas mostraron efectos letales mayores que el
control negativo (12.8%). Estos resultados evidencian que las blastosporas de Aschersonia

tienen potencial como agente de control bioldgico contra esta plaga.

Hasta la fecha, no se han encontrado estudios previos que reporten el uso de blastosporas
de Aschersonia para evaluar mortalidad sobre Trialeurodes vaporariorum, lo que resalta la
importancia del trabajo realizado por nosotros. La mayoria de las investigaciones publicadas

(Qiu et al. 2003; Fransen y Lenteren 1993) han empleado conidios, este vacio en la literatura



cientifica también limita las posibilidades de comparacion directa, pero permite posicionar este

estudio como una contribucion pionera en la evaluacion de esta forma de propagacion fungica

Estos datos refuerzan la idea de que Aschersonia no solo es eficaz, sino que también posee
una mayor virulencia y patogenicidad frente a condiciones ambientales adversas, lo cual es

fundamental para su implementacion de su uso en campo.

El bioensayo de concentracion-respuesta con la cepa OP-ASCSL-5 mostré una clara
relaciéon entre la concentracion de conidios aplicados y la mortalidad acumulada de
Trialeurodes vaporariorum. A medida que aumenta la concentracién del inodculo, también lo
hace la mortalidad, alcanzando un valor maximo de 84.26% con dosis de 5 x107 conidios/mL.
El andlisis de regresion Probit arrojé una CLso estimada de 5.5x10° conidios/mL, lo que
confirma que esta cepa posee una alta patogenicidad y un buen potencial como agente de control

bioldgico.

Comparando los resultados alcanzados, con lo reportado por otros investigadores se
observa que la CLso obtenida en este trabajo es inferior a la registrada por Zhang (2017), quien
reportd una CLso de 7.93x10°¢ conidios/mL en Trialeurodes vaporariorum, y también menor
que la reportada por Mhasagar (2022), con una CLso de 1.8x107 conidios/mL. Esto sugiere que
la cepa OP-ASCSL-5 presenta una mayor virulencia que las cepas utilizadas en esos estudios,
lo que podria atribuirse a caracteristicas propias de la cepa, a una mayor afinidad con el insecto

blanco o a factores asociados al manejo experimental.

Estos hallazgos posicionan a OP-ASCSL-5 como una candidata prometedora para futuros
desarrollos de bioinsecticidas basados en hongos entomopatdgenos, ya que combina eficacia
bioldgica con un bajo requerimiento de indculo para alcanzar niveles letales significativos. No
obstante, es importante considerar que estos resultados fueron obtenidos bajo condiciones
controladas, por lo que serd necesario evaluar su desempefio en condiciones de campo, donde
variables como la humedad, la temperatura o la radiacion UV podrian afectar la eficacia del

hongo entomopatdgeno.



CONCLUSIONES

Los aislamientos de las tres cepas pertenecen al género Moelleriella, anteriormente
conocido como Aschersonia.

La cepa OP-ASCSL-5 alcanzé la mayor concentracion de blastosporas (1.3x107/mL) en
menor tiempo de crecimiento.

Los conidios de los tres aislamientos de Moelleriella, tienen mayor virulencia contra
Trialeurodes vaporariorum que las blastosporas.

La CLso de la cepa OP-ASCSL-5 contra Trialeurodes vaporariorum de 5.5x10°
conidios/mL.



PERSPECTIVAS

Es necesario avanzar hacia su identificacion a nivel de especie. Para ello, se
recomienda la aplicacion de técnicas moleculares mas robustas, como la
secuenciacion gendmica y el andlisis multilocus ampliado, que permitan una
caracterizacion genética mas precisa y confiable.

Se requiere trasladar los ensayos a condiciones semicontroladas en invernadero y
posteriormente a campo, para evaluar persistencia, eficacia y comportamiento ecoldgico
del hongo.

Desarrollo de un bioinsecticida formulado: La cepa OP-ASCSL-5, por su alta virulencia
y capacidad de produccion de inoculo, se considera una candidata prioritaria para
formular un bioinsecticida estable y eficaz.

Aplicacién agricola a gran escala de un formulado de Moelleriella sp.: La
implementacion futura dependera de pruebas exitosas en condiciones variables y
representativas de bioensayos de campo.
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