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SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO DE Trialeurodes vaporariorum (HOMOPTERA:
ALEYRODIDAE) Y Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) AL HONGO
Stagonospora sp.

Pedro Hernandez Lopez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN

El presente trabajo se realizé para conocer la susceptibilidad in vitro, de la mosca blanca
Trialeurodes vaporariorum y del psilido Diaphorina citri a Stagonospora sp (S)
(=Saccharicola sp.) y al hongo entomopatégeno Lecanicillium lecanii (LI). Se aplicaron
1x108-conidios (LI) o fragmentos de hifa (S) sobre ninfas de segundo (N2) y cuarto instar
(N4) en el caso de mosca blanca y sobre adultos en el psilido, y se registré el porcentaje
de mortalidad. Para Stagonospora sp se registré una mortalidad del 58.5% en las ninfas
N2y de 26% en las N4, coincidiendo con lo reportado por la mayoria de autores quienes
sefialan que los primeros estados ninfales de cualquier plaga son los mas susceptibles
a hongos entomopatégenos; en cambio L. lecanii caus6 una mortalidad del 42% en
ambos estadios. Para el psilido asiatico de los citricos, L. lecanii caus6 el 94 % de
mortalidad de los adultos inoculados; mientras que con Stagonospora sp solamente el

8% de los adultos murieron.

Palabras clave: control biolégico, ninfas, Lecanicilium lecanii, propagulos,
entomopatdégeno.



IN VITRO SUSCEPTIBILITY OF Trialeurodes vaporariorum (HOMOPTERA:
ALEYRODIDAE) AND Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) TO FUNGUS
Stagonospora sp.

Pedro Hernandez Lopez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

The present work was carried out to know the in vitro susceptibility, of the whitefly
Trialeurodes vaporariorum and the psyllid Diaphorina citri to Stagonospora sp (S)
(=Saccharicola sp.) and the entomopathogenic fungus Lecanicillium lecanii (LI).1x108
conidia (LI) or hypha fragments (S) were applied over nymphs of second (N2) and fourth
instar (N4) in the case of whitefly and over adults in the psyllid, and the mortality rate was
recorded. For Stagonospora sp a mortality of 58.5% in N2 nymphs and 26% in N4 was
registered, coinciding with that reported by most of authors who indicate that the first
nymphal states of any pest are the most susceptible to entomopathogenic fungi; whereas
L. lecanii caused a mortality of 42% in both stages. In the case of the Asian citrus psyllid,
L. lecanii caused 94% of the mortality of the adults of D. citri; in contrast, Stagonospora
sp only caused 8% of mortality.

Key words: biological control, nymphs, Lecanicillium lecanii, propagules,
entomopathogen.
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SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO DE Trialeurodes vaporariorum (HOMOPTERA:
ALEYRODIDAE) Y Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) AL HONGO
Stagonospora sp.

1. INTRODUCCION

En la década de los afios 80s y 90s del siglo pasado las moscas blancas (Homoptera:
Aleyrodidae), llamaron la atenciébn como plaga agricola por las pérdidas econémicas
debido a los dafios directos por la succion de savia y a los dafos indirectos por la
transmision de enfermedades de origen viral (Macias et al., 2012). Trialeurodes
vaporariorum transmite virus del género crinivirus en forma semipersistente
(Wintermantel, 2004).

En afios recientes, el psilido asidtico de los citricos (PAC) Diaphorina citri, se ha
reconocido como una plaga importante por el dafio directo que ocasiona y por ser el
vector de la enfermedad dragon amarillo (Huanglongbing, HLB, por sus siglas en inglés)
(Hernandez et al., 2013). El insecto se alimenta de la savia de especies silvestres y
cultivadas de citricos (Aubert, 1987), provocando dafios en los brotes tiernos y en fuertes

infestaciones causa la caida de follaje y flores (Rogers y Stansly, 2006).

El control de estas plagas agricolas se realiza principalmente mediante la aplicacion de
plaguicidas; sin embargo, esta medida tiene un éxito limitado debido a que solo reducen
la poblacién de adultos pero no afectan los huevos y estados inmaduros (Laska, 1982;
Tiwari et al., 2011). Esto permite que los adultos alcancen una alta densidad en pocos
dias y que la incidencia de plantas enfermas aumente progresivamente (Morales et al.,
2006; Quesada et al., 2006). Una alternativa a los plaguicidas quimicos, es el uso de
microorganismos patégenos de insectos (entomopatdégenos) y parasitoides como un
componente primordial en los sistemas de MIP (Huffaker, 1985). Las enfermedades
causadas por los hongos en insectos son muy comunes y ampliamente distribuidas; a
menudo ocasionan una alta reduccion en poblaciones de insectos en forma de epizootias
espectaculares. Los entomopatdgenos reportados para mosca blanca se restringen
exclusivamente a hongos (Van Lenteren et al., 1996) por sus mecanismos de accién

unicos que les permiten atravesar de forma directa la cuticula (Fransen, 1990; Charnley



y Collins, 2007). Siendo las especies Isaria fumosorosea y Lecanicillium lecanii las mas

ampliamente utilizadas para su control.

El principal agente de control biolégico del PAC que ha sido ampliamente estudiado, es
el ectoparasitoide idiobionte Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae).
En México, se han aislado, caracterizado y probado experimentalmente cepas de hongos
gue se encuentran regulando de forma natural al PAC, como I. fumosorosea y H.
citriformis (Subandiyah et al., 2000); Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana son

otras especies de hongos comunmente utilizadas en el manejo de plagas agricolas.

El hongo Stagonospora sp (= Saccharicola sp.) produce metabolitos secundarios
denominados “poliquétidos” (Chapla et al., 2012), que poseen actividad antibidtica,
anticolesterémica, inmunosupresora y anticancerigena (Kwan y Schulz, 2011; Rojas et
al., 2011). Ademas actia como antagonista de hongos fitopatégenos, su efecto se ha
probado contra Fusarium spp., Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum,
Microbotryum violaceum (Chapla et al., 2012), Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum y Rhizoctonia solani (Uc-Arguelles et al., 2017). En laboratorio también se
observo que este hongo penetraba y parasitaba adultos y huevecillos de acaros (Manuel
Silva Valenzuela comunicacion personal). Con base en estos antecedentes se consideré
relevante investigar qué potencial tiene el hongo Stagonospora sp como patdégeno de la
mosca blanca T. vaporariorum y del psilido D. citri, en condiciones in vitro, en

comparacién con L. lecanii.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. Mosca blanca T. vaporariorum

Las moscas blancas son pequefios insectos fitdfagos de plantas herbaceas, arbustos,
arboles, plantas silvestres y cultivos de importancia economica; en ocasiones se
convierten en un serio problema, debido en primera instancia a dafos directos
provocados al succionar la savia y por la transmision de virus fitopatdogenos (Carapia y
Castillo-Gutiérrez, 2013). Los adultos y ninfas de mosca blanca utilizan su aparato bucal
perforador-chupador para alimentarse del floema de las plantas hospedantes. Esto
resulta en un dafio directo, con presencia de manchas localizadas, amarillamiento, o
defoliacion. Bajo presiones de alimentacion elevada puede ocurrir una reduccion del

crecimiento y marchitez severa.

Las moscas blancas también secretan grandes cantidades de gotas de miel que recubren
las hojas de la planta con material pegajoso. Esta secrecion azucarada proporciona un
sustrato para el crecimiento de hongos del tipo fumagina, un complejo de especies de
hongo que interfiere con la fotosintesis y transpiracion de las plantas (Mellor et al., 1997,
Hamdi et al., 2011).

Las moscas blancas son un grupo sumamente polifago; sin embargo, muestran
preferencia por ciertas plantas hospedantes donde desarrollan su mayor potencial bidtico
(Bonato et al., 2007). Estos insectos reconocen a las plantas hospedantes a través de
estimulos visuales, olfativos, gustativos y tactiles (Van Lenteren y Noldus, 1990), y la
percepcion de los compuestos quimicos de la planta les permiten identificar su ubicacion,
disponibilidad y calidad (Singer, 2000). La preferencia que las hembras tienen por las
plantas para su alimentacién y ovoposicion esta determinada por la calidad y cantidad
de nutrientes, compuestos volatiles, metabolitos secundarios, fenologia, dureza de los
tejidos y defensas mecéanicas (Costa et al., 2009). La mosca blanca T. vaporariorum, es
una plaga importante de cultivos en invernadero, es vector del virus pseudoamarillo de
la remolacha (BPYV), el virus de la palidosis de la fresa (SPaV), el virus del
amarillamiento infeccioso del tomate (TICV), y el virus de la clorosis del tomate (ToCV),
entre otros (Wintermantel, 2004). Se encuentra ampliamente distribuida en el mundo,

incluyendo la mayoria de las regiones templadas de Norteamérica, Sudameérica, Europa,
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Asia Central e India, Norte y Este de Africa, Nueva Zelanda y Sur de Australia. El origen
de esta especie no esta claro aun pero se piensa que es originaria de México o Suroeste

de Estados Unidos de Norteamérica (Capinera, 2008).

Se tienen mas de 300 especies de plantas hospedantes registradas. Las plantas
preferidas por la mosca blanca de los invernaderos son frijol, meldn, calabacita, lechuga,
jitomate, berenjena, y ocasionalmente se encuentra infestando plantas de repollo,
camote, chile y papa. Entre los vegetales de invernadero, los hospedantes mas comunes
son jitomate, berenjena y calabacita. Asimismo, muchas plantas ornamentales son
hospedantes de esta plaga, entre ellos el aster, crisantemo, gardenia, gerbera,
nochebuena, salvia y verbena (Landa et al., 1994; Capinera, 2008). La dispersion de esta
plaga es favorecida por el movimiento extensivo a través del comercio de plantas y otras

partes vegetativas (Ellsworth y Martinez-Catrrillo, 2001).

2.2. Morfologia de las etapas de desarrollo ninfales de T. vaporariorum

Primer estadio larval (N1): mide 240- 270 um de largo y 150 um de ancho, es activo y
se desplaza en busca de un lugar adecuado para la alimentacion por lo que sus patas y
sus antenas son relativamente grandes; presentan 17 pares de sedas marginales muy
aparentes; seda marginal anterior, marginal posterior, cefélica, primera abdominal,
octava abdominal y caudal presentes; tubérculos cefalicos bien desarrollados,
semirectangulares abiertos hacia la parte media; y orificio vasiforme cuadrangular
ubicado en la parte posterior (Morales y Jones, 2004; Cardona et al., 2005; Carapia y
Castillo, 2013).

Segundo estado larval (N2): mide 420 um de largo y 330 um de ancho, su cuerpo es
redondeado, no agudo posteriormente; sedas marginal anterior, marginal posterior,
cefalica, primera abdominal, octava abdominal y caudal presentes; seda dorsal del
segmento cefélico bien desarrollada; pliegues toracicos tragueales no indicados
ventralmente; orificio vasiforme semicordiforme; y lingula con dos lébulos laterales
(Morales y Jones, 2004; Cardona et al., 2005; Carapia y Castillo, 2013).

Tercer estado larval (N3): mide 560-600 um de largo y 400 um de ancho; el margen del

cuerpo es uniformemente granulado; pliegue toracico traqueal no indicado ventralmente;



sedas marginales anteriores, marginales posteriores, cefalicas, primera abdominal,
octava abdominal y caudal presentes. Orificio vasiforme semicordiforme con una muesca
en la parte media posterior a la lingula, lingula lobulada lateralmente y con dos pares de
I6bulos (Morales y Jones, 2004; Cardona et al., 2005; Carapia y Castillo, 2013).

Cuarto estadio larval y pupario (N4): mide 780-800 um de largo y 510 pm de ancho.
Pupas vivas con la superficie dorsal elevada por la palizada de la superficie ventral, la
cual esta sobre la superficie de la hoja; superficie dorsal con cubierta y varillas de cera
blanquecina; area submarginal con filamentos cortos de cera; superficie ventral y lateral
con cubierta de cera. Los especimenes son de forma eliptica, redondeados en su parte
posterior; papilas dorsales y submarginales presentes; margen uniformemente
granulado; area porosa traqueal toracica y caudal se diferencian distintivamente en el
margen; antenas situadas lateralmente de las patas protoracicas, sedas marginal
anterior, marginal posterior, cefélica, primera abdominal, octava abdominal y caudal
presentes; pliegue toracico traqueal no indicado ventralmente; orificio vasiforme
semicordiforme; y lingula lobulada (Morales y Jones, 2004; Cardona et al., 2005;Carapia
y Castillo, 2013).

2.3. Psilido Diaphorina citri

El psilido asiatico de los citricos (PAC), Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)
es una de las plagas mas importantes en la mayor parte de las zonas citricolas del mundo
debido a que es vector de la enfermedad més perjudicial de los citricos, el Huanglongbing
(HLB), también conocida como citrus greening (Bouvet et al., 2014) y en México como

dragon amarillo.

El ciclo de vida de este insecto abarca la etapa de huevecillo, cinco instares ninfales y el
estado adulto. Los adultos son insectos chupadores que miden entre 3 mm a 4 mm de
longitud, cuerpo de color pardo, alas cerosas con manchas pardas dejando un area
central clara y ojos rojos. Los machos son mas pequefios que las hembras y con la punta
del abdomen roma (Fernandez et al., 2005), mientras que la hembra posee un abdomen
con la punta bien marcada. Se les encuentra posados en hojas tiernas y maduras, con
la parte superior del cuerpo hacia arriba y con el estilete insertado en el tejido. Tienen

preferencia por el envés de las hojas (Grafton et al., 2010) pero cuando las infestaciones
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son altas pueden encontrarse tanto en el haz como en el envés. Cuando son molestados

saltan y se desplazan a distancias cortas (Hall y Albrigo, 2010).

El insecto durante su alimentacion extrae grandes cantidades de savia y produce
abundante miel de rocio que cubre la superficie de la hoja y sirve de sustrato para el
crecimiento de hongos productores de fumagina. Durante su alimentacién inyectan
toxinas a la planta que detienen el crecimiento de los brotes y deforman las hojas
(Michaud, 2004). Una sola ninfa alimentandose por menos de 24 h es capaz de provocar
una malformacioén de la hoja tanto joven como madura. Con frecuencia las infestaciones
iniciales del psilido ocurren localizadas en determinados arboles citricos. Los arboles
maduros suelen tolerar los dafios, debido a que la pérdida de hojas es minima si se le

compara con el tamafio de la copa.

El principal dafio causado por D. citri es producto de su habilidad para transmitir
eficientemente la bacteria llamada Candidatus Liberibacter asiaticus, que causa la
enfermedad conocida como Huanglongbing. El psilido puede transmitir el patégeno con
una eficiencia de so6lo el 1%, asignandose este rol a las ninfas de cuarto y quinto instar y
a los adultos, quienes adquieren a la bacteria patdgena después de haberse alimentado
de una planta enferma durante 30 min o mas (Aleman et al., 2007), entonces el patégeno
permanece latente en el interior del insecto entre 3 y 20 dias, momento en que se le
puede detectar en las glandulas salivares (Huang et al., 1984). Una vez que el insecto
adquiere al patégeno, es capaz de transmitirlo durante toda su vida, sin embargo no
puede pasar a la progenie a través de los huevos.

2.4. Utilizacién de microrganismos como agentes de control biolégico

Desde finales de los afios 1940s el control de plagas se ha basado principalmente en
insecticidas quimicos, pero la aparicion de resistencia en muchas especies de insectos,
ha incentivado el estudio del manejo integrado de plagas, en el cual el control biolégico

puede jugar un papel significativo (Scorsetti et al., 2008).

Algunos microorganismos han sido utilizados para el control biolégico de insectos y
enfermedades de plantas desde principios del siglo XX, demostrandose recientemente

las ventajas de su uso frente al manejo de insecticidas quimicos, ya que éstos generan



graves problemas como dafios al ecosistema y afectacion a la salud humana, entre otros
(Franco et al., 2011). Los principales grupos de microorganismos utilizados para el

control biologico de plagas son los virus, bacterias y hongos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Organismos benéficos disponibles comercialmente en todo el mundo para el control biolégico
de plagas en agricultura protegida.

ENEMIGO NATURAL INSECTO QUE CONTROLA
Bacteria

Bacillus thuringiensis Lepidépteros, dipteros.
Hongos

Beauveria bassiana Mosquitas blancas, afidos
Isaria fumosorosea mosquitas blancas, afidos, trips
Lecanicillium lecanii afidos, mosquitas blancas
Virus

NPV (virus de la polihedrosis nuclear) Spodoptera frugiperda

Fuente: Enkeegard y Broodsgaard (2006).
2.5. Hongos entomopatégenos como componente del MIP

Se han descrito mas de 70 000 especies de hongos y mas de 800 000 especies de
insectos. Se estima que existen mas de 700 especies, incluyendo subespecies, patotipos
y cepas de hongos como agentes de control de plagas insectiles (Roberts y Humber,
1981; Bielikova et al., 2002). Las especies mas estudiadas y utilizadas como agentes de
control biolégico en el mundo corresponden a Metarhizium anisopliae, Isaria
fumosorosea, Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana (Lépez y Bérge, 2001).
Recientemente se han descubierto funciones adicionales de muchos hongos
entomopatdgenos; desempefiandose ademas como endofitos de plantas (Acremonium,
Beauveria, Cladosporium, Clonostachys e Isaria), antagonistas de fitopatégenos
(Beauveria bassiana y Lecanicillium spp) y como microorganismos asociados a la
rizésfera-promotores del crecimiento (Metarhizium, Beauveria e Isaria) (Vega et al.,

2009), lo cual les confiere un importante protagonismo biolégico.

Los patégenos de T. vaporariorum son principalmente hongos (Capinera, 2008). Mas de
20 diferentes especies de hongos se han reportado en todo el mundo infectando y

causando epizootias en moscas blancas. Estos incluyen Aschersonia aleyorodis, A.



andropogonis, Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea, Lecanicillium lecanii,
Conidiobolus spp, Entomophthora sp, Zoophthora radicans e Isaria farinosa (Faria y
Wraight, 2001). Asimismo, mas de 170 productos han sido desarrollados en todo el
mundo basados en al menos 12 especies de hongos entomopatdgenos (Jun y Chin,
2008).

En México, el uso de hongos entomopatdgenos no est4 generalizado, aunque el empleo
de dichos microorganismos para el combate de plagas se inicié desde hace 60 afios, con
un incremento significativo a partir de 1990. Comercialmente se encuentran disponibles
en nuestro pais productos como BEA-SIN®, PAE-SIN®, META-SIN® y VERTA-SIN®. Las
formulaciones tienen como principio activo conidios y lo Unico en que varian es el
vehiculo inerte que protege a la espora de los efectos de los rayos ultravioleta y mantiene

la humedad requerida (Torres, 2007).
2.6. Proceso infectivo de hongos entomopatdégenos

El mecanismo de patogenicidad de los hongos entomopatdégenos ha sido intensamente
estudiado y se conocen las etapas principales del proceso infectivo, o que ha permitido
poder establecer estrategias para mejorar su aplicacion como control bioldgico
(Srivastava, 2009).

Los hongos entomopatdgenos invaden directamente a través del exoesqueleto, sin
embargo, la infecciébn puede ocurrir a menudo entre las partes bucales, membranas
intersegmentales o a través de los espiraculos, donde existe alta humedad que promueve
la germinacion y la cuticula esta poco esclerotizada; esto facilita la penetracion. Se
considera que estos microorganismos patdégenos actlan por contacto, ya que las
unidades infectivas se adhieren a la superficie de la cuticula a través de fuerzas
hidrofobas (Charnley, 1997).

Una vez en contacto con la cuticula, bajo condiciones favorables las esporas pueden
germinar siguiendo procesos analogos a los de los hongos fitopatdégenos: produccion de
tubos germinativos, apresorios y filamentos de infecciébn. Los mecanismos de
penetracion son fisicos y enzimaticos (Sanchez-Pefia, 2014). El apresorio ejerce presion

fisica sobre el exoesqueleto y la penetracion es ayudada por la produccion de enzimas



proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas y lipooxigenasas que degradan la cuticula
(Cho et al., 2006; Alatorre-Rosas, 2010). Una vez dentro del insecto, el hongo se
desarrolla como cuerpos hifales que se van diseminando a través del hemocele e
invaden diversos tejidos musculares, cuerpos grasos, tubos de Malpighi y hemocitos,
ocasionando la muerte del insecto después de 3 a 14 dias de iniciada la infeccion
(Pucheta et al., 2006).

Poco tiempo después de que ocurre la muerte del hospedero, las hifas del hongo
atraviesan la cuticula, ocurriendo la formacién de esporéforos o conidioforos que dan
origen a las esporas sexuales o conidias, que funcionan como unidades de dispersion e
infeccion. Cada insecto infectado constituye un nuevo foco de infeccion para otros
individuos de la poblacién (Alatorre-Rosas, 2010).

2.7. Uso de hongos entomopatdogenos como agentes de control biolégico en
aleurodidos.

En la mayoria de las investigaciones sobre control biolégico con hongos
entomopatdgenos en poblaciones de T. vaporariorum y otras especies de mosca blanca,
se emplean estados inmaduros del insecto, ya que hasta el momento no se encuentran
disponibles insecticidas con efecto sistémico sobre estados ninfales o larvales. Ademas,
los primeros estados ninfales son mas susceptibles que los huevos y adultos (Wraight et
al., 2000).

Wraight et al., (2000) evaluaron el efecto de Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea
sobre ninfas de tercer y cuarto instar de Bemisia argentifolii asperjando una suspension
de conidios de 0.6-1.4X103 conidios/mm? sobre hojas de hibisco, calabacita y melén. La
infeccion de los estados inmaduros del insecto superd el 70%, pero sobre individuos
adultos el efecto fue minimo. El potencial como agentes de control biolégico de 35 cepas
de Lecanicillium lecanii sobre ninfas de tercer instar, huevos y adultos de B. argentifolii
fue evaluado por Gindin et al., (2000); los huevos resultaron inmunes a la infeccion por
los aislamientos mas virulentos que causaron una mortalidad del 85% de las ninfas y el

maximo porcentaje de mortalidad causado por L. lecanii en adultos fue de 34.1-52.6%.

Tres aislamientos de Aspergillus parasiticus, 100 de Fusarium moniliforme, uno de

Aschersonia sp y 246 aislamientos de Fusarium oxysporum fueron colectados en areas



agricolas cercanas a una reserva ecologica en Quintana Roo, México; de ellos, los
aislamientos de F. moniliforme y F. oxysporum resultaron més virulentos al inocularse (5
UL de una suspension de 108 conidios/mL) sobre ninfas de tercer instar de T.

vaporariorum (Torres-Barragan et al., 2004).

Cuthberson et al., (2005) realizaron bioensayos para determinar la eficiencia como
entomopatdégeno de L. muscarium en cada uno de los estados inmaduros de B. tabaci.
A densidades de 107 conidios/mL las ninfas de segundo y tercer instar fueron mas

susceptibles que las de cuarto instar.

Con aislamientos de los hongos L. lecanii, L. muscarium, L. longisporum, I. fumosorosea
e |. javanica obtenidos de cadaveres de T. vaporariorum en Argentina, se obtuvieron
mortalidades de 26.6%-76.6% a los 7 dias después de la infeccion de ninfas de cuarto
instar inoculadas con una suspension de conidios de 1X107 conidios/mL (Scorsetti et al.,
2008). Por su parte, Zhu y Jun (2011) estudiaron la susceptibilidad de Bemisia tabaci
biotipo Q a 21 aislamientos de B. bassiana, tres aislamientos de Isaria fumosorosea, un
aislamiento de Isaria cateni, tres aislamientos de L. lecanii, un aislamiento de L.
attenuatum y uno de Aschersonia aleyrodis a una densidad de 1X108 conidios/mL; todos
los hongos fueron patogénicos, destacando los aislamientos de L. lecanii que causaron

mortalidades arriba del 90%.

2.8. Stagonospora sp (Hawksw & O.E. Erikss) (= Saccharicola sp)

Un aislamiento fungoso proveniente de material de cafia de azUcar (Saccharum
officinarum L.) con sintomas de tizon foliar y descrito con base a sus caracteristicas
morfolégicas como Leptosphaeria bicolor (Kaiser et al., 1979), fue determinado como
Saccharicola bicolor por Eriksson y Hawksworth (2003). Quienes mediante estudios
moleculares y filogenéticos (SSU rDNA) con la correspondiente comparacion de
secuencias de bases, encontraron que la mayoria de los taxones relacionados con L.
bicolor estaban dentro del orden Pleosporales, siendo los Hyphomycetes
Helminthosporium solani y H. vetulinum los que obtuvieron el mayor porcentaje de
similitud (99%). Por otra parte, el analisis morfologico (forma, tamafio y color del

ascocarpo, ascas, Yy ascosporas) indicO que L. bicolor correspondia al género
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Saccharicola, que filogenéticamente es cercano a los Hyphomycetes Helminthosporium
solani y Helminthosporium vetulinum. Recientemente, con la finalidad de revelar la
diversidad de especies incluidas dentro del suborden
Massarineae (Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota) y, establecer la relacion
filogenética entre cada una de ellas; se examinaron 106 aislamientos pertenecientes al
suborden y mediante el analisis morfologico-molecular de las secuencias de DNA (SSU
y LSU nrDNA) de la subunidad mayor y menor del ribosoma nuclear de cada uno de los
106 aislamiento, y con la correspondiente comparacién de secuencias de bases
publicadas en el GenBank, se hizo una reestructuracion taxonomica del suborden
Massarineae (Pleosporales, Dothideomycetes, Ascomycota) con el consecuente cambio
de taxones, propuesta de nuevas familias taxonémicas, y reajuste filogenético, por lo
cual, se propuso el cambio de nombre del género Leptosphaeria por Stagonospora
(Tanaka et al., 2015). Con base a lo anterior, de acuerdo con estos autores el hongo
Saccharicola bicolor [(D. Hawksw. et al.) D. Hawksw. and O.E. Erikss., Mycologia 95:
431. 2003], queda como Stagonospora bicolor [(D. Hawksw. et al.) Kaz. Tanaka & K.
Hiray.,, comb. nov. MycoBank MB811316]; siendo su basémino (basionym)
Leptosphaeria bicolor [D. Hawksw. et al., Mycologia 71: 483. 1979].

Se sabe que la mayoria de los hongos entomopatdgenos con potencial para control de
insectos estan en el orden Entomophthorales (clase Zygomycetes) y en la subdivisién
Deuteromycotina (clase Coelomycetes, principalmente los Hyphomycetes). Los
Entomophthorales se caracterizan por ser especies con alta especificidad y gran
potencial epizootico. Muchas especies de los Hyphomycetes tienen un rango de
hospedantes amplio y generalmente son faciles de propagar in vitro (Roberts et al.,
1991).
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2.9. Descripcion morfolégica de Stagonospora sp (= Saccharicola sp.)

Presenta una estructura reproductiva sexual (ascoma) correspondiente a un pseudotecio
subgloboso, inmerso, de color negro que aparece de manera dispersa en el tejido
infectado. Ostiolo papilado del pseudotecio y paredes de éste compuesto por capas de
células pseudoparenquiméaticas de color marrén oscuro. Pseudoparéfisis del hamatecio
(himenio no fructifero). Ascas subcilindricas con ocho ascosporas. Ascosporas
fusiformes con 1-3 septos hialinas al principio y posteriormente melanizadas con
ornamentaciones de tipo verrugoso en la superficie. La penultima célula de la ascospora

a menudo m4s gruesay oscura que las demas células.
2.10. Potencial biolégico de Stagonospora sp (= Saccharicola sp.)

En Brasil a partir de Eugenia jambolana, planta cominmente utilizada en la medicina
tradicional brasilefia, se aisl6 una cepa endofita de Saccharicola sp en la que se
detectaron genes asociados a la produccion de metabolitos secundarios denominados
poliquétidos, los cuales poseen actividad antibacteriana, inmunosupresora, antitumoral,
anticolesterémica y antiparasitica. Asimismo, en 2013 en ese mismo pais se report6 la
actividad antagonica de aislamientos endofitos de Saccharicola sp contra los hongos
fitopatégenos Cladosporium cladosporioides y Cladosporium sphaerspermum (Chapla et
al., 2012). Recientemente, Silva (2015) aisl6 un hongo de la maleza acuética Typha
domingensis, el cual de acuerdo a un andlisis molecular se determin6 que correspondia
al género Saccharicola. Esta cepa no causo sintomas de enfermedad al inocularla en
plantas de cafia de azlcar y en un estudio de rango de hospedantes en especies
horticolas, aproximadamente 40 cultivares resultaron inmunes cuando se inocularon con
el hongo. El efecto antifingico de Saccharicola sp (= Stagonospora sp), se ha probado
contra Fusarium spp., Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum,
Microbotryum violaceum (Chapla et al., 2012), Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum y Rhizoctonia solani (Uc-Arglelles et al., 2017). También se observo que este
hongo penetraba y parasitaba adultos y huevecillos de acaros (Manuel Silva Valenzuela

comunicacion personal).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Criade mosca blancay del psilido D. citri

Se establecieron dos colonias de T. vaporariorum utilizando como sustrato plantas de
frijol cv flor de mayo (hébito de crecimiento determinado). Para lo cual, se sembraron
semillas de frijol en una charola germinadora con mezcla peat-moss-agrolita (3:1).
Cuando se observé el desarrollo de dos hojas verdaderas, se transfirieron a vasos de
unicel de 1 L conteniendo suelo estéril (Figura 1). A los 21 dias del trasplante, se
confinaron en dos jaulas entomoldgicas (80x80x80 cm), ocho plantas por jaula y se
introdujeron 500 adultos de mosca blanca en cada jaula; las colonias se mantuvieron en
un invernadero con una humedad relativa al 70%. Constantemente se introdujeron
plantas nuevas a las jaulas con el fin de incrementar la poblacién insectil (Figura 2). Las
plantas senescentes se retiraban de la jaula una vez que se sacudian dentro para

asegurar la permanencia de los adultos.

La cria, reproduccién y mantenimiento de las colonias del psilido asiatico de los citricos
libres de Candidatus Liberibacter asiaticus, se realiz6 en plantas de Murraya paniculata
de un afo de edad mantenidas en jaulas entomoldgicas en invernadero a 27+2 °C y 60-
80% de humedad relativa. Para el ensayo de antagonismo in vitro los insectos se
capturaron con un aspirador bucal y se colocaron en viales de vidrio en grupos de 11
especimenes por vial; también se colectaron brotes de M. paniculata y se introdujeron
en bolsas de polietileno. Los viales y los brotes se colocaron en una hielera y se
transportaron al laboratorio.
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Figura 2. Mantenimiento de colonias de mosca blanca en invernadero en
plantas de frijol. A) Sustrato para la alimentacion y oviposicion de insectos. B)
Plantas confinadas en una de las jaulas construidas para el pie de cria.

Figura 2. Incremento de poblacion insectil de T. vaporariorum. A), B), y D) Foliolos altamente
infestados con adultos de mosca blanca. C) Ejemplar hembra de mosca blanca ovipositando
en el envés de hojas de frijol. E) Diferentes estadios larvales de mosca blanca (ninfas de
seaundo instar sefaladas nor flechas).

14



3.2. Obtencion de ninfas de T. vaporariorum.

Grupos de 25 adultos de T. vaporariorum, tomados de la colonia previamente establecida
en el invernadero, se introdujeron dentro de jaulas clip circulares de 2.5 cm de didmetro,
éstas se sujetaron a los foliolos de la planta de frijol y se mantuvieron durante 2 dias para
gue ovipositaran (Figura 3). Las plantas se mantuvieron en un cuarto de crecimiento a
27°C, 50% de H.R y fotoperiodo luz: oscuridad de 16h: 8h. Posteriormente, se retiraron
las jaulas clip junto con los adultos y se identificaron los foliolos infestados con
huevecillos para darle seguimiento hasta el desarrollo de los estados larvales de interés
y utilizar de esta forma individuos homogéneos en su fase biolégica (segundo y cuarto
instar). Con base en las caracteristicas morfoldgicas se distinguieron los diversos

estados inmaduros del insecto descartando el primer y tercer estado larval.

C

Figura 3. Disposicion de jaulas tipo clip sobre el envés de hojas de plantas de frijol (A,
B y C). Cada una de las mini jaulas contenian 25 adultos de mosca blanca.
Condiciones de cuarto de crecimiento (27°C, 50% de H.R y fotoperiodo luz: oscuridad
de 16h: 8h).

3.3. Identificacion morfolégica de la especie T. vaporariorum con base a las

caracteristicas fisicas de la pupa.

Con la finalidad de corroborar que el estudio se realizaba sobre |la especie de interés, de

las colonias establecidas, se hicieron preparaciones en laminas fijas, con la técnica
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descrita por Martin (1987). Ninfas de cuarto instar se maceraron en hidroxido de potasio
al 40% durante un lapso de 60 min en un vidrio de reloj, después se lavaron con agua
destilada durante 15 min. Posteriormente, se deshidrataron en cloral-fenol (hidrato de
cloral 1 parte: fenol 1 parte) por 60 min a 40°C; en seguida se pasaron a acido acético
glacial por 5 min y se tifieron con fucsina acida por 5 min; a continuacion se expusieron
a acido glacial por 5 min y se sumergieron en esencia de clavo por 2.5 h. Finalmente se
montaron en balsamo de Canada. Las preparaciones se observaron al microscopio
Optico para determinar las caracteristicas de la lingula y orificio vasiforme que constituyen

rasgos importantes de identificacion.
3.4. Cultivo de Stagonospora sp (Saccharicola sp)

Se realiz0 la reactivacion de la cepa original de Stagonospora sp (conservada en papel
filtro a -20° C) aislada de T. domingensis por Silva (2015) (Figura 4). Se colocé un
segmento del papel filtro con micelio del hongo en una placa con PDA y se incubo a
25+2°C. Del crecimiento micelial se tom6 un bloque de 0.5 cm (de lado), se transfirio al
centro de otra caja Petri con medio fresco y se incub6 a 27 °C durante 48 h. Transcurrido
este tiempo, se observé bajo el estereoscopio el micelio del hongo en crecimiento,
enfocando los bordes de la colonia para identificar las puntas de las hifas en crecimiento.
Con un alfiler estéril, se cort6 el pedazo de agar que contenia la punta de una sola hifa'y
este pedazo se transfirié a una placa de PDA (colocando solo una hifa en cada caja). Las
cajas con la punta de hifa se incubaron a 27 °C durante 15 dias. A partir de los cultivos
de puntas de hifa, se incrementd del hongo con el fin de producir el in6culo suficiente

para las pruebas de patogenicidad.
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Figura 4. Caracteristicas estructurales de Stagonospora sp.
A) y B) Agregacion de picnidios subglobosos creciendo en
medio de cultivo PCA. C) Liberacion de conidias por presion
mecanica del picnidio. D) Segmentos de hifa. E) Conidios
con cuatro septos gatulados.

3.5. Cultivo monospdérico de L. lecanii

Con la finalidad de tener un punto de comparacion del potencial patogénico de
Stagonospora sp, se selecciond como referencia al hongo L. lecanii, ampliamente
reconocido por su capacidad patogénica. Se utilizo el aislamientos ARSEF9742 (obtenido
de afidos en Venezuela) crio preservado a -80 °C en cilindros de ADS (Agar Dextrosa
Sabouraud) en la Coleccién de hongos entomopatégenos del Colegio de Postgraduados.
Cinco cilindros de 5 mm de diametro de medio de cultivo ADS con micelio del hongo se
transfirieron al centro de cajas Petri conteniendo ADS fresco y se incubaron a 25 °C
durante 20 dias (un cilindro por caja). De una de las colonias desarrolladas, con un asa
bacterioldgica, se tomo una cantidad no cuantificada de conidios, estos se depositaron
en un frasco de vidrio con 20 mL de Tween 20 al 0.03%, agitando durante 3 minutos en

un vortex. De la suspension homogénea de conidios, se tomd una alicuota de 50 pyL que
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se deposito en el centro de una caja Petri con 15 mL de agar-agua al 1.5%. Con un asa
de Digralsky esteéril, se dispersé la alicuota en toda la superficie de la placa de agar-agua
y se incub6 a 25°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, con la caja cerrada, se
localizaron los conidios germinados y se marcé en el reverso de la caja el sitio de
ubicacion. Cada fragmento de agar conteniendo el conidio germinado se transfirio en
forma invertida a una caja Petri con medio de cultivo ADS fresco. Las cajas se incubaron
a 25°C durante 20 dias.

3.6 Preparacion del in6culo de Stagonospora sp y de L. lecanii.

Dado que la produccién de conidios por Stagonospora sp en medio de cultivo es muy
escasa, se utilizaron como propagulos infectivos fragmento de micelio. Para esto, sobre
cajas con PDA con crecimiento micelial de Stagonospora sp de 15 dias de incubacion,
se vertieron 5 mL de solucién salina al 0.09% + 10 mL de Tween 20 al 0.03% estéril (por
caja) y se raspo la superficie de cada caja para suspender el micelio y el contenido de la
suspension de ocho cajas se licudé para fragmentar el micelio. EI nimero de propagulos
(segmentos de hifa) se cuantificd en un hematocitometro ajustando el nivel del in6culo a
1x108 propagulos/mL. También sobre cajas conteniendo ADS con cultivos monospéricos
de L. lecanii de 20 dias de incubacion, se vertieron 15 mL de Tween 20 al 0.03% estéril
(por caja). Se rasp6 la superficie de cada caja para remover la mayor cantidad de
conidios y micelio. Se deposité el material extraido de cinco cajas Petri en tubos para
centrifuga de 50 mL y se agitaron en un vértex durante 5 min. La suspension de conidios
y micelio se filtr6 con una doble capa de pafialina, se cuantific6 el nimero de conidios y

se ajustd a una suspension conteniendo 1x108 conidios/mL.
3.7. Pruebas de patogenicidad sobre ninfas de mosca blanca

Se desprendieron los foliolos de las plantas de frijol conteniendo los estadios larvales
desarrollados en las jaulas clip, se lavaron con agua destilada estéril y se secaron con
papel absorbente estéril. Bajo un estereoscopio a 40 aumentos se retiraron las ninfas del
envés con una aguja aplanada. Sobre portaobjetos estériles se colocaran 10 gotas (5
pL/gota) de la suspensién del hongo a evaluar y en medio de cada gota se coloc6 una
ninfa. Después, los portaobjetos se secaron en la camara de flujo laminar y una vez

secos se colocaron en una caja Petri que tenian en el fondo un segmento de papel filtro,
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el que diariamente se humedecié con 0.5 mL de agua destilada. Las cajas Petri se
incubaron a 25+2 °C por 7 dias. La infeccion de las ninfas se evalu6é alos 3,4, 5,6y 7
dias después de haber sido inoculadas. Los criterios que se tomaron en cuenta para
determinar mortalidad fueron la momificaciéon de las ninfas (invasién y muerte de la ninfa
causada por el hongo) y la emergencia de micelio del interior del insecto. La mortalidad
de las ninfas causada por el hongo se verifico observando al microscopio la esporulacion
caracteristica de L. lecanii y el crecimiento micelial caracteristico de Stagonospora sp.
En total se establecieron cinco tratamientos como se muestra en el Cuadro 2. La unidad
experimental consisti6 de una caja Petri con 10 ninfas/portaobjeto, dispuestas en un
disefio completamente al azar. Cada tratamiento se repiti6 10 veces (un total de 100

ninfas/tratamiento), y el experimento se repitié una vez mas.

Cuadro 2. Tratamientos para las pruebas de patogenicidad de los hongos Stagonospora sp (S) y
Lecanicillium lecanii (LI) contra ninfas del 2° y 4° instar de Trialeurodes vaporariorum (Tv).

1.Svs Tv 2°ins
2.LIvs Tv 2°ins
3.Svs Tv 4°ins
4.L1vs Tv 4°ins
5. Testigo (tratados con 5 pL de Tween 20 al 0.03%)

3.8. Pruebas de patogenicidad sobre adultos de D. citri

La preparacion de las suspensiones inoculantes de L. lecanii (1x102 conidias/mL) y
Stagonospora sp (1x108 propagulos/mL) se hizo de la misma forma que para el
bioensayo con T. vaporariorum. Los adultos de D. citri se inocularon individualmente
aplicando con una micropipeta 20 pL de la suspension inoculante directamente en la
region dorsal del térax, de acuerdo con el método topical. Los individuos una vez
inoculados se transfirieron, utilizando un pincel fino, a los brotes de M. paniculata
previamente desinfestados y colocados en el interior de dispositivos construidos para la
incubacion de los insectos (Figura 5). A una caja Petri (60 mm de diametro) se le inserto
un tubo eppendorf de 2 mL que contenia agua estéril, con la finalidad de que el brote

introducido en él, conservara la turgencia de los tejidos durante el periodo de incubacion
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del ensayo. Se establecieron tres tratamientos: 1) psilidos inoculados con L. lecanii (LI
vs Dc); 2) psilidos inoculados con Stagonospora sp. (S vs Dc); y 3) testigo sin inocular,
a los insectos solamente se les aplicé 20 pL de Tween 20 al 0.03% (T). La unidad
experimental consistio de una caja Petri con once adultos/brote, dispuestas en un disefio
completamente al azar. Cada tratamiento se repiti6 10 veces (un total de 110
adultos/tratamiento). Las cajas Petri se incubaron a 25%2 °C durante 10 dias. A partir del
tercer dia hasta el décimo, se hicieron observaciones diarias para registrar el nUmero de
insectos infectados. La momificacion del insecto y la emergencia de las estructuras del
hongo del interior de su cuerpo fueron criterios indicativos de la muerte del individuo. Con
la finalidad de inducir la esporulacién del hongo a partir de los individuos muertos, éstos
se colocaron en cajas Petri estériles conteniendo un circulo de papel filtro sin humedad
adicional durante 2 dias y se incubaron a 25+2 °C; transcurrido este tiempo, el papel filtro
se humedecio con agua destilada estéril y se incub6 durante 7 dias para favorecer la

esporulacion de los hongos y confirmar infeccion.

Figura 5. Dispositivo disefiado para la incubacion de brotes de M. paniculata
infestados con adultos de D. citri. tep: Tubo eppendorf de 2 mL conteniendo agua
corriente estéril. cp: Caja Petri de 6 cm de diametro sellada con silicén. bmp: Brote de
M. paniculata. pfo: Circulo de papel filtro para conservar la humedad relativa. adc:
Adultos de D. citri inoculados, ov: Orificio para la ventilacion.
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3.9. Andlisis estadistico

Con los datos de numero de especimenes (ninfas y adultos) infectados, se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias (Tukey, P<0.05), utilizando el
paguete estadistico SAS version 9.0. El analisis se realizé con los datos de los dos

experimentos.
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4. RESULTADOS
4.1. Pruebas de patogenicidad sobre ninfas de mosca blanca

Las caracteristicas morfoldgicas presentadas por las ninfas del cuarto instar como:
presencia de orificio vasiforme tipo semicordiforme, lingula lobulada, papilas dorsales y
submarginales, y margen granulado indicaron que éstas correspondian a la especie
Trialeurodes vaporariorum (Figura 6).

Figura 13. Vista ventral de ninfas de cuarto instar con caracteristicas morfologicas distintivas
de la especie T. vaporariorum. a: orificio vasiforme semicordiforme, b: lingula lobulada, c:
papilas dorsales y submarginales, d: margen uniformemente granulado.

El nUmero de ninfas de mosca blanca infectadas, fue significativamente mayor (P= 0.05)
en las inoculadas con propagulos de Stagonospora sp y L. lecanii, en comparacion con
el testigo tratado con Tween 20 al 0.03%. A los 8 dias después de la inoculacién, el
mayor numero de ninfas parasitadas se registro en el tratamiento S vs Tv 2° ins, seguido

de los dos tratamientos con el hongo L. lecanii (LI vs Tv 2° ins 'y LI vs Tv 4° ins). La
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patogenicidad de L. lecanii fue la misma para ambos estados inmaduros de mosca
blanca. Sin embargo, en los tratamientos con el hongo S. bicolor las ninfas de 2° instar
fueron mas susceptibles que las de 4° instar (P= 0.05) (Figura 7). Con Stagonospora sp
se registro un 42.5% de ninfas de 2° instar a los 5 ddi, mientras que con L. lecanii se
alcanzé el mismo porcentaje de infeccidon hasta los 8 ddi en ninfas de segundo y cuarto
instar (Figura 8). La presencia de sintomas de infeccion en ninfas de mosca blanca se
caracteriz6 por una progresiva interaccion del micelio de Stagonospora sp con la cuticula
de las ninfas de segundo y cuarto instar, seguida de la invasion, colonizacion e infeccion
interna antecedida por un cambio en la coloracion. En el caso de las ninfas de moscas
blancas infectadas por Lecanii, los especimenes muertos se tornaron de color amarillo
palido a oscuro, rugosos y opacos, y alrededor de los 5 dias se noté crecimiento fungico

blanco cubriéndolas (Figura 9).
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Figura 21. Nimero de ninfas de segundo y cuarto instar de mosca blanca (T. vaporariorum)
infectadas y colonizadas por los hongos Stagonospora sp (S) y L. lecanii (LI). Barras con la
misma letra no difieren significativamente (Tukey, 0.05).

23



—
b
(=]

<
=

80

60

40

20

NUMERO TOTAL DE NINFAS INFECTADAS

w

SN VR —
e . . . .
DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8
= S vs Tv 2°%ns ==fl=11vs Tv2°ing =—s=S§ vsTv4°ins ==p==T.]vsTv4°%ins ==de==Testigo

Figura 29. Numero total de ninfas de T. vaporariorum infectadas y colonizadas por los hongos

Stagonospora sp y L. lecanii a través del tiempo en cada tratamiento.
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Figura 37. Desarrollo de la infeccion con caracteristicas tipicas de parasitismo fungico en ninfas
infectadas por L. lecanii (LI) y Stagonospora sp (S). A: la degradacion causada por LI se inicia en el
centro (infeccién en forma interna); B: cambio de coloracién de amarillo claro a color amarillo oscuro
en ninfas infectadas con LI; C: ninfas N2 colonizada por LI; D:micelio fingico sobre ninfa afectada por
LI; E: micelio negro de Stagonospora sp interactuando con la epicuticula de una ninfa; F: cambio de
coloracion en ninfas inoculadas con Stagonospora sp; G,H: ninfas N4 colonizadas por Stagonospora
sp e |: ninfa normal vs ninfa colonizada.
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4.2. Pruebas de patogenicidad sobre adultos de D. citri.

El numero de adultos de D. citri infectados, fue significativamente mayor (P= 0.05) en los
inoculados con propagulos de Stagonospora sp y L. lecanii, en comparaciéon con el
testigo tratado con Tween 20 al 0.03%. L. lecanii causo el 94% de mortalidad de los

adultos del PAC mientras que Stagonospora sp solamente causé un 8% (Figura 10).
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Figura 45. Numero de adultos de D. citri infectados y colonizados 10 dias después de ser
tratados con suspensiones de los hongos Stagonospora sp (S) y Lecanicillium lecanii (LI).
Barras con la misma letra no difieren significativamente (Tukey, 0.05).

La presencia de sintomas de infeccion de L. lecanii en adultos del PAC se caracterizd
por la degradacion interna e invasion gradual de los tejidos del insecto que se inicio y
extendi6 a partir de la regién dorsal al resto del cuerpo de D. citri; posteriormente aparecid
el crecimiento micelial de color blanco sobre los cadaveres. Se observo dificultad de
movimiento, obstruccibn mecanica de los conductos respiratorios, produccién de

conidias en la superficie del cadaver y paralisis (Figura 11). En el caso de los adultos de
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D. citri inoculados con Stagonospora sp, los segmentos de hifa se observaron adheridos

a la superficie de la cuticula del insecto.

Figura 53. Adultos del psilido D. citri completamente momificados por Lecanicillium lecanii bajo
condiciones controladas.
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5. DISCUSION

En condiciones in vitro, ninfas de segundo (N2) y cuarto instar (N4) de Trialeurodes
vaporariorum fueron susceptibles (58.5% y 26% de individuos infectados), al hongo
Stagonospora sp. Las ninfas N2 resultaron mas susceptibles que las N4, coincidiendo
con lo reportado por la mayoria de autores quienes sefialan que los primeros estados
ninfales de cualquier plaga son los méas susceptibles a los hongos patégenos de insectos
(Wraight et al., 2000; Cuthberson et al., 2005). Algunos autores indican que el micelio de
los hongos no tiene la capacidad de invadir artropodos (Sanchez-Pefia, 2014). Sin
embargo, los segmentos de hifa de Stagonospora sp infectaron los estados inmaduros
de mosca blanca (principalmente las ninfas N2), debido posiblemente a que la cuticula
de las ninfas no esta altamente esclerotizada. Por otro lado se conoce que la mayoria de
los hongos entomopatdgenos con potencial para el control de insectos pertenecen al
orden Entomophthorales (clase Zygomycetes) y en la subdivisibn Deuteromycotina
(clase Coelomycetes, principalmente los hyphomycetes) (Roberts et al., 1991) y el del
género Stagonospora presenta una alta proximidad filogenética (99 % de identidad) con

el grupo de los hyphomycetes (Eriksson y Hawksworth, 2003).

Aunque Stagonospora sp no habia sido consignado como patdgeno de insectos,
recientemente se han descubierto funciones adicionales de muchos hongos
entomopatdégenos; asi, muchos de ellos se desempefian ademas como antagonistas de
fitopatdgenos, como microorganismos asociados a la rizésfera y como endofitos de
plantas (Vega et al., 2009); y Stagonospora sp también vive como endéfito (Chapla et
al., 2012). La plasticidad biolégica es un fendbmeno recurrente en hongos, de manera que
el hongo Saccharicola sp (= Stagonospora sp) originalmente caracterizado como un
organismo endofito (Chapla et al., 2012), también tiene la capacidad de desempefiarse
como antagonista de fitopatdgenos (Rojas et al., 2011; Uc-Arguelles et al., 2017), y de
acuerdo con nuestros resultados, como patdgeno de estados inmaduros de mosca
blanca. Como organismo enddfito de algunas plantas, el hongo Stagonospora sp tiene la
capacidad de producir metabolitos secundarios conocidos como poliquetidos (Rojas et
al.,, 2011) que podrian estar implicados en la capacidad de Stagonospora sp de
sobrepasar las barreras de defensa de las ninfas N2 de la mosca blanca T. vaporariorum,

ya que dichos compuestos poseen actividad antibacteriana, inmunosupresora,
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antitumoral, anticolesterémica y antiparasitica. Por otro lado, existe evidencia de que
hongos enddfitos tienen la capacidad de producir quitinasas (Govinda et al., 2011);
aunque para el caso particular de Stagonospora sp no se encontré reporte alguno al

respecto.

El ndmero promedio de ninfas de T. vaporariorum infectadas por L. lecanii fue similar
para ambos estados inmaduros (42%) , lo cual podria sugerir que la presencia de varillas
de cera en la superficie dorsal de las ninfas N4 no es un factor que limite la capacidad
del entomopatdgeno para penetrar, infectar y colonizar a su hospedero. Al parecer, L.
lecanii expreso el mismo potencial patogénico para cada uno de los subestadios ninfales
de mosca blanca; de manera similar, Meade y Byrne (1991) consignan que las ninfas N1,
N2 y N3 de B. tabaci no mostraron diferencias de susceptibilidad a este hongo. Los
resultados obtenidos en este estudio para L. lecanii, se encuentran dentro del rango
sefalado por Scorsetti et al. (2008), quienes obtuvieron un 26.6%-76.6 % de mortalidad
en ninfas de cuarto instar de T. vaporariorum infectadas con L. lecanii. En contraste otros
autores indican porcentajes de mortalidad mayores al 85% (Kanagaratnam et al., 1982;
Gindin et al., 2000; Ortiz et al., 2011).

Con ambos hongos la incidencia de individuos infectados aumentoé con el transcurso del
tiempo, pero el crecimiento de la incidencia fue mayor con Stagonospora sp, en
comparacién con L. lecanii, a pesar de que se sefiala que la infeccion por este ultimo
ocurre 24 h después del contacto de la conidia con el cuerpo del hospedero (Pineda-
Guillermo y Alatorre-Rosas, 1995). Mediante la observacién peridédica de las ninfas
inoculadas, luego de su permanencia en condiciones de cadmara humeda, se pudo
reconocer la sintomatologia caracteristica de la accion de los hongos, su desarrollo
micelial y la formacion de sus estructuras reproductivas; lo anterior permite deducir que
la muerte del insecto se debi6 a la accion patogénica de los microorganismos inoculados.
La mortalidad de algunos individuos en el testigo se podria deber a dafios fisicos durante

la manipulacién del insecto.

En cuanto al Psilido Diaphorina citri, en casi la totalidad de los insectos inoculados
topicamente con la suspension de conidias de L. lecanii, ocurrié invasion gradual de los

tejidos que se inicié a partir de la region dorsal y se extendié al resto del cuerpo del
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psilido, culminando con la esporulacion externa sobre los cadaveres. Este resultado
coincide con lo reportado para aislamientos de M. anisopliae e |. fumosorosea que
causaron en adultos de D. citri, porcentajes de mortalidad superiores al 94 % (Ordufio,
2015). En contraste, solamente el 8% de los adultos de D. citri inoculados con

Stagonospora sp murieron.

En general las fases inmaduras en insectos, se caracterizan por presentar un tegumento
poco esclerotizado, débilmente pigmentado y transllicido, y generalmente son de un
aspecto muy diferente al que presentan los adultos (Pérez-ifiigo, 1997). En cambio los
individuos adultos, presentan un exoesqueleto pluriestratificado con placas endurecidas
denominadas escleritos, formados por quitina y proteinas. Las ninfas se caracterizan por
presentar tegumentos menos endurecidos que el adulto (Osuna, 1995). Las ninfas de
mosca blanca presentan una capa cerosa o epicuticula resistente al agua y caracterizada
por no contener quitina; debajo de la epicuticula es frecuente la presencia de una
endocuticula delgada en las etapas larvarias de muchos insectos. Por otro lado esta
documentado que L. lecanii produce quitinasas (Bing-Lan et al., 2003; Zhu et al., 2008),
mientras que para Stagonospora no se encontraron reportes que evidencien su
capacidad para producir estas enzimas. Todo lo anterior podria, en parte explicar, porque

el hongo Stagonospora sp ho mostro un efecto importante sobre adultos de D. citri.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, indicaron que Stagonospora sp
causoO una reduccién significativa en el numero de ninfas de segundo y cuarto instar
(58.5% y 26%, respectivamente) de Trialeurodes vaporariorum; sin embargo, sobre
adultos de D. citri tuvo un efecto minimo (8% de mortalidad) en comparacion con

Lecanicillium lecanii (94%).
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