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RESUMEN

La produccién de chile para secado es uno de los principa-
les cultivos en la region del estado de Zacatecas, donde los ulti-
mos afios se ha visto afectado por la presencia de la chicharrita
Circulifer tenellus, un vector de fitoplasmas; éstos ocasionan
danos a los cultivos como la sintomatologia denominada “Ama-
rillamientos del chile”, la cual provoca que la planta reduzca su
produccion de fruto y en casos extremos la muerte de la misma
y con ello genera pérdidas significativas a los productores de
este cultivo. Como una solucion a esta problematica dentro del
manejo del cultivo, se optd por la investigacion y evaluacion de
hongos entomopatégenos que coadyuvaran a reducir la pre-
sencia de la plaga. Por lo que el objetivo principal de este traba-
jo fue evaluar la efectividad de Beauveria bassiana sobre C. te-
nellus como mecanismo de control biolégico. La efectividad de
B. bassiana para clasificarla como un agente bioldgico eficaz
en el manejo y control de la poblacion de C. tenellus se delimita
a que solo se realizaron pruebas de laboratorio y no de cam-
po. Las pruebas de laboratorio se realizaron en instalaciones
del INIFAP, Campo Experimental Zacatecas. En las pruebas
realizadas en laboratorio, las tres cepas de B. bassiana solo
alcanzaron un porcentaje del 20% de efectividad realizada en
una sola repeticion con 60 adultos de C. tenellus, independien-
temente de la concentracion de esporas.

Palabras Clave: entomopatégeno, efectividad, manejo
agronémico, control poblacional.

SUMMARY

The production of dried chile is one of the main crops in the
region of the state of Zacatecas, where the last years has been
affected by the leathopper Circulifer tenellus, a phytoplasma

vector; they cause damage to crops like symptoms called “ye-
llowing of pepper”, which causes the plant to reduce its pod pro-
duction and in some extreme cases it provokes the plant death
and thus generates significant losses to growers of this crop. As
a solution to this problem within the crop management, it was
decided by the research and evaluation of entomopathogenic
fungi that party plaintiffs to reduce this disease. So the main ob-
jective of this study was to evaluate the effectiveness of Beau-
veria bassiana on C. tenellus as biological control mechanism.
The effectiveness of B. bassiana to classify it as an effective bio-
logical agent in the management and control of the population
of C. tenellus is delimited to only laboratory tests and field is not
performed. Laboratory tests were conducted in facilities INIFAP,
Campo Experimental Zacatecas. In laboratory tests the three
strains of B. bassiana just reached a rate of 20% effectiveness
on a single repetition with 60 individuals, regardless the spore
concentration.

Key words: entomopathogenic, effectiveness, agronomic
management, population control.

INTRODUCCION

Desde los afios ochenta el estado de Zacatecas es el prin-
cipal productor de chile seco (Capsicum annum L.). De 1991
a 1996, aport6 29 032 t afio™ de chile mirasol/guajillo y ancho,
principalmente, lo que representd 51.2% de la oferta nacional.
Esto significd una derrama para el Estado de 342 657 000 pe-
sos por ano (Rivas et al., 2001).

Las regiones productoras de esta hortaliza en Zacatecas
se ven afectadas por problemas fitosanitarios, en particular por
insectos vectores de patégenos. Entre los fitopatdgenos se en-
cuentran los fitoplasmas, que en los ultimos afios han adquiri-
do importancia debido a que se ha reconocido que multiples
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enfermedades vegetales son causadas por ellos. Estos son
parasitos estrictos del habitat intracelular de plantas e insec-
tos vectores; son bacterias carentes de pared celular que viven
en el floema de las plantas infectadas y que requieren para su
diseminacion de un agente vector que debe alimentarse de la
savia contenida en el floema (Alfaro-Fernandez et al., 2011).
Estos microorganismos causan dafos devastadores a mas de
700 especies de plantas en todo el mundo (Bertaccini, 2007;
Lee et al., 2000). Las plantas infectadas por estos microorga-
nismos muestran una amplia variedad de sintomas, como las
deformaciones conocidas como “escobas de brujas”, retraso
en el crecimiento y el amarillamiento generalizado. Sobre todo
en los érganos florales, la infeccién por fitoplasmas a menudo
induce cambios morfolégicos Unicos, como filodia (metamorfo-
sis de los érganos florales en estructuras semejantes a hojas),
virescencia (coloracion verde de los pétalos) o la proliferacion
(crecimiento vegetativo en los érganos florales), produciendo
con ello, dafos devastadores tanto en cultivos agricolas de im-
portancia econémica asi como en plantas nativas que sirven de
reservorios invernales.

En condiciones naturales los principales responsables de la
trasmision de los fitoplasmas son insectos picadores-chupado-
res que se alimentan de la savia del floema y que pertenecen
al orden Hemiptera, suborden Auchenorrhiycha: dentro del cual
se ubican las familias Cicadellidae, Cixidae, Cercopidae, Psy-
llidae y Fulgoridae: todas ellas alojan insectos considerados
como vectores (Bové et al., 2003; Markham, 1983; Weintraub y
Beanland, 2006; Wilson y Weintraub, 2007).

En Zacatecas se ha reportado la presencia de la chicharrita
del betabel (Cicadellidae); vector de Curtovirus y fitoplasmas en
diversos cultivos. Uno de los danos mas importantes que se le
atribuyen a C. tenellus es la transmision del amarillamiento viral
del chile causado por el curtovirus denominado Beet mild curly
top virus (BMCTV), el cual se encuentra ampliamente disemi-
nado en la regiéon de Zacatecas y Aguascalientes. EIl BMCTV
afecta a todas las variedades de chile que se cultivan en la
region produciendo sintomas en las plantas infectadas como:
amarillamiento de la planta, achaparramiento (enanismo), de-
formacion de hojas, plantas con poca carga de frutos lo que
conlleva a una pérdida de produccion del cultivo (Velasquez et
al., 2012).

Para el manejo de esta plaga es necesario el monitoreo de
su poblacidon mediante el empleo de trampas pegajosas y la
eliminacion de la maleza dentro y fuera de la parcela de chile ya
que es ahi donde se hospeda (Velasquez et al., 2012).

El control biolégico con hongos entomopatégenos es una
herramienta apropiada dado que las esporas pueden perma-
necer viables sobre la superficie de los granos o del suelo e
infectar a los insectos una vez que estos emergen. En la actua-
lidad no existe algun reporte donde B. bassiana sea utilizado
como agente de control biolégico sobre C. tenellus. El término

entomopatdgeno se ha definido por varios autores de distintas
maneras; algunos lo definen como aquellos microorganismo
(bacterias, hongos, nematodos y virus) que son capaces de
atacar insectos (Devotto ef al., 2000) o como los que reducen
las poblaciones de insectos plaga en niveles que no causan
dafio econdémico a los cultivos (Tanzini et al., 2001).

Dentro de los hongos entomopatégenos mas importantes
para la reduccion de mosquitos se encuentran Beauveria spp,
Metarhizium spp, Entomophthora spp, Lagenidium spp, Coelo-
momyeces spp. y Culicinomyces spp. (Scholte et al., 2004). A
nivel mundial, una de las especies mas frecuentes y estudiadas
de hongos entomopatdgenos es B. bassiana, debido a su efi-
ciencia y facilidad de muiltiplicacion, (Allendes, 2007; Rodriguez
et al., 2006). Este hongo se ha implementado para el control
de plagas de saltamontes en cultivos de frijol y el control de la
broca del café en frutos infestados.

Ibarra-Aparicio et al. (2005) utilizaron B. bassiana para el
control de la chicharrita del maiz (Dalbulus maidis Delong &
Wolcott) bajo condiciones de laboratorio y reportan resultados
significativos en la reduccion de la poblacién e incidencia de
infeccion del virus del rayado fino sobre plantulas de maiz. B.
bassiana posee hifas cenociticas, lisas con células conidioge-
nas formando densos racimos irregularmente agrupados, las
fialides se encuentran hinchadas en la base y se adelgazan
hacia la parte que sostiene las esporas llamado raquis en forma
de zigzag. Los conidios de este hongo son hialinos, lisos, de
forma globosa a elipsoidal (Garcia et al., 2011)

MATERIALES Y METODOS

Colecta de Insectos e Identificacion: Se efectuaron colectas
de chicharritas durante los meses de Mayo y Junio del 2014 en
el Campo Experimental Zacatecas del INIFAP, empleando una
red entomoldgica. En laboratorio se identificaron y separaron
individuos de la especie de C. tenellus. Los insectos pertene-
cientes a esa especie fueron puestos en plantas de chile dentro
de una jaula cubierta con tela de organza para evitar la salida
de los adultos de C. tenellus o la entrada de otros vectores.

Cultivo de B. bassiana. Para la produccion del hongo se
bas6 en el procedimiento de Jaramillo (2012), donde se to-
maron esporas de los aislamientos CPM-143, C1y C2. Las
esporas se sembraron en medio de cultivo PDA en cajas de
Petri e incubadas por 15 dias a 28 °C hasta obtener conidias
a partir de las cuales se multiplicaron masivamente en medio
de cultivo solido a base de arroz. Para la multiplicacion masiva
se prepard un medio liquido compuesto por soya (15 g/L), azu-
car (10 g/L), sal (5 g/L), mezclados homogéneamente en agua
destilada. Posteriormente se distribuyd de manera uniforme el
medio liquido sobre 350 gramos de arroz estéril en frascos de
vidrio de 750 mL, estos se sellaron y se dejaron en incubacion
a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas luz/dia durante 15 dias.
Se colectaron las esporas, las cuales se almacenaron en 100
mL de agua estéril por un tiempo maximo de 15 dias a una
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temperatura de 4° C hasta su uso, con las cuales se realizaron
aspersiones en las plantas de chile.

Aplicacion de la solucién de esporas a las plantas: Se aplica-
ron cinco mL de la solucién a cada una de las plantas estableci-
das en las jaulas malla por medio de aspersion con la ayuda de
un atomizador, desde la parte aérea de la planta hasta el suelo
cubriendo a toda la planta con la solucion de B. bassiana. Las
concentraciones de las soluciones aplicadas para cada cepa
fueron: CPM-143 8.12 x 107, 7.5 x 107, 4 x 107, Cepa C1 6.87
x 107, 6.25 x 107, 5.62 x 10" y Cepa C2 6.25 x 107, 5.62 x 107,
4.62 x 10" y como testigo se aplicaron cinco mL de agua estéril.

Infestacion a la planta con el insecto plaga: La infestacion
consistié en la liberacion de los insectos dentro de las jaulas
malla, colocando cinco individuos por jaula en el cual se utiliza-
ron un total de 60 de ellos por prueba de ensayo (repeticion).

Monitoreo de la accion de B. bassiana sobre el vector: En
esta ultima etapa se realizaron las evaluaciones de los efectos
causados por B. bassiana sobre adultos de C. tenellus, toman-
do como variable la cantidad de insectos infectados o muertos
a partir de las 24 horas después de la infestacién a la planta.

Después de la infestacion, los individuos muertos recupe-

rados de las jaulas, se colocaron en medio de cultivo PDA y
se mantuvieron a una temperatura de 28 °C para conservar-
los hasta registrar la esporulacion del hongo. Se monitorea-
ron cada 24 horas los medios de cultivo y se observaron en el
microscopio estereoscopico para registrar la esporulacion del
hongo. Para confirmar que el hongo observado se trataba de B.
bassiana se realizé una preparacion en un portaobjetos, toman-
do una pequefia muestra por medio de una asa bacteriana y
frotando sobre el hongo en desarrollo en el individuo. La prepa-
racion se observé en un microscopio compuesto a 40 x de au-
mento y se tomaron en cuenta las caracteristicas morfologicas
de B. bassiana comparandolas con el hongo recuperado de los
adultos presumiblemente infectados. Se observo y determind
si la muerte fue producida por este hongo entomopatdgeno, y
de no ser esta la causa de muerte no se conto en la evaluacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se empezaron a obtener individuos muertos a partir del cu-
arto dia de infestacion. Se comparé el micelio recuperado de
los insectos con el de la cepa madre y con las caracteristicas
morfoldgicas mencionadas por Garcia et al. (2011) para deter-
minar si la causa de muerte de las chicharritas fue por la infec-
cién del hongo. Los resultados se muestran en la Figura 1.

Beauvena Bassiana observada en microscopio a 4Ux
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Figura 1. Comparacién de la forma y agrupacion de conidios aislados de insectos infectados mostrando seme-
janza con la cepa madre de B. bassiana.

La muerte de las chicharritas empez6 a manifestarse a par-
tir del cuarto dia después de la infestacion y aplicacion de las
tres cepas manejadas de B. bassiana en sus tres concentra-
ciones. La muerte de individuos continué hasta el octavo dia,
cuando se recolectaron los ultimos individuos muertos de todos
los tratamientos.

La presencia y primeras manifestaciones de B. bassiana
sobre el individuo se hizo presente al tercer dia al ser coloca-
dos los individuos en medio de cultivo de PDA para su re ais-
lamiento.

Algunos adultos testigos desarrollaron un hongo diferente
a B. bassiana, aun se desconoce la causa del desarrollo del
mismo y se continua trabajando en el proceso de identificacion
aunque es probable que se trate de un agente contaminante.

De acuerdo con el cuadro 1, la cepas evaluadas de B. bassi-
ana presentaron igual efectividad con un 20%, de mortalidad,
lo cual representa la infeccion de un individuo por cada cinco
expuestos, sin que se observe una tendencia clara respecto al

efecto de la concentracion de inéculo
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Cuadro 1. Efectividad de tres diferentes concentraciones de B. bassiana sobre adultos de C. tenellus.

Cepa Pre Concentracion Total Numero Mortalidad
Beauveria formulado (esporas/ml) Insectos Insectos de adultos
bassiana Infectados (%)’
CPM-143 1 8.12x 10’ 5 1 20
CPM-143 2 7.5x10 5 1 20
CPM-143 3 4x107 5 0 0

Testigo 1 Agua estéril 5 2 0

c1 4 6.87 x 107 5 1 20

c1 5 6.25x 10 5 1 20

C1 6 5.62 x 107 5 0 0

Testigo 2 Agua estéril 5 K 0

c2 7 6.25 x 107 5 1 20

c2 8 562 x10° 5 0 0

c2 9 462 x 107 5 1 20

Testigo 3 Agua estéril o 2 0

" Adultos con micelio de B. bassiana.; >Hongo en proceso de identificacion.

En el cuadro 2 se registra la curva de mortalidad de adultos
de C. tenellus en las jaulas donde recibieron la aspersién de B.
bassiana; los datos de mortalidad (eficiencia) de las chicharritas
se reportan al cuarto dia ya que si bien todos los 60 adultos
se sembraron en medio de cultivo solamente se recuperé al
entomopatdégeno en las chicharritas recolectadas el cuarto dia;
la muerte de los adultos en los tratamientos testigo podria de-

berse a la curva de mortalidad natural del insecto; también es
necesario revisar el protocolo para mantener activas las chicha-
rritas por periodos mas prolongados. Los resultados anteriores
podrian indicar la necesidad de realizar mas de una aplicacion
del hongo para alcanzar una eficiencia por lo menos mayor a
50%.

Cuadro 2. Mortalidad de adultos de C. tenellus por la infeccion de B. bassiana.

Pre Concentracion Dia Dia Dia Dia Dia Total
B. bassiana formulado (esporas/ml) 4 5 6 7 8 Individuos
CPM-143 1 8.12x107 1 2 1 1 0 5
CPM-143 2 75x107 1 1 1 1 1 5
CPM-143 3 4x107 0 1 2 1 1 5
Testigo 1 Agua estéril 0 1 1 1 2 5
c1 4 6.87 x 107 1 1 3 0 (] 5
C1 5 6.25x 10 1 2 1 0 1 5
C1 6 562x10 0 3 1 1 0 5
Testigo 2 Agua estéril 0 0 2 1 2 5
c2 7 6.25x10 1 0 3 0 1 5
c2 8 562x10" 0 2 1 2 0 5
c2 9 462 %10 1 1 2 1 0 5
Testigo 3 Agua estéril 0 1 2 1 1 5
Total individuos por prueba 80
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En los ultimos afios B. bassiana ha sido probado contra he-
mipteros vectores del suborden Auchenorrhyncha, al cual per-
tenecen el mayor niumero de especies transmisoras con meca-
nismo persistente-propagativo como son los miembros de las
familias Cicadellidae y Delphacidae; es posible que este sea el
primer trabajo empleando B. bassiana contra C. tenellus.

Por un lado, el porcentaje de mortalidad encontrado en este
trabajo (20%) provocado por B. bassiana sobre C. tenellus es
muy similar al encontrado por Ibarra-Aparicio et al. (2005), con
el mismo hongo entomopatdégeno pero sobre D. maidis. Sin em-
bargo, existe una diferencia de los dias promedio de mortalidad
encontrados, ya que mientras en el trabajo de Ibarra-Aparicio
et al. (2005) varié de 10.3 hasta 12.1 dias, en este estudio se
encontro el 100% de mortalidad de chicharritas al octavo dia.

La implementacion del control biolégico de B. bassiana so-
bre C. tenellus como vector de patdgenos, por resultados preli-
minares, parece ser positivo. Sin embargo, dado que este es un
estudio preliminar, es necesario aumentar las concentraciones
de los tratamientos para encontrar la curva de la dosis letal en
pruebas de laboratorio por una parte; para después, realizar en-
sayos en campo Yy determinar si es viable utilizar a B. bassiana
como agente de control bioldgico de la chicharrita C. tenellus en
las parcelas de chile para secado en Zacatecas.

CONCLUSIONES

Existen resultados preliminares exitosos para la implemen-
tacion del control bioldgico con Beauveria bassiana sobre Cir-
culifer tenellus.

Son necesarias pruebas de campo para utilizar a Beauveria
bassiana como agente de control bioldgico en los cultivos de
chile en el estado de Zacatecas.
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