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Resumen. En la provincia de Garcia Rovira del departamento de Santander (Colombia), durante la
tltima década, se han evidenciado problemas en el control de la mosca blanca de los invernaderos
Trialeurodes vaporariorum (Westwood), la cual afecta diferentes cultivos propios de la zona. Por otra
parte, algunas especies de Fusarium pueden considerarse entomopatégenas promisorias para el control
biolégico de insectos chupadores (afidos, escamas y moscas blancas). Este estudio se llevé a cabo con el
fin de establecer las especies de Fusarium predominantes en la zona; por lo tanto, a partir de las hojas y/
o foliolos de tabaco y frijol con presencia de Trialeurodes vaporariorum, se aislaron 168 colonias de
Fusarium, que fueron identificadas de acuerdo con las caracteristicas desarrolladas por éstas en Papa
Dextrosa Agar (PDA) y Carnation Leaf Agar (CLA). En PDA se analizaron las caracteristicas macroscopicas
(morfologia, coloracion y diametro), mientras que en CLA se estudiaron las microscépicas (macroconidias,
microconidias, conidiéforos y clamydoconidias). La identificacion de género y especie de las colonias
aisladas, se efectud mediante la confrontacién de la informacion obtenida a partir de las colonias en PDA
y CLA con las diferentes claves de identificacién disponibles hasta la fecha. Se aislaron e identificaron 13
especies: T. vaporariorum, F. sambucinum, E graminearum, E compactum, F equiseti, F avenaceum, F
longipes, F reticulatum, F oxysporum, F heterosporum, F culmorum, FE lateritium, F. coccophilum y F
crookwellense. Investigaciones posteriores deben aclarar si estas especies estan involucradas en el con-
trol de poblaciones de T. vaporariorum.
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Summary. During the last decade, Garcia Rovira province (Santander department, Colombia) has had
some problems with greenhouse whitefly control, “Trialeurodes vaporariorum (Westwood)”, which affects
several crops of this province. Some Fusarium species can be considered promissory entomopathogenic
for biological control of sucking insects (aphids, scales and white flies). The goal of this study was to know
the Fusarium species predominant in the zone, from leaves and/or folioles of tobacco and kidney beans
with T. vaporariorum. 168 colonies of Fusarium were isolated and identified, according to their macroscopic
characteristics (morphology, coloration and diameter) developed on Potato Dextrose Agar (PDA) and
their microscopic characteristics (macroconidia, microconidia, conidiophores and chlamydoconidia) on
Carnation Leaf Agar (CLA). Species identification of all isolated colonies was carried out by contrasting
obtained characteristics on PDA and CLA with different identification keys available up to date. Thirteen
Fusarium species were isolated and identified from T. vaporariorum. They were: F sambucinum, F.
graminearum, F. compactum, Fequiseti, F. avenaceum, F longipes, F reticulatum, F oxysporum, F.
heterosporum, Fculmorum, E lateritium, E coccophilum, and F crookwellense. Further research must
prove whether these species can be involved with T. vaporariorum population control.

Key words: Whitefly. Entomopathogenic. Biocontrol.

Introduccion

En el mundo, durante la ultima década,
las moscas blancas se han convertido en
uno de los grupos de plagas de mayor
impacto econémico por ser de dificil con-
trol. Dentro de las especies que afectan
cultivos, tanto en campo abierto como
invernadero, sobresalen Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) y Bemisia tabaci
(Gennadius), las cuales atacan un amplio

rango de cultivos (hortalizas, frutales y
ornamentales) y ocasionan grandes pér-
didas (Lépez-Avila 1993). Estas dos espe-
cies causan dano directo por la extracciéon
de savia que provoca la caida del follaje y
evita la maduracién de los frutos, asi como
el crecimiento de fumagina sobre la mela-
za excretada, que dificulta la fotosintesis y
deteriora los frutos (Hilje 1993). También
tienen la capacidad de actuar como vector
de virus. Actualmente, la situacién se ha

hecho mds compleja con B. tabaci debido
a la presencia de biotipos (Hilje 1993).

En algunas regiones de Colombia, como
la provincia de Garcia Rovira (Santander),
la infestacion por mosca blanca ha consti-
tuido, en los dltimos anos, uno de los pro-
blemas econdémicos mas importantes,
puesto que el uso excesivo de productos
quimicos para su control, ha favorecido el
desarrollo de altos niveles de resistencia a
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insecticidas quimicos, los cuales ademas
tienen un impacto negativo en los enemi-
gos naturales (parasitoides, depredadores
y entomopatdégenos) de las moscas blan-
cas. Todos estos aspectos han incentivado
el estudio de microorganismos nativos
posiblemente entomopatdégenos en areas
determinadas, proporcionando herra-
mientas bdsicas en el control de este in-
secto plaga.

El control biolégico se presenta como una
de las alternativas mas promisorias en cual-
quier programa de manejo integrado de
plagas, por lo cual su estudio es funda-
mental. Los agentes patogénicos de mos-
cas blancas conocidos hasta el momento
han sido los hongos, pues son los tnicos
capaces de infectar, penetrar y colonizar a
través de la cuticula del insecto (Manzano
et al. 1999). Aunque son muchos los
entomopatdégenos registrados actuando
sobre la mosca blanca de los invernade-
ros, se destacan los hongos Acremonium
spp., Aschersonia aleyrodis, Aphanocla-
dium album, Beauveria bassiana, Fusarium
- verticilloides, Paecilomyces furmosoroseus,
Trichothecium roseumn, Verticillium fusis-
porumy V. lecanii. De ellos, sélo A. aleyrodis
y V. lecanii han sido explorados como po-
tenciales para el control de este insecto en
diferentes cultivos (Madrigal 1994); por lo
tanto, nace la necesidad de ampliar y enfa-
tizar el control biolégico de este insecto
empleando otros hongos entomopaté-
genos como Fusarium.

Fusarium ha sido reconocido como uno
de los hongos de mayor impacto econé-
mico y social a nivel mundial, puesto que
se ha asociado con enfermedades en un
amplio rango de plantas, animales e in-
cluso en humanos. Ademads, esta incluido
dentro de los tres géneros productores de
micotoxinas. Por otra parte, existen espe-
cies que son comunes en el suelo, actiian
como saprofitas (Burgess et al. 1994) y
entomopatdégenas en varios grupos de in-
sectos pertenecientes al orden: Homoptera
(Delphacidae, Psyllidae, Aphididae, Cerco-
pidae y Aleyrodidae), Hemiptera (Miridae),
Coleoptera (Curculionidae y Tenebrioidae),
Diptera (Muscidae, Bibionidae y Psycho-
didae) y Lepidoptera (Noctuidae, Phycitinae
y Plutellidae), (Humber 1992).

Segun los registros de Humber (1992),
Lépez-Avila et al. (2001) y Fransen (1990),
en la familia Aleyrodidae se encuentran
varias especies de Fusarium saprofitas de-
sarrollandose en inmaduros muertos o
atacando ninfas de B. tabaci en Brasil (Ba-
hia), México, Estados Unidos (California) y
en Colombia en el departamento del Mag-
dalena; sin embargo, la causa aparente de
la muerte de las moscas blancas es por la
produccién de micotoxinas antes de que
se evidencie el crecimiento micelial del
hongo en las ninfas (Fransen 1990). Ma-
drigal (1994), Vélez (1997) y Fransen
(1990) registran aislamientos de F
verticilloides en T. vaporariorum. Este es
un hongo saprofito o patégeno de plan-
tas, pero atin no se conoce si es infeccioso
para T. vaporariorum o sélo crece en los

cadaveres de este insecto (Fransen 1990).
Por lo tanto, es importante conocer cuéles
especies de Fusarium pertenecen a la
micobiota de T. vaporariorum en cada
regién y dilucidar su efecto entomo-
patogénico.

Fusarium tiene amplia distribucién y re-
presentacién en las principales regiones
geograficas del mundo, algunas especies
son cosmopolitas, otras tienden a predo-
minar en las regiones tropicales - subtro-
picales o en climas templados, célidos o
frios. Son pocas las especies y subespecies
que estan restringidas a algunas regiones
o intimamente asociadas a una(s) espe-
cie(s) particular de planta(s) (Burgess et
al. 1994). Este género se clasifica en la cla-
se Hyphomycetes dentro de la subdivisién
Deuteromycotina, también denominados
hongos imperfectos, puesto que han
perdido su capacidad para formar esporas
sexuales o se desconoce su estado
teleoformo (Seifert 2000; Burgess et al.
1994).

En este estudio se identificaron 13 espe-
cies diferentes de Fusarium aisladas de T.
vaporariorum en cultivos de tabaco
(Nicotiana tabacum) y frijol (Phaseolus
vulgaris) de la provincia de Garcia Rovira,
Santander. Se establecié y caracterizé
cuéles de estas especies aisladas predo-
minaban en la micobiota del insecto,
confrontandolas con las ya conocidas
como entomopatogenas, con el fin de con-
siderar su posible utilizacién como
controladores biolégicos de estos insec-
tos chupadores, teniendo en cuenta el ries-
go que representan las especies de
Fusarium como patégenos de plantas y
potentes productores de micotoxinas.

Materiales y Métodos

La investigacion se llevé a cabo en las dreas
productoras de tabaco y frijol infestadas
con mosca blanca de la provincia de Garcia
Rovira, del departamento de Santander,
en los municipios de Capitanejo, Cerrito,
Concepcion, Enciso y San José de Miran-
da. El material biolégico obtenido se es-
cogi6 al azar en los cultivos hospedantes,
seis hojas y/o foliolos con presencia de
mosca blanca y en buen estado, ubicadas
en los sitios con mayor densidad foliar
(zona de autosombra); segun la recomen-
dacioén de Mier et al. (1991), quién sugie-
re obtener las muestras de estas zonas, las
cuales propician el desarrollo de los insec-
tos y los hongos. Siguiendo el método
empleado por Anderson et al. (1997), cada
hoja se introdujo en una bolsa plastica que
en su interior contenia una toalla absor-
bente estéril'y externamente una cinta
adhesiva para su cierre; este material de
recoleccion fue previamente esterilizado en
el laboratorio.

Para el aislamiento primario de mohos aso-
ciados a ninfas y/o adultos de T. vapo-
rariorum obtenidos de hojas y/o foliolos
de tabaco y frijol, se colectaron seis mues-
tras en campo por cada sitio de muestreo,
de lo cual se obtuvieron al azar 120 indivi-

duos aparentemente sanos. En la deter-
minacién de la micobiota presente en el
insecto se utilizaron tres medios diferen-
tes de cultivo: Medio Completo (MC) (Riba
y Ravelojoana 1984; Calle 2000); Sabou-
raud al 4% (SDAY/4) (Rodriguez 1984a, b;
Humber 1992) y PDA (Mier et al. 1991;
Qarcia 1996) y dos procesos de desinfec-
cién: uno de ellos fue depositando direc-
tamente 60 cadaveres de T. vaporariorum
sobre los.medios de cultivo (MC, SDAY/4 y
PDA) con una pinza entomoldgica estéril
colocando diez individuos por cada caja
de petri; en el otro, los cadaveres se some-
tieron a desinfeccidn previa con hipoclorito
de sodio al 0,4%. Para este proceso de
desinfeccion fue necesario esterilizar fras-
cos pequenos de vidrio, gasas y agua des-
tilada en autoclave a 121°C por 15
minutos. Ademas, se diluyd el hipoclorito
de sodio comercial de 5,4 a 0,4% utilizan-
do agua destilada estéril. Teniendo todos
los elementos estériles para la desinfec-
cién y los individuos de mosca blanca se-
leccionados (60 individuos), las moscas se
desinfectaron en 1 ml de hipoclorito de
sodio al 0,4% contenidos en un recipiente
de vidrio estéril, agitando constantemen-
te por dos minutos y se enjuagaron con 3
ml de agua destilada estéril por un minu-
to. Siguiendo la recomendacién de Mier et
al. (1991), se colectaron los individuos
sobre una gasa estéril y se colocaron sobre
los medios de cultivo. Los tres medios de
cultivo propuestos se distribuyeron en seis
cajas de petri desechables estériles, por
duplicado, para cada uno de los 14 sitios
de muestreo.

A partir de los cultivos iniciales, las colo-
nias con caracteristicas macroscépicas y/
o microscoépicas similares a Fusarium se
codificaron y aislaron en MC y/o Czapek
Yeast Extract Agar (CYA) para su poste-
rior identificacion. Tres inéculos equidis-
tantes de las colonias sospechosas se
sembraron en PDA y CLA contenidos en
cajas de petri de 100 x 15 mm. Las cajas
con PDA se incubaron a 25 y 30°C para
determinar la velocidad de crecimiento
de las colonias de Fusarium, y las de CLA
a 25°C con fotoperiodos de 12 horas;
para ello se utilizé una lampara de luz
fluorescente ubicada a 45 cm de distan-
cia de las cajas durante ocho dias hasta
un mes, en condiciones alternantes de
luz-oscuridad. Ademas, para obtener el
patrén de coloracién caracteristico de
cada una de las especies sospechosas se
utilizaron tubos tapa rosca 16 x 120 mm
que contenian PDA en pico de flauta.
Estos tubos se sometieron a las mismas
condiciones de incubacién del CLA
(Burgess et al. 1994; Nelson et al. 1983;
Samson et al. 1995). De cada uno de es-
tos cultivos se efectuaron montajes en-
tre lamina y laminilla utilizando azul de
lactofenol, con el fin de registrar las ca-
racteristicas microscopicas desarrolladas
por estas colonias, ademas se registra-
ron las caracteristicas macroscoépicas
mediante observaciones directas de tu-
bos y cajas de petri (Burgess et al. 1994;
Nelson et al. 1983; Samson et al. 1995).
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En PDA se analizaron las caracteristicas
macroscopicas (exudado, didmetro de la
colonia, pigmento, color del micelio y re-
verso), mientras que en CLA se estudiaron
las caracteristicas microscdpicas (macro-
conidias, microconidias, conidiéforos y
clamydoconidias) (Seifert 2000; Pitt y
Hocking 1997). Mediante la utilizacion de
un microscopio de luz invertida, se obser-
varon las colonias obtenidas en CLA con el
fin de verificar la disposicion de las conidias
en el conidiéforo (Burgess et al. 1994).

La determinacién de cada una de las espe-
cies de las colonias aisladas se efectud
mediante la confrontacién de la informa-
cién obtenida a partir de las colonias en
PDAy CLA con las diferentes claves de iden-
tificacion disponibles hasta la fecha:
Burgess et al. (1994), Nelson et al. (1983)
y Seifert (2000).

Resultados y Discusion

En el aislamiento primario de mohos a
partir de 1.680 adultos y/o ninfas de T.
vaporariorum se obtuvieron las colonias
de Fusarium. El 40% de las colonias de
Fusarium aisladas provenian de MC, el
33% de SDAY/4 y el 27% de PDA (Fig. 1).
MC permitié el desarrollo mayor y mejor
de las colonias de Fusarium presentes en
T. vaporariorum, puesto que se evidencid
un porcentaje alto de colonias y mayor ve-
locidad de germinacién; de los tres me-
dios utilizados, MC es el mas complejo por
su composicion nutricional (10 g glucosa,
0,36 g KH,PO,, 1,42 g Na,HPO,, 1 g KCI,
0,6 g Mgs0,.7H,0, 0,7 g NH,NO,, 5 g de
extracto de levadura y 20 g de agar en
1.000 ml de agua destilada estéril) y es un
medio 6ptimo, rutinariamente empleado
en produccion de hongos entomopato-
genos (G6mez de Oliveira et al. 1997; Riba
y Ravelojoana 1984%).

Para la identificacién de las especies de
Fusarium se utilizé PDA y CLA, medios de
cultivo que proporcionan las caracteristi-
cas morfolégicas, macroscépicas y micros-
copicas desarrolladas para la taxonomia y
clasificacién de este género. El PDA es un
medio que ayuda a la preservacién de los
aislados; sin embargo, por su alto conte-

nido de carbohidratos promueve las mu-
taciones de algunas especies, disminuye
la esporulacién y puede alterar la forma
de la conidia, mientras que CLA es un
medio bastante pobre en nutrientes, el
cual estimula la esporulacion mas que el
crecimiento micelial, ademés permite la
observacion y el desarrollo de forma na-
tural en el hospedero o sustrato en que
se encuentre el hongo. No necesariamen-
te se deben utilizar las hojas de clavel para
la esporulacién y las caracteristicas natu-
rales del hongo, puesto que cualquier
sustrato vegetal estéril y libre de agro-
quimicos es propicio para su desarrollo;
sin embargo, en este estudio fueron utili-
zadas hojas de clavel puesto que las cla-
ves de identificacion empleadas, se basan
en las caracteristicas microscépicas desa-
rrolladas por Fusarium en CLA. También,
la luz es un factor adicional que se utiliza
tanto en PDA como en CLA para la pig-
mentacién y esporulacién de las colonias
(Nelson et al. 1983; Seifert 2000; Burgess
et al. 1994).

Se aislaron 13 especies de Fusarium: F
sambucinum, F graminearum, F. compac-
tum, F equiseti, F avenaceum, F longipes,
FE reticulatum, F oxysporum, F. heteros-
porum, E culmorum, E lateritium, F cocco-
philum y F crookwellense. De las 168
colonias de Fusarium aisladas sélo siete
no se lograron identificar a nivel de espe-
cie (4%) (Fig. 2). Para el aislamiento inicial
de las colonias no identificadas se utilizé
MC y CYA, observandose la formacion de
macroconidias en media luna caracteristi-
cas del género Fusarium. Estas colonias
se repicaron a CLA y PDA para su respecti-
va clasificacién a nivel de especie; sin em-
bargo, en estos medios no se logrd la
esporulacién de las colonias inicialmente.
En posteriores repiques se obtuvo forma-
cién de macroconidias atipicas (ensan-
chamiento de las células apicales, algunas
no presentaban formacién de septaciones
marcadas, desarrollo de clamydoconidias
al interior de las células intermedias de las
macroconidias y macroconidias de tama-
nos superiores a los senalados), las cuales
no correspondian a ninguna de las espe-
cies registradas a la fecha.

La mayoria de las especies del género
Fusarium son notoriamente inestables y
se degeneran rapidamente después de
multiples repiques, siendo ésta la limita-
cién mas comun en la identificaciéon de este
género (Nelson et al. 1983; Pitt y Hocking
1997); ademas de otras causas como la
utilizacién de medios de cultivos dema-
siados ricos en su composicién, la acumu-
lacién de dioxido de carbono al cerrar la
caja .de petri, mutaciones espontaneas,
contaminacién bacteriana o cambios
genéticos (Seifert 2000).

Las especies de Fusarium con mayor nua-
mero de colonias aisladas fueron: F
equiseti (41 colonias: 67%), FE compactum
(20 colonias: 12%), E oxysporum (15 co-
lonias: 9%), F sambucinum (14 colonias:
8%) y E crookwellense (12 colonias: 7%)
debido a que son especies de amplia
distribucién por el mundo, en zonas tem-
pladas y subtrépicos, encontrandose en
suelos, materiales vegetales y algunos in-
sectos (Burgess et al. 1994; Seifert 2000;
Nelson et al. 1983; Pitt y Hocking 1997;
Samson et al. 1995; Humber 1992). F
equiseti fue la especie predominante en el
aislamiento posiblemente por su alta tasa
y velocidad de crecimiento, lo cual favore-
cié su adaptacién en los tres medios de
cultivo propuestos e inhibié el desarrollo
de otras especies de Fusarium. La mayoria
de especies de Fusarium aisladas no pre-
sentaron microconidias, excepto algunas
colonias de E oxysporum y F. sambucinum
(15,38%).

Dentro de las especies de Fusarium que la
literatura registra como entomopatdgenas
y que se aislaron en este estudio, se en-
cuentran: F avenaceum en masas de hue-
vos de Lepidoptera: Lymantriidae en
Estados Unidos; F. coccophilium en
Homoptera: Diaspididae en Washington
(Estados Unidos); F lateritium en adultos
de Hymenoptera: Ichnumonidae en Polo-
nia y en Homoptera: Psyllidae Nueva Qui-
nea; F oxysporum en pupa de Diptera:
Anthomyiidae Canada y F sambucinum en
el quinto instar larval de Lepidoptera:
Lymantriidae en Virginia (Estados Unidos
(Humber 1992), lo cual motiva a estudiar
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Figura 1. Porcentaje de colonias de Fusarium aisladas de T.

vaporariorum en MC, SDAY/4 y PDA.

Figura 2. Porcentaje por especies de Fusarium aisladas de T.

vaporariorum de la Provincia de Garcia Rovira, Santander.
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y comprobar la patogenicidad de estas es-
pecies y su mecanismo de infeccién en
mosca blanca para que proporcionen nue-
vas alternativas en el control biolégico de
estos insectos plaga.

Conclusiones

* El mayor nimero de colonias de Fusarium
aisladas se obtuvieron en MC (40%) posi-
blemente debido a que este medio posee
compuestos que proporcionan potasio,
fésforo, sodio, magnesio, nitrégeno entre
otros, elementos nutricionales muy impor-
tantes para el desarrollo de hongos (prin-
cipalmente para mohos), los cuales no
estan presentes en PDA ni en SDAY/4.

» A partir de este estudio se concluye que
el género Fusarium representa un porcen-
taje significativo (27,45%) de la micobiota
de Trialeurodes vaporariorum de la zona
de estudio, encontrandose una amplia va-
riedad de especies (13 diferentes), de las
cuales predominan F equiseti'y F compac-
tum. F. equiseti presenta abundantes
' clamidoconidias, caracteristica que le per-
mite resistir y desarrollarse en zonas de
climas variados, como es el caso de la zona
de estudio.

» Es importante resaltar que dentro de las
especies aisladas se encuentran, F avena-
ceum, E coccophilium, E lateritium, F
oxysporum y F sambucinum, conocidas
como entomopatégenas; sin embargo, se
requiere establecer su posible utilizacién
como biocontroladores, puesto que algu-
nas de ellas son productoras de micoto-
xinas e incluso fitopatégenas para algunos
cultivos de la zona, como es el caso de F
oxysporum.

Recomendaciones

* En el planteamiento de investigaciones
relacionadas con organismos entomo-
patégenos se recomienda tener en cuenta
las variables controladas y no controladas
tanto en campo como en laboratorio, las
condiciones ambientales del sitio de
muestreo y la realizacién de réplicas, debi-
do a que estos factores pueden influir di-
recta o indirectamente en el aislamiento e
identificacion del patégeno, asi como en
los resultados obtenidos de los datos re-
colectados.

» Ademas, se sugiere realizar estudios en-
caminados a evaluar el efecto de los com-
ponentes nutricionales de cada uno de los
tres medios de cultivo utilizados en el ais-
lamiento primario de las especies de
Fusarium asociadas con T. vaporariorum;
evaluar el efecto del desinfectante (hipoclo-
rito de sodio al 0,4%) usado en estas
especies registradas como entomopaté-
dgenas de T. vaporariorum; determinar
mediante bioensayos la patogenicidad de
las especies de Fusarium y sus posibles
mecanismos de infeccién en el insecto (in-
vasién cutdnea o produccién de metabo-
litos toxicos) y establecer el impacto
ecolégico de las especies de Fusarium en
los cultivos de la regién en estudio.
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