UNIVERSIDAD DE LA REPUBI,_ICA
FACULTAD DE AGRONOMIA

Prospeccién y caracterizaciéon de hongos entomopatigps en
cultivos horticolas protegidos

por

Pablo Federico Nufiez Lopez

TESIS presentada como uno de los
requisitos para obtener el titulo de
Magisteren Ciencias Agrarias
opcion Ciencias Vegetales

Montevideo,
URUGUAY
Junio 2012



Tesis aprobada por el tribunal integrado por DridsaPérez (Presidente), Dra.
Sandra Lupo, y Dr. Daniel R. Sosa Gémez, el 2@ud®jde 2012. Autor: Ing. Agr.
Pablo Nufiez. Directora Dra. Nora Altier, Co-dirediw. Enrique Castiglioni



Dedico este trabajo a Mateo y Mariana

AGRADECIMIENTOS

Al Instituto Nacional de Investigacion AgropecuafiBllA) por la financiacion de

las actividades.

A la Dra. Nora Altier y el Dr. Enrique Castiglionpor sus aportes al trabajo y la

continua ensefianza respecto a la investigacion.

A los Ing. Agr. Augusto Zignago, Mariana Silveiralyicia Goncalvez por sus

aportes en las distintas actividades

A todos los técnicos y personal de apoyo de laiGea® proteccion vegetal y al Dr.

Jorge Arboleya de INIA Las Brujas.

A la Dra. Claudia Lopez Lastra (CEPAVE Universidddcional de La Plata) por

todos sus aportes y su disponibilidad.

A la empresa LAGE y Cia., en especial al Ing. Pédge y la Ing. Agr. Claudine
Folch.

A la empresa CIBELES S.A. por el estimulo brindadoa finalizar este trabajo, en

especial al Ing. Agr. Miguel Bartesaghi.

Al Ing. Agr. Miguel Nufiez por ese empuije final.

A mi familia.



TABLA DE CONTENIDO

Pagina
PAGINA DE APROBACION ....ooiiitiiiecicceeieeeee et Il
AGRADECIMIENTOS ..ottt ettt eaes ettt 1
RESUMEN ...ttt et e e et et e e e e ee e e VI
SUMMARY oot e et e e Vi
1. INTRODUCCION ...coiovtieiit e e e e 1

2. METODO PARA EVALUAR LA VIRULENCIA DE _Lecanicillium spp.

(Zimmerman) SOBRE Trialeurodes vaporariorum (\Westwood)

2.1 RESUMEN. .. ..o e e e e e e e e e e 4
2.2, ABSTRACT ittt et e e e e e e e 5
2.3. INTRODUCCION ... ittt iee it et e e 6
2.4. MATERIALES Y METODOS......cctiiiiiiiiii e e e 9
2.4.1. Cultivo de plantines de tOMate...........uevveeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 9
2.4.2. Infestacion de plantines de tomate con m@scblancas................... 9
2.4.3. Preparacion del indculo fUngiCo............ooeveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen 10
2.4.4. Efecto del estadio ninfal d€rialeurodes vaporariorum ................. 11

2.4.5. Efecto de coadyuvantes usados para la prepardn de las

SUSPENSIONES FUNGICAS. ... eeeeneee et ee et e e e e 13

2.4.6.Efecto de regimenes de HR (alta) en el periodo pasplicacion de

SUSPENSION FUNGICA ... .ee e e 13
2.5, RESULTADOS. ..ot e 16
2.5.1. Efecto del estadio ninfal d&rialeurodes vaporariorum................... 16

2.5.2. Efecto de coadyuvantes usados para la prepaidon de las

SUSPENSIONES  FUNGICAS. ... eeneeee e e 17

2.5.3. Efecto de regimenes de HR (alta) en el pmib post aplicacion de

SUSPENSION  TUNGICA ... e e e AT

2.6, DISCUSION . ...ttt e e e 19
2.7. CONCLUSION oot e 21
2.8. BIBLIOGRAFIA ... e e e et 22



3. PROSPECCION, CARACTERIZACION Y SELECCION DE Lecanicillium
spp. (Zimmerman) PARA EL CONTROL DE Trialeurodes vaporariorum

(Westwood)

3.2, AB ST RACT ettt e e e 28
3.3. INTRODUCCION. .. .ottt e e e e, 29
3.4. MATERIALES Y METODOS....ciciiiviiiiei i, 31
3.4. 1. PrOSPECCION. ....cci i e e ettt e e e e e e e e 31
3.4.2._Identificacion de coleccion de trabaja.............eeevvvvveiiiiiiniiiiinnn, 32
3.4.3._Caracterizacion genotiPICa .........ceueeeeriiiiiiiiiiiiiiiitrrie e e e eee e 33
3.4.4. _Actividad €NZIMALICA ... ..cuvvviiiieeeeeeeieieeeeeee e ceree e e e 34
3.4.5. Virulencia sobreTrialeurodes vaporariorum................eeeeeeeneennnennns 34
3.5, RESULTADOS. .. ..ottt e et e e e a0 .30
3.5. 1. _PrOSPECCION. ...ttt e e e e e e e e 36
3.5.2.1dentificacion de la coleccion de trabajQ..........cccccvvveeeeieeeeneninnnnn, 38
3.5.3._Caracterizacion genotiDiCa...........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee s 39
3.5.4,_Actividad ENZIMALICA. ......ccuvtiiiiiieeeieii e 40
3.5.5. Virulencia sobreTrialeurodes vaporariorum. ...........cccceeeeeeeeeeeeennnns 42
3.6. DISCUSION ..ottt et e et e e, 45

3.7. BIBLIOGRAFIA ... e e e e i A8

4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES.......cveeeeeeeeeeeeeeieeeeeenaean 54
5. BIBLIOGRAFI A oo e 57




RESUMEN

La mosca blanca de los invernaculo3rialeurodes vaporariorum
(Westwood), es una de las principales plagas deulisos horticolas del Uruguay.
Su control mediante el uso de insecticidas en la$®mngos entomopatdgenos,
particularmente del géneitcecanicillium (Zimmerman) es una alternativa de poco
impacto sobre el ambiente y el ser humano, nzatih comercialmente en Uruguay.
Su éxito depende en parte de la seleccion de cbpasandose alta virulencia y
buena adaptabilidad a las condiciones de uso. bgivos de este trabajo fueron
ajustar un método que estime la virulencia de @slaecanicillium spp., realizar
una prospeccion de aislados de hongos entomopa®geraracterizarlos utilizando
el método ajustado. Se determind que: 1) la maymtaidad de insectos se logra
cuando se aplica la suspension de conidios a nilg@&mntre segundo y tercer estadio;
2) las supensiones de conidios que incluyen Twegh®&l 0,05% vl/v, el detergente
Nu-Film — 17 al 0,04% v/v o simplemente agua dagé| no afectan la mortalidad de
las ninfas; 3) la humedad relativa durante el perigpost aplicacion del
entomopatdégeno puede afectar en forma diferereciarlilencia de los aislados, por
tanto una caracterizacion completa deberia deiinalumenos dos regimenes de
humedad relativa (cero y 48 horas de humedadvalde 100%). Se colectaron 45
aislados fungicos, 44 de ellos del génkeeaanicillium Se identificd una coleccion
de trabajo compuesta por nueve aislados. Esta isetedzd genotipicamente
mediante técnicas de RFLP del ADN ribosomal, idiedthdose al menos cinco
haplotipos. Se evalué la actividad de enzimas plibisas de esta coleccion,
encontrando diferencias entre aislados. No se rballasociaciones entre las
caracteristicas evaluadas. Finalmente se identdlcéislado ILB9 I ecanicillium
longisporum como el mas virulento y con mayor potencial pardesarrollo de un
bioinsecticida y al aislado ILB3&¢canicillium lecanij como el menos virulento.
Palabras clave: entomopatdégend,ecanicillium lecanii, Lecanicillium

longisporum, Lecanicillium attenuatum, bioensayo
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SURVEY AND CHARACTERIZATION OF ENTOMOPATOGENIC
FUNGUS IN HORTICULTURAL PROTECTED CROPS

SUMMARY

The greenhouse whiteflyfirialeurodes vaporariorunfWestwood) is a major pest of
vegetable crops in Uruguay. Its control using IBeuticides based on
entomopathogenic fungi, particularly from the gehasanicillium(Zimmerman), is
an alternative of low impact on environmental angmhn health that is not
commercially available in Uruguay. Its success depepartially on fungal strain
attributes like high pathogenicity and adaptability the environmental field
conditions. The aim of this study was to adjusti@assay technique capable to
estimate the pathogenicity bécanicilliumspp., make a survey of entomopathogenic
isolates, and characterize them using the adjusteksay. We determined that: 1)
the highest mortality of insects is achieved whendonidial suspension is applied to
nymphs between second and third stage; 2) the iebsigspensions including Tween
® 20 at 0.05% vl/v, detergent Nu-Film-17 to 0.04%,\dr distilled water do not
affect the mortality of the nymphs; 3) the relatimemidity during the post
application of the entomopathogenic suspension ddferentially affect the
pathogenicity of isolates, therefore the charaz#ion should include at least two
regimes of relative humidity (zero and 48 hoursedhtive humidity of 100%). Forty
five fungal isolates were collected, including 4¥tt belong to thd.ecanicillium
genus. A work collection of nine isolates was delécand characterized
genotypically by RFLP techniques ribosomal DNA, ntiiying at least five
haplotypes. The proteolytic enzyme activity wasleat®d finding difference among
isolates, but this feature could not be associatéd pathogenicity on whitefly
nymphs. Finally, the isolate ILB9 écanicilliumlongisporum was identified as the
most pathogenic, showing potential for developnuéra bio-insecticide, and isolate
ILB36 (Lecanicillium lecani) was identified as the less pathogenic.

Key words: entomopatogeniclecanicillium lecanii, Lecanicillium longisporum,

Lecanicillium attenuatum, bioassays
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1. INTRODUCCION

Las especies de mosca blantaaleurodes vaporariorum(Westwood)y
Bemisia tabaci(Gennadius) son plagas primarias en los cultivodidolas del
Uruguay, y su incidencia se ha incrementado enillimos afios (Rodrigueat al,
2003). Afectan a los cultivos de forma directa ploanentarse succionando la savia
y de forma indirecta por la secrecion de sustarezasaradas sobre las que crecen
un complejo de hongos denominados fumagina y ptasmision de enfermedades
virgsicas (Bentancourt y Scatoni, 2010; Rodrigeezal, 2003). Sus poblaciones
suelen incrementarse de tal forma que para lograeles productivos

comercialmente aceptables es necesario tomar nsediedeontrol.

La herramienta mas utilizada para controlar la mdsanca es la aplicacion
de insecticidas de sintesis quimica. El uso ingisoado de insecticidas ha resultado
en el desarrollo de resistencia a muchos de eéasgada-Moragat al, 2006), con
el consecuente aumento de dosis e intensidad ddzlisontrol biolégico de mosca
blanca mediante el empleo de enemigos naturalesoynepatdogenos constituye una
alternativa de gran valor para el control de plagasla agricultura, con sus

consecuentes ventajas en cuanto a inocuidad phosnddre y el medio ambiente.

La utilizacion de parasitoides para controlar esaga ha tenido un desarrollo
importante a nivel mundial. En nuestro pais existgperiencias exitosas al respecto
(Perrachoret al, 2005; Pasca¢t al, 2003; Basso, 2002). Dentro de los hongos
entomopatdégenos se han reportado mas de 20 esgediesigos infectando especies
de mosca blanca, siendo los mas estudiddobersonia aleyrodi@Vebber),Isaria
fumosoroseaSyn: Paecilomyces fumosorosg¢u@Vise), Lecanicillium spp (syn:
Verticillium lecani) (Zimmerman), yBeauveria bassiandBals.-Criv) Viull. El
géneroLecanicillium presenta varias especies con capacidad entomeépatag Si
bien su rango de hospederos es amplio, son prinepée controladores naturales
de algunos hemipteros, afidos y aleirodidos (H&B1). En distintos paises se han



desarrollado insecticidas biolégicos en badeeeanicillium spp. y son utilizados

para controlar las moscas blancas (keinal, 2008).

En Uruguay, si bien no hay insecticidas microlgaios registrados para uso
agricola, existen trabajos cientifico-técnicos eaftns al control d&. vaporariorum
mediante el uso de formulaciones artesanales ea bhdsecanicillium lecanii
(Paullieret al, 2007; Rodriguez y del Pozo, 2003). Estos trabsgpohan basado en
un numero reducido de aislados He lecanii y los niveles de control fueron
variables, evidenciando la necesidad de mejorarechs® vinculados a esta
tecnologia en el manejo de la plaga (Paukieal, 2007; Rodriguez y del Pozo,
2003).

La probabilidad de éxito en el desarrollo de itisetas bioldgicos sera
mayor si se dispone de un amplool genético, permitiendo seleccionar
microorganismos de alta eficacia en el control ldggs y buena adaptabilidad a las
condiciones climaticas de usBara ampliar la base genética disponitesity es
necesario explorar la diversidad existente en larakeza y colectar parte de la
misma. El valor de las colecciones se logra mediana adecuada caracterizacion
de las mismas. Una caracterizacion precisa de deaonesex situ facilita su
autenticacion, conservacion y documentacion (FAID92. A su vez, la seleccion de
cepas promisorias para el control biol6gico sedagrsélo si se dispone de las
herramientas adecuadas para caracterizar los @ssthsponibles (Hatting y Wright,
2007). Varios autores han caracterizado genotigosenpoblaciones del género
Lecanicillium utilizando técnicas de reaccion en cadena de I Aldlimerasa
(PCR) (Kouveliset al, 2008; Sugimotet al, 2003; Sugimotet al, 2001; Zareet
al., 1999). Por otra parte, caracteristicas fenagpmomo la produccidén de enzimas
extracelulares, también han sido estudiadas exiieste para caracterizar aislados
de hongos entomopatdégenos (Castellanos-Magjued], 2008; Bidochkat al, 1999;
Goettelet al, 1989).



La capacidad de un hongo entomopatégeno para zalopimatar un insecto
plaga es una cualidad imprescindible al seleccianalados potenciales como
agentes de control biologico, y este aspecto dede censiderado en la
caracterizacion. La forma mas certera y precisaeslémar esta capacidad es
mediante la realizacion de bioensayos (Butt y @he2000). El correcto disefio de
un bioensayo debe considerar las condiciones ataleenen las cuales el
entomopatdégeno sera utilizado, y cuanto mejor gggoduzca mayor confianza
tendran los resultados (Butt y Goettel, 2000). Rhrsistema mosca blanca - planta
hospedera - hongo entomopatdgeno, varios autoreproguesto metodologias que
permiten estimar la virulencia de los aislados dwmraopatogenos (Gokce y Er.,
2004; Vicentiniet al., 2001; Herreraet al, 1999; Landeet al, 1994). En trabajos
realizados en INIA Las Brujas, en el marco de isestigacion para el desarrollo de
insecticidas a base decanicilliumsp., se identificaron dificultades en las técnicas

de los bioensayos disponibles.

El objetivo de este trabajo es contribuir al peacde seleccion de cepas de
hongos entomopatdgenos pertenecientes al géeeemicillium a fin de desarrollar
insecticidas biologicos para su utilizacion en ehtool de mosca blanca en
condiciones de invernaculo. Para ello es necegaadizar una prospeccion de
aislados deLecanicillium spp. en los agroecosistemas de uso, caracterizar lo
aislados colectados y disefiar un protocolo de ev&n que permita estimar
correctamente la virulencia sobfevaporariorumen plantas de tomate. Se parte de
la base de las siguientes hipotesis: existe emataraleza mortandad natural de
moscas blancas a causa de hongos entomopatdégeaqsugden identificar aislados
de Lecanicilliumspp; existe diversidad genética entre los aislalddsecanicillium
spp. que se colectan; se puede caracterizar fegastipnte la diversidad genética
existente en base a la produccion de enzimas Jentia; y se puede definir una

metodologia de bioensayo para la situacion de iestud



2. METODO PARA EVALUAR LA VIRULENCIA DE__ Lecanicillium spp.
(Zimmerman) SOBRE Trialeurodes vaporariorum (Westwood *

2.1 RESUMEN

La seleccion de aislados entomopatdégenosedanicilliumspp (Zimmerman)para
desarrollar insecticidas bioldgicos necesita de metodologia ajustada que estime
el potencial de los mismos. Los atributos deseadrbesepas a seleccionar son alta
eficacia en el control de plagas y adaptabiliddasacondiciones climaticas de uso.
Este trabajo propone una metodologia para cuaattificvirulencia de.ecanicillium
spp. sobre la mosca blanca de los invernaculogleurodes vaporariorum
(Westwood). Se estudiaron los efectos de: a) est@lila plaga, b) coadyuvantes
utilizados en suspensiones de conidios y c¢) peridelonumedad relativa (HR)
saturada post aplicacion (cero, 48 y 96 horas)aevirllencia de los aislados. Se
determind que la mejor expresion de la viruleneidogra aplicando una suspension
de conidios a ninfas de entre 2°%/&stadio. El surfactante Triton X-100 a 0,01% v/v
puede causar elevada mortandad de insectos (20,866),l0 que no seria
recomendable su uso para preparar las suspensieingsveen ® 20 a razén del
0,05% o el humectante Nu-flm — 17 a 0,04% v/v mureder utilizados sin
inconvenientes. En general, al aumentar el perdedeaturacion de humedad durante
cero, 48 y 96 horas después de la aplicacion,enrento la virulencia de los dos
aislamientos estudiados. No obstante, este efewmtodiferencial, confirmandose
interaccion entre el tiempo de HR saturada y leldds. La metodologia propuesta
tiene el potencial para utilizarse en una rapidduacion de la virulencia de aislados

deLecanicilliumspp. sobr&rialeurodes vaporariorum.

Palabras clave: entomopatdégend, ecanicillium lecanii, Lecanicillium

longisporum, Lecanicillium attenuatum, bioensayo
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2.2 ABSTRACT

Bioassay adjustment to evaluate pathogenicity afecanicillium spp.

(Zimmerman) to Trialeurodes vaporariorum (Westwood)

The selection of fungal strains @kcanicillium spp. (Zimmermanjo be used as
biological insecticides needs a standard methasktionate the strain potential. The
desired atributes are high effectiveness in pesitrocb and adaptability to the
environmental field conditions. In this work, a imed to estimate the pathogenicity
of Lecanicillium spp. to the greenhouse whiteflyrialeurodes vaporariorumjs
proposed. The larval instars, three coadjuvantgufetly used in the spore
suspension, and three periods of high relative Hitynivere studied on how they
affect the fungal strain pathogenicity. It was daded that the higher pathogenicity
was reached when the second to third instar waaeys@. The surfactant Triton X-
100 at rate of 0,01% v/v caused high mortalityrnsfeicts (20,8%), so it should not be
used to evaluate the pathogenicity of a spore siggpe Tween ® 20, at 0,05%, and
the humectant Nu-film — 17 at 0,04% v/v did notatfinsects, so they can be safety
used. Enhanced period of saturated humidity froro #® 48 and 96 hours after the
suspension spray tended to raise the pathogeniditthe two studied strains.
However, this effect was different in both straimghen the period of saturated
humidity increased from zero to 48 hours, the pgéinicity of the strain ILB9
increased while the strain ILB12 strain did notisTtechnique has a potential use to

perform a screening afecanicilliumspp. strains.

Key words: entomopathogenicL ecanicillium lecanii, Lecanicillium longisporum,

Lecanicillium attenuatum, whitefly



2.3. INTRODUCCION

Las especies de mosca blantaaleurodes vaporariorum(Westwood) y
Bemisia tabaci(Genadius) son plagas primarias en los cultivodidaas del
Uruguay Yy su incidencia se ha incrementado en lkirmas afios (Rodrigueet al,
2003). El uso indiscriminado de insecticidas haultado en el desarrollo de
resistencia a muchos de ellos (Quesada-Moedgal, 2006), con el consecuente
aumento de dosis e intensidad de uso de los ingldi de sintesis quimica. El
control biolégico de moscas blancas mediante elleangde enemigos naturales y
entomopatdégenos constituye una alternativa de abor para el control de plagas
en la agricultura, con sus consecuentes ventajasuanto a inocuidad para el
hombre y el medio ambiente. Entre los hongos,dps@es del génetcecanicillium
(Zimmerman) previamente incluidas en la espagggticillium lecanii, presentan
capacidad entomopatogénica (Hall, 1981), de foralaquie en diversos paises
existen formulaciones comerciales a base de espdeieeste género (Kiret al,
2008).

El proceso de desarrollo de insecticidas a badeodgos entomopatégenos
para controlar moscas blancas consta de variagset&m primer lugar, se debe
disponer de un amplipool genético que permita seleccionar aquellos aislgdes
presenten alta eficacia en el control de plagaseyé adaptabilidad a las condiciones
ambientales de usd.a correcta seleccion de cepas promisorias pareodrol
biologico se lograra solo si se dispone de lasam@antas adecuadas para
caracterizar los aislados disponibles (Hatting yigitr2007). La herramienta bajo
condiciones controladas que mejor logra predecaoeiportamiento de los hongos
entomopatdgenos en las condiciones de campo esemshyo.

Un bioensayo puede servir para determinar la emeib de una especie,
comparar niveles de virulencia de distintas cedaterminar rango de hospederos,
determinar potencial de epizootias, estudiar fastioticos y abioticos que afectan

la virulencia, como por ejemplo edad del huéspedhperatura, humedad relativa



(HR), formulacién, y efecto de planta hospederatt(BuGoettel 2000). Si bien se
puede predecir la virulencia de un aislado exteapd resultados obtenidos con
insectos faciles de criar, como ser lepidoptef®lsHawary y El-Salam, 2009;
Posada y Vega, 2005) o tenebrios (Adatial, 2010), cuanto mejor se reproduzcan
las condiciones ambientales en las cuales el emqatdgeno sera utilizado, mayor
confianza tendran los resultados (Butt y GoetteéQ(3. Por lo tanto, es necesario

conocer el cultivo, la plaga, el entomopatégenbaneiente.

Todos los bioensayos generan cierto estrés eimdestos a estudiar, ya sea
por la manipulacion de los mismos, el uso de stafaes, las condiciones de
humedad y temperatura, la alteracion de la plamésed, etc. Es recomendable que
los insectos a utilizar se encuentren en buen @disidlogico y que se reduzca al
maximo el estrés generado (Hatting y Wright, 2006Ho bioensayo debe incluir un
testigo sin la aplicacion de los entomopatdégenagti@l e Inglis (1997) agregan que

la mortalidad en el testigo debe estar siempralpbajo del 10%.

Varios autores han disefiado bioensayos para eviauaccion de hongos
entomopatdégenos sobre moscas blancas. Heetee (1999) desarrollaron una
metodologia para la evaluacién de entomopatdégestoe Bemisia tabagiutilizando
discos de hojas de frijol infestadas por ninfagudarto estadio. Landet al (1994)
desprendieron los insectos de las hojas y los ambocsobre portaobjetos dentro de
placas de Petri. Vicentirgt al. (2001) utilizaron hojas enraizadas de melén como
sustrato para las ninfas d& tabacj logrando mantener la turgencia durante el
transcurso del bioensayo. Gokce y Er (2004) maetawininfas dd. vaporariorum
sobre plantas de tomate, cortando las hojas al monae la aplicacion y colocando
un algodén humedecido en la base del peciolo.dbajivs realizados previamente en
INIA Las Brujas, se establecio que la mejor técnpma mantener de forma
saludable las ninfas dle vaporariorumera sobre plantas enteras de tomate (Paullier

J. com pend.

2 Ing. Agr. Jorge Paullier. Investigador PrincipilA Las Brujas Noviembre 2007.



El insecto sobre el cual el entomopatdégeno seudliasio es en si mismo una
variable bibtica y por lo tanto deberéd estandasizan términos de estadio, edad,
tamafo y condicion fisioldgica (Hatting y Wright0@7). Existe diversidad de
opinion entre autores respecto a cudl es el estgudimo de las moscas blancas para
evaluar la virulencia de los hongos entomopatdgeBnda metodologia propuesta
por Vicentiniet al (2001) la suspension de conidios se aplicé soinfas del primer
estadio; Vidalet al (1998) trabajaron con ninfas Bemisia tabac{citada coma.
argentifolii) de segundo estadio, Gokce y Er (2004) con ninfas. deaporariorum
del segundo estadio y Lanea al. (1994) desarrollaron una técnica con ninfas de
cuarto estadio. En estudios realizados en INIA [Basjas se detectd gran
variabilidad en la virulencia del aislado ILBReanicillium lecanij al aplicarlo
sobre distintos estadios de vaporariorum sugiriendo la necesidad de ajustar este
factor (Paullieret al, 2007; Rodriguez y del Pozo; 2003).

El periodo inmediato de post aplicacion es crugata el proceso de
infeccidon y el desarrollo del entomopatégeno emstcto. Si bien los conidios de
Lecanicillium spp sobreviven a una HR entre 80 y 100%, el Optimoa par
germinacion esta por encima de 97%, la germinaggdpobre a 95 % y cesa a 92%
(Milner y Lutton, 1986). Por debajo de las condigs 6ptimas de HR, el
microorganismo puede sobrevivir, pero la eficienemel control de los insectos
desciende (Curtis, citado por Burges, 2007). HAB(Q) menciona que entre 11°C y
25 °C, Lecanicilliumspp necesita al menos 14 horas de HR de 100% pardague
esporas logren germinar, formar el tubo germinayival apresorio antes de que la
HR descienda a 63-72% y, por ende, lograr altoslesvde virulencia. Otros estudios
de este autor indican que las cepaseeanicillumsp. con alta virulencia logran el
50% de la germinacion antes de las 9 horas padstagdn (Hall, 1984).

El objetivo de este trabajo fue definir un protocde evaluacion que permita
caracterizar la virulencia de cepas ldecanicillium spp Para ello se evalu6 el
porcentaje de ninfas deialeurodes vaporariorunmuertas luego de la aplicacion de

una suspension de conidios del microorganismo Baidu del estadio de la plaga,



del efecto de coadyuvantes y del efecto de distimegimenes de HR post
aplicacion.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Cultivo de plantines de tomate

En todos los experimentos se utilizaron ninfagsté&ndo plantines de tomate
de la variedad Loica. Los plantines se produjeromeernaculo, hasta la infestacion
con moscas blancas, momento en que pasaron a umarac&e crecimiento
acondicionada con luz artificial a una temperatlga?2 + 2°C y un fotoperiodo de
12:12 horas. Se implanté una planta por maceta,sosirato a base de turba. Al
llegar a una altura de aproximadamente 35 cm y tegms verdaderas
completamente desarrolladas se les corté el apipmxXimadamente 2 cm), para
lograr una mejor nutricién de las hojas desarralag se consideraron listas para la
infestacion con insectos. Se optd por el sistemplal#as enteras debido a que en
trabajos previos realizados con foliolos u hojagesdicd que las condiciones de las
mismas, al momento de la evaluacién, no garanticébausencia de estrés en los

insectos.

2.4.2. Infestacion de plantines de tomate con moschlancas

Para la infestacion de los plantines con los teseaurante cuatro dias se
inundd la camara de crecimiento con adultosTdeaporariorum procedentes de
cultivos comerciales de tomate de invernaculosad®mha de Las Brujas, Canelones.
Transcurridos cuatro dias, en los que ocurrid pasicion, se aspiraron todos los
adultos de las plantas, con una aspiradora entgmaloLos plantines, libres de
adultos, fueron colocados en una camara de crationieon las condiciones
descritas de temperatura y fotoperiodo. De estmdose logré una oviposicion
concentrada, garantizando que todos los individeds vaporariorum utilizados en

los experimentos fuesen de la misma edad (+ dag.dh numero de ninfas por



plantas siempre fue superior a 80, llegando a m@ide 500 ninfas por planta. El
namero de ninfas por plantas fue un criterio w@dia para separar los tratamientos en

bloques.

2.4.3. Preparacion del indculo fungico

Con la excepcion del experimento de evaluaciocadelyuvantes, en todos
los demas se pulverizé una suspension de conigiagchnicillium spp. sobre los
plantines de tomate. Para estudiar la susceptbilidl entomopatégeno de los
estadios ninfales d&. vaporariorum se utilizé el aislado ILB3 correspondiente a
Lecanicillium lecanii, mientras que para estudiar el efecto de los s de HR
alta en el periodo post aplicacion de la susperfsidgica, se utilizaron los aislados
ILB9 correspondiente &ecanicillium longisporurhy el ILB12 correspondiente a
Lecanicillium attenuatumSe cultivaron colonias de cada aislado en Erlgeméde
250 cc de capacidad, dispensados con 15mL de nuedidgar Papa Dextrosa
(PDA). Para iniciar el cultivo, se tomo6 un disco wle cm de diametro de PDA
proveniente de una colonia del entomopatdgeno p satrodujo en un tubo de
ensayo conteniendo 20 cc de agua destilada edtdaho de agitar durante unos
minutos el tubo de ensayo, se extrajeron 5 cc dedpension resultante con pipeta
de Pasteur y se vertieron en el Erlenmeyer. Estectiad sobre distintos angulos,
asegurandose que la suspension cubriera todad#fisigodel medio de cultivo. Una
vez culminado el proceso de inoculacion, el Erleygnese colocOd durante dos
semanas en incubadora a 21 °C, logrando el cretionigicelial y la produccion de
conidios necesaria para los bioensayos. Este sstiminoculacion permitio un
rapido crecimiento del micelio y la cobertura tatal medio de cultivo transcurridas

dos semanas.

La colecta de los conidios se realizo vertiendm2%lel agua destilada en
cada Erlenmeyer, posteriormente se agitd en unewodurante un minuto y

finalmente se extrajo la suspension resultantea Es$pension se volcd en un vaso

% |dentificacion a cargo de Lic. MSc. Federico Rilagestigador Asistente INIA Las Brujas
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de Bohemia, inclinando el Erlenmeyer suavementdodea tal que los restos de
agar desprendidos decantasen y no pasaran al eabohgmia. Se cuantific la
concentracion de conidios por mL de agua, utilipanda camara de Neubauer. La
camara de Neubauer se carg6é con dos alicuotasupperssion resultante de cada
Erlenmeyer y en cada alicuota se contabilizarom2@tirados de 0,2 mm de lado.
Todas las suspensiones se llevaron a una condéntde 1 x 10 conidios por mL,

mediante diluciones con agua destilada estéril. saspensiones de conidios
estandarizadas fueron utilizadas para evaluar latafitad de ninfas deT.

vaporariorumen los distintos experimentos.

2.4.4. Efecto del estadio ninfal d&. vaporariorum

Para determinar la variacion del porcentaje deatidad de distintos estadios
de desarrollo d§. vaporariorumfue necesario lograr oviposiciones secuenciadas.
Utilizando la metodologia de oviposicion concendraidscrita anteriormente, en la
camara de cria con adultos de moscas blancagséujgron secuencialmente cuatro
grupos de ocho plantines cada cinco dias. A loglia8 de haber iniciado este
proceso se disponia de ocho plantines con moseasds de 18 +2 dias de edad,
ocho plantines con insectos de 13 2 dias de extdud, plantines con insectos de 8
+2 dias de edad y ocho plantines con insectos#®dsas de edad. De cada grupo de
ocho plantines que presentaban insectos de unaangdad, a cuatro se les aplico
una suspension de conidios y a cuatro se les agdjoé destilada (testigo sin tratar).
Los estadios de la plaga predominantes al momenta dplicacion de la suspension
de conidios fueron: a) para el grupo de 18 +2 deaaedad, ninfa cuatro y pupas; b)
para el grupo de 13 +2 dias, ninfas dos y trepa@ el grupo de 8 +2 dias, ninfa uno
y dos; d) para el grupo de 3 £2 dias, huevos.

Las pulverizaciones se realizaron con una suspemigdonidios del aislado
ILB3 de L. lecanii. La forma de cultivo y preparaciéon de la suspensi@érconidios
fue la descripta anteriormente. La suspension aédios se aplicé disparando un

pulverizador manual dos veces por planta, apuntanidocara abaxial de las hojas,
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alcanzando un volumen estimado de 0,14 mL por @léfigura 1). Inmediatamente
de realizadas las aplicaciones, los plantines fueodocados en camara humeda, a
22 +5°C y HR de 98 + 2 % (Data logger DS1923-F5#ygrochron iButton). Los
plantines permanecieron en la camara hiumeda dud@nteras, luego se quité la
cobertura de la camara humeda y durante los 5siffagentes permanecieron a la
misma temperatura, y con una HR de 75 + 10 % (Dagger DS1923-F5# -
Hygrochron iButton). Siete dias después de la pizieeion con los conidios,
mediante la observacién de los foliolos bajo lupedular (Olympus, de 7 a 40
aumentos) se contabilizo el niumero de ninfas msigia el hongo entomopatdgeno,
calculando la proporcion de muertas sobre el tetaluado. El procedimiento se
esquematiza en la Figura 2. Los individuos que @hento de la evaluacion habian

emergido de las pupas, se contabilizaron como swifeas.

Figura 1. Aplicacién de la suspension de conidiod deanicilliumspp. sobre
plantines de tomates infestados doialeurodes vaporariorum

Desarrollo de los
Acondicionamiento de A insectos 5 Desarrollo del %‘
plantines & | entomopatogeno c
A g: sobre los 3_
3 insectas g
4
A
I
‘ Oviposicion ‘

Figura 2. Esquema del acondicionamiento del experimentectef del estadio
ninfal deTrialeurodes vaporariorum”
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El disefio experimental utilizado fue de bloques gl@tos al azar con cuatro
repeticiones. El criterio para asignar los blogiwesel nimero de ninfas por planta.
A las plantas con menor namero de ninfas se legnasel bloque I, asi
sucesivamente, hasta que las plantas con mayaddadrde ninfas conformaron el
bloque IV. Para los analisis estadisticos, los reslode proporcion fueron
transformados a arcoseno de raiz de p(x) para tiaemk distribucion y realizar los
analisis de varianza correspondientes. Las difeasmemntre medias fueron analizadas
por el test Tukey (p= 0,05) utilizando el paquetadistico InfoStat (2009).

2.4.5. Efecto de coadyuvantes usados para la prepaion de las suspensiones

fungicas

Para estudiar la mortalidad de ninfas T™evaporariorumcausada por los
coadyuvantes frecuentemente utilizados para laapaepn de las suspensiones de
conidios, se evaluaron: el adherente Polisorbat@2@en ® 20), a razon de 0,05%
vlv; el detergente octil-fenol ethoxylado (Triton12¥0) a razon de 0,01% vl/v; el
humectante Pinoleno (Nu-Film — 17) a razén de 0,0A%b6y un tratamiento control
de agua destilada. En el experimento, la suspemglitada no contuvo esporas del
microorganismo. El acondicionamiento de las plariéamfestacion con los insectos,
la aplicacion de los tratamientos y las condiciopest-aplicacion siguieron las
pautas descritas anteriormente. Siete dias desleuksaplicacion, se contabilizé el
namero de ninfas vivas y muertas, calculando lagn@on de muertas sobre el total.
El disefio experimental y los analisis estadistieadizados fueron los mismos que

para el experimento anterior.

2.4.6. Efecto de regimenes de HR alta en el periogost aplicacion de la

suspension fungica

Se estudié el efecto del periodo de tiempo luegtadaplicacion, en que el
sistema planta-plaga-entomopatégeno permanecié adél®8 + 2 %. Con la

finalidad de determinar la posible interaccion mégm de humedad x aislado, se
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aplicé la suspensién de conidios de dos aisladfesedies, mas un tratamiento
testigo de agua destilada.

Se utilizaron 36 plantines infestados por la plagat2 se les aplicé una
suspension de conidios del aislado ILBL2canicillium attenuatup a otros 12 se
les aplico una suspension de conidios del aislaB® [Lecanicillium longisporum)

y los restantes 12 de dejaron como testigo aplasalds agua destilada. Cada grupo
de 12 plantas se dividid en tres subgrupos queolwhs la aplicacion fueron
sometidos a distintos regimenes de humedad. Ladapladel subgrupo uno se
mantuvieron a 22 + 1°C y HR de 70 =* 5%, duran&tesdias. Las plantas del
segundo subgrupo se colocaron en condiciones deasiin de humedad durante
dos dias y los cinco dias restantes, hasta la asiahy se ubicaron en la misma
camara de crecimiento que las del subgrupo 1. lBora) las plantas del subgrupo 3
se colocaron en condiciones de saturacion de hudrsdtante cuatro dias y los tres
dias restantes hasta la evaluacion, en las misomacoones del subgrupo 1 (Figura
3). Para lograr la HR de 100 %, las plantas secaotm en cajas de cartonplast de 40
cm de ancho, 60 cm de largo y 60 cm de alto, casrachantenidas dentro de una
camara de crecimiento (Figura 4). En cada caj@leearon tres plantas, una de cada
tratamiento pulverizado. EI nimero de ninfas paantd de cada caja fue el

determinante para la asignacion de cada bloque.

Aislamiento 2
Aislamiento 1

Dia1 | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7

| |
| RégimenHR 1 | HR 70%
| RégimenHR2 | HR100% | HR 70%
| RégimenHR3 | HR 100% | HR 70%
f !
Aplicacién (dia cero) Evaluacién (dia 7)

Figura 3. Esquema del disefio del experimento “Efecto deameges de HR alta en
el periodo post aplicaciéon de la suspension furigica
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Figura 4. Camara humeda donde se conservaron las plantagaletgeriodo de
HR alta.

El disefio utilizado fue un arreglo factorial de lwatamientos, con dos
aislados dd_ecanicillium spp., tres regimenes de HR y cuatro repeticiobes.
aislados fueron ILB9 e ILB12, mientras que los megyies fueron: cero, dos y cuatro
dias de cdmara humeda, equivalente a HR de 100%plicacion de agua destilada
no constituyd un tratamiento en el modelo estadistya que su inclusion en el
experimento tuvo como objetivo confirmar que la tandad de los insectos fuese
debida a los hongos entomopatdgenos. Los datoogerpion fueron transformados
a arcoseno de raiz de p(x) para normalizar lailolistion, y se analizaron con el
modelo: Y = p + Aisladg + Régimen de HR+ Bloque + Aisladg * Régimen de
HR; + Y. Las diferencias entre medias fueron analizadaslgest Tukey (p= 0,05)

y se utilizé el paquete estadistico InfoStat (2009)
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2.5. RESULTADOS

2.5.1 Efecto del estadio ninfal d&. vaporariorum

Todos los estadios ninfales fueron susceptiblesséddo ILB3 dd.. lecanii
diferenciandose significativamente del testigo @gua destilada. No obstante,
existio mayor susceptibilidad de las ninfas de sdguy tercer estadio (11 a 15 dias

de edad) por sobre los otros estadios ninfalesi(&ig).

70

m Suspension de conidios

W Testigo Agua destilada

50

fop

40

30

20

Porcentaje de ninfas muertas
o

10 3

a a
a a
0 [

3 x2dias 8 +2 dias 13 £ 2 dias 18 £ 2 dias

Edad de las ninfas/huevos

Figura 5. Porcentaje de insectos muertos siete dias desjgukdsaplicacion de una
suspension de conidios decanicillium lecaniide 1 x 16 conidios/mL, segtin edad
al momento de la aplicacién. Barras con diferemétas son significativamente
diferentes (Tukey p= 0,05).

Los insectos que se encontraban en estado de Huesan practicamente
insensibles al tratamiento. El promedio de moréalide este grupo fue de 6,1%, no
diferenciandose significativamente del testigo smtar, que fue 1,1% para el

promedio general de los cuatro estadios evaluados.
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2.5.2 Efecto de coadyuvantes usados para la prepardn de las suspensiones

fungicas

La mortandad de ninfas de vaporariorumfue significativamente diferente
segun el coadyuvante utilizado (Figura 6). No éfish diferencias significativas
entre Nu-Film — 17, Tween ® y el agua destiladaérdstcon porcentajes de
mortalidad inferiores al 5%. Sin embargo, la agliéa de Triton X 100 al 0,01%
causo la muerte al 20,8% de las ninfas utilizaBate valor resulto estadisticamente

diferente de los otros tres tratamientos.

0]
® 25
g b
20
£
0]
0 15
£
c
o 10
o
) a
g s 5
g 4 —
S 0 .
QC_) Triton 0,01% MNu-film- 0,04% Tween 0,05% Agua destilada
Tratamientos

Figura 6 Efecto de coadyuvantes sobre la mortandad deshdd segundo estadio
deTrialeurodes vaporariorumBarras con diferentes letras son significativaimen
diferentes (Tukey p= 0,05)

2.5.3. Efecto de regimenes de HR alta en el periogmst aplicacion de la

suspension fungica

Los tratamientos que recibieron aplicacién de sosjpnes de conidios de
Lecanicilliumspp. (aislados ILB9 e ILB12) presentaron porcestdie mortalidad de
T. vaporariorumsuperiores a 49,9%, mientras que la mortalidad vamtre 2,5 y
4,0% segun régimen de HR post aplicacion, en ampigjle recibieron solo agua

destilada (testigo).
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Cuadro 1. Porcentaje de mortalidad deialeurodes vaporarioruna los 7 dias de la
aplicacion de los tratamientos segun aisladbat@nicilliumspp., y condiciones de
humedad relativa post aplicacion.

Régimen de camara humeda post aplicacion
(HR=100%)

Sin camara | 2 dias de camarad dias de camara
humeda humeda humeda
Testigo (agua destilada) 2,5*% 3,2 4,0
ILB9 (L. longisporum) 49,9 a 83,6 bc 96,3 ¢C
ILB12 (L. attenuatum) 56,5 ab 67,7 ab 78,1 abc

* Valores numeéricos originales (sin transformaciseyuidos por la misma letra, no
difieren significativamente por el Test de Tukey (R05).
* Coeficiente de variaciéon = 11,85

Para los dos aislados evaluados se registré umakerieia de aumento de la
virulencia con el aumento en el periodo de satanade humedad. No obstante, estas
diferencias no siempre fueron estadisticamentdfisigtivas. Para el aislado ILB9,
la virulencia con dos y cuatro dias de saturaciénhdmedad (83,6 y 96,3%,
respectivamente) fue significativamente superiola aregistrada en ausencia de
camara humeda (49,9%). No obstante, para el aidlag8b2, el incremento del
periodo de HR saturada post aplicacion no incidgnificativamente en su
virulencia. Para este aislado los valores de viaiée variaron entre 56,5 y 78,1%
para los tres regimenes de humedad, no difereraséndstadisticamente entre si
(Tukey p= 0,05). La respuesta diferencial de locs @slados evaluados al régimen de
HR se corrobora por el efecto significativo derteiaccion entre factores (Cuadro
2).
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Cuadro 2. Andlisis de varianza del efecto de regimenes deakiRen el periodo
post aplicacién de la suspensiéon fungica sobretipks de tomate infestados con
Trialeurodes vaporariorum

Fuente de Variacion SC Gl CM F p-valor
Modelo 1 5 0,20 13,12 0,001
Aislado 0,09 1 0,09 6,15 0,265
Régimen de HR 0,71 2 0,36 23,22 <0,001
Aislado*Régimen de

HR 0,13 2 0,07 4,39 0,0332
Error 0,21 14 0,02

Total 1,22 19

2.6. DISCUSION

La mayor susceptibilidad de las ninfas de seguntiycer estadio, coincide
con los resultados de Garcia, citado por Esmhal (2009), quienes encontraron la
mayor susceptibilidad d.ecanicillum sp. en ninfas de segundo estadio Te
vaporariorum Trabajos realizados con varios entomopatdgenbee sespecies de
moscas blancas, presentan resultados con tendanuidgres (Cabanillas y Jones,
2009; Espinelet al, 2009; Cuthberstoet al, 2005). No obstante, Gindiet al
(2000) trabajando cohecanicillumsp. y B. tabaci(citado comoB. argentifoli),
determinaron que la mayor susceptibilidad ocurnialas ninfas neonatas. El
protocolo de bioensayo sugerido por Burgues (200ada la evaluacién de
entomopatdégenos sobre moscas blancas mencionaninfas de 14 dias de edad
como mas utiles para dicho propdésito. Los resuiadddenidos en el presente trabajo

coinciden con esa propuesta.
Considerando la escasa accion patogénich. decanii sobre huevos de.

vaporariorumla misma ha sido indicada previamente (Garciadoifpor Espineét
al., 2009). Por otra parte, Gindat al. (2000) trabajando cdd. tabaci(citado como
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B. argentifoli), determinaron que huevos con menos de un disedasuiposicion,

resultaron inmunes a la aplicacionldeeanicilliumsp.,

Los niveles de mortalidad obtenidos con la aplimaaie Triton X 100 al
0,01% fueron superiores al 10%, generalmente ceraid como limite para los
testigos de bioensayos con entomopatégenos e dss@oettel e Inglis, 1997). Por
tal motivo, no seria recomendable utilizar estermgente para la preparacion de las
suspensiones de conidios, ya que puede enmascarar ¢e los resultados de
mortalidad. Cuthberstoet al (2005) obtuvieron similares resultados al evaluaa
suspension conteniendo Agral (ingrediente actilkyl éenol etilen oxido) al 0,02%.

Los resultados del efecto de los regimenes de H& st aplicacion
coinciden con los presentados por Drummendl (1987) al inocular ninfas dg.
vaporariorumcon Lecanicillumsp. y conservarlas a HR mayor a 95% durante un
periodo de 96 y 16 horas antes de transferirlagndiciones de HR de 70%. Los
autores hallaron una importante reduccion en lizidatl del entomopatégeno en el
régimen de alta HR de 16 horas. Curtis (citadoBaoges, 2007) encontrd similares
resultados trabajando con &fidos, cuando el peribeldHR superior a 95% se
extendia entre 15 y 18 horas antes de pasar a tiR4€hy 70 %. Estos resultados se
explican porgué.ecanicilliumspp necesita al menos 14 horas de HR de 100 % para

gue las esporas logren germinar y formar el tubmgetivo (Hall, 1981).

Algunos autores restan importancia al rol de ladffibiental al momento de
iniciar la infeccion de los entomopatdégenos. Wrightal (2000) trabajando con
Beauveria bassiana Isaria fumosorosedograron entre 56 y 75% de control Be
tabaci con humedades relativas proximas al 50% en candisi de laboratorio y
76% de control en condiciones de campo con humedadiaivas entre 39 y 85%.
Por su parte, Farguedt al (2003) llegaron a conclusiones similares utild@ai.
bassianay L. lecanii en invernaculos de tomate infestados Ppowvaporariorum
Segun Boularekt al (2002) la evapotranspiracion de las plantas date hace que

las condiciones de HR en la capa limite de lassh@@amm desde la superficie
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foliar), donde habitan las ninfas de mosca blasean sustancialmente mayores que
en el ambiente, determinando que la HR pueda nitaesestrictiva para la accion
de los entomopatdégenos. Por lo tanto, en condisia@m® que existe actividad
estomatica, no seria necesario aumentar la HR atebmara mejorar el control
microbiolégico (Farguest al, 2003). Considerando la respuesta diferencidbsle
dos aislados estudiados y las dos hipoétesis dilssutieferentes a este efecto, se
estima que para lograr una caracterizacion comgketas aislados deecanicillium
spp. seria aconsejable estudiar la virulencia eneslos dos regimenes de HR alta

post aplicacién, 0 y 48 h.

Al seleccionar cepas para el control biologicolalenosca blanca, se busca
gue posean altos niveles de virulencia y que spteda las condiciones climaticas
de uso. En condiciones de produccion, existen festale variacion (épocas de
siembra, cultivos a campol/invernaculo, o densidadldntacion) que afectan las
condiciones ambientales, particularmente la durad®los periodos de HR alta. En
este sentido, la busqueda de aislados promisodos ¢ control biolégico puede
dirigirse tanto a aislados que presenten altoslesvee virulencia, como a aislados
adaptados a periodos cortos de HR alta. Partical#ande acuerdo a los resultados
obtenidos en este trabajo, el aislado ILB9I¢ngisporun presenta mayores niveles
de virulencia cuando las condiciones de HR pernameattas por 48 o mas horas,
mientras que el aislado ILB12.(attenuaturnes en general menos patogénico, pero

tiene mayor independencia del régimen de humedadijente.

2.7. CONCLUSION

A los efectos de definir un protocolo que perncéi@acterizar correctamente
el potencial patogénico de cepas ldeeanicillium spp. sobrel. vaporariorum se
concluye que: 1) La mayor mortalidad de insectodogea cuando se aplica la
suspension de conidios a ninfas de segundo y testadio. 2) El detergente Triton

X-100 al 0,01% v/v puede ocasionar la muerte a deaan 20 % de las ninfas de
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segundo Yy tercer estadio. El adherente Tween®I1200%% v/v y el detergente Nu-
Film — 17 al 0,04% v/v no afectan significativameta mortalidad de las ninfas. 3)
La humedad relativa durante el periodo post apboadel entomopatégeno puede
afectar en forma diferencial la virulencia de lastidtas especies deecanicillium
por lo tanto una caracterizacion completa debeximduir al menos dos regimenes
de humedad relativa (cero horas y 48 horas de hathredativa de 100%).
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3. PROSPECCION, CARACTERIZACION Y SELECCION DE Lecanicillium
spp. (Zimmerman) PARA EL CONTROL DE Trialeurodes vaporariorum

(Westwood f

3.1. RESUMEN

El control biolégico de la mosca blanca de losemaculosTrialeurodes
vaporariorum(Westwood) con hongos entomopatogenos, es unaaiiex ain no
utilizada comercialmente en Uruguay. Una de lasraaas que ha presentado esta
herramienta es la falta de diversidad genéticaodifpe en las coleccionex situ
Los trabajos realizados con el génkezanicillium(Zimmerman)se han basado en
el uso de pocos aislados. El objetivo del trabajmsistio en realizar una
prospeccion de aislados de hongos entomopatdégespscificamente del género
Lecanicilliumy caracterizarlos fenotipica y genotipicamentsuArez, se buscaron
asociaciones entre las caracteristicas evaluadal&ctaron 45 aislados fungicos,
44 de ellos del génerbecanicilium en su mayoria infectando ninfas de
vaporariorum en invernaculos de la zona Sur del Uruguay. Satifi® una
coleccion de trabajo compuesta por nueve aisladoscual se caracterizd
genotipicamente mediante técnicas de RFLP del Abbsomal, identificandose
al menos cinco haplotipos. En la caracterizacigrotipica, se establecié que la
actividad de enzimas proteoliticas difirié entrslados, pero esta caracteristica no
pudo asociarse a la virulencia sobre ninfas de addanca. Por ultimo, se
identificé al aislado ILB9I(ecanicillium longisporumcomo el mas virulento y al
aislado ILB36 [ecanicillium lecani como el menos virulento, los cuales podran
ser utilizados para comparar nuevas cepas quesemyi la coleccién. El aislado
ILB9 fue el que presento las caracteristicas mémgiorias para utilizarse como
insecticida microbioldgico.

Palabras clave: entomopatégeno, hongo, actividad &matica, virulencia,

genotipica

* Articulo a presentarse en revista AGROCIENCIA Ulray
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3.2. ABSTRACT

Survey, characterization and selection of ecanicillium spp. (Zimmerman)

isolates to controlTrialeurodes vaporariorum (Westwood)

Biological control of the greenhouse whiteflyrialeurodes vaporariorum
(Westwood) using entomopathogenic fungi is an adtive that has no commercial
use in Uruguay. One of the constraints presenteithibytool is the lack of available
genetic diversity inex situcollections. The local work done so far with thengs
Lecanicillium (Zimmerman) has been based on few strains. Theodithis study
was to prospect isolates of entomopathogenic fuspgecifically of the genus
Lecanicillium perform phenotypic and genotypic characterizatemd search for
possible associations between traits. Forty fivdaies including 44_ecanicillium
spp., most of them infecting nymphs @t vaporariorum were collectedin
greenhouses in the southern Uruguay. A work catieaif nine isolates was selected
wich was characterized genotypically by RFLP teghas of the ribosomal DNA,
identifying at least five haplotypes. The phenotygiharacterization established that
proteolytic enzyme activity differed among isolatesit this feature could not be
associated with virulence on whitefly nymphs. Hwyalthe isolate ILB9
(Lecanicillium longisporumn was identified as the most virulent, and ILB36
(Lecanicillium lecanij as the least virulent. These isolates may be tsedmpare
new strains that enter the collection. The ILB9as® presented the most promising

characteristics to be used as a microbiologicatrobagent

Key words: entomopathogenic, fungus, enzimatic acftity, pathogenicity,

genotypic
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3.3. INTRODUCCION

Las especies de mosca blantaaleurodes vaporariorum(Westwood) y
Bemisia tabaci(Genadius) son plagas primarias en los cultivogidcwas del
Uruguay, y su incidencia se ha incrementado enillirmos afios (Rodrigueat al,
2003). El uso indiscriminado de insecticidas haultado en el desarrollo de
resistencia a muchos de ellos (Quesada-Mogedgal, 2006), con el consecuente
aumento de dosis e intensidad de uso de los ingldi de sintesis quimica. El
control biolégico de moscas blancas mediante ellemng@e enemigos naturales y
entomopatdégenos, constituye una alternativa de \akor para el control de plagas
en la agricultura, con sus consecuentes ventajasuanto a inocuidad para el

hombre y el medio ambiente.

El génerd_ecanicillium(Zimmerman) (denominadderticillium lecaniihasta
2002), presenta varias especies con capacidad ep&bogenica. Si bien su rango de
hospederos es amplio, son principalmente controdgdamaturales de algunos
hemipteros, tales como afidos y aleurididos (H#IB1). En distintos paises se han
desarrollado insecticidas biolégicos en bakecaanicilliumspp. con niveles exitosos
de control. En el Uruguay, el control biolégico te mosca blanca mediante
entomopatdégenos no se utiliza comercialmente, yr&tmjos de investigacion se han
basado en un nimero reducido de cepas (Paetled; 2007; Rodriguez y del Pozo,
2003).

El proceso de desarrollo de insecticidas a baseodgos entomopatdégenos
consta de varias etapas. En primer lugar se dedesjpmner de un amplio pool
genético, que permita seleccionar aquellos micerusgnos que presenten alta
eficacia en el control de plagas y buena adaptiuila las condiciones ambientales
de uso. Para aumentar la probabilidad de éxito ledegarrollo de insecticidas
microbiolégicos, y garantizar su disponibilidadedrfuturo, es necesario explorar la
diversidad existentén situ, ampliando la base genética disponibbe situ Una
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caracterizacion precisa de las coleccior®s situ facilita la autenticacion,

conservacion y documentacion de dichas colecciw®®, 2009).

Los estudios de polimorfismos de longitud de fragioe de restriccion del
ADN (RFLP) son herramientas que permiten caracegenotipicamente los seres
vivos. En el caso de los hongos, las regiones d&N Aibosomal (ADNr) son
porciones con alto grado de conservacion dentundesspecie, aunque una parte de
ellas, la no codificante de proteinas (regionesdT&S), puede presentar diferencias
entre aislados. Los RFLPs de estas regiones sconefitemente utilizados para
identificar aislados emparentados dentro de una&céspo subespecies fungicas
(Bridge, 2002). Varios autores han utilizado lagiores ITS e IGS, para estudiar la
filogenia de aislados del génekecanicillium (Kouvelis et al, 2008; Sugimotaet
al., 2003; Sugimotet al, 2001; Zareet al, 1999).

Diversos autores han utilizado caracteres morfolfigicos y ecoldgicos
para la caracterizacion fenotipiicavitro de aislados. El crecimiento segun distintos
regimenes térmicos, la produccion y el tamafo tteaaras reproductivas fueron
consideradas por Lépez-Lorca y Carbonell (1999)te2zeMadrigalet al (2003),
Quesada-Moraget al. (2006) y Aiuchiet al. (2008). Por otra parte, la produccion de
enzimas extracelulares es uno de los mecanismdegouales los entomopatdogenos
degradan los componentes de la cuticula (Chardl@9y). Algunos autores han
encontrado asociacion entre la productividad ddepsas y la virulencia sobre
distintos insectos (Castellanos-Mogeelal, 2008; Goetteet al, 1989), sugiriendo
que la estimacion de las primeras logra predecetunda (Bidochkat al, 1999).
En tal caso, caracterizar la actividad de protegsesie resultar Gtil tanto para
caracterizar un aislado, como para predecir su odiapiento frente a la plaga.

La capacidad de un hongo entomopatégeno para zaloypimatar un insecto

plaga es una cualidad imprescindible al seleccianalados potenciales como
agentes de control biolégico. Por tal motivo, uogecta caracterizacion de aislados
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debera también abarcar este aspecto. La formaené&sacde estimar la virulencia de
un entomopatdgeno es mediante la realizacion ambayos (Butt y Goettel, 2000).

El presente trabajo tiene como objetivo ampliarctdeccion ex situ de
aislados de hongos entomopatdégenosl dgaporariorumdisponibles en el pais y
caracterizar genotipicamente y fenotipicamentaislados prospectados. En funcién
de ello se seleccionaron aislados con potenciakdeen el control microbiolégico de

plagas y otros que sirvan de referencia para faturedajos.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Prospeccion

La busqueda se realizé desde abril del 2007 halgtadel 2009, abarcando
todas las estaciones del afio. Se colectaron irsseoto sintomas de infeccién por
hongos entomopatdgenos en cultivos horticolas stentdis regiones productivas del
Uruguay. La mayor parte de las muestras se tomdeooultivos horticolas bajo
invernaculo en el Departamento de Canelones. Tamd®érecorrieron cultivos en
los departamentos de Salto, Artigas y Rocha. La omayde los -cultivos
prospectados correspondié a tomate, seguido debitémeas, pimiento, lechuga y
frutilla. De los insectos colectado§, vaporariorumfue la especie predominante,
seguida deMacrosiphum euphorbia@Hemiptra: Aphididae)Schizaphis graminum
(Hemiptra: Aphididae) B. tabaci (Hemiptera: Aleyrodidaejen Salto y Artigas),
Diabrotica speciosa(Coleoptera: Crysomelidae) YJuta absoluta(Lepidoptera:
Gelechidae).

Los insectos se colectaron colocando el foliole lpg contenia dentro de una

placa de Petri. En la mayoria de los casos las tnagese llevaron al laboratorio el

mismo dia; de lo contrario, las muestras se coasenven refrigerador a 5°C. En el
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laboratorio, cada insecto (en su mayoria ninfagjos@cd en una celda de placas de
Petri multiceldarias, dispensadas con agar agudeméndose a 23 °C. A los dos
dias, en aquellos insectos en que se observabhamesarrollado sobre el agar, con
una aguja esterilizada se cortaba una punta deyts@inoculaba en una placa con
Agar Papa Dextrosa (PDA). Las placas con PDA sesarwaron a 23°C, hasta
observar el crecimiento de micelio denso que pers@i a partir de las
caracteristicas morfoldgicas, tener un indicio deego o grupo taxonémico. En los
casos en que crecieron microorganismos contammafie necesario reaislar el
entomopatdégeno en una nueva placa de PDA. Todosll@gunsectos que no
desarrollaron micelio aparente de entomopatogendsscartaron.

Una vez en placas de PDA, en base a caractesigticafologicas de la
colonia y la observacién de estructuras reprodasthajo microscopio, se identificd
el género de cada aislado. Se conformé una ligillaida incluyendo niamero de
aislado, género correspondiente, fecha, localigaedio comercial, cultivo, y

huésped en que fue colectado.

3.4.2. Identificacion de la coleccion de trabajo

Una vez disponibles todos los aislados, se cordfdentoleccion integrando
los ocho aislados que presentaban mayor diversidadianto a fecha o estacién del
afio y lugar de colecta, insecto huésped y anteteslase manejo en cultivo
originario. En base a las diferencias en el origenestablecié como hipotesis que
esta coleccién deberia concentrar la mayor divadsigenética, en un namero
reducido de aislados. Los aislados de la colecd@®trabajo fueron identificados a
nivel de especie en el laboratorio de INIA Las BsujRivas F., com. peTs. Se
incluyd en la coleccion de trabajo la cepaléeanicillium lecaniilLB3, aislada y

caracterizada por Rodriguez y Del Pozo (2003).

® Lic. M.Sc. Federico Rivas. Investigador AdjuntdAN_as Brujas. Diciembre 2008.

-32-



3.4.3. Caracterizacion genotipica

Todos los aislados de la coleccion de trabajo @Wévaron en placas
dispensadas con Agar Malta durante 21 dias enagouh a 22°C en condiciones de
oscuridad. Transcurrido este periodo, gran partka deiperficie de la placa estaba
cubierta por micelio. Con una espatula se despdezidnicelio del medio de cultivo,
y mediante el agregado de Nitrégeno liquido se drludista alcanzar un fino polvo.
Posteriormente se transfirio a un micro tubo de 3me continué de acuerdo al
protocolo de extraccibn de ADN fungico establecielo el Kit DNeasy Plant

Quiagen.

Las regiones ITS del ADN ribosomal (ADNr) se arfigdiron utilizando los
primers disefiados por White et al (1990): ITS4 5
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’). Para la amplificacionella region IGS del
ADNIrr, se utilizaron los primers CNL12 (5-CTGAACGUCTAAGTCAG-3)) y
CNS1 (5-GAGACAAGCATATGACTACTG-3), diseiiados porppel y Gordon
citados por Sugimotet al (2001). Las amplificaciones de ambas regione@\D&r

se realizaron segun la metodologia descripta pgingioet al (2001).

Las regiones ITS e IGS amplificadas fueron digevighor las enzimas de
restriccion BfuCl, Msp I, BswRIl y Rsa l, respetando las instrucciones de los
fabricantes (New England Bio Lab, 2012 y Fermen2&§6). Los productos de la
digestién se separaron por electroforesis en unlgelgarosa (4%), identificAandose
distintos patrones para cada enzima. Los haplosposonformaron unificando los
resultados de las 4 enzimas en las 2 regiones B& Amplificado. Aquellos
aislados que comparten los 8 patrones de eleatiifofueron asignados al mismo

haplotipo.
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3.4.4. Actividad enziméatica

Se estimO la actividad de las enzimas protedditicaiantificando la
degradacion de un medio de cultivo rico en casefaa preparar el medio de
cultivo, 10 g de leche descremada en polvo se m@mexticon 15 g de agar, y se
disolvieron paulatinamente en 1 L de agua destil&tiael centro de una placa de
Petri dispensada con este medio de cultivo, see@ala disco de 1 cm de diametro
de PDA con micelio en activo crecimiento de cadtadp y se incubaron a 24 °C en
condiciones de oscuridad. A los ocho dias se matlidiametro de cada colonia
(promedio de dos diametros perpendiculares) yahdiro del halo producido en el
medio de cultivo a causa de la hidrolizacion dec#seina (promedio de dos
diametros perpendiculares). Posteriormente se lGakducoeficiente de actividad,
dividiendo diametro de la colonia sobre el diametled halo (Lépez-Lorca y
Carbonell, 1999). Se utilizé6 un disefio experimemnkal parcelas al azar con seis

repeticiones.

Paralelamente, se instalé un experimento simédsa pstudiar la actividad de
enzimas lipoliticas. El medio de cultivo consisgd peptona 5 g, extracto de
levadura 30 g, agar 15 g, 1 L de agua destiladaggo de diluidos se agregd una
emulsién de Tributirina 10 mL y Tween 20 200.

3.4.5. Virulencia sobreTrialeurodes vaporariorum

La caracterizacion fenotipica en cuanto a la gimala sobr&. vaporariorum
se dividio en dos etapas. La primera etapa tuvoooolojetivo lograr un tamizado de
la virulencia de la coleccién de trabajo y selesarcalgunos aislados con virulencia

contrastante para caracterizarlos mas detalladaneenina segunda etapa.
Se aplico una suspension de conidios a ninfak g@aporariorumde segundo

y tercer estadio. El material vegetal utilizadogpaustentar a los insectos consistio

en plantines de tomate (variedad Loica) de tremsheoprdaderas completamente
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desarrolladas, implantados uno por maceta con wob® sustrato. Las colonias de
los aislados de la coleccién de trabajo se incubarante 14 dias a 22 °C en
condiciones de oscuridad, en recipientes Erlenmdgef50 cc dispensados con
PDA. Posteriormente, se extrajeron los conidios agna destilada estéril y se

estandariz6 su concentracién en IxB@nidios por mL de agua. Luego de la
pulverizacion, los plantines se conservaron dos did00% de humedad relativa
(HR) y luego durante cinco dias a HR de 75+5%.dmpteratura promedio durante
los siete dias del experimento fue de 20+3°C. Fiaate se contabilizo la proporcion

de insectos muertos sobre insectos totales. Efiais&perimental utilizado fue de

bloques completos al azar con tres repeticionexriirio para la asignacion de

bloques fue la cantidad de ninfas por planta, sigmdmedialmente de 135 ninfas
por planta (unidad experimental). Para los analestadisticos, los valores de
proporcion fueron transformados a arcoseno de daizp(x) para normalizar la

distribucion y realizar los andlisis de varianzaespondientes. Las diferencias entre
medias fueron comparadas con el test Tukey (p=0yO®) paquete estadistico

utilizado fue el InfoStat (2009).

En una segunda etapa, se seleccionaron trescasiae mostraron virulencia
contrastante en la primera etapa mas el aislad8, lizBueron nuevamente evaluados
en su virulencia, utilizando la metodologia ajuatadr Nufiez (sin publicar). Estos
ensayos se repitieron en dos momentos. En el pemsayo, luego de la aplicacion
de la suspension de conidios las plantas se carsendurante siete dias en una
camara acondicionada a 22+1°C y en el segundo ntoimeego de la aplicacion,
las plantas se conservaron durante siete diasaesala acondicionada a 20+2°C. En
ambos casos se utilizé un disefio en arreglo fatt@on cuatro aislados, tres
regimenes de HR y cuatro repeticiones. Los regisate HR post aplicacion
fueron: a) cero dias a 100% de HR vy siete diagad®HR; b) dos dias a 100% de
HR y cinco dias a 70% de HR; y c) cuatro dias @d0@ HR y tres dias a 70% de
HR. La proporcion de insectos muertos sobre el w¢ainsectos asperjados, se
transformé a arcoseno de raiz de p(x) para norardizdistribucién. Los valores

transformados se analizaron con el modelp:=Yp + Aisladg + Régimen de HR+
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Bloque + Aisladg* Régimen de HR+ Y. Las diferencias entre medias fueron
comparadas por el test Tukey (5 %) y el paquetdésico utilizado fue el InfoStat
(2009). Adicionalmente, en cada régimen de HR skiyd un tratamiento con agua
destilada, a fin de descartar efectos ajenos erntmnopatdégenos sobre la mortandad

de los insectos; estos tratamientos no fueronioha$uen el modelo estadistico.

3.5. RESULTADOS

3.5.1. Prospeccién
Se colectaron 45 aislados de hongos entomopatsgemaformandose nueve

grupos en funcion de la época de colecta, deivoudtgricola y de las caracteristicas
morfologicas observadas en PDA (cuadro 1). Losidlados se nombraron con las

letras ILB (INIA Las Brujas) seguidas del nimerorespondiente, 1 a 45.

Cuadro 1. Resumen de aislados de hongos entomopatégenactacius

3 ” Regién geografica
o5 8| Fechade ) _ _ o
S ® Insecto Huésped (Localidad- Cultivo |&
s © colecta )
8 © Departamento)
4 Abril 07  |Trialeurodes Vaporarioruvlfean Bautista-CaneIonFsTomate A
10 Mayo 07 |Trialeurodes VaporariorUVIfSan Bautista-CaneIon'ssTomate B*
1 Mayo 07 [Trialeurodes Vaporarioru'|r6an Bautista-CanelonesTomate | C*
2 Mayo 07 [Trialeurodes vaporarioruin Carrasco-Montevideq Luffasp | D
1 Junio 07 Diabrotica speciosa | Santa Rosa-Canelongs Tomate | E
1 Otofio 07 Schizaphis graminum | La Estanzuela-Colonip Alfalfa | F
2 | Noviembre OfTrialeurodes Vaporarioruvlfean Bautista-CaneIonFsTomate
18 Marzo 08 [Trialeurodes Vaporarioru'|r6an Bautista-CanelonesTomate | H
6 Agosto 09 |Trialeurodes Vr’slloorarioru'r1 Chuy-Rocha Tomate

* grupos diferenciados por presentar aislados ¢stinths caracteristicas

morfologicas
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Los 45 aislados colectados provienen de sistemaduptivos con escasa
intervencion de fungicidas de sintesis quimicainiaey seis de ellos provienen de
cultivos horticolas que producen bajo las normaprdduccion organica (grupos A,
B, C, E, G y H). El aislado ILB9 (grupo F) proviede un sistema donde no se
utilizan plaguicidas, mientras que los del grupe D provienen de invernaculos con

produccion para autoconsumo.

En lo que respecta a insectos hospederos, 43 d& laislados se encontraron
infectando aT. vaporariorum,(dos lo hacian sobre adultos, el resto sobre ninfas
Uno de los aislados se encontré creciendo solreegpo de un San Antonio Verde,
D. speciosaEl aislado ILB9 dé.. longisporum perteneciente al grupo F, se aislo del
cuerpo de un pulgbn de los cereal&s, graminum En cuanto a las plantas
hospederas, la gran mayoria de los aislados (48&&jslaron en cultivos de tomate.
El aislado del grupo F proviene de un cultivo dalt, y los dos pertenecientes al
grupo D, fueron aislados dE&. vaporarioruminfestando una planta de esponja

vegetal Luffa sp.)

Con la excepcioén, del aislado ILB19 perteneciehtgrapo C, todos fueron
identificados dentro del génetroecanicillium Las colonias cultivadas en PDA
presentaron un micelio blanco algodonoso (Figura &) reverso de las mismas era
de coloraciones blanco crema, en ocasiones colidades amarillas. En el aislado
ILB9, la colonia presentd un aspecto estriado. t@sidios, de aspecto ovoide, se
ubicaron en los extremos de las fidlides. Las d&#i se presentaron con una
distribucion verticilada sobre las hifas (Figura@)incidente con la correspondiente
al géneroLecanicilliumsegun Humber (1997). Las caracteristicas morfoddgite
las estructuras reproductivas del aislado ILB1@aiacidieron con las anteriormente

descritas; este aislado corresponde al géBeaniveria
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Figura 1. Colonias de los aislados ¢g€&igura 2. Vista bajo microscopio de
hongos entomopatdgenos creciendidlides verticiladas.
sobre PDA

3.5.2. Identificacion de la coleccion de trabajo &)

La coleccion de trabajo se conformé por ocho aidatel ecanicilliumspp.
mas la cepa ILB3, aislada por Rodriguez y Del P@O®3). Los aislados de los
grupos H e | no se consideraron en el estudio, u& s colectaron después de
conformada la coleccion de trabajo. El aislado IBB@olectado el 30 de mayo de
2008 provino de un invernaculo en el que 25 didesase habia realizado una
aplicacién de un preformulado artesanal a base depa ILB3. Si bien entre el 7 y
el 30 de mayo se colectaron 10 aislados (gruped, ILB28 pasé a formar parte la
coleccién de trabajo, dada la posibilidad de queatase de un re-aislamiento de la
cepa ILB3. El aislado ILB9 se incluy6 ya que praeede otra region geografica e
infectaba a otra especie de insecto. ILB35 e ILB&Genecen al mismo grupo y se
incluyeron los dos, ya que provienen de distingatugeografico y distinta planta
hospedera que la mayoria. Finalmente, el aisla8@4Lse incluyé por infectar una
plaga distinta a las demés y el ILB39, por habdo sblectado en una época del afio

contrastante con el resto.
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Cuadro 2. Principales caracteristicas de los aislados qa®onaron la coleccion
de trabajo.

Grupo Especie Aislado
- Lecanicillium lecanii ILB3
A Lecanicillium attenuatum ILB1
F Lecanicillium longisporum ILB9
A Lecanicillium attenuatum ILB12
B Lecanicillium lecanii ILB28
E Lecanicillium lecanii ILB34
D Lecanicillium lecanii ILB35
D Lecanicillium lecanii ILB36
G Lecanicillium lecanii ILB39

* |dentificacion a nivel de especie Rivas F. (cqars.)

3.5.3. Caracterizacion genotipica

Luego de separar por electroforesis los fragmeoitdsnidos de la digestion
del ADN amplificado con las enzim&aBA |, Mspl, Haelll y Rsal, se obtuvieron
distintos patrones de bandas. Al unificar los 8quas (4 enzimas x 2 regiones el
ADNIr) se obtuvieron al menos cinco haplotipos difdes (cuadro 3). A los aislados
ILB1, ILB9 e ILB28 no se les asigné haplotipo, dafiee algunos de sus patrones de

electroforesis no fueron claramente identificados.
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Cuadro 3. Patrones de bandas de electroforesis de lasnegid S e IGS digeridas
con cuatro enzimas de restriccion, y asignaciéhajdotipos de los aislados de la
coleccion de trabajo.

Aislado Grupo IGS ITS
SawBA | | Mspl Haelll Rsal SawBA | | Mspl Haelll Rsal :ZZ?
BfuCl Bsuri
ILB1 A n/d n/d n/d n/d b b b b n/d
ILB3 - n/d b n/d n/d b b b b I
ILB9 F n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d
ILB12 | A b c b b b b b b I
ILB28 B n/d n/d n/d n/d b b b b n/d
ILB34 E c d b b b b b b 1
ILB35 D c d b b b b b b 1
ILB36 D C d C b b b b b vV
ILB39 G c d b b b b c b \Y

n/d No determinado

3.5.4. Actividad enzimatica

Todos los aislados evaluados mostraron actividateplitica. En la Figura 3
se puede apreciar el crecimiento de una colonigidanrodeada del halo ocasionado
por enzimas proteoliticas extracelulares. La rétaalel diametro de la colonia /
diametro del halo indican la magnitud de la actidiénzimatica. Valores proximos a
1 indican actividad enzimética reducida o nula. dircuadro 4 se presentan los
resultados del coeficiente. Los aislados ILB9 e 3&B se diferenciaron

estadisticamente del aislado ILB12.
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Figura 3. Halo producido por enzimas
proteasas del aislado ILB3 de
Lecanicillium lecanii sobre medio de
cultivo a base de leche descremada

Cuadro 4. Actividad proteolitica estimada por la degradaaé medio de cultivo a
base de leche descremada y virulencia sbhedeurodes vaporariorunde aislados
deLecanicilliumspp.

Aislado | Diametro colonia /[ Virulencia (%
didmetro halo mortalidad)*
ILBO** 0,609 a 73,81b
ILB35 0,617 a 40,65 a
ILB36** 0,624 ab 40,45 a
ILB3*** 0,642 ab 53,4 ab
ILB28 0,647 ab 70,90 b
ILB39 0,650 ab 53,2 ab
ILB34 0,656 ab 59,10 ab
ILB1 0,684 ab 46,55 ab
ILB12** 0,733 b 63,52 b

Valores seguidos de una misma letra no difieremifsigtivamente (Tukey p=0,05)
*Valores corregidos por la formula de Abbot (1925).

**aislados seleccionados como indicadores de wicie contrastante para
conformar los ensayos de virulencia segun 3 regisda HR post aplicacion

*** gislado de referencia.
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En el caso de las lipasas, la metodologia utilizeda su estimacién no fue la
adecuada y no se logré observar la ocurrencia e Hasta 14 dias después de

instalado el experimento.

3.5.5. Virulencia sobreTrialeurodes vaporariorum

En el primer experimento se cuantifico la virulende todos los aislados de
la coleccion de trabajo mediante un bioensayo. EGuadro 4 se presentan los
porcentajes de mortalidad de insectos siete diapuds de la aplicacion de las
suspensiones de conidios de los nueve aisladosaelcs.

Existieron diferencias en la mortalidad de insestegun los distintos aislados
aplicados. La mortalidad causada por los aisladB42 (L. attenuaturyy ILB28 (L.
lecanii) e ILB9 (L. longisporum fue significativamente superior a la causadal@®r
aislados ILB36 e ILB35L( lecani). La virulencia del resto de los aislados fue
intermedia y no se diferencio significativamentendeuno de los dos extremos. La

mortalidad de insectos en el tratamiento testigodie 3,05 %.

A partir de estos resultados, se seleccionaroticcasslados indicadores, con
niveles de virulencia contrastante, para contirmaar la caracterizaciom vivo. Los
aislados indicadores fueron: ILBR.(longisporun), ILB12 (L. attenuaturjy ILB3 e
ILB36 (L. lecani). Ademas del valor de mortalidad obtenido en ekbsayo, los
cuatro aislados fueron colectados en cultivos, @pachuéspedes distintos (Cuadro
2).

En el Cuadro 5 se presentan los datos del andlésigarianza del primer
bioensayo de virulencia de los aislados indicaddeé®fecto interaccion entre los
aislados y las horas de camara humeda post aplicaee significativo (p = 0,046),
por lo tanto los factores no pueden analizarsadashente. En casi todos los casos,
para un mismo régimen de HR, los aislados no setitiaron entre si, salvo el

aislado ILB9 con 96 horas de camara humeda qué&eserttio del ILB36 (Cuadro
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6). Al comparar los distintos regimenes de HR paranismo aislado, la virulencia
se incrementd al aumentar las horas de HR satp@gtaplicacion. Las diferencias
mayores se registraron en funcién de la utilizacgomo de la cAmara humeda. No
obstante, ninguno de los aislados mostré diferenestiadisticamente significativas

segun se utilizaran 48 o 96 horas de HR saturada.

Cuadro 5. Andlisis de varianza del primer bioensayo deleirdia de los aislados de
Lecanicilliumspp. indicadores sobii@ialeurodes vaporariorum

Fuente de Variacion SC Gl CM F p-valor
Modelo 1,04 11 0.18 14,15 <0,001
Aislado 0.08 3 0.03 2,02 0,1391
Hs de Camara Hiumeda 1.68 2 0.84 67,21 <0,0001
Aislado

*Hs de CH 019 | 6 003 | 2°9 | 00460
Error 029 | 23 0,01

Total 2,23 34

Cuadro 6. Virulencia de los aislados indicadores Hdecanicillium spp. sobre
Trialeurodes vaporariorumen tres regimenes de HR post aplicacion (primer
bioensayo).

Sin cAmara | 48 hs de cAmara| 96 hs de camara
hameda hameda hdmeda
ILB3 7,7a 40,4 bcd 54,9 de
ILB9 7,0a 44,2 de 74,6 e
ILB12 13,7 abc 35,9 bcd 50,0 de
ILB36 13,8 ab 28,2 abcd 42,7 cd
Testigo 2,7 3,3 2,1

Valores reales, diferencias significativas calcatadn base al arcoceno de raiz cuadrada de plél€éskey p=0,05
Coeficiente de variacion = 18,54

Testigo no incluido en disefio experimental

En el cuadro 7 se presenta el andlisis de varidekzaegundo bioensayo. En

este caso no se constato interaccion entre fac®régen para cada condicion de HR
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no existieron diferencias significativas entre adsis, al considerar los 3 regimenes
de HR, ILB9 fue superior a ILB12 y a ILB36, miergrque ILB3 sélo fue superior a
ILB36 (informacion no presentada en cuadros). Roa parte, mientras que los
aislados ILB12 e ILB36 no se diferenciaron entrershinguna de las 3 condiciones
de humedad evaluadas, los aislados ILB3 e ILB9emtason mayor virulencia
cuando permanecieron durante 96 o 48 horas en admareda, respecto a cuando

no se ubicaron en camara humeda (Cuadro 8).

Cuadro 7. Andlisis de varianza del segundo bioensayo ddericia de los aislados

deLecanicilliumspp. indicadores sobfi@ialeurodes vaporariorum

Fuente de

Variacion SC Gl CM F p-valor
Modelo 1,24 11 0,11 8,80 <0,001
Aislado 0,32 3 0,11 8,36 0,0006
Hs de Camara

Humeda 0,86 2 0,43 33,62 <0,0001
Aislado

*Hs de CH 0,06 6 0,01 0,74 0,6200
Error 0,31 24 0,01

Total 1,54 35
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Cuadro 8. Virulencia de los aislados indicadores Hdecanicillium spp. sobre
Trialeurodes vaporariorumen tres regimenes de HR post aplicacion (segundo

bioensayo)
Sin cdmara | 48 hs de camara| 96 hs de camara
hameda hameda humeda
ILB3 210a 60,1 bc 61,6 bc
ILB9 31,5ab 65,6 C 69,2 c
ILB12 226 a 40,4 abc 44,6 abc
ILB36 16,6 a 43,2 abc 39,7 abc
Testigo 3,6 9,5 0,8

Valores reales, diferencias significativas calcatadn base al arcoceno de raiz cuadrada de plél€éskey p=0,05
Coeficiente de variacién = 15,95

Testigo no incluido en disefio experimental

3.6. DISCUSION

A excepcion de dos aislados del grupo G (colectadgzrimavera) y los seis
del grupo | colectados en invierno, la mayoriaatedislados se colectaron en otofio.
Generalmente las condiciones climaticas en estaaégel afio se caracterizan por
temperaturas moderadas y periodos prolongadosrdedad relativa alta, las cuales
favorecen el desarrollo de epizootias ldecanicillium spp. en moscas blancas
(Lourergdo et al, 2001). Por otra parte, suele ser la época del cai mayor
poblacion de la plaga, ya que en invierno disminogtriamente (Bentancourt y
Scatoni, 2010).

Los aislados de la coleccion de trabajo presentdif@nencias genotipicas.
Esto confirma el supuesto realizado al momento elecsionar dicha coleccion,
respecto a que diferencias en época, region gecmrdé coleccion, y/o huéspedes
determinasen diferencias genotipicas. De los dseladas a los que se les pudo
asignar un haplotipo, se identificaron cinco haptg diferentes. Sugimotet al
(2001), utilizando idéntica metodologia, identifma 17 haplotipos a partir de 30

aislados. En un trabajo mas reciente en el quedeyeron aislados de regiones
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geograficas mas contrastantes, Sugineit@l, (2003) describieron 30 haplotipos
sobre 46 aislados. La proporcién de haplotiposidés en el presente estudio es
mayor a la proporcion descrita en los trabajos leewados por Sugimoto (5/6 vs
17/30 y 30/46). Esto podria estar indicando queivarsidad en la coleccion de
trabajo sea mayor que la presente en los aisladaados por Sugimotet al (2001

y 2003). Incluso, se deberia considerar que etrdbajos realizados por Sugimab

al. (2003 y 2001) se caracterizaron aislados proweesede varios insectos huésped,
mientras que en el presente trabajo, la mayorigigere deT. vaporariorum La
diversidad genotipica hallada en la coleccion @bdjo puede tomarse como un
indicador de la diversidad presente en los agrgistemas que abarcé el presente

estudio.

Al comparar los patrones de bandas de restria#la coleccion de trabajo
resultante de ambas regiones del ADNr, se aprastafge mayor la diversidad
detectada en la region IGS respecto a la region PEBa la region ITS, un solo
aislado de la coleccion de trabajo, el ILB39, derdncié del resto de la coleccion.
Por su parte, Zaret al. (1999) también encontrd poca diversidad al eatudiregion
ITS de 36 aislados de=canicilliumspp.

En cuanto a la caracterizacion fenotipica, el dsllB9 presentd el mayor
indice de produccion de proteasas. A su vez, fwedenlos aislados con indices de
virulencia mas altos, tanto en la etapa de tamizdelovirulencia, como en la
evaluacion de virulencia de los aislados indicaslofeara este aislado existio
asociacion entre ambas variables, lo cual ha sider&lo por diversos autores para
varios hongos entomopatogenos (Bidochkal, 1999; Guptat al, 1994;Charnley
y St Leguer, 1991). Sin embargo, los aislados ILB3@.B35 presentaron altos
niveles de actividad proteolitica, pero en genaralstraron bajos niveles de
virulencia. A su vez, el aislado con menor actidigaoteolitica (ILB12) presentd
niveles de virulencia intermedios. La ausencia seciacion entre las variables
también fue citada por Lopez-Llorca y Carbonell99P Existen referencias de que

la produccion de proteasas es simplemente un pesi® para ser patogéenico
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(Samsinakovat al, Smithet al, Dean y Domnas, y Charnley, citados por Ggbta
al., 1994). La penetracion de la cuticula es un mma®mplejo en el que actlda la
presidn mecanica junto con enzimas que degradantieula (Boucias y Pendland,
1998; Goettekt al, 1989). Por otra parte, un complejo de enzimasaacde forma
sinérgica (St Legeet al, 1995; Charnley y St Leguer, 1991). De acuerdsstas
resultados, no existe evidencia suficiente paranafi una asociaciéon entre actividad

proteolitica y virulencia.

La falta de asociacion entre virulencia y actididie enzimas proteoliticas
puede deberse a girevitro no se represente adecuadamente la situatiimo. Las
proteasas son las primeras enzimas en producitgettLorca y Carbonell, 1999;
Charnley y St Leguer, 1991) y en algunos casogeexis estimulo de la cuticula de
los insectos a la produccién de enzimas protedias €t al, 2008; Charnley y St
Leguer, 1991). A su vez, pueden existir defensaspaote del insecto como la
produccion de fenoles, que se expresanivoy no se consideran en los ensayos
vitro (Charnley y St Leguer, 1991). Por ultimo, CharnleySt Leguer (1991)
mencionan que la produccién de enzimas puede pcuwaindo son necesarias para
qgue el hongo establezca una relacién nutricional @lohuésped. No obstante, la
actividad de enzimas proteoliticas mostré asoamcin el lugar de origen de los
aislados. Los aislados ILB36 e ILB35 por un laddgs/aislados ILB1 e ILB12 por
otro, provenientes de un mismo cultivo y fecha @négron niveles muy similares de
actividad enzimatica. Por otra parte, los aisldti8d e ILB12, son los Unicos de la

coleccion de trabajo pertenecientes a la espe@tenuatum

La ausencia de deteccion de actividad lipolitigade deberse a escasa o nula
produccion de dichas enzimas, o a una elecciérrecta del medio de cultivo. El
proceso de penetracion a la cuticula del inseciwoswlejo y la produccion de las
distintas enzimas involucradas suele ser secuemcias lipasas son las ultimas en
producirse, y pueden retrasarse varios dias. Erlimigoven, la produccion de
lipasas puede no ser extracelular. Incluso la idetiv de lipasas sobre lipidos de
cadena larga (f3) puede retrasarse entre 7 y 14 dias (Charnleylye@ier, 1991).
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En el presente estudio las evaluaciones se realizaasta el dia 14. No deberian
descartarse algunos de los argumentos mencionatlos I actividad proteolitica,
respecto a las diferencias en la expresiorvivo versusin vitro. Respecto a la
eleccion del medio de cultivo, pese a que algunt@r@s lograron detectar actividad
de lipasas producidas por hongos utilizando meeiogase a tributirina (Colest
al., 2006), St Leguer citado por Charnley y St Leg(91) debieron utilizar

sustrato a base de aceite de oliva para deteqtaedancia de lipasas extracelulares.

Respecto al nivel de virulencia, el aislado ILB@rrespondiente &..
longisporumpresenté la mayor virulencia sobfe vaporariorum(entre 69,2 y 74,6
% de virulencia con 96 horas de HR saturada pd&taaon, y entre 44,2 y 73,8%
con 48 horas de HR saturada post-aplicacion). Estan indicador de que dicho
aislado tiene potencial para ser incluido en eladefio de un insecticida
microbiolégico. El presente trabajo puede aportent@s de comparacion con futuras
prospecciones, para lo cual el aislado ILB9 podrautilizado como indicador de
alta virulencia sobré&. vaporariorumde la coleccion disponible en INIA Las Brujas.
En el otro extremo, el aislado ILB36 presentd logles mas bajos de virulencia,
por lo que puede utilizarse como indicador de emala baja dentro de la coleccion.
Los dos aislados restantes mostraron resultaddabies, por lo que no seria

aconsejable su uso para comparaciones con futtogggeciones.
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4. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Entre abril de 2007 y agosto de 2009 se colectdbomislados de hongos
entomopatdégenos, que pasaron a formar parte adelectdn de entomopatdégenos de
la Estacion Experimental de INIA Las Brujas. En mayoria, se encontraron
infectando ninfas deTrialeurodes vaporariorumen cultivos de tomate bajo
invernaculo de la zona sur del Uruguay. Salvo slado, todos pertenecen al género
Lecanicilliun en los casos que se identificaron a nivel deaspeorrespondieron a

las especiek. attenuatum, L. longisporum y L. lecanii

Se identificO una coleccion de trabajo integrada @cho de los aislados
colectados, mas un aislado de referencia (ILB3rigadz y del Pozo, 2003; Paullier
et al, 2007), la cual fue caracterizada genotipicamgriénotipicamente. El criterio
utilizado para identificar la coleccién de trabdjee el de integrar en el menor
namero de aislados la mayor representatividad darés, épocas, huéspedes y

cultivos de prospeccion.

Mediante técnicas de poliformismo de los fragmemt®sestriccion (RFLP)
de las regiones ITS e IGS del ADN ribosomal y Iastpoor separacion de los
fragmentos por electroforesis, se realizé la caraetcion genotipica de la coleccion
de trabajo. Se establecieron al menos cinco hapktdiferentes, confirmando la
hipétesis planteada inicialmente respecto a laend$a de diversidad genotipica en

los agro-ecosistemas que abarco el presente estudio

La coleccion de trabajo también fue caracterizagsmotipicamente,
evaluandose actividad de enzimas proteoliticas aines lipoliticas. Todos los
aislados evaluados mostraron actividad proteoliticese registraron diferencias
significativas entre aislados. En cuanto a la a&tdiy lipolitica, hasta 14 dias después
de instalado el experimento, no fue expresada ip@un aislado; se plantea que la
metodologia utilizada para su estimacion no fuediecuada.
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Paralelamente, se trabajo en el desarrollo demetadologia que permitiese
evaluar la virulencia de aislados decanicillium spp. sobre moscas blancas
infestando plantines de tomate. Se establecioajugalyor mortalidad de insectos se
logra cuando se aplica la suspension de conidiuafas de entre segundo y tercer
estadio. Las ninfas llegaron a dicho estadio luggdnfestar plantines de tomate
producidos en invernaculo hasta el momento de iposicion, para luego ser
conservados en camara de crecimiento acondiciac@mdbéuz artificial y fotoperiodo
de 12:12 horas durante 14 dias a 22°C. El detergemibn X-100 al 0,01% v/v
puede ocasionar la muerte a mas de un 20% denlfas mie segundo Yy tercer estadio.
El adherente Tween® 20, al 0,05% v/v y el detemg@&hi-Film — 17 al 0,04% v/v no
afectaron significativamente la mortalidad de ledas. La humedad relativa durante
el periodo post aplicacion del entomopatdgeno padeletar en forma diferencial a
los distintos aislados, por lo tanto una carackeitm completa deberia de incluir al
menos dos regimenes de humedad relativa (cero lyor horas de humedad
relativa de 100%).

Luego de ajustada la metodologia se realizé unzéaio de aislados de la
coleccion de trabajo, a fin de seleccionar trefadis indicadores con virulencia
contrastante. Se seleccioné el aislado ILB9 consta@dd con virulencia alta, el
aislado ILB12 con virulencia intermedia y el aislatLB36 de bajo nivel de

virulencia.

Una vez seleccionados los tres aislados indicaddk®9, 1LB12 e ILB36),
se realizaron dos bioensayos siguiendo la metotolagistada previamente. Se
incluyé ademas el aislado de referencia ILB3 (Reudit al, 2007; Rodriguez y del
Pozo, 2003). En ambos bioensayos se corrobar@nking de valores de virulencia
definido anteriormente (ILB9 como el aislado de orayirulencia e ILB36 como el
aislado de menor virulencia). El aislado ILB12 pras niveles de virulencia
intermedia y los resultados en los distintos ensdyeron mas inconsistentes. Por
otra parte, se confirmd la interaccion entre atstaglregimenes de humedad relativa

saturada post aplicaciéon, mencionada en la etappudie de la metodologia.
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Los resultados obtenidos en los perfiles de PCR,las actividades
enzimaticas y en los bioensayos de virulencia, eronfiieron asociar las variables
estudiadas. No obstante, dadas las diferenciasfisigivas registradas entre
aislados, se indica que cualquiera de los trediestypueden ser utilizados para
caracterizar y describir aisladosldecanicillium spp

El aislado ILB9 correspondienteLalongisporum fue el que presenté mayor
potencial para desarrollar un insecticida micragalo. Su virulencia, estimada
como porcentaje de mortalidad soflirevaporariorum fue de entre 69,2 y 74,6 %
con 96 horas de HR saturada post-aplicacion, eelt2 y 73,8 % con 48 horas de

HR saturada post-aplicacion.

Considerando que se logré ampliar sustancialmant®leccion de hongos
entomopatdégenos de la Estacion Experimental INI& Baujas, y que se dispone de
una metodologia que permite medir la virulencia lde aislados del género
Lecanicillium los futuros trabajos podran abordar la caracei@n de los aislados
gue no formaron parte de la coleccién de trabajo.d®ra parte, la metodologia de
bioensayos propuesta podra ser utilizada para avalumos factores que afecten la
eficacia de los bioinsecticidas en condiciones @l®po. Particularmente, aspectos
relacionados a la formulacion de los insecticidaslogicos. Otro aspecto a
considerar es que todos los estudios realizadasstentrabajo se focalizaron en el
control deT. vaporariorum En el futuro se podra estudiar el potencial deaislados
colectados para el control de otras plagas. Fingknel aislado ILB9 podra pasar a
un siguiente nivel en el desarrollo de formulac&de insecticidas microbiol6gicos

para el control de la mosca blanca de los invetnécu

-56 -



5. BIBLIOGRAFIA

Abbott WS. 1925. A method of computing the effectiveness ofimasecticide.
Journal of Economic Entomology8: 265-267.

Adatia A, Johnson D, Entz S 2010. Pathogenicity of Two New Isolates of
Metarhizium anisopliae from Canadian Soil toMelanoplus bivittatus
(Orthoptera: Acrididae) antlenebrio molitor(Coleoptera: Tenebrionidad)he
Canadian Entomologisti42(2):128-134.

Aiuchi D, Baba Y, Inami K, Shinya R, Tani M, Koike M. 2008. Variation in
growth at different temperatures and production sizd of conidia in hybrid
strains of Verticillium lecanii (Lecanicillum spp.) (Deuteromycotina:
Hyphomycetes)Applied Entomology Zop#3(3): 427-436.

Basso C.2002. Ejemplos de la utilizacion del control biakiigde insectos en el
Uruguay. En: Ribeiro A. y Basso C (Eds). Enemigasurales como
reguladores de poblaciones de insectos: biodiwatsiconservacion y manejo.
Montevideo, Uruguay, Facultad de Agronomia Uniwdadi de la Republica.
179-181.

Bentancourt CM, Scatoni IB. 2010.Trialeurodes vaporariorunfWestwood). En:
Guia de insectos y acaros de importancia agricdlargstal en el Uruguay.

Tercera Edicién. Montevideo, Uruguay, Hemisferi@g.ir2-173.

Bidochka MJ, St Leger RJ, Stuart A, Gowanlock K 1999. Nuclear rDNA
phylogeny in the fungal genugerticillium and its relationship to insect and
plant virulence, extracellular proteases and caytidsesMicrobiology, 145
(4): 955-963.

-57 -



Boucias DG, Pendland JC 1998. General properties of fungal pathogens. En:
Boucias y Pendland (Eds). Principles of insect q@atlyy. Masachusetts,
EEUU. Chapman & Hall Ltd. 260-286.

Boulard T, Mermier M, Fargues J, Smits N, Rougier M Roy JC. 2002. Tomato
leaf boundary layer climate: implications for mibralogical whitefly control

in greenhouse®gricultural and Forest Meteorology10(3): 159-176.

Bridge P. 2002. The history and application of molecular mggyg. Mycologist
16(3): 90-99.

Burges DH. 2007. Techniques for testing microbials for contrfoarthropod pests in
greenhouses. En: Lacey L.A. y Kaya H.K. (Eds). dFielanual techniques in
Invertebrated Pathology. Second edition. CalifgrriiEEUU. University of
California Davis. 463-479.

Butt TM, Goettel MS. 2000. Bioassays of Entomogenus Fungi. En: Naory
Ascher (Eds). Bioassays of Entomopathogenic Micgsobed Nematodes.
Nueva York, EEUU. CABI Publishing. 141-196.

Cabanillas HE, Jones WA 2009. Pathogenicity ofsaria sp (Hypocreales:
Clavicipitaceae) against the sweet potato whit&flyiotype, Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae)XCrop Protection 28: 333-337.

Castellanos—Moguel J, Cruz—Camarillo R, Aranda E, Ner T, Toriello C. 2008.
Relationship between protease and chitinase actamid the virulence of
Paecilomyces fumosoroseus Trialeurodes vaporariorum(Hemiptera:

Aleyrodidae).Revista Mexicana de Micologia8: 71-80.

Charnley A.K. 1997. Entomopathogenic fungi and their role intpEmtrol. En:
Esser K., Wicklow D.T., Soderstrom B. (Eds) The MigclV. Environmental
and Microbial Relationships. Heidelberg, Alemangpringer. 185-201.

- 58 -



Charnley AK, St Leguer RJ. 1991. The role of cuticle degrading enzymes in &ling
pathogenesis of insects. En: Cole G.T., Hoch HA&)EThe fungal spore and
disease initiation in plants and animals. Nueva kYOEEUU. Plenum
Publishing Co. 267-286.

Colen G, Goncalves Junqueira R, Moraes-Santos T2006. Isolation and
Screening of Alkaline Lipase-producing Fungi fromaBlian Savanna Soil.
World Journal of Microbiology and Biotechnolgg22(8): 881-885.

Cortez-Madrigal H, Alatorre-Rosas R, Mora-Aguilera G, Bravo-Mojica H,
Ortiz-Garcia CF, Aceves-Navarro LA. 2003. Characterization of multisporic
and monosporic isolates dfecanicillium (= Verticillium) lecaniifor the
management ofoxoptera aurantiin cocoaBiological Contro| 48: 321-334.

Cuthbertson AGS, Walters KFA, Northing P. 2005. The susceptibility of
immature stages ofBemisia tabaci to the entomopathogenic fungus
Lecanicillium muscariunon tomato and verbena foliaddycopathologia 159:
23-29.

Dias BA, Neves PMOJ, Furlaneto-Maria L, Fulaneto MC 2008. Cuticle-
degrading proteases produced by the entomopathodangus Beavueria
bassianain the presence of coffee berry borer cuti®eazilian Journal of
Microbiology, 39: 301-306.

DNeasy Plant Quiagen.2006. DNeasy® Plant Handbook. [En linea] enero de
2012.en; http://www.giagen.com/HB/DNeasyPlant?r=96

Drummond J, Heale JB, Gillepsie AT 1987. Germination and effect of reduced
humidity on expression of pathogenicity Verticillium lecanii against the

-59 -



glasshouse whiteflyrialeurodes vaporariorumAnnual Applied Biologyl11:
193-201.

El-Hawary FM, EI-Salam AME. 2009. Laboratory bioassay of some
entomopathogenic fungi c8podoptera littoraligBoisd.) andAgrotis ipsilon
(Hufn.) larvae (Lepidoptera: Noctuidaegyptian Academic Journal of
biology Science2(2): 1- 4.

Espinel C, Torres L, Cotes AM 2009. Efecto de hongos entomopatdgenos sobre
estados de desarrollo dgemisia tabaci(Hemiptera: Aleyrodidae)Revista
Colombiana de Entomologi85 (1): 18-21

FAO. 2009. Estudio de delimitacion del alcance solm® rhicroorganismos de
interés para la alimentacion y la agricultura. EB:2 reunién ordinaria de la
comision de recursos genéticos para la alimentaci@magricultura. [En linea]
Eenero 2012 ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/meetid@MB5960s.pdf

Fargues J, Vidal C, Smits N, Rougier M, Boulard TMermier M, Nicot P, Reich
P, Jeannequin B, Ridray G, Lagier J. 2003. Climatic factors on
entomopathogenic hyphomycetes infection Dfialeurodes vaporariorum
(Homoptera: Aleyrodidae) in Mediterranean glasskotmmato. Biological
Control, 28: 320-331.

Fermentas 2006. Protocols and Product manuals [En linea]. Enero 2012
http://www.thermoscientificbio.com/restriction-anabadifying-

enzymes/restriction-enzymes/reaction-conditionsfdstdigest-enzymes-chart/
Gindin G, Geschtovt NU, Raccah B, Barash 12000. Pathogenicity oferticillium

lecanii to Different Developmental Stages of the Silverlédiitefly, Bemisia
argentifolii. Phytoparasitica (28)3: 1-11.

- 60 -



Goettel MS, Inglis, GD. 1997. Fungi: Hyphomycetes. En: L.A. Lacey (Ed)nJal
of Techniques in Insect Pathology. San Diego, US#&ademic Press, 213-249.

Goettel MS, St Leguer RJ, Rizzo NW, Staples RC, Relts DW. 1989.
Ultrastructural Localization of a Cuticle-degradiRgotease Produced by the
Entomopathogenic Fungidetarhizium anisopliaeluring Penetration of Host
(Manduca sexfpCuticle.Journal of General Microbiologyl35.: 2233-2239.

Gokce A, Er MK. 2004. Pathogenicity oPaecilomycesspp. to the Glasshouse
Whitefly, Trialeurodes vaporariorumwith Some Observations on the Fungal

Infection Processlurkey Journal Agricultural Forun®9: 331-339.

Gupta SC, Leathers TD, El-Sayed GN, Ignoffo CM 1994. Relationships among
Enzyme Activities and Virulence Parameter8Bmauveria bassianifections
of Galleria mellonellaand Trichoplusia ni Journal of Invertebrate Pathology
64: 13-17.

Hall RA. 1984. Epizootic potential for aphids of differeisolates of fungus
Verticillium lecanii Entomophaga29: 311-321.

Hall RA. 1981. The fungu¥ericillium lecanii as a Microbial Insecticida against
Aphids and Scales. En: Burgues (Ed). Microbial @anof Pests and Plant
Diseases 1970-1980. Londres. Inglaterra. H. D. shlaisse Crops Research:
483-498.

Hatting JL, Wright SP. 2007. Optimising bioassay precision, with spe&trence
to the Aphididae and Aleyrodidae. En: Ekesi S., Mam N.K. (Eds). Use of
Entomopathogenic Fungi in Biological Pest Managemexew Delly, India.
Research Singspot. 197-237.

-61 -



Herrera F, Carballo M, Shannon P. 1999. Eficacia de cepas nativas de hongos
entomopatdgenos sobBemisia tabagien el laboratorioManejo Integrado de
Plagas(Costa Rica), 54: 37-43.

Humber AR. 1997. Fungi: identification. En: Lacey (Ed). Maho&Techniques in
Insect Pathology. San Diego. EEUU. Academic PrE35:185.

Infostat/libre . 2009. [En Linea] Enero 2012. www.infostat.com.ar

Kim JJ, Goettel MS, Gillespie DR.2008. Evaluation of ecanicillium longisporum
Vertale® for simultaneous suppression of cotton apWighis gossypijiand
cucumber powdery mildewSphaerotheca fuligingaon potted cucumbers.
Biological Contro| 45(3): 404—-409.

Kouvelis VN, Sialakouma A, Typas MA. 2008. Mitochondrial gene sequences
alone or combined with ITS region sequences profirde molecular criteria
for the classification of.ecanicillium speciesMycology Research ,l12: 829-
844.

Landa Z, Osborne L, Lopez F, Eyal J 1994. A bioassay for determining
pathogenicity of entomogenous fungi on whitefli@ological Contro| 4:
341-50.

Lépez-Llorca LV, Carbonell T. 1999. Characterization of Spanish strains of

Verticillium lecanii Revista Iberoamericada de Micologl: 136-142.
Lourencdo AL, Miranda MAC, Alves SB. 2001 Ocorréncia Epizoética de

Verticillium lecaniiem Bemisia tabacBio6tipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) no
Estado do Maranhabdleotropical Entomology30(1): 183-185.

-62 -



Milner RJ, Lutton GG . 1986. Dependence oYerticillium lecanii (Fungi:
Hyphomycetes) on high humidities for infection ambrulation usingMyzus
persicae (Homoptera: Aphididae) as hodgtEnvironmental Entomologyl5:
380-382.

New England Bio Lab. 2012. BfuCl. [En Linea] Enero 2012.

http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0G36.a

Nufez, P. 2014. Método para evaluar la virulencia decanicillium spp
(Zimmerman) sobrédrialeurodes vaporariorunfWestwood). En: Prospeccion
y caracterizacion de hongos entomopatdégenos enivasilthorticolas

protegidos. Montevideo: Facultad de Agronomia. 4-26

Pascal C, Basso C, Grille G, Franco J2003. Evaluacion del tabacbljcotiana
tabacum L, falsa mandiocaManihot grammyH., Ruda,Ruta gravelend..,
Etrella federal Euphorbia pulcherrima W.y berenjenaSolanum melongena
L., como plantas hospedadoras para la crialiedeurodes vaporariorum
(westwood) (Homoptera: aleyrodidadjevista Chilena de Entomologia9:
81-88.

Paullier J, Leoni C, Folch C, Lage P, Nufiez P2007. Desarrollo de bioinsecticidas
para el control de plagas agricolas. Revista INlantevideo. Uruguay, INIA,
11: 45-47.

Perrachon JP, Basso C, Reyes @005. Control biolégico de la mosca blanca de
los invernaculos, Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Homoptera:
Aleyrodidae), por medio del parasitoidé&encarsia formosa Gahan
(Hymenoptera: Aphelinidae), en cultivos comercialessomate. En: Sociedad
Uruguaya de Hortifruticultura (Eds). X Congreso Maal de la Sociedad
Uruguaya de Hortifruticultura Resumenes. MontevjdBouguay. Sociedad

Uruguaya de Hortifruticultura.

-63 -



Posada F, Vega F2005. A new method to evaluate the biocontrolepoial of
single spore isolates of fungal entomopathogdosirnal of Insect Science
5:37.

Quesada-Moraga E, Maranhaho E, Valverde-Garcia P, &tiago-Alvarez C.
2006. Selection oBeauveria bassianaisolates for control of the whiteflies
Bemisia tabacandTrialeurodes vaporariorunon the basis of their virulence,
thermal requirements, and toxicogenic activiByological Contro| 36: 274-
287.

Rodriguez DSA, del Pozo NE2003. Aislamiento de hongos entomopatdégenos en
Uruguay y su virulencia sobfErialeurodes vaporariorunWest. Agrociencia,
8(2):71-78.

Rodriguez M, Paullier J, Buenahora J, Maeso D2003. Mosca blanca: importante
plaga de los cultivos horticolas. Unidad de Agraméns y Difusion del INIA
(Eds) Montevideo, Uruguay. Prontografica S.A. 1-19.

St Leger RJ.1995. The role of cuticle-degrading proteasesiimgél pathogenesis of
insectsCanadian Journal of Botanicg3: 1119-1125.

Sugimoto M, Koike M, Hiyama N, Nagao H.2003. Genetic, morphological, and
virulence characterization of the entomopathogémgusVerticillium lecanii

Journal of Invertebrate Patholog$2: 176-187.

Sugimoto M, Koike M, Nagao H. 2001. Ribotyping of entomopathogenic
Verticillium lecaniiin JapanPhytoparasitica29: 413-420.

Vicentini S, Faria M, de Olivera MRV. 2001. Screening deauveria bassiana

(Deuteromycotina: Hyphomycetes) isolates againsiphs ofBemisia tabaci

-64 -



(Genn.) biotype B (Hemiptera: Aleyrodidae) with cddstion of a New
Bioassay Method. Neotropical Entomology, 30(1):193-.

Vidal C, Osborne LS, Lacey LA, Fargues J.1998. Effect of Host Plant on the
potential ofPaecilomyces fumosorose{iBeuteromycotina: Hyphomycetes) for
controlling the silverleaf whitefly, Bemisia argentifolii (Homoptera:
Aleyrodidae) in GreenhouseBiological Contro| 12: 191-199.

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J.1990. Amplification and direct sequencing of
fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. Bmis M.A., Gelfand D.H.,
Sninsky J.J., White T.J. (Eds). PCR Protocols Ad8uto Methods and
Applications. New York, E.E.U.U. Academic Press53P2.

Wright SP, Carruthers RI, Jaronski ST, Bradley CA, Garza CJ, Galaini-
Wraight S. 2000. Evaluation of the Entomopathogenic FuBgauveria
bassiana and Paecilomyces fumosoroseusr Microbial Control of the

Silverleaf Whitefly,Bemisia argentifolii. Biological Controll7:203—-217.
Zare R, Kouvelis VN, Typas MA, Bridge PD 1999. Presence of a 20 bp

insertion/deletion in the ITS1 region derticillium lecanii Letters Applied
Microbiology, 28: 258-262.

- 65 -



