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RESUMEN

Seredlizaron aisamientos apartir de ninfas muertas deTrial eurodesvaporariorum (West)con lasintomatologia
caracteristicadel ataque de hongos entomopatdgenos, colectadas en |os departamentos de Canelones, Monte-

video y Tacuaremb0, en Uruguay. Después de obtenidos los cultivos puros se procedi6 a la caracterizacion

morfolégica, macroscopicay microscopica, realizando posteriormente la identificacion de los aislamientos,

mediante las claves y descripciones de géneros y especies. Se demostro que en los diferentes departamentos
pueden aparecer, en formanatural, las especiesVerticilliumlecanii (Zimm.) Viegas, Paecilomycesfumosoroseus
(Wize) Brown and Smith y el género Beauveria, como patdgenos de T. vaporariorum, sobre tomate, en

invernaculos, lo cual representa el primer reporte de este tipo para el pais. Un aislamiento de P. fumosoroseus
(Pf-001) y otro deV. lecanii (V1-001) fueron utilizados paraeval uar su virulenciasobre ninfasdeT.vaporariorum
en condiciones de laboratorio. La CL, calculada para el aislamiento Pf-001 fue de 1.31 x 10* conidios.ml?,

mientras que para VI1-001 fue de 4.98 x 10*, o sea, 3.8 veces superior. El TL, calculado parael aislamiento Pf-

001 fue de 73.18 h, mientras que para VI-001 fue de 91.12 h, lo que indica que €l primer aislamiento necesita
17.9 h menos paralograr el mismo efecto de mortalidad.

PALABRASCLAVE: Hongos entomopatdgenos, mosca blanca, Verticillium lecanii, Paecilomyces
fumosor oseus, Beauveria sp., virulencia

SUMMARY

ISOLATES OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGIAGAINST
Trialeurodes vaporariorum WEST IN URUGUAY

Several isolates were obtained from dead nymphs of the greenhouse whitefly, Trialeurodes vaporariorum
(West.), with the characteristic symptoms of entomopathogenic fungi, collected at the departments of Canelo-
nes, Montevideo and Tacuarembd, in Uruguay. After obtainment of pure cultures, morphol ogic, macroscopic
and microscopic characterization was done, identifying afterwardstheisol ates, using the keys and descriptions
for genera and species. The natural occurrence, in the different departments, of Verticillium lecanii (Zimm.)
Viegas, Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown and Smith and the genera Beauveria as pathogens for T.
vaporariorum on tomato in greenhouses, was shown. This constitutes the first report of thiskind in this
country. Anisolate of P. fumosoroseus (Pf-001) and one of V. lecanii (VI-001) were used to evaluate their
virulence on nymphs of T. vaporariorum under laboratory conditions. The LC, calculated for the isolate Pf-
001 was 1.31x10* conidiaml™*, whilefor VI-001 was 4.98x10*, which means 3.8 higher. The LT . calcul ated for
Pf-001 was 73.18 h, while for VI-001 was 91.12 h, which represents that the first isolate needs 17.9 h less to
achieve the same mortality effect.

KEY WORDS: Entomopathogenic fungi, Whitefly, Verticillium lecanii, Paecilomyces fumosoroseus,
Beauveria sp, virulence.
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INTRODUCCION

En Uruguay, €l tomateesel cultivo horticolaque ocupa
lamayor superficie del &reatotal bajo invernadero (aproxi-
madamente 180 ha), siendo un producto destinado inte-
gramentea mercado interno (DIEA-PREDEG, 1999). El sis-
tema productivo bajo invernadero ha permitido la obten-
cion de altos rendimientos por unidad de superficie, con
valores promedio que alcanzan las 120 ton.ha!. En condi-
ciones de produccién convencional este cultivo es uno
de los que mas plaguicidas recibe por unidad de superfi-
cie, enespecial bajo invernadero donde las temperaturas
altasy lahumedad relativa elevada crean las condiciones
Optimas paralapresenciade plagasy enfermedades (Ber-
nal y Buenahora, 1996). Lamoscablancadelosinvernade-
ros, Trialeurodes vaporariorum West (Homoptera:
Aleyrodidae), constituye una de las principales causas
gue motivan la utilizacién masiva de insecticidas, con €l
consiguiente riesgo de desarrollo de resistencia, dafios a
lasalud del hombrey contaminacion ambiental.

Actualmente, en buscade afianzar sistemasde produc-
cién menos degradantes para el ambiente, y mas sanos
para el consumidor, se vienen desarrollando programas
piloto de producciénintegraday organica(PREDEG/GTZ,
2001). Para ambos sistemas de produccion se carece, a
nivel nacional, de herramientas de control bioldgico, pilar
fundamental de las estrategias de Manejo Integrado de
Plagas (MIP) (Lenteren et al., 1997; Lenteren y Martin,
1999).

El control microbiano constituye unaalternativadegran
valor para controlar plagas en la agricultura, alavez que
resultainocuo a medio ambiente, al hombrey losanimales
(Tanaday Kaya 1993; Wraight et al., 1998; Hoddle, 1999;
James, 2001). M as de 20 especies de hongos se han citado
infectando amoscas blancas, destacandose por suimpor-
tancia los géneros Verticillium, Paecilomyces y
Aschersonia (Lacey et al., 1996; Ortiz y Alatorre, 1998;
Lenteren y Martin, 1999).

Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas es un hongo
entomopatégeno que ha sido sefialado con una distribu-
cién mundial y con un amplio espectro de accion sobre
plagas, dentro de las cuales los &fidos y las escamas son
las mésimportantes, aungue también se citan coledpteros,
dipterosy colémbolos (Gindinet al., 2000). Sobre moscas
blancas, V. lecanii ha sido ampliamente estudiado y su
uso citado como alternativade control biol égico, en espe-
cial sobreT. vaporariorum (Garciay LOpez, 1997; Lenteren
y Martin, 1999; Lipay Smits, 1999; Gindinet al., 2000). V.
lecanii no afect6 homogéneamente a todos los estadios
de B. argentifolii; loshuevosno fueron susceptibl es, mien-
tras que las|arvas mostraron unamortalidad de 95 a 98%.

El tiempo letal medio (TL,,) paralaslarvasfuede3.2a3.8
dias para el aislamiento mas virulento entre los 35 proba-
dos (Gindin et al., 2000).

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith es
un patégeno de amplio rango de hospedantesy distribu-
cién geogréficay hasido aislado del suelo y de insectos
dediversasfamilias (Hoddle, 1999). Su patogenicidad para
moscas blancas ha sido ampliamente estudiada, siendo
abundantes las referencias sobre T. vaporariorum (Lacey
et al., 1996; Sterk et al., 1996; Ohtaet al., 1998; Lentereny
Martin, 1999; Poprawski et al., 2000). Las ninfas de mos-
cas blancas cuando infectadas se observan ligeramente
pigmentadas de amarillo o naranja. Después de su muerte,
€l micelio del hongo la cubre rgpidamente, extendiéndose
algunos milimetros a su alrededor (Wraight et al., 1998).

Sterk et al. (1996) y Veire et al. (1996) obtuvieron bue-
nos resultados en el control de ninfas y adultos de T.
vaporariorumen condiciones delaboratorioy campo (in-
vernacul o), af ectando hastaun 90% la pobl aci6n de dicho
insecto cuando se aplicaron concentraciones de 1x106
conidios.ml 1.

En Uruguay no existen antecedentes de trabajos con
hongosentomopatdgenosparael control delamoscablanca
de losinvernaderos, lo que motivé larealizacion de este
trabajo con el objetivo de obtener aislamientos nativos de
dichos hongos y evaluar su virulencia sobre T.
vaporariorum.

MATERIALESY METODOS

Obtencion de aislamientos y caracterizacion
mor fologica de hongos patogenos de
T. vaporariorum

Losaislamientosserealizaron apartir delarvasmuertas
de T. vaporariorum con la sintomatologia caracteristica
del ataque de hongos entomopat6genos, colectadas de
plantas de tomate en sistemas de produccion organica e
integrada, en los Departamentos de Canelones, Montevi-
deo y Tacuarembd. La técnica utilizada para realizar los
aislamientos fue la descrita por Goettel e Inglis (1997).

Despuésde obtenidos|os cultivos puros se procedio a
lacaracterizacion morfoldgicaeidentificacién delosaisla-
mientos. Laidentificacion estuvo basadaen las caracteris-
ticas de crecimiento de los hongos sobre el cadaver del
insecto, en las caracteristicas culturales, en lamorfologia
y disposicion de células conididgenasy delosconidiosy
en la identidad del hospedante, seguin lo recomendado
por Samson et al. (1988), Goettel e Inglis(1997) y Humber
(1997).
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Parala caracterizaci 6n macroscopicase tomaron discos
de 5 mm de didmetro de los diferentes aislamientos, se
colocaron en placas Petri (90 mm), que contenian
Sabouraud DextrosaAgar (SDA) y seincubaron en oscu-
ridad continuaa 25°C. A los10 diassemidi6 el crecimiento
micelial delascoloniasy seanotaron las siguientes carac-
teristicas culturales: aspecto, color de ambas superficies
delacolonia, bordey velocidad de crecimiento.

Para la caracterizacion microscépica se realizaron
microcultivos sobre portaobjetos con Agar-agua al 2%,
observandose a las 48 y 72 horas, con la ayuda de un
microscopio binocular (aumento 900x), lamorfologiay dis-
posicion de las células conididgenas y de los conidios.
Los aislamientos se identificaron mediante las claves y
descripciones de géneros y especies hechas por Brady
(1979), Onions (1979), Domsch et al. (1980), Samson et al.
(1988), Humber (1997) y Wraight et al. (1998).

Virulencia de los aislamientos Pf-001 y
VI1-001 sobreT. Vaporariorum

En un invernadero pequefio (0.60 x 1.10 x 1.40 m) en €l
interior de un laboratorio (perteneciente al Instituto Na-
cional de Investigaciones Agropecuarias de |la Estacion
Experimental del Norte, Tacuarembd) se cultivarony man-
tuvieron plantas de tomate con una infestacién alta del
insecto.

Para cada tratamiento se eligieron 4 hojas de tomate,
con4 6 5folioloscadaunay unapoblacion aproximadade
250 larvasde T. vaporariorum despuésderetirar huevos,
ninfas del primer instar y adultos. Las suspensiones
conidiales se obtuvieron como describen Goettel e Inglis
(1997), apartir de colonias puras que crecieron sobre SDA
durante 20 dias en la oscuridad y a temperatura de 25° C
(x2).

L as concentraciones se ajustaron como una sucesion
geométrica de progresion 10, apartir de una suspension
inicial obtenida de cultivos puros. Para el aislamiento de
V. lecanii las concentraciones utilizadas fueron: 2.30x10°,
2.30x10°, 2.30x107, 2.30x10%,2.30x10°, 2.30x10°y 2.30x10%
conidios.ml-1y para €l aislamiento deP. fumosoroseusfue-
ron: 3.5x 10°,35x 10, 35x107,35x 18, 3.5x10°, 3.5x 10©
y 35x 10"conidios.ml L.

Las hojas seleccionadas se sumergieron durante un
minuto enlasuspension conidial, segiin Nadeau y Boisvert
(1994), después de lo cual se dejaron secar por una hora,
se colocaron en Erlenmeyers con aguay se cubrieron con
unabolsadenylon transparente parasu conservaciony el
mantenimiento de una humedad relativaalta, en condicio-
nes ambientales del laboratorio (Figura 1). Como testigo

Figura 1. Camaras utilizada en el bioensayo.

se utilizaron hojas que fueron sumergidas en agua estéril,
de igual forma que las tratadas con las suspensiones
conidiales.

El nimero acumulado de ninfas muertas se contabilizo
diariamente mediante observaciones bajo microscopio
estereoscopico. Loscriteriosparadiferenciar ninfasvivas
deninfasmuertasfueronlascaracteristicasdecolor, brillo,
formay aspecto del cuerpo, asi como crecimiento demicelio
sobre éste.

Mediante Analisis de Probit se obtuvieron las
ecuaciones concentracién-mortalidad, con los datos de
mortalidad alas 96 h, y tiempo-mortalidad, con laconcen-
tracién de 108 conidios.ml -1, determinandosela Concentra-
cion Letal Media (CL,,) y e Tiempo Letal Medio (TL,,)

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn de aislamientos y caracterizacion
mor fol 6gica de hongos patégenos de
T. vaporariorum

Del material obtenido en los muestreos realizados en
las tres | ocalidades consideradas se obtuvieron siete ais-
lamientos de hongos entomopatégenos de T.
vaporariorum(Cuadro 1).

Los aislamientos denominados X-002, X-003, X-006 y
X-007, a ser cultivados sobre SDA a 25°C, a oscuridad
continua, presentaron col onias con un crecimiento mode-
radamente rgpido, 2.99 cm alos 10 dias, levantadas y de
bordes regulares. Fueron blancas o crema, algo
algodonosas, con el reverso estriado, sin color o amarillo
palido a fuerte (Figura 2). Los estados ninfales, cuando
afectados, por el hongo se presentaron con colores naran-
jasfuertes, totalmente secosy aplanados. L os adultos no
presentaron cambios de coloracidn y permanecieron ad-
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Cuadro 1. Aislamientos obtenidos en las diferentes | ocalidades muestreadas.

Aislamiento Cultivo Localidad Afo
X-001 Tomate Canelones 1998
X-002 Tomate Canelones 1998
X003 Tomate Canelones 1998
X-004 Tomate Canelones 1999
X-005 Chaucha Tacuarembo 1999
X-006 Tomate Tacuarembo 1999
X-007 Tomate Montevideo 1999

Figura 3.NinfasdeTrialeurodesvaporariorum

Figura 2. Coloniade Verticilliumlecanii. infectadas por Verticilliumlecanii

heridos ala superficie de la hoja (Figura 3). Sobre ambos
estados, en condiciones ambiental es adecuadas (alta hu-
medad y temperatura), se aprecio desarrollo micelial sobre
el cadaver.

Al realizar observaciones microscopicas se comprobd
lapresencia de hifas hialinas. Las fidlides se presentaron
solas 0 en racimos de 3 0 4 sobre conidi 6foros pobremen-
tedesarrollados, delicadas, en formade agujasy detama-
fio muy variable. Los conidios, de pequefio tamafio, ovoi-
des, y hialinos, se produjeron de forma agrupada en
“cabezuelas’ en el extremo delasfidlides. No se observa-
ron clamidosporas (Figura4).

L as caracteristicas anteriores coinciden con las descri-
tas por Brady (1979), Samsonet al (1988), y Humber (1997) Figura 4. Microfotografia de estructuras de
para la especie Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas. Los Verticillium lecanii.
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aislamientos fueron denominados VI-001 (X-002), VI-002
(X-003), VI-003 (X-006), VI-004 (X-007).

Losadultosmuertos por losaislamientos X-001y X-004
se observaron adheridos ala superficie de las hojas, con-
servando su formay color. Posteriormente, por las zonas
mas débiles del tegumento, comenzo a emerger el hongo,
gue en poco tiempo cubri6 todo el insecto. Los estados
ninfales perdieron su turgenciay adquirieron una tonali-
dad amarillentaaanaranjada, con el centro deprimidoy los
bordesdel cuerpolevantadosy blanquecinos, siendo esta
zona por donde comenz4 a emerger el micelio que crecid
répidamente cubriendo el insecto y extendiéndose algu-
nos milimetros sobre la superficie de la hoja (Figura 5.)
Sobre el insecto, produjo conidiéforossimples, bien dife-
renciadosy libres. Al ser cultivados sobre SDA a25°C, a
oscuridad continua, presentaron colonias con un creci-
miento moderadamente rapido, 2.99 a 3.7 cm alos 10 dias,
levantadas y de bordes regulares, blancas, algo
algodonosasy matizandose arosado grisaceo con laedad,
con sobrecrecimientos flocosos levantados e irregul ares.
El reverso se observd incoloro o amarillo pélido a fuerte
(Figura6).

En los microcultivos se observaron hifas vegetativas
de paredes lisas e hialinas, conidiéforos rectos, que se
elevaban desde el fieltro basal o desde las hifas aéreas,
con paredes lisas e hialinas, y sobre éstos, verticilios o
ramas que asu vez producen racimos de 3-6 fidlides. Estas
tenian una base ensanchaday cuello largo y fino. En su
apice se formaban largas cadenas de conidios, cilindricos
ehialinos. (Figura 7).

L as caracteristicas macroscopicas y microscopicas se-
fialadas y 1os sintomas caracteristicos del insecto muerto
coinciden con lo sefialado por Onions (1979), Domsch et
al. (1980), Samson et al. (1988), Humber (1997) y Wraight
et al. (1998) para la especie Paecilomyces fumosor oseus

Figura5. Ninfade Trialuerodes vaporariorum.

Figura 6. ColoniadePaecilomycesinfectadapor
Paecilomyces fumosor oseus.

Figura7.Microfotografiade estructuras dePaecilomyces
fumosor oseus.

(Wize) Browny Smith. Los aislamientos fueron denomina-
dos Pf-001 (X-001) y Pf-002 (X-004).

L os insectos atacados por el aislamiento denominado
X-005 mantuvieron su apariencia normal, con escasa pre-
sencia de micelio del hongo, €l cual crecidy esporuld en
forma relativamente lenta, cubriendo solo el cuerpo del
insecto muerto. Al ser cultivado sobre SDA, el hongo for-
mo colonias blancasy polvorientas. En microcultivos pre-
senté fidlidesterminadas en zig-zag y labase dilatada. Es-
tas caracteristicas son las sefialadas por Samson y Evans
(1982) y Humber (1997) para Beauveria spp. Vuillemin.
Igualmente, los sintomas sobre el insecto muerto coinci-
den con los descritos por Wraight et al. (1998) para este
género.
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Lo antedicho demuestra que en distintas regiones del
pais existen condiciones adecuadas para la aparicion de
diversos hongos entomopatégenos de |la mosca blanca,
en forma natural. Estos resultados constituyen la primer
referenciade las especiesV. lecanii, P. fumosoroseusy del
género Beauveria como patdgenos de T. vaporariorum
sobre tomate en invernacul os, en Uruguay.

Virulencia de los aislamientos Pf-001 y VI-
001 sobreT. vaporariorum

En el Cuadro 2 se muestran los valores de mortalidad
acumulada hasta las 96 h. La similitud de los valores de-
muestra que larespuesta alos cambios de concentracion
en ambos aislamientos es semejante. La CL, calculada
parad aidamiento Pf-001, esde 1,31x10*conidios.ml -, mien-
tras que para VI-001 es 4,98x10% o sea, 3,8 veces superior.

Se observa ademés el andlisis tiempo-mortalidad, reali-
zado con los datos obtenidos con la concentracion de 108
conidios.ml-! para ambos aislamientos. El TL,, calculado
parael aislamiento Pf-001 fuede 73.18 h, mientrasque para
VI1-001fuede91.12 h, lo queindicaqued primer aislamien-
to necesita 17.9 h menos para lograr el mismo efecto de
mortalidad.

L os resultados obtenidos para V. lecanii no coinciden
con los notificados por Taborsky (1992), quien, en ensa-
yos con &fidos, con concentraciones de 107-108
blastosporas.ml - determind un TL,, de 1.9-2.3 dias y de
4.8-6.2 dias con una concentracion de 10°esporas.ml -1,

Sinembargo, €l valor de TL,,obtenido por Gindinetal.
(2000), con un aislamiento altamente virulento sobre lar-
vas de B. argentifolii, fuede 72 a91.2 horas, muy cercano
al del presente ensayo.

Mesquita et al. (1996) informaron que €l TL, de P.
fumosor oseus frente a larvas de Diuraphis noxia se en-
contrd entre 2.6 y 7.5 dias, para las concentraciones de
3.75x10* y 3.75x10° conidios.cm?, respectivamente, mien-

tras que LOpez y Carbonell (1998) sefialaron que para
Galleria mellonella fue de 5.3 dias para una concentra-
cion de 5x10% conidios por larva, lo que pone de manifiesto
gue estos parametros pueden variar de acuerdo al
hospedante y las concentraciones utilizadas. Vidal et al.
(1997) y Wraight et al. (1998) evaluaron mas de 30 aisla-
mientos'y comprobaron el potencial de control bioldgico
gue tiene P. fumosoroseus sobre B. argentifolii, encon-
trando una CL ., de 619 a 1269 conidios.cm? y de 50-150
conidios.mm-2.

Losvaloresde TL,con P. fumosoroseusfueroninferio-
res a los obtenidos por James (2001) quien comparé
conidios pregerminados con conidios frescos y obtuvo
valores de 113.76 y 106.8 h, respectivamente sobre T.
vaporariorum alaconcentracién de 108 conidios.ml . Es-
tosresultados permiten inferir que el aislamientoPf-001es
altamente virulento para T. vaporariorum.

Los valores de los parametros utilizados indican que
los aislamientos Pf-001 y VI-001 son de virulenciasimilar
paraT. vaporariorum.
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Cuadro 2. Virulencia de los aislamientos VI-001 y Pf-001 sobre larvas de

Trialeurodes vaporariorum.

Aislamientos
INDICADORES
VI1-001 Pf-001
Ecuacion Dosis/mortalidad y=0.21x +3.59 y=0.22x + 3.64
DLg (con/ml), alas 96 h 4.98 x 10* 1.31 x 10*
Ecuacion Tiempo/mortalidad y =45x-12.83 y=4.44x -12.14
Tl (h) 91.12 73.18
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