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Resumen

Loshongos entomopatégenos son una alternativa promisoria
parael control bioldgico de insectos plaga en la agricultura.
En este trabajo se evaluo la virulencia de ocho aislados
monosporicos nativos del estado de Yucatan y se us6 como
referenciaun aislado monosporico de una cepa comercial de
Isaria fumosorosea sobre huevos y ninfas de Bemisia tabaci.
Losbioensayos de dosis-mortalidad se realizaron con cuatro
suspensiones de esporas (1 x 10*a 1 x 107 conidios ml™).
Se evalu6 la mortalidad de huevos y ninfas y se calcul6 la
CLs,y TLsyparatodoslosaislados. Lamortalidad de huevos
a los 7 dias posinoculacion de 1 x 107 conidios ml! oscild
entre 28.6 y 59.1%; los aislados monosporicos nativos
If-Hal M1, If-Tim M1 fueron los mas virulentos ya que
causaron 59.1y 51.1% de mortalidad, respectivamente. La
mortalidad en ninfas a los 12 dias de posinoculacion de 1 x
107 conidios ml, oscil6 entre 59.6 y 81%; los monosporicos
nativos If-Tiz M1 y If-Hal M1 obtuvieron los valores mas
altos con 81 y 70.5%, respectivamente. La concentracion
letal media (CLs,) mas baja fue para el monosporico de la
cepa comercial Paesin M1 con 1.4 x 10°conidios ml. Con
respecto a los tiempos letales medios (TLs,), se observo que
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Abstract

Entomopathogenic fungi are a promising alternative for
the biological control of insect pests in agriculture. In this
study, we evaluated the virulence of eight monosporic
isolates nativeto Yucatan, using as areference amonosporic
isolate from a commercial strain of Isaria fumosorosea on
eggs and nymphs of Bemisia tabaci. The dose-mortality
bioassays were performed with four spore suspensions (1
x 10*to 1 x 107 conidia ml"). We evaluated the mortality
of eggs and nymphs and calculated the LCs, and LTS,
for all isolates. Egg mortality at 7 days after inoculation
of 1 x 107 conidia ml™! ranged between 28.6 and 59.1%;
the native monosporic isolates If-Hal M1 and If Tim M1
were the most virulent, causing 59.1 and 51.1% mortality,
respectively. The mortality of the nymphs 12 days after
inoculation of 1 x 107 conidia ml! ranged between 59.6
and 81%; the native monosporic isolates If-If-TizM1 and
If-Hal M1 obtained the highest values with 81 and 70.5%,
respectively. The median lethal concentration (LCs,) was
lower for the monosporic isolate of the commercial strain
Pae-sin M1 with 1.4 x 10° conidia ml'. Regarding mean
lethal times (LTs,), it was observed that the lowest ones
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los mas bajos fueron para el monosporico comercial Paesin
M1 y elnativo [f-Hal M1 con 4.9 y 5 dias, respectivamente.
Dos aislados monospéricos nativos (If-Tim M1 e If-Hal
M1)presentaron alta virulencia para ser considerados en un
programa de produccion de bioplaguicidas a escalaregional
en la peninsula de Yucatan.

Palabras clave: control bioldgico, hongo entomopatogeno,
mosca blanca.

Introduccion

Lamosquitablanca Bemisia tabaci (Gennadius) es unade las
especies fitofagas mas dafiinas anivel mundial, especialmente
enregiones de clima calido. Bemisia tabaci afecta a una gran
variedad de cultivos de importancia econdmica, en particular
las hortalizas de las familias solanaceas, cucurbitaceas y
leguminosas (Collen et al., 2007; Cabanillas y Jones, 2009).
Para el control de B. tabaci se ha usado desmesuradamente
insecticidas quimicos, con efectos perjudiciales, como
la contaminacién ambiental y de alimentos, aparicion de
poblaciones resistentes de insectos, dafios a la salud del
hombre, desequilibrios en funcionamiento de redes troficas,
y el abatimiento de la biodiversidad y el equilibrio de los
agroecosistemas (Mier et al., 2004).

El control biologico de insectos plaga mediante hongos
entomopatogenos ofrece un método alternativo para el
control de las poblaciones de B. tabaci en los sistemas
de produccion agricola, esta estrategia ha sido integrado
satisfactoriamente en los programas de manejo integrado de
plagas (MIP) (Kimeta!/.,2011). Elhongo entomopatégenos
Isaria fumosorosea (Wise) Brown y Smith (Hypocreales:
Clavicipitaceae) antes Paecilomyces fumosoroseus asignado
al clado Isaria por Luangsa y colaboradores (2005), es una
de las especies mas promisorias para el control biologico de
la mosquita blanca y otros insectos plaga (Scorsetti et al.,
2008). Isaria fumosorosea se ha desarrollado exitosamente
parael control biologico de Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae) (Ali et al., 2010), Trialeurodes vaporariorum
(Homoptera: Aleyrodidae) (Avery et al.,2004), Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae) (Kimetal.,2008) y B. tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Cabanillas y Jones, 2009).

En estudios previos en la bisqueda agentes de control
biologico de B. tabaci, Panyasiri et al. (2007) evaluaron la
virulencia de varias especies de hongos entomopatogenos
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were those of the monosporic isolate of the commercial
strain Pae-sin M1 and of the native isolate [f-Hal-M1 with
4.9 and 5 days, respectively. Two native monosporic isolates
(If-Tim-M1 and If-Hal-M1) showed high enough virulence
to be considered for a regional bio-pesticides production
program in the Yucatan Peninsula.

Key words: biological control, entomopathogenic fungus,
white fly.

Introduction

The whitefly Bemisia tabaci (Gennadius) is one of the most
damaging phytophagous species worldwide, especially
in hot climates. Bemisia tabaci affects a wide range of
economically important crops, including vegetables from
the solanaceae, cucurbit and legume families (Collen et
al., 2007; Cabanillas and Jones, 2009). The excessive use
of chemical insecticides for controlling B. tabaci has had
adverse effects such as the pollution of the environment
and food, the emergence of resistant insect populations,
damages to human health, functional imbalances of trophic
networks, and the devastation of the biodiversity and balance
of agricultural ecosystems (Mier et al., 2004).

Biological control of pest insects using entomopathogenic
fungi offers an alternative method for controlling
populations of B. tabaci in agricultural production
systems; this approach has been successfully integrated
into the programs of integrated pest management (IPM)
(Kim et al., 2011). The entomopathogenic fungus Isaria
fumosorosea (Wize) Brown and Smith (Hypocreales:
Clavicipitaceae), previously Paecilomyces fumosoroseus
assigned to the clade Isaria by Luangsa and colleagues
(2005), is one of the most promising species for biological
control of the whitefly and other insect pests (Scorsetti
et al., 2008). Isaria fumosorosea has been successfully
developed for the biological control of Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) (Ali et al., 2010), Trialeurodes
vaporariorum (Homoptera: Aleyrodidae) (Avery et al.,
2004), Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) (Kim
et al., 2008) and B. tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae)
(Cabanillas and Jones, 2009).

In previous studies that searched for biological control
agents of B. tabaci, Panyasiri et al. (2007) evaluated the
virulence of several species of entomopathogenic fungi on



Virulencia de aislados monosporicos de Isaria fumosorosea sobre inmaduros de Bemisia tabaci 383

sobre ninfas de B. tabaci, encontrando el mayor porcentaje
de mortalidad con 1. fumosorosea (76.7%) al aplicar
una suspension de 1 x 107 conidios ml™'. Scorsetti et al.
(2008) evaluaron la virulencia de aislados fungicos del
sureste de Argentina sobre ninfas de B. tabaci, destacando
1. fumosorosea como el mas patogénico con 76.7% de
mortalidad a los 7 dias posinoculacion de una suspension
de 1 x 107 conidios ml"'. En el sureste de China Zhu y Jun
(2011) evaluaron la patogenicidad de diversas especies de
hongos entomopatogenos enninfas de B. tabaci, resultando
la especie 1. fumosorosea la mas patogénica con 97% de
mortalidad alos 6 dias de posinoculacién de una suspension
de 1x10® conidios ml.

La busqueda y evaluacion de aislamientos nativos de 1.
fumosorosea conpotencial biocidasobre B. tabaci,adaptados
alascondicioneslocales esunade las actividades a considerar
dentro del desarrollo de un insecticida microbiano para el
manejo integrado de B. fabaci en regiones de interés. Los
aislados fingicos obtenidos en campo de insectos micosados
presentan un germoplasma propio con alta variabilidad
intraespecifica, debido a su amplio rango de hospederos,
patogenicidad y caracteristicas morfologicas y fisiologicas,
por lo que un proceso de seleccion puede ser llevado a
cabo mediante la obtencion de cultivos monospdricos para
seleccionar cepas con alta virulencia sobre B. tabaci (Mier
etal.,2004; Ayala et al., 2005; Cortez, 2007).

El objetivo de este estudio fue evaluar la virulencia de
aislados monospdricos de 1. fumosorosea en estadios
inmaduros de B. tabaci. La hipotesis del presente trabajo
establece que al menos un aislado monosporico nativo de /.
fumosorosea es igual de virulento que el aislado comercial
obtenido del producto Paesin (Agrobionsa® México).

Materiales y métodos

Nomenclatura de los aislamientos

Los aislamientos polisporicos originales de /. fumosorosea
se obtuvieron de insectos micosados colectados en zonas
horticolas del estado de Yucatan, México (Cuadro 1)y fueron
mantenidos y conservados por el laboratorio de reproduccion
de hongos entomopatdgenos del Comité Estatal de Sanidad
Vegetal del estado de Yucatan (CESVY). Estos aislados
polispdricos que originaron los monosporicos objetos de
estudio del presente trabajo, se evaluaron y caracterizaron in

nymphs of B. tabaci, finding the highest mortality rate with /.
fumosorosea (76.7%) whenapplying asuspensionof 1 x 107
conidia ml™. Scorsetti et al. (2008) evaluated the virulence
of fungal isolates from southeastern Argentina on nymphs of
B.tabaci,among which /. fumosorosea stood out as the more
pathogenic, with 76.7% mortality 7 days after inoculation of
a suspension of 1 x 107 conidia ml. In southeastern China
and Jun Zhu (2011) evaluated the pathogenicity of various
species of entomopathogenic fungi nymphs B. tabaci,
proving the species /. fumosorosea the most pathogenic with
97% mortality at 6 days after inoculation of a suspension of
1 x 10% conidia ml.

The search and evaluation of native isolates of /.
fumosorosea,adapted to local conditions and with biocide
potential against B. tabaci, is one of the activities to be
considered in the development of a microbial insecticide
for the integrated management of B. tabaci in regions of
interest. Because of their wide host range, pathogenicity
and morphological and physiological characteristics,
the fungal isolates obtained from mycotic insects have
their own germplasm with high intraspecific variability.
Thus, obtaining monosporic cultures may allow to carry
out a process for selecting strains with high virulence
against B. tabaci (Mier et al., 2004; Ayala et al., 2005;
Cortez, 2007).

The aim of this study was to assess the virulence of
monosporic isolates of /. fumosorosea in immature stages
of B. tabaci. The hypothesis of this study states that at least
one native monosporicisolate of /. fumosorosea is as equally
virulent as the commercial isolate obtained from the Pae-sin
product (Agrobionsa®Mexico).

Materials and methods

Nomenclature of isolates

The original polysporic isolates of . fumosorosea were
obtained from mycotic insects collected in horticultural
areas of Yucatan, Mexico (Table 1), and were maintained
and preserved by the laboratory for the reproduction of
entomopathogenic fungi of the Plant Health Committee of
the State of Yucatan (CESVY). These polysporic isolates
from which the monosporic isolates that are the objects of
this study originated, were evaluated and characterized
previously in vitroby Chanet al. (2010). The identification
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vitro previamente por Chan et al. (2010). Laidentificacion
de los hongos se realizé mediante caracteristicas
morfolégicas de acuerdo a Samson (1974) y Domsch et al.
(1980). Dentro de los experimentos se incluyd una cepa de
referencia comercialmente Paesin (Agrobionsa® México).
Los aislamientos fueron reactivados y conservados en
Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) (Merck®, Alemania)
adicionado con 0.5 ppm de cloranfenicol (Lab. Sophia S.
A.de C. V. México).

Obtencion de cultivos monospdricos

Los cultivos monosporicos se obtuvieron a partir de una
suspension de esporas de cada aislado original, considerado
como polispodrico; la suspension de esporas se prepard
agregando 10 ml de agua destilada estérilmas 5 ul de Tween
80 alas colonias polispdricas de 7 dias establecidas en cajas
de Petri. Las colonias se rasparon con espatula estéril, los
productos se filtraron a través de una gasa esterilizada para
separar las esporas del micelio y fragmentos del medio
de cultivo (Gindin ef al., 2000). La suspension de esporas
obtenida se ajustd a una concentracion de 100 conidios
ml' empleando una camara de Neubauer® (Marienfeld,
Alemania). Se depositaron 200 ul de esta suspension en
cajas de Petri con SDA vaciado en capa fina, al reverso de
la caja de Petri se trazaron cuadros de 0.5 cm?, las cajas se
incubaron a 25 °C 'y se revisaron cada 12 h al microscopio
compuesto 4 x-40 x, para marcar con un punto el cuadrante
donde se encontraba una sola espora con tubo germinativo,
el cual se corto y transfiri6 a una caja nueva con SDA para
su desarrollo (Ayala et al., 2005).

Colonia de Bemisia tabaci

Se establecid una colonia de cria de B. tabaci en el
invernadero de adaptacion del Instituto Tecnologico de
Conkal, Yucatan (ITC), se emplearon jaulas construidas con
aluminioy mallaantiafidosde 1.2x 1.2 x 1.2 m. Los adultos
de B. tabaci se colectaron en cultivos de chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.) del area de produccion del ITC.
Losinsectos fueron confinados con plantulas de C. chinense
de 30 dias de edad, establecidas en macetas de plastico con
Cosmopeat (Cosmocel®, Canada). Los adultos ovipositaron
por dos dias sobre plantas de C. chinense y fueron retirados
para iniciar la colonia con los huevos ovipositados en las
hojas. Una vez establecida la colonia, las plantas de C.
chinense fueron sustituidas cada 30-40 dias para proveer
nuevos hospederos a B. tabaci.

Esat Ruiz Sanchez et al.

of'the fungi was made using morphological characteristics
according to Samson (1974) and Domsch et al. (1980).
A commercial strain Pae-sin was included in the
experiments as a reference (Agrobionsa® Mexico). The
isolates were reactivated and preserved in Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) (Merck®, Germany) supplemented
with 0.5 ppm of chloramphenicol (Lab. Sophia S. A. de
C. V., Mexico).

Cuadro 1. Clave deidentificacion y origen geografico delos
aislamientos polisporico de Isaria fumosorosea
aislados sobre adultos muertos de Bemisia tabaci.

Table 1. Identification key and geographical origin of

polysporic isolates of Isaria fumosoroseaisolated
from dead adults of Bemisia tabaci.

Aislamiento Origen
If-Tim Timucuy, Yucatan, México
If-Tiz Tizimin, Yucatan, México
If-Hal Halacho, Yucatan, México
If-Tic Ticul, Yucatan, México
Paesin® Cepa comercial

Obtention of monosporic cultures

Monosporic cultures were obtained from a spore suspension
ofeach original isolate, which were considered as polysporic;
the spore suspension was prepared by adding 10 ml of'sterile
distilled water and 5 pl of Tween 80 to the 7-day polysporic
colonies growing in Petri dishes. The colonies were scraped
with a sterile spatula, and the products were filtered through
a sterile gauze to separate the mycelium spores from
fragments of the culture medium (Gindin ef al., 2000). The
spore suspension obtained was adjusted to a concentration
0f100 conidia ml! using aNeubauer chamber® (Marienfeld,
Germany). 200 pl of this suspension were deposited in a
Petri dish with SDA poured in a thin layer. On the back of
the Petri dish were drawn 0.5 cm? squares; the dishes were
incubated at 25° C and were checked every 12 h under a
compound microscope 4 x -40 x to mark with a point the
quadrant where a single spore with germ tube was found;
the quadrant was cut and transferred to anew dish with SDA
for further development (Ayala et al., 2005).

Colony of Bemisia tabaci
A breeding colony of B. tabaci was established in the

adaptation greenhouse of the Institute of Technology of
Conkal, Yucatan (ITC); aluminium cages with an anti-aphid
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Obtencion de huevos y ninfas de B. tabaci

Se empleod la metodologia descrita por Muiiiz y Nombela
(2001), se tomaron diez insectos adultos de la colonia de
cria con un aspirador, se depositaron en una micro jaula de
1 cm de diametro y se sujetaron en una hoja extendida de C.
chinense,lamicrojaula con los adultos fueron retirados alas
24 h,los huevos ovipositados se emplearon de inmediato para
los bioensayos respectivos. Para el caso de los bioensayos
con ninfas, los huevos ovipositados se dejaron en las hojas
por un periodo de 7-8 dias hasta obtener ninfas de segundo
instar. Unicamente se dejaron 30 huevos o ninfas por hoja
como unidad experimental.

Bioensayos de patogenicidad

Paralos bioensayos, unicamente se emplearon dos cultivos
monospoéricos de cada aislamiento polisporico nativo
denominados con las iniciales M1 y M2. Se us6é como
referencia un aislado monospoérico de la cepa comercial
Paesin con un porcentaje promedio de germinacion 12.1%
h!' (Chan et al., 2010). De éstos cultivos se obtuvieron
suspensiones de esporas como se describid anteriormente
(Ayala et al., 2005), las suspensiones de esporas fueron
ajustadas a cuatro concentraciones 1 x 104, 1 x 10°, 1 x 10°y
1 x 107 conidios ml"! empleando una camara de Neubauer®,
la viabilidad de los conidios estuvo en un rango de 11.9 a
12.5% h!' (Chan et al.,2010).

Las suspensiones de esporas fueron inoculadas por inmersion
de hojas de C. chinense que contenian huevos o ninfas de
B. tabaci durante un periodo de 15 segundos, el testigo se
tratd conagua destilada estéril mas Tween 80® al 0.05% V/V.
Las plantas con las hojas tratadas fueron encubadas bajo
condiciones de laboratorio a 2743 °C, 75+8% de humedad
relativa y fotoperiodo de 12 L: 120, las evaluaciones de
mortalidad en huevos y ninfas se llevaron a cabo diariamente
por 7y 12 dias, respectivamente.

Los inmaduros de B. tabaci muertos fueron contabilizados
usando un microscopio estereoscopico; se contabilizaron los
huevos micosados, necrosados y no eclosionados (Gindin et
al.,2000); para el caso de las ninfas, se consideraron como
muertas aquéllas con cambios de coloracion, brillo, formay
crecimiento de micelio sobre éstas (Ruiz et al.,2011). Para
confirmar lamuerte de los inmaduros de B. tabacipor efecto
de los conidios de /. fumosorosea, las hojas con huevos y
ninfas muertas fueron lavadas con hipoclorito de sodio 2%
y enjuagadas con agua destilada estéril, para posteriormente

meshof1.2x 1.2x1.2mwereused. Adults of B. tabaci were
collected in cultures of chile habanero (Capsicum chinense
Jacq.) from the production area of the ITC. The insects were
confined with 30 days old seedlings of C. chinense grown in
plastic pots with Cosmopeat (Cosmocel®, Canada). Adults
oviposited for two days on plants of C. chinense and were
then retired in order to start the colony with eggs laid on the
leaves. Once the colony was established, the plants of C.
chinense were replaced every 30-40 days to provide new
hosts to B. tabaci.

Obtention of eggs and nymphs of B. tabaci

We used the method described by Muiiiz and Nombela
(2001); ten adultinsects were taken from the breeding colony
with an aspirator, placed in a microcage with a diameter of
1 cm and attached to an extended leaf of C. chinense. The
microcage with the adults was removed after 24 h, but the
eggs laid were used immediately for the respective bioassays.
In the case of bioassays with nymphs, the oviposited eggs
were lefton the leaves foraperiod of 7-8 days until obtaining
second-stage nymphs. Only 30 eggs or nymphs were left per
leaf as a experimental unit.

Pathogenicity bioassays

Only two monosporic cultures of each native polysporic
isolate (designated M1 and M2) were used for the bioassays.
A monosporic isolate of the commercial strain Pae-sin with
anaverage percentage of germination of 12.1% h! wasused
as areference (Chan et al., 2010). Spore suspensions were
obtained from these crops as described previously (Ayala
et al., 2005); the spore suspensions were adjusted to four
concentrations: 1 x 104, 1 x 10°, 1 x 10°and 1 x 107 conidia
ml-1,using aNeubauer chamber®; the viability ofthe conidia
ranged from 11.9t0 12.5% h™' (Chan et al., 2010).

The spore suspensions were inoculated by immersing the
leaves of C. chinense containing eggs or nymphs of B.
tabaciduringaperiod of 15 seconds; the control was treated
with sterile distilled water plus Tween 80® 0.05% V/V. The
plants with treated leaves were incubated under laboratory
conditions at27+3° C, 75+ 8% RH and a photoperiod of 12
L: 120; assessments of mortality in eggs and nymphs were
performed daily for 7 and 12 days, respectively.

Dead immature B. tabaci were counted using a stereoscopic
microscope; mycotic, necrotic and unhatched eggs were
counted (Gindin et al., 2000). In the case of nymphs, those
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colocarse en camaras humedas. Los huevos y ninfas se
observaron diariamente hasta la aparicion de micelio. Cabe
mencionar que no en todos los casos se observod la produccion
de micelio en los huevos y ninfas.

Analisis de datos

Se empled un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones. Losresultados demortalidad en huevos y ninfas
bajo la concentracion de 1 x 107 conidios ml™! se analizaron
con un analisis de varianza y comparacion de medias Tukey
p=<0.05 empleando el programa GraphPad InStat (GraphPad
Software Inc.,2000). Con los datos de mortalidad de las cuatro
concentraciones de esporas se calculo la concentracion letal
media (CLs) y el tiempo letal medio (TLs,) de cada aislado
monosporicos usando programa estadistico SAS ver. 8 e para
Windows (SAS Institute Inc., USA)

Resultados y discusion

Mortalidad en huevos

La Figura 1 muestra el porcentaje de mortalidad en huevos
de B. tabaci por efecto de la aplicacion de una suspension
de 1 x 107 conidios ml! de nueve aislados monospoéricos de
1. fumosorosea. Los aislados If-Hal M1 (59.1%) y If-Tim
M1 (51.1%) fueron mas virulentos que los aislados If-Tiz
M2 (33.2%) y If-Tic M1 (28.6%); sin embargo, If-Tiz M2
y If-Tic M1 fueron estadisticamente igual de virulentos que
el resto de los aislados monosporicos evaluados.

En B. tabaci se ha descrito que el estadio de huevo es
uno de los menos susceptibles al ataque de hongos
entomopatdgenos; sin embargo, en este estudio algunos
monosporicos de I. fumosorosea causaron porcentajes de
mortalidad en huevos mayor a 50%, valores mucho mas
altos que los reportados por Lacey et al. (1999), quienes
encontraron porcentajes de mortalidad menores a 20%
al inocular una suspension de 1 x 10° conidios cm? de 7.
fumosorosea en huevos de B. tabaci. En otro estudio de
patogenicidad, Espinel et al. (2009) observaron 50.5%
de mortalidad en huevos de B. tabaci por efecto de la
inoculacion de 1 x 107 conidios ml de . fumosorosea.

Los resultados del presente estudio también sugieren que
los monosporicos de 1. fumosorosea sobresalientes, son
mas virulentos en huevos de B. tabaci que otras especies de
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which presented changes in color, brightness, shape and
mycellium growth were considered as dead (Ruiz ef al.,
2011). To confirm the death of immature B. tabaci by effect
of the conidia of /. fumosorosea, the leaves with dead eggs
and nymphs were washed with 2% sodium hypochlorite
and rinsed with sterile distilled water, and subsequently
placed in moist chambers. Nymphs and eggs were observed
daily until the appearance of mycelium. It worth noting that
the production of mycelium in eggs and nymphs was not
observed in all cases.

Data analysis

We used a completely randomized design with four
replications. The mortality results for eggs and nymphs under
the concentration of 1 x 107 conidiaml™! were analyzed using
ananalysis of variance and Tukey mean comparisons p=0.05
using the GraphPad Instat program (GraphPad Software
Inc., 2000). The median lethal concentration (LCs,) and the
median lethal time (LT5,) of each monosporic isolate were
calculated with the mortality data ofthe four concentrations
of spores using the SAS statistical software, ver. 8, for
Windows (SAS Institute Inc., USA).

Results and discussion

Mortality in eggs

Figure 1 shows the mortality rate of B. tabaci eggs by effect
oftheapplication ofasuspension of 1 x 107 conidiaml! from
nine monosporic isolates of 1. fumosorosea. The [f-Hal M 1
(59.1%) and If-Tim M1 (51.1%) isolates were more virulent
than the [f-TizM2 (33.2%) and If-Tic M1 (28.6%) isolates;,
however, If-Tiz M2 and If-Tic M1 were equally virulent
statistically than the other monosporic isolates tested.

The egg stage of B. tabaci has been described as one of the
least susceptible to the attack of entomopathogenic fungi;
however, in this study some monosporic isolates of /.
fumosorosea caused egg mortality rates greater than 50%,
much highervalues han those reported by Lacey etal. (1999),
who found mortality rates below 20% when inoculating a
suspension of 1 x 10° conidia/cm?2 of . fumosorosea in eggs
of B. tabaci. In another study of pathogenicity, Espinel et
al. (2009) observed a 50.5% mortality rate in eggs of BB.
tabaci by effect of the inoculation of 1 x 107 conidia ml! of
I. fumosorosea.
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hongos entomopatégenos como Lecanicillium lecanii que
han mostrado unrango de 14 a26% de mortalidad (Gindin
et al., 2000). Para el caso de Metarhizium anisopliae se
han reportado tasas de mortalidad variables en huevos,
por ejemplo Skrobek (2001) observo valores de 33-45%y
Ruizetal.(2011) encontrd 9.9-32.2%. Para el caso de otro
hongo comunmente usado en B. tabaci, como Beauveria
bassiana, también se ha observado baja patogenicidad en
huevos, por ejemplo Al-Deghairi (2008) reportd 5% de
mortalidad, por su parte Espinel et al. (2009) reportaron
30% de mortalidad, ambos estudios emplearon una
suspension de conidios similarala evaluada en el presente
trabajo. Laactividad ovicida de los aislados monosporicos
de I. fumosoroseapermitiria unareduccion de lapoblacion
inicial de laplaga lo querepercutiria en obtener densidades
poblacionales bajas y en consecuencia menores dafios a
los cultivos.

Mortalidad en ninfas

Losaislados monosporicos If-TizM 1y [f-Hal M1 causaron
los porcentajes mas altos de mortalidad con 81.0 'y 70.5%,
respectivamente, resultando estadisticamente igual al
aislamiento monospdricos de la cepa comercial Paesin M1
(70.6%). La buena actividad insecticida de /1. fumosorosea
en ninfas de B. tabaci ha sido previamente reportada. Por
ejemplo, Scorsetti et al. (2008) encontraron mortalidades
deninfas B. tabaci de 76.6% por efecto de la inoculacion de
1x107conidios ml! de 7. fumosorosea.

Panyasiri et al. (2007) encontraron resultados similares al
evaluarlapatogenicidad de /. fumosoroseabajo condiciones
controladas (30 °C, 80-85% HR), donde los porcentajes
de mortalidad en ninfas oscilaron entre 36.7 a 76.7%. Es
probable que los porcentajes de mortalidad aumenten si se
incrementan las concentraciones de esporas. Al respecto,
Saito y Sugiyama (2005) evaluaron la patogenicidad de
aislados de /. fumosorosea en ninfas de B. tabaci aplicando
una concentracion de 0.6 x 108 conidios ml”!, y encontraron
una mortalidad promedio de 98%.

Los resultados del presente trabajo confirman la
patogenicidad de 1. fumosorosea sobre inmaduros de B.
tabaci, los cultivos monospéricos [f-Tiz M1 y If-Hal M1
fueron igual de virulentos que los cultivos monospdricos
delacepacomercial Paesin; sin embargo, las cepas nativas
tienen la ventaja de estar adaptadas a laregion de estudio
y se esperaria que bajo condiciones de campo su actividad
fueramayor que laactividad de la cepa comercial Figura2.
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Figura 1. Mortalidad en huevos de Bemisia tabaci por efecto
de una suspension de 1 x 107 conidios mL' de Isaria
Sfumosorosea (27+3 °C, 75+8% de HRy 10: 14 h L:
0). Barras con la misma letra no presentan diferencias
significativas segiin Tukey (p=0.05).

Figure 1. Mortality in eggs of Bemisia tabaci by effect of
a suspension of 1 x 107 conidia mL! of Isaria
Sumosorosea (27+3° C, 75+8% of RH and 10:14 h
L:0). The bars with the same letter are not significantly
different according to Tukey (p= 0.05).

Theresults ofthe present study also suggest that monosporic
isolates of I. fumosorosea are more virulent in eggs of B.
tabaci than other species of entomopathogenic fungi such
as Lecanicillium lecanii, which have produced a mortality
rate ranging from 14 to 26% (Gindin et al., 2000). In the
case of Metarhizium anisopliae, variable mortality rates
have been reported in eggs; for example, Skrobek (2001)
observed values of 33-45%, and Ruiz et al. (2011) found
values 0£9.9-32.2%. Alow pathogenicity in eggs was also
observed in the case of another fungus commonly used
against B. tabaci, Beauveria bassiana. Al-Deghairi (2008),
for example, reported a 5% mortality rate, while Espinel et
al.(2009) reported a 30% mortality rate; both studies used
a conidia suspension similar to the one evaluated in this
study. The ovicidal activity of the monosporic isolates of
1. fumosorosea would reduce the initial population of the
pest, which would have the effect of having low population
densities and, therefore, less damage to crops.

Mortality in nymphs

The monosporic isolates If-Tiz M1 and If-Hal 1 caused
the highest mortality rates, 81.0 and 70.5%, respectively;
these were statistically equal to the mortality rate caused by
monosporic isolates of the commercial strain Pae-sin M1
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Figura 2. Mortalidad en ninfas de Bemisia tabaci por efecto
de una suspension de 1x107 conidios mL" de Isaria
fumosorosea (27£3 °C, 75+8% de HRy 10: 14 h L:
0). Barras con la misma letra no presentan diferencias
significativas segiin Tukey (p=0.05).

Figure 2. Mortality in nymphs of Bemisia tabaci by effect
of a suspension of 1x107 conidia mL! of Isaria
fumosorosea (27£3° C, 75+8% de RH and 10:14 h
L:0). The bars with the same letter are not significantly
different according to Tukey (p=0.05).

Concentracion letal medio (CLs) en ninfas

El Cuadro 2 muestra la concentracion letal media (CLs)
de los aislados monosporicos evaluados. Se consideran que
los valores son significativamente diferentes cuando no se
traslapan los intervalos de confianza (Cabanillas y Jones,
2009). El aislado comercial Paesin M1 fue mas patogénico al
obtener la CLs, mas baja con 1.4 x 10° conidios ml!; seguido
del aislado If-TizM1 conuna CLs, de 3.2 x 10° conidios ml™'.
Existen varios reportes sobre la virulencia de 1. fumosorosea
en B. tabaci que pueden ser comparados con el presente trabajo
por emplear protocolos similares; por ejemplo Hernandez y
Garza (1994) reportaron una CLs, de 4.3 x 10® conidios ml™!
para el aislamiento PF2 de /. fumosorosea en ninfas de B.
tabaci, valor substancialmente mayoralos valores observados
enelpresenteestudio. Vidal etal. (1997) encontraronuna CLs,
enrangode2.6x 10*a2.3x 10°conidiosml' de . fimosorosea
sobre ninfas de B. tabaci. Por el contrario, Panyasiri et al.
(2007) encontraron una CLs, mas baja (9.41 x 10* conidios
ml™) con una cepa de I. fumosorosea nativa de Tailandia.

Algunos autores mencionan que /. fumosorosea s un
hongo con mayor especificidad hacia B. tabaci, ya que los
valores obtenidos de CLs,son menores comparado con las
CLs,de otros hongos entomopatdgenos u otras especies de
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(70.6%). The good insecticidal activity of /. fumosorosea
on nymphs of B. tabaci has been previously reported. For
example, Scorsetti et al. (2008) found mortality rates of
76.6% in B. tabaci nymphs by effect of the inoculation of
1x107 conidia ml™! of . fumosorosea.

Panyasiri et al. (2007) found similar results when evaluating
the pathogenicity of I. fumosorosea under controlled
conditions (30 °C, 80-85% RH), with mortality rates in
nymphs ranging from 36.7 to 76.7%. Mortality rates are
likely to increase when the concentrations of spores increase.
In this regard, Saito and Sugiyama (2005) evaluated the
pathogenicity of isolates of /. fumosorosea in nymphs of B.
tabaci using a concentration of 0.6 x 10® conidia ml, and
found an average mortality rate of 98%.

Theresults of the present study confirm the pathogenicity of
1. fumosorosea onimmature B. tabaci. Monosporic cultures
If-Tiz M1 and If-Hal M1 were as virulent as monosporic
cultures of the commercial strain Pae-sin; however, the
native strains have the advantage of being adapted to the
study area, and it would be expected that, under field
conditions, they would show greater activity than the
commercial strains (Figure 2).

Mean lethal concentration (LCs,) for nymphs

Table 2 shows the median lethal concentration (LCs,) of the
monosporic isolates tested. The values are not considered
significantly different when the confidence intervals do
not overlap (Cabanillas and Jones, 2009). The commercial
isolate Pae-sin M1 was more pathogenic, having the lowest
LCsowith 1.4x 10° conidiaml™!, followed by the isolate If-Tiz
M1 with an LCs, 0f 3.2 x 10° conidia ml'. There are several
reports on the virulence of /. fumosorosea in B. tabaci that
can be compared with the present work as we all use similar
protocols; forexample, Hernandez and Garza (1994) reported
an LCs, of 4.3 x 10® conidia ml"' for the PF2 isolate of /.
fumosorosea in nymphs of B. tabaci, a value substantially
higher than the values observed in the present study. Vidal
etal. (1997) found an LC;, ranging from 2.6 x 10*t0 2.3 x
10° conidia ml™! of I. fumosorosea in nymphs of B. tabaci.
On the contrary, Panyasiri et al. (2007) found a lower LCs,
(9.41 x 10* conidia ml!) with a strain of 1. fumosorosea
strain native to Thailand.

Some authors state that /. fiumosoroseais a fungus with greater
specificity to B. tabaci, since the LCs, values obtained are
smaller compared with the LCs, of other entomopathogenic
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Isaria. En este contexto, Negasi et al. (1998) estudiando la

patogenicidad de Isaria farinosus sobre ninfas de B. tabaci,
encontré una CLs, de 3.1 x 10° conidios ml.

fungi or other species of Isaria. In this context, Negasi et
al. (1998), studying the pathogenicity of Isaria farinosus in
nymphs of B. tabaci, found an LCs,0f 3.1 x 10 conidiaml™!.

Cuadro 2. Concentracion letal media (CLs,) de aislados monospéricos de Isaria fumosorosea en ninfas de Bemisia tabaci

sobre hojas de Capsicum chinense.

Table 2. Mean lethal concentration (LCs) of monosporic isolates of Isaria fumosorosea for nymphs of Bemisia tabaci on

leaves of Capsicum chinense.

Aislamiento CLs, Pendiente (ES)® Ecuacion Probit® 7 Pr>?
(IC al 95%)*

If-Tiz M1 3.2x10° 0.48 (0.030) Y=-2.69+0.48 log,,C ~ 251.23  0.0001
(2.3x10°-4.3x10°) b

If-Tiz M2 1.3x10° 0.33 (0.029) Y=-2.03+0.33 log,,C  126.73  0.0001
(8.7x10°-2.4x10°) ¢

If-Tim M1 2.0x10° 0.28 (0.028) Y=-1.81+0.28 log,;, C 98.51 0.0001
(1.1x10%4.1x10°) cd

If-Tim M2 2.8x10° 0.47 (0.031) Y=-3.04+0.47 log,,C ~ 222.00  0.0001
(1.9x105-4.4x10°) cd

If-Hal M1 5.7x10° 0.41 (0.029) Y=-2.37+0.41 log,,C ~ 193.23  0.0001
(3.9x10°-8.3x10°) b

If-Hal M2 1.8x10° 0.37 (0.029) Y=-2.36+0.37 log,,C ~ 159.31  0.0001
(1.1x10°%-3.0x10°) ¢

If-Tic M1 7.2x10° 0.30 (0.029) Y=-2.05+0.30 log,cC ~ 101.07  0.0001
(3.7x10°-1.7x107) d

If-Tic M2 3.3x10° 0.42 (0.030) Y=-2.74+0.42 log,, C 186.65 0.0001
(2.1x10°-5.5x10°) cd

Paesin M1 1.4x10° 0.36 (0.029) Y=-1.88+0.36 log,,C  152.24  0.0001

(9.4x10%-2.1x10%) a

*Concentracion letal media (conidios ml") de las ninfas tratadas con un intervalo de confianza (IC) al 95%, los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra
no son significativamente diferentes en funcion del traslape de los niveles de confianza. *(ES)= error estandar de la pendiente. Respuestas generales de mortalidad de las

ninfas (Y) en funcion de la concentracion de esporas (C).

Tiempo letal medio (TLs,) en ninfas

La virulencia de un determinado aislamiento no solo es
indicada por su CLs, si no también por el tiempo en dias
requerido para causar 50% de mortalidad de las ninfas
tratadas (TLs). El Cuadro 3 muestra el TLs, de los aislados
monosporicos sobre ninfas de B. tabaci; estadisticamente
el aislamiento comercial Paesin M1 y el monospérico If-
Hal M1, obtuvieron los valores mas bajos con 4.6 y 5.0
dias, respectivamente; el TLs, del resto de los aislamientos
oscild entre 5.3 y 6.7 dias. En estudios previos Zhu y Jun
(2011) y Saito y Sugiyama (2005) reportaron valores de
TLs, de 4.4 y 4.1 dias, respectivamente, al aplicar una
suspensionde 1 x 107 conidios ml'de /. fumosorosea sobre
ninfas de B. tabaci. Por el contrario, Cabanillas y Jones
(2009) encontraron un TLs, mas bajo, 3 dias, al emplear
un aislado de 1. fumosorosea aplicando 1 000 esporas/
mm? sobre ninfas de B. tabaci; el resultado de este ultimo

Mean lethal time (TLs,) for nymphs

The virulence of a given isolate is indicated not only
by its LCs,, but also by the time in days required to
cause a 50% mortality rate in treated nymphs (LTs).
Table 3 shows the LTs, of monosporic isolates in n
ymphs of B. tabaci; statistically, the commercial
isolate Pae-sin and the monosporic isolate If-Hal
M1had the lowest values with 4.6 and 5 days, respectively;
the LTs, of the rest of the isolates ranged between 5.3
and 6.7 days. In previous studies, Zhu and Jun (2011)
and Saito and Sugiyama (2005) reported LTs, values of
4.4 and 4.1, respectively, by applying a suspension
of 1 x 107 conidia ml! of I. fumosorosea on nymphs
of B. tabaci. On the contrary, Cabanillas and Jones
(2009) found a lower LTs, of 3 days by using an isolate
of 1. fumosorosea applying and applying 1 000 spores/
mm? on nymphs of B. tabaci; the results of this latest
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estudio pudo ser favorecido por lareactivacion del hongo
en un medio de cultivo suplementado con adultos de B.
tabaci.
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study could have been favored by the reactivation of the
fungus in a culture medium supplemented with adults of
B. tabaci.

Cuadro 3. Tiempo letal medio (TLs,) de aislados monospoéricos de Isaria fumosorosea en ninfas de Bemisia tabaci sobre

hojas de Capsicum chinense.

Table 3. Mean lethal time (TLs,) of monosporic isolates of Isaria fumosorosea for nymphs of Bemisia tabaci on leaves of

Capsicum chinense.

Aislamiento TLso (IC al 95%)* Pendiente (ES)® Ecuacion Probit® 7 Pr>2
If-Tiz M1 5.39 (5.03-5.84) b 4.00 (0.34) Y=-8.45+4.00 log,, T 133.52 0.0001
If-Tiz M2 5.56 (5.23-5.97) b 3.91(0.31) Y=-8.32+3.91 log,, T 155.72 0.0001
If-Tim M1 6.08 (5.67-6.64) bc 4.46 (0.44) Y=-9.65+4.46 log,, T 99.23 0.0001
If-Tim M2 5.54 (5.25-5.87) b 3.78 (0.25) Y=-8.04+3.78 log;, T 219.60 0.0001
If-Hal M1 5.08 (4.63-5.66) ab 3.26 (0.33) Y=-6.81+3.26 log,, T 93.97 0.0001
If-Hal M2 6.13 (5.58-6.90) be 2.89(0.27) Y=-6.27+2.89 log,, T 113.85 0.0001
If-Tic M1 6.01 (5.54-6.66) bc 3.86 (0.40) Y=-8.34+3.86 log,, T 90.27 0.001
If-Tic M2 6.71 (6.21-7.42) ¢ 4.03 (0.38) Y=-8.90+4.03 log,, T 107.68 0.0001
Paesin M1 4.69 (4.44-497) a 4.02 (0.28) Y=-8.26+4.02 log,, T 196.03 0.0001

*Tiempo letal medio (dias) de las ninfas tratadas con un intervalo de confianza (IC) al 95%, los valores dentro de una columna seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes en funcion de los niveles de confianza. *(ES)= error estandar de la pendiente. ‘Respuestas generales del tiempo de mortalidad de 50% de las
ninfas tratadas (Y) en funcion al tiempo (7)) de exposicion a una concentracion de 1x107 esporas ml™'.

Conclusiones

Los aislados monospoéricos nativos de /. fumosorosea
resultaron igual de virulentos que la cepa comercial
estudiada. Los aislados If-Hal M1 y If-Tim M1 fueron los
mas virulentos en huevos. En ninfas el monosporico nativo
If-Hal M1 junto con If-Tiz M1 resultaron los mas virulentos.
Losaislados monospdricos por ser cepas nativas adaptadasa
las condiciones ambientales de laregion son potencialmente
los candidatos idoneos para el desarrollo de bioplaguicidas a
base de hongos entomopatogenos para el control biologico
de B. tabaci en la peninsula de Yucatan.
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