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RESUMEN

Se aislo al entomopatiogeno Beauveria bassiana, desde
poblaciones de Xanthogaleruca luteola, recolectadas en
olmos de la provincia de Buenos Aires. In vitro se evaluaron
2 métodos de inoculacion sobre desoves y larvas: mediante
espolvoreo e inmersion en suspension acuosa de los conidios
del hongo. Ambos resultaron efectivos (principalmente el

primero), para el biocontrol de la vaquita del olmo.

INTRODUCCION

El género Ulmus se encuentra difundido princi-
palmente en Europa, Estados Unidos y América del Sur,
siendo introducido en Argentina a fines del siglo pasado. No
obstantela relativa calidad de 1a madera de sus ejemplares, por
su gran aporte y volumen foliar, éstos se emplean
mayoritariamente con fines ornamentales, de proteccion y
sombra. Debido a ello y a su gran adaptabilidad al medio, los
olmos fueron progresivamente utilizados en el arbolado urbano
y rural de casi todas las regiones del pais.

En Argentina se citaron ocho especies, que en la
actualidad se le han agregado numerosos hibridos no
identificados (1). Las de distribucion mas frecuente son: U.
americana L. (Olmo Americano), U. procera Salisb. (Olmo
Europeo) y U. pumila L. (Olmo del Turquestdn). Desde 1966,
en estos arboles comenzd a observarse el ataque gradual y

SUMMARY

From adults of Xanthogaleruca luteola collected in
elm trees of the Buenos Aires province (Argentina) the
entomopathogenic fungus Beauveria bassiana, was isolated.
Two inoculation methods in spawns and larvae were evalua-
ted in vitro: through powdering and submersion in aqueous
suspension of the conidia. Both methods were effective
(specially the former) for the biocontrol of "elm leaf beetle".

continuado de las larvas y adultos de Xanthogaleruca luteola
(Miiller) (Coleoptera, Chrysomelidae),los cuales se alimentan
del parénquima folidceo y causan un nivel de defoliacion
proximo al 90% (2). La reiteracion de los dafios ocasionados
por esta plaga endémica, provoca la pérdida de antiguas
plantas de gran valor para los espacios verdes.

La bioecologia y el control quimico del insecto fueron
ampliamente estudiados (3,4,5,6,7,8). No obstante haberse
logrado en nuestro pais buenos resultados mediante la
aplicacién de insecticidas clorados y fosforados, debido a
restricciones en el uso de los mismos por sus efectos
contaminantes y a las dificultades operativas propias de la
voluminosa masa vegetal tratada y los altos costos que ello
implica, comenzaron a investigarse las posibilidades de
algunos enemigos naturales de X. luteola como agentes de.
bicontrol. En ese sentido pueden mencionarse a Tetrastichus
gallerucae (9), Erynnia nitida, Lebia spp. (5)y a Stiretrus
decastigma, Oplomus cruentus, Podisus nigrolimbatus ,
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P.nigrispinus (10) y al hongo entomopatogeno B. bassiana
(Balsamo) Vuillemin, en Italia (11) y en Argentina (12). Este
ultimo hasido utilizado experimentalmente y en gran escala,
con o sin el agregado de insecticidas, sobre un amplio rango
de insectos plaga, de una gran variedad de especies vegetales
cultivadas (13). La penetracion de las hifas infectivas, se
produce principalmente por los espacios intersegmentaies
(14, 15) donde actuan enzimas proteoliticas, lipoliticas,
amilasasy quitinasas de origen fingico, capaces de hidrolizar
el complejo proteina-quitina de los tegumentos (16).

En este trabajo se aislo a B. bassiana desde muestras
de poblaciones invernantes de X. luteola, parasitadas y
provenientes de olmos de la Provincia de Buenos Aires.
Posteriormente se evalué mediante dos métodos de inocu-
lacién, el potencial del endomopatégeno para el control
biologico de X. luteola.

MATERIALES Y METODOS
1.- Aislamiento del entomopatégeno

Los insectos se recolectaron entre principios de junio
y fines de septiembre de 1993, desde las cortezas de 30 olmos
elegidos al azar en las siguentes localidades bonaerenses:
Berazategui, Parque Pereyra Iraola, Lavalloll, La Plata, Bahia
Blanca y Punta Alta. Considerando que la plaga también
puede invernar en otros arboles forestales, en la busqueda, se
incluyeron ejemplares de Eucalyptusspp., Acer spp., Fraxinus
spp. y Tilia spp., que se encontraban proximos a los olmos
examinados. Las muestras consistieron en todos aquellos
adultos muertos con o sin sintomas del patgeno. En el
laboratorio el material fue procesado para determinar el
numero de individuos parasitados en forma natural por B.
bassiana.

El hongo se obtuvo mediante aislamiento directo, a
partir del micelio desarrollado sobre los cadaveres previamente
colocados en cdmara himeda a temperatura ambiente durante
72 horas.

El cultivo de B. bassiana se realiz6 en el medio Agar
Papa Glucosado (APG) al 2%, acidificado con 0,1% de acido
lactico, para impedir el desarrollo de bacterias. La incubacion
del microorganismo se realizé en estufa a 25°C durante 15
dias. Para la identificacion se recurri6 a observaciones
macroscopicas delas coloniasy microscopicas delas estructuras
fingicas, ademas de mediciones micrométricas de 100 conidios
y al empleo de claves micologicas (13, 16).

2.- Prueba de patogenicidad

Transcurridoel periodo de incubacién, donde el hongo
esporulé abundantemente, se extrajeron las masas conidiales
para luego inocularlas sobre huevos y larvas, segiin dos
métodologias de aplicacion: a) depdsito de conidios con
pincel, b) inmersién en suspensiéon acuosa de conidios.

En ambos casos se emplearon 5 repeticiones y 3
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testigos. Cada uno de ellos constaba de 5 larvas del ultimo
estadio y un desove (25-30) de 3 dias, dispuestas indivi-
dualmente en 6 hojas frescas de U. procera sobre papel filtro
y un trozo de algodén humedo, contenidas en sus respectivas
cajas de Petri.

La incubacion se realiz6 a temperatura ambiente (22-
26° C) durante una semana, efectuandose las observaciones a
las 24 horas, 3, 5y 7 dias. El material que se inocul6 fue
incubado en camara climatizada a 25° C +- 1°C; 70-80% HR
y 16 horas de fotoperiodo. Las larvas se alimentaron con
brotes de olmo.

En el primer método de aplicacidn, la trasnferencia de
los propagulos fingicos, se efectu6 mediante 2 pasajes del
pincel, cargado con una cantidad mas o menos uniforme de
conidios, sobre los desoves y larvas.

Para la inmersién se empled una suspension de
conidios en agua destilada estéril, ajustadaa 2,3 x 106 esporas/
ml, con el agregado de 0.1% de carboximetilcelulosa como
adhesivo. Las hojas fueron sumergidas durante 5 segundos
en el medio liquido.

Los testigos del primer método de inoculaciéon, no
recibieron tratamiento alguno, mientras que los de los del
segundo se sumergieron por el mismo lapso en una solucién
solo del adhesivo en agua destilada estéril.

RESULTADOS Y DISCUSION

Unicamente sobre los troncos de Ulmus spp. se
encontraron adultos invernantes muertos de X. luteola
distribuidos entre junio y agosto. Del total de insectos, 114
estaban efectivamente parasitados por B. bassiana.

Luego de 72 horas de cdmara hiimeda, la gran mayoria
de los insectos recolectados presentaban signos de infeccion
flngica, o sea un micelio blanco-algodonoso emergiendo a
través de las membranas intersegmentales y de los élitros.
Transcurridos 6-7 dias se observd una masa compacta de
hifas cubriendo totalmente la superficie corporal de cada
insecto parasitado (Figura 1)

En las pruebas de patogenicidad se observé que de
algunos desoves no nacieron larvas. En los testigos los
huevos fueron deshidratdndose paulatinamente tomando
color castafio claro, a diferencia de los colonizados por B.
bassiana que presentaban consistencia blanda, coloracion
castafio oscuroy una cubierta de micelio blanco -algodonoso,
luego de 72 horas (Figura2).

Del resto de los desoves nacieron larvas que cuando
provenian del material inoculado murieron luego de pocas
horas o bien a los 2-3 dias, por los métodos de pincelado e
inmersion respectivamente.

Con respecto a las larvas inoculadas por depoésito
directo del hongo, el 100% de ellas murieron a los 3 dias del
tratamiento y por inmersién se produjo en el mismo plazo el
deceso del 92% (Cuadro 1). A partir de las 72 horas post-
mortem de las larvas, se observo la emergencia de micelio
desde la superficie del cuerpo, hasta recubrirlo totalmente
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Figura 1. Adulto de X. luteola recolectado a campo y
colonizado por B. Bassiana luego del periodo de camara
hiimeda.

(Figuras 3 y 4). Los testigos evolucionaron normalmente.

La busqueda de adultos de X.luteola, realizada sobre
especies diferentes a las de Ulrnus, resulté infructuosa; mientras
que se observo gran cantidad de infectados por B. bassiana en
cortezas de Eucaliptus spp. y vides, proximasa losolmos (11).
En ambos casos los caddveres parasitados por el hongo
correspondian a poblaciones invernantes de la plaga.

En todas las localidades de la Provincia de Buenos
Aires donde se efectud la recoleccion, solo se hallaron
ejemplares en junio, julio y agosto pero no en septiembre,
coincidiendo con la época en que los adultos abandonan sus
refugios y alcanzan el follaje tierno donde se alimentan y
aparean. Es probable que en esta etapa fenologica, continue e
incluso se incremente la propagacion del hongo entre los
insectos debido a las condiciones estacionales de temperatura
y humedad (13, 16), muy favorables para el crecimientoy
esporulacion del entomopatogeno. La llegada de la primavera
y con ello la dispersion de las vaquitas que finalizaron su
diapausa sexual, no permitirian encontrar a las que
posiblemente pudieran ir muriendo con posterioridad al
periodo otofio-invierno. La infeccion de las mismas pudo
haber ocurrido en el mismo afio o en el anterior, pues la
viabilidad y virulencia de los conidios de B.bassiana se
mantienen con algunas variaciones, entre 0-30°C y 0-98% de
HR, durante mas de 24 meses (17).

Con respecto a los métodos de inoculacion,
aunque fue mas eficiente el pincelado sobre los desoves, no
hubo diferencias en el control de las larvas. Maniania (18), al
comparar una formulacién seca de B.bassiana con otra
acuosa, aplicadas a larvas de un lepidéptero, observod
resultados similares en los indices de mortalidad.

CONCLUSIONES

Se citan por primera vez poblaciones de X.luteola
parasitadas por el entomopatdgeno B.bassiana en olmos de la
Provincia de Buenos Aires (Argentina).

Las pruebas de patogenicidad demostraron la alta
capacidad infectiva del hongo al inocularlo sobre huevos y
larvas.

De los dos métodos de inoculacion ensayados, ambos
resultaron efectivos, aunque fue algo superior el espolvoreo
porque produjo mas rapidamente la colonizacioén y muerte de
los tejidos del hospedante.

Los estudios realizados, permiten considerar a
B.bassiana como un promisorio agente biocontrolador de la
vaquita del olmo.

Figura 2. Huevos de X. iuteola inoculados artificialmeni~
y colonizados por B. Bassiana.
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Figura 3. Larvas de X. luteola en distintos estadios de la Figura 4. Larvas de X. luteola en distintos estadios de la
infeccion artificial producida por B. bassiana. infeccién artificial producida por B. bassiana.

Cuadro 1. Numero total de desoves eclosionados (E) y no eclosionados (N) y de larvas vivas (V)
e infectadas por B. bassiana (M) en el ensayo de patogenicidad.

Meétodo de PINCELADO

Aplicacién DESOVES LARVAS

Tiempo desde Inoculadas Testigo Inoculadas Testigo

la Inoculacién E N E N A\ M A% M
24 Horas 5 - 3 - 25 - 15 -
3 dias 2 3 2 1 - 25 15 -
5 dias - 3 - 1 - 25 15 -
7 dias - 3 - 1 - 25 15 -
Método de INMERSION
Aplicacién DESOVES LARVAS

Tiempo desde Inoculados Testigo Inoculadas Testigo

la Inoculacién E N E N A% M Vv M
24 horas 5 - 3 - 25 - 15 -
3 dias 3 2 2 1 2 23 15 -
5 dias - 2 - 1 2 23 15 -
7 dias - 2 - 1 2 23 i5 -
*huevos en los que se produjo la eclosion larval . c¢) huevos colonizados.

16



El entomopatdgeno B.bassiana - A.L. Vasicek et al.

REFERENCIAS

1.-Paredi, L. (1978). Enciclopedia Argentina de agriculturay jardineria. Ed.
Acme, T.I,pp. 321-323.

2.-Brugnoni, H.C. (1980). Plagas forestales. Ed. Hemisf, Sur.

3.-Baranao,J.J. (1973). Galerucella luteola, uno de los enemigos mds
importantes del olmo (Ulmsus spp.) en la Argentina. Revista For. Arg, 17:37-71.

4.-Clair, D.J. (1987). Bionomics of the elm leaf beetle, Xanthogaleruca
luteola (Milller) (Pyrrhalta luteola), in northestern California. Disert. Inter. Sc.
Engineer.47:27-45. Thesis, Univ. of California, Berkeley, USA.

5.- Ferrero, F. (1980). A redoubtable pest of the elm: the galerucine. Phytoma
N 394:56.

6.- King,J., Price,R.G., Young,J.H., Willson,L.J., Pinkston, K.N. (1985).
Influence of temperature on development and survival of the inmature stages of
the elm leaf beetle, Pyrrhalta luteola (Miiller) (Coleoptera: Chrysomelidae).
Envonm. Entomolog. 14:272 -274.

7.-King, J.E. & Price, R.G. (1986). Effects of temperature on fecundity and
adult longevity of the elm leaf beetle, Pyrrhalta luteola (Miller). South.
Entomologist, 11:51-54.

8.- Wene, G.P. (1968). Biology of the elm leaf beetle in southern Arizona
(Pyrrhalta  luteola). J. Econ. Entomol. 61:1178-1180.

9.-Hamerski, M.R. & Hall, R.W.(1980). Laboratory rearing of Tetrastichus
gallerucae (Hymenoptera: Eulophidae), an egg parasitoid of the elm leaf beetle
(Coleoptera: Chrysomelidae). J. Econ.Entomol.81:1503-1505.

10.- Merluzzi, E. G.(1984). Hemipteros predatores de la vaquita del olmo
localizados en Castelar (Prov. de Buenos Aires). IV Congreso Forestal
Argentino, Corrientes.

11.- Triggiani, O. (1986). Mortality caused by Beauveria bassiana(Bals.) Vuill.
(Deuteromycotina: Hyphomycetes) in overwintering populations of
Xanthogaleruca (= Gallerucella) luteola Miill. (Coleptera: Chrysomelidae).
Entomologica Bari 21:13-18.

12.-Fresa, R., Lenardon,S., Marinelli, A. (1980). El hongo entomopat6geno
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. sobre Galerucella luteola Milller, plaga del
olmo. RIA 15:227-232. }

13.-Brady, B.L.(1979). Beauveria bassiana. CMI. Descriptions of Pathogenic
fungi and Bacteria N602.

14.-Bidochka,M.J. & Miranpuri, G.S., Khachaturians,G.G. (1993).Patho-
genicity of Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin toward Lygus bug
(Hem.,Miridae).J. Appl. Entomol.115:313-317

.15.- Lecuona, R. & Riba,G. (1991). Primeras etapas del ciclo de desarrollo de
hongos entomopatégenos. INTA, Bol. Div. Técn. N 87.

16.-Alves, S.B. (1986). Control microbiano de insectos. Ed. Manole,
SaoPaulo,Brasil.

17. Shandu, S. S., Rajak,R.C., Agarwal, G.P. (1993). Studies on prolonged
storage of Beauveria bassiana conidia: Effects of temperature and relative
humidity on conidial viability and virulence against chickpeaborer, Helicoverpa
armigera. Biocontrol Science and Technology 3:47-53.

18.- Maniania, N.K. (1993). Evaluation of three formulations of Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. for control of the stem borer Chilo partellus (Swinhoe)
(Lep., Pyralidae). J.Appl. Ent. 115: 266-272.

17



	13
	14
	15
	16
	17

