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RESUMEN

Las langostas son plagas muy temidas debido a su capacidad de formar mangas voraces
que causan dafios considerables a los cultivos. La langosta sudamericana Schistocerca
cancellata ha representado histéricamente el mayor problema para la actividad
agropecuaria de la Argentina, provocando graves pérdidas econdmicas. Desde 2015 y
luego de 60 anos de recesion, ha habido un resurgimiento de S. cancellata que afecta a
la Argentina, Bolivia y Paraguay. Ademas de responder a situaciones de emergencia, las
plagas de langostas se gestionan a nivel mundial en el marco de un manejo preventivo,
que consta de la vigilancia permanente y el control temprano. En la Argentina los
productos fitosanitarios de sintesis quimica siguen siendo el Gnico medio disponible
para el control de langostas. Sin embargo, existen antecedentes en otros paises que
consideran al control bioldgico como una estrategia insecticida fundamental. En ese
sentido, el objetivo de este estudio es validar el empleo de hongos entomopatogenos
para reducir de forma eficaz la poblacion de S. cancellata, aportando una nueva
alternativa de bajo impacto ambiental para el manejo de la plaga. En este trabajo se
realizd una prospeccion de hongos entomopatdogenos que afecten naturalmente a S.
cancellata, dando como resultado la deteccion, aislamiento e identificacion de tres
aislados de Beauveria bassiana: LPSc 1225, 1226 y 1227. La identificacion
morfolégica fue corroborada mediante la utilizacion de técnicas moleculares. Mediante
ensayos de laboratorio se analizo la eficacia de las tres cepas y se determind la relacion
entre sus niveles de quitinasas, proteasas y lipasas a diferentes temperaturas y las
actividades insecticidas de estos hongos. Debido a los resultados obtenidos, se
selecciono la cepa LPSc 1227 para realizar una evaluacion preliminar en condiciones de
campo obteniendo una mortalidad promedio en los insectos tratados del 62,4%. En este
trabajo se lograron aislar por primera vez cepas nativas de B. bassiana afectando
naturalmente a S. cancellata. Este estudio ha proporcionado informacion valiosa sobre
el potencial de los hongos entomopatdégenos como agentes de control biologico de
langostas y se deberd continuar investigando sobre la viabilidad de su aplicacion en el

manejo de la plaga.



XII

ABSTRACT

Locusts are highly feared pests due to their ability to form voracious swarms that cause
considerable damage to crops. The South American locust (Schistocerca cancellata) has
historically represented the biggest problem for agricultural activity in Argentina,
causing serious economic losses. Since 2015 and after 60 years of recession, there has
been a resurgence of S. cancellata that affects Argentina, Bolivia and Paraguay. In
addition to responding to emergency situations, locust pests are managed globally
within the framework of preventive management, consisting of permanent surveillance
and early control. In Argentina, phytosanitary products of chemical synthesis continue
to be the only means available for the control of locusts. However, there are antecedents
in other countries that consider biological control as a fundamental insecticidal strategy.
In this sense, the objective of this study is to validate the use of entomopathogenic fungi
to effectively reduce the population of S. cancellata, providing a new alternative with
low environmental impact for the management of the pest. A prospection was carried
out in search of entomopathogenic fungi that naturally affect S. cancellata, resulting in
the detection, isolation and identification of three isolates of Beauveria bassiana: LPSc
1225, 1226 and 1227. The morphological identification was corroborated by using
molecular techniques. Through laboratory tests, the efficacy of the three strains was
analyzed and the relationship between their levels of chitinases, proteases and lipases at
different temperatures and the insecticidal activities of these fungi was determined. Due
to the results obtained, the LPSc 1227 strain was selected for a preliminary evaluation
under field conditions, obtaining an average mortality of 62,4% in the treated insects. In
this work, it was possible to isolate for the first time native strains of B. bassiana,
naturally affecting S. cancellata. This study has provided valuable information on the
potential of entomopathogenic fungi as biological control agents for locusts and further

research on the feasibility of their application in pest management should be continued.



CAPITULO 1
INTRODUCCION GENERAL

1.1 Caracteristicas generales de las langostas

A nivel mundial, de acuerdo a Cullen y colaboradores (2017), existen 22 especies de
langostas distribuidas en todos los continentes, excepto la Antartida, de un total de 7800
especies de acridoideos descritas (Simpson y Sword, 2009).

Uno de los fendmenos bioldgicos mas caracteristicos de las langostas y tucuras es la
ocurrencia de explosiones poblacionales (“outbreaks”), aunque diferenciadas unas de
otras por una serie de caracteristicas propias. La diferencia entre las especies de
langostas y tucuras no estd dada a nivel taxonémico, sino que las langostas, como la
langosta sudamericana Schistocerca cancellata (Serville, 1838) (Orthoptera: Acrididae),
tienen la capacidad de presentar una forma peculiar de plasticidad fenotipica, conocida
como polifenismo de fases denso-dependiente (Cigliano ef al., 2014). Los cambios en la
densidad poblacional local provocan el desarrollo de formas fenotipicas llamativamente
diferentes o “fases”. En condiciones de bajas densidades poblacionales se manifiesta la
fase “solitaria” criptica, mientras que en condiciones de hacinamiento surge la fase
migratoria “gregaria”. Por lo tanto, dentro de una misma especie de langosta existen
generaciones de individuos que se diferencian no sélo en su morfologia, sino también
en su comportamiento, seleccion de alimento y fisiologia nutricional, metabolismo,
neurofisiologia, endocrinologia, biologia molecular, respuestas inmunes, longevidad y
produccién de feromonas (Uvarov, 1977; Simpson y Sword, 2009; Cigliano et. al.,

2014; Pocco et al., 2019) (Figura 1.1).



Figura 1.1: Ninfas de 1ngostas Schistocerca cancellata en distintas fases. Jujuy Arentina. 2018.

Las langostas tienen la capacidad de agregarse activamente para formar agrupamientos,
mangas o enjambres, lo que sumado a su capacidad de dispersion (hasta 150 km/dia),
alta capacidad reproductiva y voracidad, las posiciona como una de las plagas mas
temidas. Su accion devastadora estd relacionada principalmente con la formacién de
mangas que se desplazan rapidamente a areas que no estaban infestadas dafiando en
poco tiempo los pastos y cultivos (Barrientos Lozano, 1992; Medina, 2016; Magor et

al., 2008) (Figura 1.2).

Figura 1.2. Distintas fotografias de mangas de laﬂgosta sudamericana en Agentina. 2017. Fuente: Senasa.



1.2 Identificacion de la langosta sudamericana
Schistocerca cancellata

La especie S. cancellata es un insecto de gran tamafio (4= 28 - 49 mm, Q= 39 - 66
mm), que presenta una coloracion general castafia. La parte dorsal de la cabeza presenta
una banda color crema que se extiende a lo largo del pronoto y las tegminas. Estas
ultimas poseen manchas castafio oscuras. El fémur posterior tiene una banda blanca en
la mitad inferior de la cara externa y las tibias posteriores muestran la superficie dorsal
violacea, con espinas blancas de puntas negras (De Wysiecki y Lange, 2005; Cigliano et
al., 2014) (Figura 1.3). Cuando las langostas estdn en estado gregario e inmaduro
sexualmente presentan una coloracion rojiza (Figura 1.4). Asimismo, a medida que los

adultos avanzan en la madurez sexual se observa una coloracion amarillenta (Figura

1.5).

Figura 1.3. Hembra, fase solitaria. Fuente: Carbonell et al. (2006).



Figura 1.5. Hembra en fase gregaria. Fuente: Carbonell ef al. (2006)

1.3 Aspectos generales de la biologia de S. cancellata

En lo que respecta a su desarrollo embrionario, se puede decir que el mismo es continuo
(sin diapausa) y depende de la temperatura del suelo circundante ya que, a mayor
temperatura el tiempo de incubacion de los huevos se reduce (Symmons y Cressman,
2001). Es muy variable en cuanto a su extension y existen registros desde 10 hasta 60
dias (COPR, 1982). Bajo condiciones controladas de laboratorio (30 °C, 14D:10N), el
desarrollo embrionario promedia los 15 dias (Sanchez et al., 1997). En lo que respecta
al nimero de posturas por hembra y al nimero de huevos por postura son también muy
variables. Se han llegado a citar hasta 24 posturas por hembra en laboratorio (Kdhler,
1982) y entre 50 y 207 huevos por postura (Figura 1.6). En laboratorio, se registra una
fecundidad promedio de 161 huevos/hembra con un niimero de huevos promedio por
postura de 73 (Sanchez et al., 1997; de Wysiecki y Lange, 2005). Histéricamente, se
aceptaron cinco estadios ninfales en el desarrollo de S. cancellata (Figura 1.7),
requiriendo desde 36 a 57 dias para llegar a adulto en condiciones naturales. Sin

embargo, en estudios realizados bajo condiciones controladas de laboratorio se



registraron seis estadios ninfales, insumiendo en el Gltimo caso un promedio de 33 dias
para llegar a imago (Sanchez et al., 1997). El adulto puede llegar hasta los cinco o seis
meses de vida, mostrando un periodo muy variable para alcanzar la madurez sexual,
desde dias (generacion primaveral) hasta meses (generacion estival), permaneciendo en

este ultimo caso en lo que se ha considerado un estado de diapausa reproductiva.

Figura 1.6: Huevos de langosta sudamericana. Fuente: Senasa.

Figura 1.7: Ninfas de langosta sudamericana. Fuente: Senasa.



1.4 Distribucion e importancia historica de la langosta
sudamericana

Las langostas y tucuras estan entre las plagas agricolas mas peligrosas a nivel mundial.
Debido al dafio que pueden ocasionar, su control es critico para la seguridad alimentaria
en todo el mundo, y muchas veces requiere participacion gubernamental e internacional
(Zhang et al., 2019). La langosta sudamericana, S. cancellata, ha sido historicamente
considerada como la plaga agricola mas grave en la Argentina (Kohler, 1962; Gaston,
1969; Medina et al., 2017). Esta especie presenta una amplia distribucidon geografica en
Sudamérica que abarca el centro y norte de la Argentina, la totalidad de Uruguay y
Paraguay, el Sur de Brasil, el Sudeste de Bolivia y el centro y norte de Chile. Esta
extensa distribucion (casi 4.000.000 Km?) corresponde, a excepcién de Chile (donde S.
cancellata permanece en fase solitaria), al area de maxima invasion historica, que es
aquella en donde la plaga alcanzé su mayor area de dispersion (Waloff y Pedgley,
1986). El area de recesion, que es aquella en donde se encuentran langostas en
momentos sin estallidos poblacionales y que coincide con el area acridibgena de Barrera
y Turk (1983), abarca una superficie de aproximadamente 900.000 Km* que se extiende
como una cufia desde el sudeste de Bolivia y oeste de Paraguay hasta el noreste de la
provincia argentina de Mendoza. El area de brote en donde, segiin la bibliografia
ocurren las explosiones poblacionales, es mucho menor, extendiéndose como un 6valo
por el centro-sudeste de las provincias de Catamarca y La Rioja, Este de San Juan,
Noreste de San Luis y Coérdoba, y el sudoeste de Santiago del Estero (Fig. 1.8) (Waloff
y Pedgley, 1986; Hunter y Cosenzo, 1990; de Wysiecki y Lange, 2005). Dado el ultimo
resurgimiento, que se inicid en el 2015, distintos especialistas de la region discuten
sobre la posibilidad de la existencia de otras areas de brotes ubicadas fuera de la

Argentina.
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Figura 1.8. Mapa de distribucion de la langosta sudamericana.

En el area afectada de la region de Sudamérica, el mayor impacto y las mayores
pérdidas econdmicas desde 1800 hasta 1954 han estado en la Argentina (Kdlher, 1962;
Lieberman, 1972; Medina et al., 2017) donde practicamente ningun cultivo durante ese
lapso escapo6 de las mangas de langostas (de Wysiecki y Lange, 2005). En los periodos
de mayor invasion, la plaga afecté a 15 de las 22 provincias argentinas (Hunter y
Cosenzo, 1990; Pocco et al., 2019) y el ultimo ataque importante del siglo XX, debido a
la dispersion y dafos provocados, tuvo lugar entre 1943 y 1955 (Gastén, 1969; Waloff'y
Pedgley, 1986).

La problematica originada por estos insectos dio lugar en nuestro pais a las primeras

acciones oficiales en materia de Sanidad Vegetal que datan de 1850, cuando el



gobernador de Entre Rios, Justo José de Urquiza dispone una Resolucién' acerca de las
“medidas que deben tomarse para la extirpacion de la Langosta”. En ese dictamen ya

se vislumbraban los perjuicios ocasionados por la plaga.

A nivel Nacional el primer organismo de “Lucha contra la langosta” fue la Comision
Nacional de Extincién de la Langosta creada por Ley N° 2792 en 1891, durante la
presidencia de Carlos Pellegrini. En 1898 durante la presidencia de Jos¢ E. Uriburu se
designa una nueva Comision Nacional Central de Lucha, reemplazada en 1912 por la
Direccion General de Defensa Agricola, denominandose posteriormente y hasta 1932
Direccion General de Agricultura y Defensa Agricola. Finalmente, la misma se
convirtié en la Direccion de Defensa Agricola y Sanidad Vegetal. Cabe destacar que la
mayor parte del presupuesto de la Direccion de Defensa Agricola se destino a la accion
contra la langosta. Queda explicita entonces la importancia de la “Lucha antiacridiana”
en la iniciacién de los Servicios Oficiales de Proteccion Vegetal de alcance federal
(Tranchini, 1995). En 1945 se crea el Servicio de Lucha contra la Langosta, que
posteriormente se convirtio en la Direccion de Acridiologia. La Direccion continud
hasta 1991 y a partir de la creacion del Instituto Argentino de Sanidad y Calidad
Vegetal —IASCaV- (Decreto N° 2266/1991), las actividades relacionadas con los
Acridios quedaron en la orbita del Ministerio de Agricultura pasando luego al Senasa -
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria- (Decreto N° 1585/1996)
(Tranchini, 1995). Actualmente las acciones de lucha contra la langosta se enmarcan en
el “Programa Nacional de langostas y tucuras” (PNLyT) del Senasa, a través de la
Resolucion Senasa N° 758/2017% y sus modificatorias (Figura 1.9). El PNLyT tiene
como objetivo disminuir el dafio producido por las plagas pertenecientes a las especies

perjudiciales de langostas y tucuras, dentro de una estrategia de manejo preventivo.

1Resolucic')n del 2 de diciembre de 1850. Parana, Entre Rios. Ministro Secretario General del Gobierno de
Entre Rios José Miguel Galan.

? Resolucion Senasa 758/2017. Se crea el Programa Nacional de langostas y tucuras en el ambito de la
Direccion Nacional de Proteccion Vegetal del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(Senasa)
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Figura 1.9. Logo del Programa Nacional de Langostas y Tucuras del Senasa. Fuente: Senasa

Gaston (1969), categoriza los esfuerzos de control de la plaga en la Argentina en tres

etapas en la historia:

- 1% Periodo o de Lucha Defensiva (1897 a 1940): en esta etapa no se conocian
procedimientos de “lucha” con resultados positivos para controlar la plaga y
evitar sus perjuicios socioecondémicos.

- 2%Periodo o de Lucha Ofensiva (1944 a 1954): etapa en la cual a pesar de que
los medios de lucha habian mejorado, con la incorporacion de algunos productos
quimicos, la alta densidad y dispersion de la plaga superaron las posibilidades de
control y la langosta afectd severamente a gran parte del pais.

- 3% Periodo o de Lucha Preventiva (desde 1954 hasta la actualidad): en esta
etapa el control se centrdé en los focos incipientes de estadios juveniles de la
plaga -no gregarizados-. Actualmente la estrategia esta basada en la prospeccion,

monitoreo continuo y el control de focos enmarcados en una vision holistica.

1.5 Resurgimiento de la plaga en el periodo 2015 - 2020

Luego de seis décadas de actividad limitada de S. cancellata, con sélo tres brotes
pequefios en los afios 1961, 1989 y 2010 (Barrientos Lozano, 2011; Medina, 2014), se
produjo un aumento poblacional importante de esta especie en el afio 2015, que
continlla hasta la actualidad alcanzando un nivel de infestacion que amenaza la
produccion agropecuaria de varios paises de Sudamérica. El primer brote en la
Argentina fue en julio de 2015, donde se detectaron mangas de langosta de hasta 25 km?
en la provincia de Santiago del Estero. El resurgimiento de esta plaga en la Argentina
fue seguido por brotes de bandas de ninfas, las cuales son grupos muy numerosos de
ninfas que marchan en forma conjunta, y mangas de adultos en el sureste de Bolivia, las

que atacaron a mas de 10.000 ha de cultivos de soja, maiz, sorgo, mani y citricos. Las
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primeras mangas fueron detectadas en enero de 2017 en el Departamento Santa Cruz de
la Sierra, Bolivia. Unas semanas después de los reportes de Bolivia, informes similares
aparecieron en Paraguay. Las mangas se concentraron en el departamento Alto
Paraguay y Boquerén (Medina et al., 2017). En junio de 2017 se produjo una nueva
invasion de langostas a nuestro pais, proveniente mayormente de Paraguay, que dio
lugar a la declaracion de una Emergencia Fitosanitaria por parte del Senasa a través de
la Resolucion 438/2017. La plaga alcanz6 grandes dimensiones llegando a la ciudad de
Rio Cuarto, Cérdoba, determinando un 4rea que alcanzé los 400.000 km* (Medina y
Trumper, 2018).

En 2019 vuelven a ingresar a la Argentina mangas migratorias por las fronteras de las
provincias de Formosa y Salta. A mediados de mayo de 2020 se produce un nuevo
ingreso desde Paraguay de un enjambre de langostas que luego de pasar por las
provincias de Formosa, Chaco y Santa Fe, ingres6 a la provincia de Corrientes (luego de
73 afios sin reportes de mangas en esta provincia) y avanzo finalmente hacia Entre Rios,
provincia en la cual se logré controlar la plaga a 20 km de la frontera con Uruguay
(Figura 1.10). Siete afios después del resurgimiento, la plaga continlia amenazando a la
region de sudamérica. Actualmente existen declaradas emergencias fitosanitarias por la
plaga de la langosta sudamericana en la Argentina a través de las Resoluciones Senasa
N° 438/2017° y N°1033/2019%, en Bolivia a través de la Resolucion Administrativa del
Servicio Nacional de Sanidad Agropecuaria e Inocuidad Alimentaria (Senasag)
26/2020, en Paraguay por la Resolucion del Servicio Nacional de Calidad y Sanidad
Vegetal y de Semillas (Senave) N° 41/2020, en los Estados Rio Grande do Sul y Santa
Catarina de Brasil declaradas por el Ministerio da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento a través de la ordenanza N° 201/2020 de Brasil, y asimismo Uruguay
emitié una alerta a través del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca’. Queda en

evidencia que la situacion de la region respecto a esta plaga es compleja y esta siendo

3Resolucién Senasa N° 438/2017.Langosta sudamericana (Schistocerca cancellata, Serv.). Emergencia
Sanitaria. Declarase la Emergencia Fitosanitaria hasta el dia 31 de agosto del afio 2019, con respecto a la
plaga langosta comunmente denominada sudamericana (Schistocerca cancellata, Serv.) en todo el
territorio Nacional, debiendo adoptarse y/o fortalecerse las tareas de control, prevencion Y vigilancia
consecuentes a la misma

% Resolucién Senasa N° 1033/2019. Prérroga de Emergencia Fitosanitaria respecto a la plaga langosta
comunmente denominada sudamericana (Schistocerca cancellata, Serv.) hasta el 31 de agosto del afio
2021.

5https://www.gub.uv/ministerio-ganaderia-agricultura-]oesca/comunicacion/noticias/mga]:)-exhorta-
mantenerse-alerta-ante-avistamiento-langostas-reportarlo



https://www.gub.uy/ministerio-ganaderia-agricultura-pesca/comunicacion/noticias/mgap-exhorta-mantenerse-alerta-ante-avistamiento-langostas-reportarlo
https://www.gub.uy/ministerio-ganaderia-agricultura-pesca/comunicacion/noticias/mgap-exhorta-mantenerse-alerta-ante-avistamiento-langostas-reportarlo
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contenida gracias al esfuerzo conjunto de varias naciones para combatirla y minimizar

su impacto en la produccion agropecuaria.

Figura 1.10: Mangas de langosta en la Argentina en distintos periodos: a) 2017 b) 2019 y ¢) 2020. Fuente:

Senasa.

1.5.1 Hipotesis sobre el resurgimiento

Existen diversas hipotesis sobre el resurgimiento de la plaga que afecta a varios paises
de la region, poniendo fin a un periodo de 60 afios de recesién. La principal es la
influencia de las precipitaciones sobre ciertos pardmetros demograficos y la duracion de
la diapausa reproductiva invernal (Medina y Trumper, 2018). Inviernos benignos y con
precipitaciones mayores al promedio permitieron que esta especie bivoltina (dos
generaciones por afo), desarrolle una tercera generacion durante el invierno tras
interrumpirse la diapausa. La ocurrencia de una tercera generacion en nuestro pais estd
directamente relacionada con explosiones poblacionales, segin un trabajo de Hunter y

Cosenzo (1990) en el cual documentaron que las plagas se originaron en afos donde
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ocurria un invierno con lluvias mayores a los promedios para la época, lo que permitia
que se originen tres generaciones anuales. Una vez iniciado el estallido poblacional, los
niveles de plaga continuaban en aumento durante 8 a 15 afios, y su declinacion era
gradual y resultaban de una combinacion de varias estaciones con sequia donde tenia
lugar una sola generacion por afio (Barrientos Lozano, 2011; Medina, 2016). Por otro
lado, también cobra vigor la hipdtesis del efecto financiero: periodos de larga recesion
afectan negativamente a las acciones de vigilancia permanente en cuanto a la intensidad
y superficie monitoreada, impactando en la deteccion de bandas y mangas (Medina y
Trumper, 2018). La gestion que se establecid en la Argentina entre las décadas de 1950
y 1960 fall6 sélo una vez en 60 afos, sin considerar la etapa previa a 1950 cuando no
existia el manejo preventivo (Gay et al., 2019). Sin brotes durante afos, se puede
especular que la infraestructura y el capital acumulado en la década de 1950, ya sea
humano, social, financiero o material, disminuyeron lentamente. Como consecuencia,
cuando surgié el aumento en 2015, la combinacion de cambios ambientales y
debilidades institucionales condujo a un 4rea demasiado grande para el manejo de la
plaga con los recursos disponibles al inicio del brote (Medina et al., 2017; Therville et

al., 2020).

1.6 Impacto de la plaga

Las langostas migratorias, a nivel mundial, han sido una plaga muy temida desde los
comienzos de la agricultura (Harvey, 1981), ocasionando grandes pérdidas econdmicas
(Pariona Mendoza, 2006). Una langosta de dos gramos de peso consume diariamente
entre el 70% y el 100% de su peso en materia fresca (Astacio, 1987). De tal forma,
considerando que en una manga de densidad media hay alrededor de 50 millones de
individuos por kilometro cuadrado, una manga de 1000 km? tiene un potencial de
consumo de 100 mil toneladas de alimento por dia (Barrientos Lozano, 1992).

En la Argentina las regiones del noroeste (NOA) y noreste (NEA) son las que con
mayor probabilidad pueden resultar afectadas por las langostas. El valor de la
produccién agricola de los principales cultivos de estas regiones ronda los USD 3.7 mil
millones. Esta cifra no incluye frutales, cultivos industriales, pasturas naturales ni
diversos forrajes anuales utilizados en la produccion ganadera. Representa por lo tanto
un “limite inferior” a la “produccion sujeta a riesgo” (IICA, 2020). La Organizacion de

las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, 2013) indica que las
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mangas de langostas pueden destruir hasta el 100% de los cultivos de comunidades
completas, como ocurri6 entre los afios 2003-2005 cuando una gran ola de langostas del
desierto arraso entre el 30% y 100% de los recursos agropastoriles en los paises del

Sahel en Africa Occidental, afectando a méas de 8 millones de personas.

1.7 Control de langostas

Las pérdidas debidas a langostas y tucuras no se limitan solo al dafio a los pastos y
cultivos, sino que la répida pérdida de la cubierta vegetal puede provocar como
consecuencia la erosion del suelo y un aumento de la escorrentia. Asimismo, los brotes
de langostas destruyen las fuentes de alimentos para muchos animales y por lo tanto
afectan la biodiversidad (Latchininsky, 2008). Esta biodiversidad también puede verse
afectada por los programas de control a gran escala, que no discriminan los insectos
blanco de los que no lo son (Farrow, 1979; Samways y Lockwood, 1998; Samways,
2000; Smith et al., 2006; Zhang et al., 2019).

Para poder contener la situaciéon cuando se alcanza el nivel de plaga que determina la
declaracion de emergencias, como ocurre actualmente en varios paises de Sudamérica,
se requiere implementar acciones urgentes tendientes a disminuir los niveles
poblacionales y minimizar los dafios. No obstante, para evitar llegar a niveles
poblacionales criticos de langostas, se debe implementar una estrategia de manejo
preventivo sostenible en el tiempo. La estrategia de control preventivo de plagas
consiste en localizar y controlar las langostas que comienzan a cambiar de individuos
solitarios a gregarios (Gay et al., 2015). El reconocimiento del dafio y las consecuencias
socioecondmicas producidas por las langostas, y algunos brotes de tucuras, han llevado
a un cambio de paradigma, cada vez mayor, desde la proteccion de cultivos (manejo
curativo) a la gestion preventiva (manejo preventivo). En bajas densidades, sin estados
gregarios que causen dafios, las langostas y los saltamontes son un componente esencial
de un ecosistema sano de pastizales (Belovsky, 2000), ya que estimulan el crecimiento
de las plantas y participan en el ciclo de los nutrientes y la cadena alimentaria
(Latchininsky et al., 2011). Por lo tanto, el manejo no pretende erradicarlos, sino
disminuir sus densidades por debajo de los umbrales de dafio econémico. Una estrategia
de manejo preventivo eficaz se basa en un mejor conocimiento de la biologia y ecologia

de las plagas y en técnicas de monitoreo y control mas eficientes (Zhang et al., 2019).
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Zhang et al. (2019) mencionan que existe un significativo y constante progreso a nivel
mundial en el manejo de langostas, siendo mas eficiente y preciso con énfasis en el
cuidado del medio ambiente. Los autores proponen un diagrama esquematico del actual
sistema de gestion preventiva de la langosta que se muestra en la Figura 1.11, en donde
se puede observar la importancia del control bioldgico en el manejo de la plaga.

El control quimico se puede implementar cuando la densidad de la langosta es alta, sin
embargo, cuando la densidad es media o en areas ambientalmente sensibles, se
recomienda la utilizacion del control biologico. En la Argentina, si bien la estrategia de
manejo preventivo se implementa desde el afio 1954 (Gaston, 1969), actualmente se

carece de la herramienta de control bioldgico.
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Figura 1.11: Diagrama esquematico del actual sistema de gestion preventivo de langosta. Con esta
plataforma, se toman decisiones para el control de acuerdo con las densidades de langostas. El control
quimico se puede implementar cuando la densidad es alta. Cuando la densidad es media, se hace una
recomendacion para implementar el control bioldgico como un aumento de la biodiversidad en el habitat
de las langostas. Fuente: Zhang et al. (2019).

1.8 Productos fitosanitarios contra langostas, a base de
Agentes de Control Biologico (ACB) en la Argentina

Hasta el momento el tinico medio de control de este acridio en nuestro pais es mediante

la utilizacién de insecticidas quimicos. Si bien estos productos han alcanzado un gran
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éxito comercial, cada vez existen mas restricciones para su uso, debido a la escasa
selectividad, toxicidad y bioacumulacion que traen aparejadas (Lahr ef al., 2000; Martin
et al., 2000; Story y Cox, 2001; Gonzalez et al., 2010). Actualmente los unicos
principios activos registrados, ante el Senasa, son el Acefato y Carbaryl, pero debido a
la situacién de emergencia por la resurgencia de la plaga Senasa ha autorizado, de forma
excepcional y por tiempo limitado, el uso de los principios activos Deltametrina,
Cipermetrina, Lambdacialotrina, Fipronil y Diflubenzuron®’.

El aumento de la conciencia ecoldgica de la poblacion, ha generado incremento en la
demanda de bioplaguicidas, que son productos basados en organismos benéficos o los
metabolitos derivados de los mismos.

Ante la falta de insecticidas de bajo impacto ambiental para el control de langostas, es
imprescindible contar con alternativas de manejo para una agricultura sustentable. En la
actualidad, las investigaciones en cuanto al control de acridoideos se deberian enfocar
en el marco del Manejo Integrado de Plagas (MIP), en el cual el control biologico
constituye una alternativa de gran importancia (Wright et al., 2014). En la Argentina las
primeras referencias sobre hongos entomopatogenos corresponden a la especie
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) en larvas de
coledpteros (Spegazzini, 1880) y de Cordyceps unilateralis (Tul. & C. Tul.) Sacc.
(Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) en hormigas (Spegazzini, 1913). En lo que
respecta a hongos entomopatogenos que se han encontrado infectando naturalmente a
especies de acridios plagas en la Argentina, solo se pueden mencionar los trabajos de
Luna-Rodriguez y Lecuona (2005), quienes hallaron ejemplares adultos de Dichroplus
elongatus (Giglio-Tos) y Rhammatocerus pictus (Bruner), infectados con el hongo
entomopatogeno B. bassiana, en las localidades de General Villegas (Buenos Aires) y
Rafaela (Santa Fe), respectivamente. Por otro lado, Pelizza et al. (2010) reportaron
cinco nuevos registros de B. bassiana en los acridios argentinos D. pratensis (Bruner),
Cocytotettix intermedia (Bruner), Ronderosia bergi (Stél) y Scotussa lemniscata (Stal),

todos ellos encontrados en localidades de Buenos Aires y La Pampa. El tnico hallazgo,

SResolucion Senasa N° 438/2017.Langosta sudamericana (Schistocerca Cancellata, Serv.). Emergencia
Sanitaria. Declarase la Emergencia Fitosanitaria hasta el dia 31 de agosto del afio 2019, con respecto a la
plaga langosta cominmente denominada sudamericana (Schistocerca Cancellata, Serv.) en todo el
territorio Nacional, debiendo adoptarse y/o fortalecerse las tareas de control, prevencion Y vigilancia
consecuentes a la misma

7 Resolucion Senasa N° 1033/2019. Prorroga Emergencia Fitosanitaria por langosta sudamericana.

% Resolucion Senasa N° 556/2021. Prérroga hasta el 31 de agosto de 2023 la autorizacioén del uso de
principios activos para el control de las plagas: langosta sudamericana (Schistocerca cancellata), tucura
quebrachera (Tropidacris collaris) y tucura sapo (Bufonacris claraziana)
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hasta el momento, en la Argentina de hongos entomopatogenos afectando naturalmente
a ejemplares adultos de la langosta sudamericana S. cancellata tuvo lugar en Santiago
del Estero (Latitud: -27.978481, Longitud: -63.740820), el cual es parte de este trabajo
y fue publicado por Pelizza et al. (2018). La importancia de utilizar cepas nativas para
el control de plagas se debe a que permite trabajar con material adaptado al ambiente en
donde se desarrolld la plaga, evitando los procesos de importacion de ACB que
requieren autorizaciones a fin de asegurar la identidad, condicion sanitaria de los
mismos y prevenir un potencial riesgo para la produccion vegetal (Resolucion ex

SAGyPA N° 758/97)’.

1.9 Hongos entomopatogenos como biocontroladores
de plagas

El control bioldgico es una parte muy importante del MIP, ya que ademés de cuidar y
reforzar la accion de los agentes de control que normalmente estan presentes en el
ecosistema, utiliza agentes naturales (depredadores, parasitos, parasitoides y patogenos)
para reducir la densidad de la poblacion y los efectos de las plagas. El control de plagas
utilizando patdgenos, es una rama del control bioldgico conocida como control
microbiano y hace referencia al uso de microorganismos como agentes de control, tales
como bacterias, nematodos, virus, protozoos y hongos entomopatdgenos (Eilenberg et
al.,2001; Lord, 2005; Gonzalez Castillo ef al., 2012).

Entre los microorganismos que se utilizan para controlar a distintas especies de insectos
plagas, los hongos entomopatogenos son los que han recibido mayor atenciéon por la
gran variedad de especies que presentan y la diversidad de insectos plagas a los cuales
son capaces de infectar y controlar. Los hongos entomopatdgenos se conocen desde
hace més de dos siglos cuando en 1836 se presenta un trabajo sobre la enfermedad del
gusano de seda, causada por B. bassiana. Este hecho marca el inicio de la patologia de
insectos, pero el desarrollo y aplicabilidad de estos microorganismos para el control de
insectos plagas, se inicia en 1879 con Hagen (Garcia Garcia et al., 2008). En 1878 en
Rusia, Metchnikoff, utiliz6 al hongo entomopatogeno Metarhizium anisopliae
(Metschn.) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) para el control de Anisoplia

austriaca (Herbst) (Coleoptera: Scarabaeidae) conocido vulgarmente como escarabajo

?Resolucién ex Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion 758/97. Reglaméntese el
ingreso al pais de cualquier agente bioldgico destinado al control de plagas agricolas.
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de cereales, con este hecho Metchnikoff fue el primer investigador en utilizar un hongo
como agente de control de plagas (Glare, 2004). Todos los insectos son susceptibles de
ser afectados por algiin hongo. Los hongos entomopatdgenos se encuentran clasificados
en el Reino Fungi, dentro de cinco Phyla: Microsporidia, Chytridiomycota,
Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota. Desde el punto de vista del control de
insectos plagas, el Phylum de mayor importancia es Ascomycota, ya que agrupa a la
mayoria de hongos patogenos de insectos (Humber, 2012a;b). Estos hongos se
caracterizan por presentar hifas septadas, poseer una fase asexual o anamoérfica donde
producen gran cantidad de esporas o conidios que sirven para su amplia dispersion, y
una fase sexual o teleomorfica con produccion de esporas que le permiten la
recombinacion genética. Se encuentran en la naturaleza mayoritariamente en su estado
asexual o anamorfico mas que en su estado sexual o teleomorfico. Actualmente, los
hongos entomopatégenos mas importantes del Phylum Ascomycota, se ubican en el
Subphylum Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes, Orden Hypocreales subdividido en
tres familias: 1) Clavicipitaceae (donde se han citado como patdgenos los géneros
Aschersonia, Hypocrella, Metarhizium y Nomuraea); 2) Cordycipitaceae (donde se
hallan Beauveria, Isaria y Lecanicillium) y 3) Ophiocordycipitaceae (donde se
encuentran los géneros Ophiocordyceps, Hirsutella, Tolypocladium, Hasposporium y
Purpureocillium) (Sosa-Gomez et al., 2010). Este grupo de hongos es cosmopolita y se
conocen hasta el momento unos 100 géneros dentro de los cuales se pueden mencionar
unas 700 especies (Gonzalez Castillo ef al., 2012); entre los géneros mas importantes se
pueden destacar: Metarhizium, Beauveria, Tolipocladium y Lecanicillum (Roy et al.,
2006; Garcia et al, 2008; Vega, 2008). Algunas de las ventajas que presentan los
hongos entomopatégenos para ser utilizados en programas de control microbiano de
insectos plagas son: alta especificidad sobre el insecto blanco, capacidad de dispersion
natural, posibilidad de cultivo de manera axénica durante largos periodos de tiempo
manteniendo su patogenicidad, inocuos para el hombre como para el resto de los
vertebrados, capacidad de control permanente del insecto plaga una vez establecidos en
el ambiente y la infeccion generalmente se produce por contacto, a través del
tegumento, no siendo necesaria su ingesta (St. Leger et al., 2011).

Finalmente, trabajos llevados a cabo por Pelizza et al. (2015a, 2015b), afirman que la
aplicacion conjunta de hongos entomopatogenos e insecticidas quimicos convencionales

es factible. Esto permitiria reducir las dosis de fitosanitarios de origen quimico a la
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mitad o incluso un 25% de la dosis recomendada por el fabricante a campo, generando

un menor impacto en el ambiente.

1.10 Antecedentes de control biologico de langostas en
el mundo

En Africa entre 1986 y 1989, se trataron 26 millones de hectareas exclusivamente con
insecticidas quimicos para el control de la langosta del desierto Schistocerca gregaria
(Forskal, 1775) (Orthoptera: Acrididae). Esta masiva utilizaciéon de insecticidas
quimicos, sumada a la resistencia a los mismos desarrollada tanto por las ninfas como
por los adultos de esta especie de langosta, dio lugar a la generacion del Programa
LUBILOSA' (Lutte Biologique contre les Locustes y les Sauteriaux) con apoyo de la
FAO, para desarrollar un método biolégico que formaria parte en un programa de
manejo integrado de S. gregaria (Hunter, 2005; Medina, 2014). El método tuvo gran
éxito con la utilizacion de M. anisopliae var. acridum, lo que motivo el inicio de otros
estudios con aislados locales de Metarhizium en Australia, Brasil y México, y
Beauveria en Canadéa (Hunter, 2005). En Australia se ha obtenido el aislado FI-985 del
hongo M. anisopliae var. acridum con alta eficiencia de control, lo que dio lugar al
producto comercial denominado "Green Guard®", el cual fue utilizado por la Comision
Australiana para el Control de Langosta (Hunter et al., 2000; Milner y Hunter, 2001).

En Brasil, se utilizd Metarhizium sp. para el control de la tucura Rhamatocerus
shistocercoides (Rehn, 1906) (Orthoptera: Acrididae) en la década del 90, pero no se ha
encontrado mercado para el desarrollo de un producto comercial (Magalhaes et al.,
2001). En China se tratan anualmente mas de 1.000.000 ha con infestacion de langostas
y saltamontes. La especie mas importante es Locusta migratoria manilenses (Meyen,
1835) (Orthoptera: Acrididae), muy comun cerca de rios, razéon por la cual el control
biologico a base de Metarhizium toma gran importancia, ya que se contaminaria el agua

en caso de utilizar productos de sintesis quimica (Hunter, 2005).

10 LUBILOSA fue un programa de investigacion, finalizado en el afio 2002, cuyo objetivo fue desarrollar
una alternativa bioldgica al control quimico de la langosta plaga S. gregaria. Este nombre es un acronimo
del titulo en francés del programa: Lutte biologique contre les Locustes et les Sauteriaux. Durante sus
trece afios de existencia (noviembre de 1989 a diciembre de 2002), el programa identificé un aislamiento
fungico de un hongo entomopatégeno perteneciente al género Metarhizium altamente virulento para las
ninfas y adultos de esta especie de langosta. Posteriormente paso por todas las etapas necesarias para el
desarrollo comercial de un bioplaguicida llamado Green Muscle, basado en las esporas del aislamiento
fungico mencionado anteriormente
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1.11 Mecanismo de accion de hongos entomopatogenos

El paso inicial en la infeccion de los insectos por medio de hongos patégenos involucra
la adhesion de los propagulos infectivos (conidios o esporas) a la cuticula del insecto. El
primer contacto entre el hongo entomopatogeno y el insecto sucede cuando la espora del
primero es depositada en la superficie de este ultimo. El proceso de adhesion ocurre en
tres etapas sucesivas: adsorcion de la espora a la superficie mediante el reconocimiento
de receptores especificos de naturaleza glicoproteica en el insecto, la adhesién o
consolidacion de la interfase entre la espora pregerminada y la epicuticula y finalmente,
la germinacion y desarrollo hasta la formacion del apresorio para comenzar la fase de
penetracion (Tanada y Kaya, 1993; Pedrini et al., 2007). El proceso de adhesion de la
espora a la cuticula del insecto, estd mediado por la presencia de moléculas sintetizadas
por el hongo denominadas adhesinas. Por ejemplo, en el entomopatégeno M. anisopliae
se ha descrito un tipo de adhesina denominada MAPI la cual se localiza en la superficie
de los conidios (Wang y St. Leger, 2007). Por otro lado, se ha demostrado que los iones
divalentes como el Ca*” y el Mg”" reducen las fuerzas de repulsion electrostaticas
promoviendo la adhesion de las esporas (Pucheta Diaz et al., 2006). La forma en la que
los hongos entomopatogenos penetran en el insecto depende de las propiedades de la
cuticula tales como el grosor, la esclerotizacion y la presencia de sustancias antifingicas
y nutricionales (Charnley, 1992). Una vez establecido el proceso de adhesion, continta
la penetracion, la cual es posible gracias a la accion combinada de un mecanismo fisico
y otro quimico. El primero consiste en la presion ejercida por una estructura fingica
denominada haustorio, la cual deforma inicialmente la capa cuticular rompiendo luego
las areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. El mecanismo quimico consiste en
la accion enzimatica, principalmente de actividades hidroliticas tales como proteasas,
lipasas y quitinasas, las cuales degradan el tejido en la zona de penetracion, facilitando
la entrada del hongo (Monzoén, 2001). Estudios in vitro indican que la digestion del
integumento sigue una secuencia de lipasa—proteasa—quitinasa (Tanada y Kaya, 1993).
Después de llegar al hemocele, la mayoria de los hongos realizan una transicion
dimorfica de micelio a levadura y una vez que han evadido el sistema inmune del
insecto, se produce una septicemia. La micosis induce sintomas fisiolégicos anormales
en el insecto tales como convulsiones, carencia de coordinacidon, comportamientos
alterados y pardlisis. La muerte sobreviene por una combinacién de efectos que

comprenden el dafo fisico de tejidos, toxicosis, deshidratacion de las células por
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pérdida de fluido y consumo de nutrientes (Bustillo, 2001). Ya en el interior del insecto,
los hongos deben enfrentarse con los mecanismos de respuesta del sistema inmune para
lo cual han desarrollado estrategias defensivas e inmunosupresoras, como la produccion
de toxinas o cambios estructurales en su pared celular (Telléz-Jurado et al., 2009).
También se ha observado que, para evitar al sistema inmune del insecto, los hongos
suelen prescindir de la formacion de pared celular y se desarrollan como blastosporas o
cuerpos hifales, evadiendo su reconocimiento por los hemocitos circulantes en el
hemocele (Vinson, 1991). Cuando los nutrientes provenientes del insecto,
particularmente las fuentes de nitrégeno, se van agotando las fases levaduriformes
retoman su crecimiento micelar (Freimoser et al., 2003). Es importante destacar que la
muerte del insecto se debe a una combinaciéon de tres factores que actiian
conjuntamente: la produccion de toxinas por parte del hongo, la obstruccion fisica de la
circulacion de la hemolinfa en el sistema circulatorio del insecto y la privacion de
nutrientes (Goettel e Inglis, 1997). Por ultimo, cuando las condiciones de humedad y
temperatura son las adecuadas, las hifas del hongo emergen nuevamente al exterior del
cadaver del insecto, donde esporulan (Tanada y Kaya, 1993). Finalmente, la dispersion
de la espora puede ser un proceso activo o pasivo y depende de las caracteristicas de las
esporas. Cada espora puede adherirse o pasar de un invertebrado a otro por dispersion

(Tanada y Kaya, 1993; Mascarin y Jaronski, 2016) (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Resumen del ciclo basico de infeccion descrito para Beauveria bassiana en invertebrados.

Modificado de Mascarin y Jaronski (2016).

1.12 Objetivo general

Desarrollar una alternativa biologica, mediante la utilizacion de hongos

entomopatogenos nativos para el control de la langosta plaga Schistocerca cancellata.

1.13 Objetivos especificos

1- Realizar la prospeccion, deteccion, recoleccion, aislamiento, estudio e identificacion

de especies de hongos entomopatogenos que afectan naturalmente a S. cancellata.

2- Evaluar bajo condiciones controladas de laboratorio, la patogenicidad y virulencia de

los hongos entomopatogenos aislados a partir de la langosta sudamericana S. cancellata.

3- Determinar bajo condiciones de laboratorio, la actividad enzimaética (proteolitica,
lipolitica y quitinolitica) de las distintas cepas de hongos entomopatogenos aislados a

partir de S. cancellata.
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4- Evaluar de forma preliminar, en condiciones de semi-campo, el control de S.

cancellata con las cepas seleccionadas como promisorias.

1.14 Hipotesis

Se hallaran cepas nativas de hongos entomopatdégenos que infectan naturalmente a S.
cancellata, que manifiestan efectividad en el control biologico de este insecto plaga y

con potencial uso en la agricultura.
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CAPITULO 2

Prospeccion, deteccion, estudio e identificacion de
especies de hongos entomopatogenos que afectan
naturalmente a Schistocerca cancellata.

2.1 Introduccion

En la Argentina, los unicos estudios acerca de la susceptibilidad de S. cancellata a
diferentes microorganismos fueron llevados a cabo por Lange y Wittenstein (1998),
Lange et al. (1998, 2000) y Pelizza et al. (2012) evaluando la patogenicidad de
protozoos, virus, microsporidios y hongos entomopatdgenos bajo condiciones de
laboratorio. Sin embargo, es importante aclarar que en ninguno de estos trabajos se
probaron microorganismos aislados de S. cancellata infectadas naturalmente. Aislar
cepas nativas permitiria trabajar con microorganismos que se encuentran adaptados al
ambiente en donde prospera la plaga. Debido a la resurgencia de S. cancellata en la
region, existiendo altas poblaciones de langostas, las probabilidades de encontrar cepas
de hongos entomopatogenos afectando naturalmente a los insectos podrian ser mayores

si se compara con una plaga en recesion.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Sitios de muestreo

Se realizaron recolecciones de ninfas y adultos de S. cancellata durante los afios 2016 y
2017, en 66 sitios distintos. La recoleccion fue realizada en las provincias de La Rioja,
Santiago del Estero, Catamarca y Cordoba en zonas donde predominan las asociaciones
vegetales de tipo xerodfilo, representadas en su mayor parte por bosque espinoso de
mediana altura. En estas zonas se puede encontrar el mosaico vegetal tipico donde la
langosta se reproduce y habita de manera permanente que estd compuesto por: Prosopis
nigra (algarrobo negro), Prosopis alba (algarrobo blanco), Larrea divaricata (jarilla
macho), L. cuneifolia (jarilla hembra), Gomphrena tomentosa Giseb. (yuyo blanco),
Aspoderma quebracho-blanco (quebracho blanco), Zyzyphus mistol (mistol), Cercidum
praecox (brea), Acacia spp. (acacia), Atamisquea emarginata (atamisqui), Cassia

aphylla (pichanilla), Bulnessia retamo (retamo), Parkinsonia praecox (brea), Celtis
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palida (tala) (Barrientos Lozano, 2011). Los ejemplares de ninfas y adultos fueron
tomados mediante golpes o barridos con redes entomoldgicas, de 40 cm de diametro y
75 cm de profundidad, a lo largo de transectas de 100 metros en cada uno de los sitios
de muestreo. El método utilizado es de eficacia probada para la obtencion de muestras
representativas de la comunidad bajo estudio (Larson et al., 1999). Las langostas
recolectadas, fueron depositadas en jaulas de aluminio con tejido mosquiteros de 30 x
30 x 30 cm, trasladadas al laboratorio en el interior de vehiculos con aire acondicionado
para reducir el metabolismo de los insectos y lograr transportarlos de manera aletargada
y que no se lastimen entre ellos. Una vez en el laboratorio, se realizo su procesamiento y

busqueda de hongos patdgenos asociados a ellos.

2.2.2 Cria de insectos

Una vez que se llego al laboratorio con los insectos recolectados, el 50% del total de los
mismos, fueron clasificados en machos y hembras segun su morfologia. Posteriormente
fueron colocados en jaulas de aluminio de 70 x 50 x 50 cm recubiertas con tejido
mosquitero; en el piso de estas jaulas se coloco un recipiente plastico con una mezcla de
arena y suelo estéril en su interior, para que alli las hembras pudieran oviponer. Las
jaulas fueron instaladas dentro de bioterios con capacidades controladas, a una
temperatura de 30 °C, fotoperiodo de 14:10 L:O y humedad relativa de 40%. Estas
condiciones estimulan la copula y posterior oviposicion por parte de las hembras de S.
cancellata (Sénchez et al., 1997). Los insectos fueron alimentados diariamente con
hojas de lechuga, repollo y salvado de trigo. Cada 7 dias los recipientes plasticos fueron
retirados del interior de las jaulas, humedecidos con agua destilada estéril y colocados
en el interior de tubos de acetato de 50 x 9 cm sellados con tapa de tejido mosquitero en
ambos extremos (Henry, 1985). Las ninfas de S. cancellata nacidas a partir de las
posturas fueron criadas hasta tercer estadio y posteriormente utilizadas en los ensayos
de patogenicidad. Otra parte de los insectos recolectados fueron colocados en
condiciones de alta densidad, dentro de las jaulas como las mencionadas anteriormente
y utilizando una jaula por cada sitio de muestreo, para estimular la expresion de las
enfermedades o infecciones latentes que pudieran traer del campo (Madelin, 1963; Shah
et al., 1997). Los insectos que murieron bajo dichas condiciones fueron desinfectados
superficialmente a través de una serie de bafios consecutivos en alcohol 70% (10-15
segundos), solucion de NaClO al 0.5% (1 minuto) y finalmente dos bafios en agua

destilada estéril (1 minuto) acorde a la técnica propuesta por Lacey y Brooks (1997).
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Posteriormente los caddveres se colocaron en camaras de cultivo humedecidas con agua
destilada estéril y se incubaron a 24 °C en oscuridad durante 3 dias a fin de estimular la

emersion del micelio, en caso de haber muerto por accién de hongos entomopatdgenos.

2.2.3 Aislamiento de hongos entomopatogenos en laboratorio a partir

del insecto infectado

Durante una accion de monitoreo de rutina, ejemplares de S. cancellata fueron
encontrados en el campo infectados y muertos por accion de hongos entomopatégenos
(Figura 2.1). Los mismos fueron recolectados, colocandolos en el interior de recipientes
plasticos estériles y transportados hasta el laboratorio. Una vez alli, estos ejemplares que
se encontraban cubiertos con una gran cantidad de moho sobre su superficie, fueron
colocados en el interior de una camara de flujo laminar y utilizando una aguja
entomoldgica estéril, se procedid a inocular cajas de Petri que contenian medio de
cultivo comercial agar papa glucosado (APG) (Britania SA, Buenos Aires, Argentina) a
razén de 39 gramos del producto por litro de agua destilada estéril. A este medio de
cultivo se le adiciond antibiotico (0,5 g de estreptomicina y 0,25 g de cloranfenicol/L),
para evitar el desarrollo de bacterias contaminantes segln la técnica descrita por Goettel
e Inglis (1997), y Papierok y Hajek (1997). Las placas de Petri inoculadas se incubaron
en estufa a 25 °C y oscuridad, durante 7 a 10 dias para favorecer el desarrollo de las
estructuras fungicas reproductivas. Las colonias obtenidas fueron luego repicadas a
medio de cultivo agar papa glucosado y agar Sabouraud para permitir la esporulacion de
los hongos y poder identificarlos mediante la observacion microscopica de sus
estructuras reproductivas. La identificacion morfologica se realizd examinando las
colonias mediante observacion de estructuras reproductivas asexuales a través de
microscopia Optica, claves taxondmicas y publicaciones especificas para cada grupo de
hongos (Samson et al., 1988; Humber, 1997; Kirk et al., 2011). Para corroborar las
identificaciones morfologicas se realizaron identificaciones moleculares de cada uno de
los aislados fungicos, mediante técnicas de amplificacion de regiones especificas de
ADN. Para ello se obtuvo ADN gendmico de los cultivos monospdricos de acuerdo con
Stenglein y Balatti (2006). Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) fueron
realizadas en un termociclador XP (Bioer Tecnologia Co, Hangzhou, China), para
amplificar la region del espaciador transcrito interno (ITS) del ADNr utilizando los

cebadores universales ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG -3") e ITS4 (5'-
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TCCTCCGCT TATTGATATGC-3") (White et al., 1990). Las reacciones de PCR,
purificaciones de fragmentos y secuenciacion se realizaron segun Stenglein et al. (2010)
y Canel et al. (2013). Las similitudes de las secuencias obtenidas con aquellas
depositadas en los bancos de genes se examinaron con la herramienta BLASTn1

disponible en la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Figura 2.1: Foto de un ejemplar adulto de la langosta sudamericana infectada naturalmente con el hongo

entomopatdgeno B. bassiana. Santiago del Estero, Argentina.

2.3 Resultados

No se obtuvieron aislados fungicos a partir de las langostas recolectadas a campo y
mantenidas en el laboratorio en condiciones de hacinamiento. En cambio, si se pudieron
obtener tres aislados del hongo entomopatogeno B. bassiana a partir de ejemplares
adultos de la langosta sudamericana S. cancellata, hallados muertos con signos de
micosis en el campo (Figura 2.2). Los hallazgos se realizaron en la provincia de
Santiago del Estero (Latitud: -27.978481, Longitud: -63.740820), zona englobada
dentro de la region Biogeografica Chaquefia (Cabrera y Willink, 1973), Figura 2.3. Los
aislados fueron depositados en la coleccion de cultivos fungicos del Instituto de
Botanica Carlos Spegazzini, bajo los siguientes numeros de acceso: LPSc 1225; LPSc
1226 y LPSc 1227. Las caracteristicas de las estructuras fungicas observadas bajo
microscopio 6ptico fueron coincidentes con las registradas por Humber (1997) para B.

bassiana (Figura 2.4). Las secuencias generadas en este estudio mostraron un porcentaje
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de homologia con la secuencia tipo publicada por Rehner et al. (2011) del 98,95% para
la cepa LPSc 1225; 98,77% para la cepa LPSc 1226 y de 98,95% para la cepa LPSc
1227. Las secuencias de cada una de las cepas fueron ingresadas en el banco de genes
del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (bajo los numeros de acceso
MGO012790, MGO012791, y MGO012792) para B. bassiana LPSc 1225, LPSc 1226 y
LPSc 1227, respectivamente.

Figura 2.2: Adulto de S. cancellata infectado con Beauveria bassiana.
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Figura 2.3: Mapa con sitios de recoleccion de insectos y hallazgo de ejemplares de langosta

sudamericana infectadas naturalmente con el hongo entomopatdgeno B. bassiana.

Figura 2.4: Cepa LPSc 1225 de B. bassiana. Aspecto general y detalle de c-élula conididgena holoblastica.

2.4 Conclusiones parciales

A partir de los distintos muestreos llevados a cabo se pudieron aislar e identificar tres
cepas de B. bassiana que se encontraban infectando naturalmente a ejemplares adultos

de la langosta plaga S. cancellata. Siendo ésta la primera cita en Argentina de B.
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bassiana afectando adultos de S. cancellata. Es importante mencionar que los insectos
que fueron recolectados a campo y puestos en condiciones de estrés no desarrollaron
infecciones flungicas de entomopatdogenos. Los tres aislados de B. bassiana
anteriormente mencionadas LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227 fueron obtenidos a
partir de ejemplares muertos de S. cancellata que ya se encontraban esporulados en el
campo. El aislamiento de estos hongos entomopatégenos provenientes de infecciones
naturales de individuos adultos de S. cancellata pone de manifiesto, la susceptibilidad
de esta especie de acridio plaga al hongo entomopatogeno B. bassiana por primera vez

en la Argentina.
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CAPITULO 3

Evaluacion bajo condiciones controladas de
laboratorio de la patogenicidad y virulencia de hongos
entomopatogenos aislados a partir de ejemplares
parasitados de la langosta sudamericana S. cancellata.

3.1. Introduccion

La utilizacion de un aislado del hongo entomopatégeno como posible controlador
bioldgico de S. cancellata involucra varias etapas, entre ellas la etapa de evaluacion
bajo condiciones de laboratorio para poder seleccionar los candidatos mas promisorios
para el control de esta plaga. Dentro de esta etapa se realizan generalmente bioensayos,
en la cual uno o mas organismos vivos, en este caso ninfas de la langosta S. cancellata,
son utilizados como agente de prueba para poder determinar las variables respuesta,
objeto de esta investigacion. En relacidon con el presente trabajo, la variable respuesta
determinada fue la mortalidad ocasionada por los diferentes aislados B. bassiana contra
S. cancellata. El desarrollo de los bioensayos requiere una comprension profunda de los
requisitos del huésped y del patogeno (Butt y Goettel, 2000). Ademas, la utilidad de los
bioensayos recae principalmente en ser una técnica de deteccion relativamente simple,
en relacion a cantidades utilizadas y medios donde se llevan a cabo, donde las
condiciones ambientales pueden o no estar controladas, sin embargo, generalmente se
opta por controlar las condiciones del ambiente. El uso de bioensayos para determinar la
actividad de nuevos aislados es una tarea necesaria si se quiere conocer la actividad
insecticida de dichos aislados (McGuire et al., 1997). En todos los bioensayos se debe
incluir un control sin el in6culo fungico, para poder determinar la supervivencia de los
insectos en las condiciones de incubacidon posteriores a la inoculaciéon. Como en
cualquier estudio cientifico, todo el bioensayo debe repetirse en una fecha posterior,
preferiblemente utilizando otro lote de insectos y preparacion de indculo para garantizar
la reproducibilidad de los resultados y, por lo tanto, justificar las conclusiones. Aunque
son utiles para proveer informacion valiosa sobre la interaccion insecto-patdégeno-
ambiente, la validez de los resultados del bioensayo depende de su disefio, la ejecucion
del mismo, el andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos. El desafio final es

desarrollar bioensayos que puedan usarse para predecir la eficacia en el campo de las
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cepas evaluadas (Butt y Goettel, 2000). Por otro lado, es importante poder contar con
indculos fungicos bien desarrollados y jovenes que puedan expresar las mejores
caracteristicas de las cepas, en lo que respecta a su patogenicidad y virulencia .
Finalmente, otro punto a tener en cuenta es contar con una cria del insecto que se desee
ensayar, para asegurarnos que los mismos se encuentren libres de enfermedades y no
que provengan del campo ya que, podrian estar infectados con virus, hongos o bacterias

entre otros (Butt y Goettel, 2000).

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Ensayos de patogenicidad
Los aislados de B. bassiana LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227, fueron incubados en

APG durante diez dias a 25 °C en oscuridad en una estufa de cultivo (Semedix). Los
conidios producidos por cada una de las cepas fueron colectados mediante la utilizacion
de un “rastrillo plastico” descartable (Fisherbrand®) y colocados en tubos de ensayo con
una solucién de agua destilada estéril + 0.01% (v/v) del tensioactivo Tween 80"
(monolaurato de polioxietilen sorbitano) (Merck®). Para lograr una suspension
homogénea de conidios, los tubos se agitaron en vortex durante 2 minutos.
Posteriormente se filtraron a través de cuatro capas de muselina estéril para eliminar el
micelio del hongo y dejar pasar solo los conidios, evitando asi que se tapen los picos de
los aspersores utilizados en el ensayo, y se tomo6 una alicuota de esta suspension de
conidios para ser cuantificada utilizando un hemocitémetro (camara de Neubauer) (Prior
et al., 1995). Las suspensiones se ajustaron para obtener tres concentraciones distintas
de 1 x 10*, 1 x 10° y 1 x 10® conidios/ml. La viabilidad de los conidios de cada uno de
los aislados fingicos y de cada una de las concentraciones utilizadas en las pruebas de
patogenicidad se determinaron luego de 24 horas, seglin lo descrito por Goettel e Inglis
(1997). Para ello, se colocaron 800 pl de APG, en forma de una fina capa de
aproximadamente 2 mm de espesor sobre un portaobjetos (previamente esterilizado en
autoclave), ubicado en el interior de una placa de Petri que contenia un disco de papel
de filtro. Una cantidad de 400 pl de cada una de las suspensiones fingicas se sembrd
sobre el medio de cultivo. Luego se procedio a humedecer el papel de filtro con 1 ml de
agua destilada estéril y se colocé esta placa de Petri a 24 °C en oscuridad para permitir
la germinacion de las esporas. Al cabo de 24 horas se contd el nimero de conidios

germinados en relacion al nimero total de conidios. Se consideraron conidios
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germinados aquellos cuya longitud de tubo germinativo alcanzé la mitad de la longitud
del mismo conidio (Lane et al., 1988). Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y
se contaron 300 conidios en cada caso. En los ensayos de patogenicidad se realizaron
tres réplicas (en diferentes fechas) de 10 ninfas de tercer estadio cada una de S.
cancellata, las cuales fueron pulverizadas independientemente con 1 ml de cada una de
las suspensiones fingicas que contenfan 1 x 10%, 1 x 10° y 1 x 10® conidios ml™
utilizando un aspersor de vidrio de 33 cm’ de capacidad. Este procedimiento fue llevado
a cabo para cada uno de los aislados fungicos LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227.
Tres réplicas adicionales de 10 ninfas de tercer estadio de S. cancellata cada una, fueron
utilizadas como controles, las que fueron pulverizadas con 1 ml de una soluciéon de agua
destilada estéril + 0.01% [v/v] Tween 80 sin el indculo fingico. Tanto las ninfas
tratadas como los controles se mantuvieron en grupos de 10 individuos dentro de tubos
de acetato de 50 x 9 cm cuyos extremos fueron sellados con tejido mosquitero en ambos
extremos para permitir la circulacion de aire (Henry, 1985). Todos los insectos fueron
alimentados diariamente con hojas de lechuga, repollo y salvado de trigo. Este ensayo
fue realizado en el interior de un bioterio bajo condiciones controladas de temperatura,
fotoperiodo y humedad (30 °C, 14:10 h luz: oscuridad y 60% HR). Se registr6 la
mortalidad acumulada diariamente durante un lapso de 10 dias y el tiempo medio de
supervivencia (TMS), de acuerdo a Kaplan Meier (XLSTAT-life, 2013). Las ninfas de
S. cancellata muertas durante el transcurso que durd el ensayo fueron esterilizadas
superficialmente y colocadas en camara himeda e incubadas a 25 °C en oscuridad por
un periodo de 72 hs. La confirmacion de la muerte causada por accion fingica fue
comprobada mediante la observacion bajo microscopia optica del micelio y los conidios

del hongo que se encontraba esporulando sobre los ejemplares muertos de S. cancellata.

3.1.2 Analisis estadistico

Se realiz6 un Analisis de la varianza (ANOVA), para determinar si existen diferencias
significativas en lo que respecta a la virulencia de cada aislado fingico sobre ninfas de
tercer estadio de S. cancellata. Para comparaciones posteriores se utilizd un test de
Tukey (P= 0.05). Los anélisis de varianza se realizaron con el software InfoStat 2007
(InfoStat 2001). Cuando la mortalidad producida por cada una de las cepas fungicas
sobre los insectos, a cada una de las concentraciones testeadas, fue igual o superior al
50% se estimo6 el Tiempo Medio de Supervivencia utilizando la funcion de distribucion

de supervivencia de Kaplan-Meier (XLSTAT-life, 2013). Se estimo el tiempo de
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sobrevida para cada cepa fungica a cada una de las dosis evaluadas, sobre ninfas de
tercer estadio de S. cancellata, utilizando el software InfoStat 2007 (InfoStat 2001). Las
comparaciones por pares entre las curvas de supervivencia se realizaron mediante la
prueba de log-rank test. La relacion entre las concentraciones de cada aislado fingico y
la mortalidad observada sobre las ninfas de tercer estadio de S. cancellata fue
demostrada utilizando el Andlisis de Spearman Karber. Este andlisis permite estimar la
concentracion letal 50 (CL sg), es decir, la concentraciéon minima para matar el 50% de

la poblacion en estudio de los aislados fingicos con limites de confianza del 95%.

3.2 Resultados

La viabilidad promedio de los conidios luego de 24 hs, fue del 99,3% para la cepa LPSc
1227, de 97,6% para la cepa LPSc 1225 y del 95,6% para la cepa LPSc 1226. Con
respecto a la virulencia de los tres aislados fungicos testeados sobre ninfas de tercer
estadio de S. cancellata, B. bassiana LPSc 1227 causo6 la mayor mortalidad en cada una
de las concentraciones estudiadas. Los registros de letalidad variaron desde 100% a 33.3
+ 3.2% a las concentraciones de 1 x 10* y 1 x 10* conidios/ml, respectivamente (Fig.
3.1). Por otro lado, se pudo observar que el aislado fungico con menores porcentajes de
mortalidad (sin diferencias estadisticas) sobre ninfas de tercer estadio de S. cancellata
fue B. bassiana LPSc 1226, cuyos valores oscilaron entre 93,3 + 5,9% para la
concentracion mas alta y 10 £+ 2,3% para la mas baja (Fig. 3.1). Los datos analizados se
ajustaron a una distribucion normal. El andlisis de la varianza mostr6é diferencias
significativas en lo que respecta a la variable concentracion de conidios (F= 7,62; gl=2;
P= 0,0006), pero no se observaron diferencias significativas en la variable aislado
fingico y la interaccion concentracion*aislado fungico (Tabla 3.1). Se observaron
diferencias significativas (valor observado= 78,805; valor critico= 7,815; P<0,0001) de
acuerdo con Log-rank test, en lo que respecta al tiempo medio de supervivencia (TMS)
para cada una de los aislados evaluados y dichas diferencias pueden observarse en la
tabla de comparaciones multiples (Tabla 3.3). En este sentido, se pudo observar que el
aislado LPSc 1227 mostr6 el menor valor 6,24 + 0,23 dias para una concentracion de
1x10® conidios/ml, seguido por el aislado LPSc 1225 con 6,89 + 0,24 dias y por Gltimo
la cepa LPSc 1226 de B. bassiana con 8,26 + 0,22 dias para igual concentracién de
conidios. Nuevamente se observaron diferencias significativas (valor observado=

28,015; valor critico= 5,991; P<0,0001) de acuerdo a Log-rank test, en lo que respecta
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al tiempo medio de supervivencia (TMS), para cada una de los aislados evaluados y
dichas diferencias pueden observarse en la tabla de comparaciones multiples (Tabla
3.4), cuando la concentracion fue reducida a 1x10° conidios/ml, los valores de TMS
fueron de 7,82 + 0,51 dias para la cepa de B. bassiana LPSc 1227 y de 8,13 + 0,44 dias
para la cepa LPSc 1225, no pudiéndose calcular dicho pardmetro para la cepa LPSc
1226, debido a que el porcentaje de mortalidad para la concentracion mencionada arriba
fue inferior al 50%. Por ultimo, no se pudo calcular el TMS para ninguno de los
aislados de B. bassiana, cuando la concentracion fue de 1 x 10* conidios/ml, debido a
que la mortalidad sobre las ninfas de tercer estadio de S. cancellata fue inferior al 50%
en todos los casos. En lo que respecta al tiempo de sobrevida, se pudo observar
nuevamente que los menores valores sobre ninfas de S. cancellata se evidenciaron para
la cepa LPSc 1227 a cada una de las concentraciones evaluadas, seguida por la cepa
LPSc 1225 y por tltimo por la cepa LPSc 1226. Cuando la concentracién fue de 1x10°
conidios/ml, se pudo observar que no habia ninfas que sobrevivieron al dia 7 del
ensayo, cuando sobre las mismas fueron aplicados los conidios de la cepa LPSc 1227
(Figura 3.2). Cuando la concentracion utilizada fue de 1x10° conidios/ml nuevamente
los menores valores de sobrevida se observaron para la cepa LPSc 1227 con un 27% de
sobrevida al cabo de los 10 dias que dur6 el ensayo. Por el contrario, los mayores
valores fueron observados para la cepa LPSc 1226 con un 57% de sobrevida de las
ninfas al culminar el dia 9 del ensayo (Figura 3.3). Por ultimo, cuando la concentracion
fue de 1x10* conidios/ml, se pudo observar que el 67% de las ninfas de S. cancellata
lograron sobrevivir al finalizar el ensayo cuando la cepa utilizada fue la LPSc 1227,
mientras que este valor se elevo al 90% de sobrevida al cabo del dia 9 cuando la cepa

analizada fue la LPSc 1226 (Figura 3.4).
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Figura 3.1: Mortalidad acumulada (%) + desvio estandar, de ninfas de tercer estadio de Schistocerca
cancellata dentro de los 10 dias posteriores a la inoculaciéon con 1 x 10%; 1 x 10°y 1 x 10® conidios / ml
de Beauveria bassiana (LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227). Letras distintas indican diferencias
significativas para las diferentes concentraciones (conidios/ml), de acuerdo con Tukey test (P=0.05).

Tabla 3.1: Resultado del andlisis de varianza para la mortalidad causada por los distintos aislados de
Beauveria bassiana LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227, a distintas concentraciones, sobre ninfas de

tercer estadio de la langosta Schistocerca cancellata.

GL F P
Aislado (LPSc) 2 0,43 0,6500
Concentracion 2 7,62 0,0006
Aislado*Concentracion 4 0,04 0,9967

Los valores de CLsy y los limites de confianza de los diferentes aislados utilizados
contra las ninfas de S. cancellata se muestran en la Tabla 3.2. La menor CLso (1,71 %
10° conidios/ml) fue observada en el aislado LPSc 1227, por lo que se puede concluir
que este fue el mdas virulento para las ninfas de S. cancellata, seguido en orden

decreciente por los aislados LPSc 1225 y LPSc 1226 respectivamente (Tabla 3.2)

Tabla 3.2: Valores de CL5, con limites de confianza del 95% de los aislados de Beauveria bassiana sobre
ninfas de tercer estadio de la langosta sudamericana Schistocerca cancellata.

Aislados de B. bassiana CL 5 Limite de Confianza (95%)
LPSc 1225 453 x 10° 9,82 x 10° - 2,10 x 10°
LPSc 1226 1,99 x 10° 1,99 x 10°- 5,82 x 10°

LPSc 1227 1,71 x 10° 2,31 x 10*-1,27 x 10°
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Tabla 3.3: Tabla de comparaciones multiples, para cada uno de los aislados de B. bassiana para la
concentracion de 1x10® conidios/ml, en lo que respecta al TMS de acuerdo al test de Kaplam-Meier.

Comparaciones Valor observado Valor-p p-valor ajustado (Dunn-Sidak)
LPSc 1225*LPSc 1226 29,104 <0,0001 <0,0001
LPSc 1225*LPSc 1227 14,245 0,000 0,001
LPSc 1226*LPSc 1227 30,00 <0,0001 <0,0001

Tabla 3.4: Tabla de comparaciones multiples, para cada uno de los aislados de B. bassiana para la
concentracion de 1x10° conidios/ml, en lo que respecta al TMS de acuerdo al test de Kaplam-Meier.

Comparaciones Valor observado Valor-p p-valor ajustado (Dunn-Sidak)

LPSc 1225*LPSc 1227 29,000 <0,0001 <0,0001
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Figura 3.2: Curvas de sobrevida sobre ninfas de tercer estadio de S. cancellata cuando sobre las mismas
fue aplicada una concentracion de 1x10°® conidios/ml de cada una de las cepas de B. bassiana LPSc 1225;

LPSc 1226 y LPSc 1227.
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Figura 3.3: Curvas de sobrevida sobre ninfas de tercer estadio de S. cancellata cuando sobre las mismas
fue aplicada una concentracion de 1x10° conidios/ml de cada una de las cepas de B. bassiana LPSc 1225;

LPSc 1226 y LPSc 1227.
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Figura 3.4: Curvas de sobrevida sobre ninfas de tercer estadio de S. cancellata cuando sobre las mismas
fue aplicada una concentracion de 1x10* conidios/ml de cada una de las cepas de B. bassiana LPSc 1225;

LPSc 1226 y LPSc 1227.
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3.3 Conclusiones parciales

En los ensayos de laboratorio, si bien no se observaron diferencias significativas en lo
que respecta a los porcentajes de mortalidad, se pudo observar que el aislado de B.
bassiana LPSc 1227 fue el que produjo la mayor mortalidad, los menores valores de
TMS y tiempo de sobrevida, como asi también los menores valores de CLs, sobre ninfas
de tercer estadio de S. cancellata. Estos resultados colocan a este aislado como el mas

eficiente a la hora de controlar a ninfas de S. cancellata.
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CAPITULO 4

Actividad enzimatica (proteolitica, lipolitica y
quitinolitica), en condiciones de laboratorio de aislados
de B. bassiana obtenidos a partir de Schistocerca
cancellata.

4.1 Introduccion

En el proceso de infeccion de un entomopatégeno, la cuticula del insecto es la primera
barrera encontrada. Es por ello que estos microorganismos sintetizan una amplia
variedad de enzimas extracelulares involucradas en la degradacion de proteinas, quitina
y lipidos, los cuales son los principales componentes de la cuticula (Pedrini et al., 2007;
Schrank y Vainstein, 2010; Pelizza et al., 2012). Diferentes estudios sugieren que la
cantidad y calidad de proteasas y quitinasas sintetizadas por las cepas fingicas son las
que determinaran la virulencia en la relacion insecto huésped/patégeno (Fang et al.,
2007). Dada la relevancia de la accion enzimatica en la penetracion y la importancia de
la virulencia de las cepas, para un control biologico eficiente resulta importante
determinar la relacion entre los niveles de estas enzimas (quitinasas, proteasas y lipasas)

producidas por los hongos entomopatdgenos y su actividad insecticida.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Produccion de enzimas a diferentes temperaturas

El nivel de actividad enzimatica (quitinolitica, proteolitica y lipolitica) de cada uno de
los aislados de B. bassiana (LPSc 1225; LPSc 1226 y LPSc 1227) fue estimado en el
medio de cultivo APG suplementado con los siguientes sustratos especificos: quitina
azure (Sigma, C 3020) a una concentracion final de 0,08% segun Howard et al. (2003),
caseina al 0.5% para determinar la actividad proteolitica de acuerdo con Koneman y
Roberts (1987) y por tltimo para medir la actividad lipolitica se utilizd, monolaurato de
sorbitan (Tween 20) como sustrato lipidico de acuerdo a lo propuesto por Hankin y
Anagnostakis (1975). En cada placa de Petri conteniendo el medio y los sustratos se
sembrd en el centro un disco de agar de 6 mm de diametro con micelio de cada uno de
los aislados. Las actividades enzimaticas fueron evaluadas a tres temperaturas diferentes

4, 15y 26 °C. Para ello las placas de Petri sembradas fueron incubadas durante 15 dias
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en camara de cultivo (Semedic I 291 PF) a4 + 1°C, 15 £ 1°C y 26 + 1°C (Kathiresan y
Manivannan, 2006; Saparrat et al., 2008; Sabu et al., 2012; Sudarkodi et al., 2015).
Todos los ensayos fueron replicados tres veces a cada temperatura y la actividad
enzimadtica evaluada. Se estimo el crecimiento de cada aislado de B. bassiana midiendo
el diametro de cada colonia. La actividad hidrolitica fue estimada cualitativamente
segun el desarrollo de un halo alrededor de la colonia fingica formada y se expresé
semi-cuantitativamente como la relacion entre el halo hidrolitico y el didmetro de la

colonia segun la técnica descrita por Saparrat et al. (2008).

4.2.2 Analisis Estadistico

Se realiz6 un ANOVA de dos vias para determinar si las diferencias fueron
significativas entre los aislados fungicos con respecto a cada una de las variables
estudiadas (actividad quitinolitica, proteolitica y lipolitica a diferentes temperaturas).
Para comparaciones posteriores se utilizé una prueba de Tukey (P= 0.05). Los analisis

de varianza se realizaron con el software InfoStat 2007 (InfoStat 2001).

4.3 Resultados

El aislado B. bassiana LPSc 1227 mostrd los mayores valores de actividad enzimatica,
tanto quitinolitica como proteolitica a 4°C con valores de 2.31 + 0.31 cm y 1.78 + 0.04
cm, respectivamente (Tabla 4.1). El aislado B. bassiana LPSc 1226, mostrd los menores
valores de actividad quitinolitica y proteolitica a todas las temperaturas evaluadas
(Tabla 4.1). Por ultimo, el aislado LPSc 1225, fue el que mostro los mayores valores de
actividad lipolitica a cada una de las temperaturas evaluadas (Tabla 4.1). Se observaron
diferencias significativas en lo que respecta a la actividad lipolitica para cada una de las
dos variables estudiadas y la interaccion entre ellas (Tabla 4.2). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en relacion con las otras dos actividades
enzimaticas (quitinolitica y proteolitica) para cualquiera de las variables y la interaccion

entre ellas (Tabla 4.2).
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Tabla 4.1: Resultados de la actividad lipolitica, proteolitica y quitinolitica de los aislados de B. bassiana
LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227, a diferentes temperaturas, 4 °C, 15 °C y 26 °C. Los datos se
encuentran expresados en media + desvio estdndar. Letras distintas a la misma temperatura indican

diferencias significativas entre cepas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0,05).

Temperaturas Aislados de Beauveria bassiana (LPSc)
estudiadas
1225 1226 1227
Lipolitica
4°C 423+0,3 a 305+£02 b 2,78+0,3 b
15°C 1,18 +0,02 a 1,15+0,03 a 0+0 b
26°C 1,18+ 0,05 a 1,13+0,04 a 0+0 b
Proteolitica
4°C 1,27+0,14 a 1,10+0,08 a 1,78 +£0,04 a
15°C 1,11 £0,04 a 1,05+0,02 a 1,27+0,15 a
26°C 1,L15+0,1 a 1,04 +£0 a 240 b
Quitinolitica
4°C 0+0 a 0+0 a 2,31+£0,31 b
15°C 0+0 a 0+0 a 0,5+£0,2 b
26°C 1,30+1,2 a 0,69+0,1 b 1,01+0 b

Tabla 4.2: Analisis de varianza (ANOVA) sobre las actividades lipolitica, proteolitica y quitinolitica de
los aislados de Beauveria bassiana estudiados, a diferentes temperaturas e interaccion entre dichas

variables.
Lipolitica Proteolitica Quitinolitica
GL F P GL F P GL F P
Aislado 2 41,95 <0,0001 2 0.71 0,5060 2 14,71  0,0002
Temperatura 2 278,99 <0,0001 2 1.52 02446 2 8,36 0,0027
Aislado*Temperatur 6,71  <0,0017 4 0.81 05329 4 7,94 0,0007
a

4.4 Conclusiones parciales

La cepa de B. bassiana LPSc 1227 produjo los mayores niveles de actividad proteolitica
para cada una de las temperaturas evaluadas cuando la comparamos con las cepas LPSc
1225 y LPSc 1226. Por otro lado, mostrd una buena actividad quitinolitica (mostrando
los mayores valores en comparacion con las otras dos cepas a 4°C y 15°C). Por lo tanto,
y debido a que también fue la cepa més virulenta frente a ninfas de tercer estadio, fue
seleccionada como la principal candidata para las pruebas de biocontrol a campo sobre

S. cancellata.
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CAPITULO 5

Evaluacion preliminar, bajo condiciones de campo, de
la actividad de control del aislado Beauveria bassiana
LPSc 1227 sobre langosta sudamericana S. cancellata

5.1 Introduccion

En diciembre de 2019 se realizo el ensayo a campo en cercanias de la localidad Campo
Durén, Departamento General Jos¢ de San Martin, provincia de Salta. El sitio fue
elegido por la existencia de grandes poblaciones de langostas en estadio ninfal,
observandose numerosos grupos de ninfas marchando, denominadas bandas (Fig.5.1).
La zona es parte del area acrididgena y con alta presencia de S. cancellata durante el
resurgimiento de la plaga (2015-2021). Para realizar las pruebas se seleccion6 el aislado
B. bassiana LPSc 1227, ya que fue el que mostr6 mas eficiencia en las pruebas de
patogenicidad contra ninfas de tercer estadio de S. cancellata, en condiciones de
laboratorio, los menores valores de TMS, y produciendo los mayores niveles de
actividad proteolitica a las temperaturas evaluadas. Es importante resaltar que éste es el
primer estudio de la aplicacion de un microorganismo entomopatogeno para el control

de S. cancellata bajo condiciones de semi-campo en la Argentina.
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Figura 5.1: Bandas de S. cancellata en 2019. en la localidad Campo Duran, Departamento General José
de San Martin, provincia de Salta

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Ensayo preliminar bajo condiciones de semi-campo contra ninfas
de la langosta S. cancellata

El ensayo se realiz6 dentro del Establecimiento “La Iluminada” (Latitud -22.20377,
Longitud: -63.44121), que se dedica a la produccion agricola. En el momento de la
ejecucion del ensayo, en la propiedad no habia cultivos y la plaga se encontraba en

rastrojos y areas de montes del establecimiento. Se utilizaron jaulas de aluminio con
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tejido mosquitero (30 cm x 30 cm), dentro de las cuales fueron alojadas 20 ninfas de
tercer estadio de S. cancellata, las cuales fueron alimentadas durante el tiempo que durd
el ensayo con hojas de arbustos de la zona (Fig. 5.2). Las pruebas se realizaron sobre
ninfas con el objetivo de lograr un control temprano simulando una situaciéon real de
manejo preventivo de esta plaga. Esto se debe a que la etapa juvenil es el momento
optimo de control ya que, los insectos no tienen capacidad de vuelo y los tratamientos
pueden hacerse de manera localizada (Senasa, 2018). Asimismo, se utilizaron ninfas de
tercer estadio buscando obtener un mayor éxito de penetracion del hongo debido al
estado de desarrollo de la cuticula del insecto (Pelizza et al., 2012, 2018, 2021). El
bioinsecticida se formulé como polvo mojable con base en conidios de la cepa LPSc
1227 de B. bassiana a una concentracion de 8 gr del producto por hectirea. El
formulado fue desarrollado en colaboraciéon con la empresa de insumos agricolas
NITRAP SRL, mediante la firma de un convenio (Resolucion CONICET -2018-2531)
cuya finalidad es el desarrollo de un formulado biolégico en base a hongos
entomopatogenos para el control de tucuras y langostas. La concentracion final del
formulado fue de 1x10® conidios/g de producto. Los ninfas que se encontraban en el
interior de las jaulas fueron pulverizadas a modo de spray con una motomochila marca
Stilh®, con una suspension del formulado biolégico en 9.5 litros de agua y 500 cc de
aceite de soja, volumen con el cual se cubre una superficie aproximada de 0,25
hectareas (Figura 5.3). Se realizaron tres réplicas de 20 ninfas cada una tratadas con el
formulado bioldgico y un control tratado de igual modo, pero sin el agregado del
in6culo fungico, es decir, fueron rociadas solo con aceite de soja que fue el liquido con
el cual se mezcl6 el producto (polvo mojable). Las jaulas con los insectos en su interior,
tanto tratados como controles, fueron colocadas sobre un terreno plano a la intemperie
en una zona en la cual se encontraba una gran cantidad de ninfas de S. cancellata. La
separacion entre jaulas fue de 1 metro, salvo las jaulas control que fueron colocadas
posteriormente a la aplicacion del bioinsecticida a 3 metros de distancia de las jaulas
tratadas. Los registros de mortalidad se realizaron cada 24 horas hasta los 14 dias
posteriores a la inoculacion. Los insectos muertos fueron retirados y esterilizados
superficialmente primero en alcohol 70° (5 segundos) y luego con hipoclorito de NaClO
al 0.5% (1 min), posteriormente se realizaron dos bafios sucesivos en agua destilada
estéril. Los insectos asi tratados fueron colocados en camaras hiimedas a fin de
favorecer la manifestacion del microorganismo (Lacey y Brooks, 1997). La

confirmacion de la mortalidad debido a la accidon fungica fue realizada mediante la
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visualizacion de la manifestacion externa del hongo entomopatégeno y confirmacion

mediante observacion microscopica por contraste de fases del micelio.

Figura 5.2: a) Instrumental utilizado para la colecta de ninfas y armado de jaulas. b)
Jaulas de aluminio y c) Ninfas de S. cancellata de tercer estadio.

Figura 5.3: Aplicacion con motomochila sobre jaulas con ninfas de langosta sudamericana.
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5.3 Resultados

En lo que respecta a la mortalidad ocasionada sobre los insectos tratados con el
formulado biologico en base al aislado de B. bassiana LPSc 1227, se observaron en
todas las réplicas mortalidades superiores al 50%. La mortalidad en los insectos tratados
fue del 56,2% para la jaula 1, del 68,7% para la jaula 2 y del 62,5% para la jaula 3
(Figura 5.4). La mortalidad obtenida en los insectos tratados fue corregida utilizando la
formula de Abbott (1925), debido a que se observd una mortalidad del 20% en los
insectos control. Se registraron mediante la utilizacién de un termohigrografo datos de
temperatura y humedad relativa ambiente durante la aplicacion del producto, las cuales

fueron de 27°C y 46% respectivamente.
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Figura 5.4: Porcentaje de mortalidad producido por el formulado fngico sobre ninfas de tercer estadio de
la langosta sudamericana Schistocerca cancellata, al cabo de 14 dias.

5.4 Conclusiones parciales

Los resultados obtenidos en la primera prueba realizada en condiciones de semi-campo
con el formulado bioldgico del hongo entomopatogeno B. bassiana, han sido muy
positivos debido a la obtencion de una mortalidad promedio en los insectos tratados del
62,4%. Los ensayos deben repetirse en nuevas aéreas y con distintas formulaciones que

mejoren la performance del entomopatdgeno. Es importante mencionar que este trabajo
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se esta realizando en colaboraciéon con la empresa NITRAP SRL, interesada en el

desarrollo de un formulado biolégico a base de B. bassiana LPSc 1227.



48

CAPITULO 6
DISCUSION Y CONCLUSIONES FINALES

6.1 Discusion

Algunas de las ventajas que ofrecen los hongos entomopatdégenos para su uso en
programas de control microbiano de insectos plaga son: su alta especificidad,
transmision por contacto, dispersion natural, seguridad para organismos no blanco y la
capacidad de mantener un control duradero una vez establecidos en el ambiente (Van
Driesche et al., 2007).

Este es el primer trabajo donde se lograron aislar tres aislados nativos del hongo
entomopatogeno de B. bassiana a partir de la langosta sudamericana S. cancellata, 1os
cuales fueron depositados en el cepario del Instituo Spegazzini con los siguientes
cddigos identificatorios: LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227. Si bien, se han registrado
infecciones ocasionadas por B. bassiana en distintas especies de tucuras y langostas en
diferentes regiones del mundo (Goettel, 1992) e incluso en nuestro pais (Pelizza ef al.,
2010), hasta el presente, no existian registros de ninguna especie de hongo
entomopatdgeno afectando a S. cancellata. Por otro lado, es importante tener en cuenta,
que estos tres aislados de B. bassiana fueron hallados en los alrededores de la localidad
de Taboada en la provincia de Santiago del Estero, donde las temperaturas son elevadas
y la humedad relativa ambiente es baja, condiciones desfavorables para el desarrollo
fungico (Jaronski, 2010). Por lo tanto, el aislado de B. bassiana LPSc 1227, que resultd
ser el mas efectivo en los ensayos del presente trabajo, parece estar adaptado a las
condiciones estresantes que constituyen una limitante en el el uso de entomopatdgenos
en el control biologico de langostas (Pelizza et al., 2012).

La patogenicidad de los hongos entomopatogenos se rige por muchas condiciones
diferentes relacionadas con el huésped involucrado, el patdgeno mismo y el ambiente.
La penetracion del hongo a través de la cuticula del insecto estd mediada por la
combinacion de procesos mecanicos y enzimaticos (St. Leger et al., 1986a,b; Vega et
al., 2012). Los hongos entomopatdégenos como B. bassiana penetran la cuticula del
insecto, con la ayuda de diversas enzimas extracelulares que degradan dicha cuticula.
Las principales enzimas que intervienen en este proceso son las proteasas, quitinasas y

lipasas (Binod et al., 2007). En las distintas especies de hongos entomopatdgenos estas
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hidrolasas juegan un factor clave en la virulencia, debido a que los sustratos que
degradan son los componentes estructurales de la cuticula del insecto (Pedrini et al.,
2007). Se han investigado las propiedades cataliticas y reguladoras de estas enzimas, asi
como su potencial para el posible desarrollo como bioplaguicidas y agentes de control
bioldgico microbiano para varias plagas de insectos (Kramer et al. 1997). Entre las
enzimas producidas por las distintas especies de hongos entomopatdgenos, las enzimas
quitinoliticas juegan un papel clave en la despolimerizacion del exoesqueleto del insecto
durante el ataque de hongos entomopatdgenos (Sahai y Manocha, 1993).

En condiciones de laboratorio, se observaron diferencias en la mortalidad de ninfas de
tercer estadio de S. cancellata producida por los tres aislados nativos de B. bassiana
obtenidos en el presente trabajo. Esto podria relacionarse con la capacidad de los
diferentes aislados para superar la respuesta inmune de los insectos y a mecanismos
moleculares y fisiologicos como la excrecion de enzimas extracelulares (Valero-
Jimenez et al., 2014). En este estudio el aislado de B. bassiana LPSc 1227 fue el que
produjo la mayor mortalidad a cada una de las concentraciones estudiadas con
porcentajes de mortalidad de 100, 60 y 33,3% a concentraciones de 1x10% 1x10° y
1x10* conidios/ml, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Prior et al. (1995), quienes informaron porcentajes de mortalidad similares luego de
aplicar las mismas concentraciones fungicas sobre la langosta plaga S. gregaria. Por
otro lado, esta cepa mostré los menores valores de TMS a cada una de las dosis
evaluadas, este es otro parametro que se tuvo en cuenta a la hora de seleccionarla para
realizar con ella los ensayos a semi-campo. Esta mayor virulencia expresada por el
aislado LPSc 1227 de B. bassiana podria estar determinada por los mayores niveles de
actividad proteolitica para cada una de las temperaturas evaluadas, mientras que,
ademds mostrd los mayores niveles de actividad quitinolitica a temperaturas de 4°C y
15°C. En este sentido es oportuno mencionar, que la quitinasa es la enzima mas
importante a tener en cuenta con respecto a la virulencia de una cepa flngica
entomopatogena debido a que es la responsable de degradar el polimero de quitina,
principal componente de la cuticula del insecto (Dhawan y Joshi, 2017). Los resultados
obtenidos concuerdan con los de Khosravi et al. (2015) y Dhawan y Joshi (2017).
Segun estos autores, los aislados fingicos que producian los valores mas altos de
actividad quitinolitica y proteolitica, también causaban una mayor mortalidad en la
mosca de sierra rosa Arge rosae y la oruga Pieres brassicae, respectivamente. En lo que

respecta al ensayo realizado bajo condiciones de semi-campo, con el aislado LPSc 1227
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de B. bassiana, se obtuvo una mortalidad promedio de 62,4% sobre ninfas de tercer
estadio de S. cancellata. Si bien los resultados obtenidos bajo condiciones de semi-
campo son alentadores, se necesitara realizar una mayor cantidad de este tipo de
ensayos, bajo distintas condiciones climaticas y regiones geograficas, donde
normalmente se encuentran los ejemplares de S. cancellata para poder confirmar el

efecto controlador del aislado B. bassiana LPSc 1227.

6.2 Conclusiones

S. cancellata es una plaga con un gran potencial de dafio cuyo resurgimiento, desde el
afio 2015, amenaza a varios paises de Sudamérica. Para lograr un manejo efectivo de la
plaga se requieren distintas herramientas de control, en donde el biocontrol es una
estrategia fundamental que hoy no es una alternativa disponible para ser utilizada. En
este trabajo se encontraron y apartaron por primera vez en Argentina, tres aislados de B.
bassiana a partir de la langosta sudamericana S. cancellata. Los aislados fueron
depositados en el cepario del Instituto de Botanica Carlos Spegazzini (FCNyM-UNLP)
con los siguientes codigos identificatorios; LPSc 1225, LPSc 1226 y LPSc 1227. Los
resultados obtenidos demostraron el potencial del aislado de B. bassiana LPSc 1227,
como agente de control biologico de S. cancellata. A través de la investigacion
realizada, se concluye que este aislado podria ser una pieza clave en el manejo
preventivo y una alternativa al control quimico de S. cancellata. Para ello es necesario
continuar con nuevos estudios que permitan validar dicho ACB, logrando su registro

oficial y disponibilidad para su uso a nivel comercial.
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