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Resumen Schapovaloff MariaElena

RESUMEN

La Republica Argentina es e primer productor mundial de “yerba mate” Ilex
paraguariensis (St. Hil.), e 90% de la produccion nacional se cultiva en la provincia de
Misiones y & 10% restante en la region correntina que limita con ella. Las principales
especies plaga de este cultivo en la provincia de Misiones son: Hedypathes betulinus
(Klug) (Coleoptera: Cerambycidae) popularmente conocido como “taladro o tigre de la
yerba mate” y Gyropsylla spegazziniana (Liezer) (Hemiptera: Psyllidae) “rulo o psilido
delayerbamate’.

Los métodos de control mas utilizado para estos insectos plaga de la yerba mate
son e control cultura y € control quimico. El control cultural para H. betulinus
consiste en la colecta manual de los adultos como asi también la poda y €
desmalezamiento degjando fgjas de vegetacion secundaria entre las lineas de las plantas
de yerba mate favoreciendo la visualizacion del insecto y eliminacion de las regiones de
preferencia de abrigo, exponiéndolos a la insolacion y accién de predadores. Para €
control de G. spegazziniana se realiza la poda de los brotes atacados, que también son
necesarios para mantener € vigor, la forma y la calidad de las plantas. El control
quimico para ambas especies plaga consiste en la aplicacion de insecticidas, sin
embargo, este tipo de mangjo no es indicado, ya que existe la posibilidad de degar
residuos, pudiendo acarrear riesgos de intoxicacion alos consumidores, debido a que la
yerba mate se consume practicamente in natura. En las Ultimas décadas se ha
incrementado €l interés en e mango integrado de plagas (MIP) cuyo fundamento es la
integracion de diferentes estrategias de control para reducir @ minimo € uso de
plaguicidas quimicos. Este tipo de manejo contempla la utilizacion de patégenos,
parésitos y depredadores para € control de insectos plaga, 10 que ha promovido la
busqueday € estudio de organismos entomopatdgenos como virus, bacterias, protozoos
y hongos, para ser utilizados en programas de control de insectos perjudiciales. Entre
los microorganismos utilizados para €l control biolégico, los hongos constituyen un
importante grupo de patdgenos de insectos y otros artrépodos plaga. Estos hongos son
considerados excelentes candidatos como agentes de control biolégico, ya que pueden

infectar a los insectos directamente a través de la penetracién de la cuticula, presentan
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dispersion activa y pasiva, persistencia en € medio, tolerancia a factores adversos
debido al desarrollo de esporas de resistencia, y su manipulacion en cultivos in vitro es
relativamente facil. En la Argentina existen varias referencias sobre la presenciay € uso
de hongos patdgenos de insectos plaga, sin embargo, no existen estudios referentes a los
hongos patdgenos de los insectos plaga de la yerba mate. En base a este contexto se
decidi6 plantear como objetivo general €l estudio de la diversidad y patogenicidad de
hongos patdgenos de insectos plaga de la yerba mate en la region del Noreste
Argentino.

Se realiz6 una prospeccion de adultos y estados juveniles de H. betulinus y G.
spegazziniana en €l periodo comprendido entre mayo de 2008 y septiembre de 2010 con
un frecuencia de una vez cada 15 dias, en diferentes localidades de la provincia de
Misiones. Como resultado de estos sucesivos muestreos no se observaron infecciones
fungicas evidentes en campo, asi como tampoco luego del periodo de mantencion de los
insectos en laboratorio. En diferentes cultivos de yerba mate organico y convencional de
la provincia de Misiones, se recolectaron 40 muestras de suelo, como resultado de estos
sucesivos muestreos pudieron obtenerse 29 aislamientos in vitro de hongos
entomopatdgenos, |os hongos se ubicaron taxonémicamente en € Phylum Ascomycota,
Clase Sordariomycetes, Orden Hypocreales, de los cuales 17 fueron identificados como
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., 2 como Metar hizium anisopliae (Metsch) Sorok. y 10
como Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Hywel-Jones & Samsom.

Se evalud la patogenicidad de 24 aislamientos de hongos entomopatégenos
Hypocreales sobre adultos de H. betulinus (Coleoptera: Cerambycidag) en condiciones
de laboratorio, siendo 15 aislamientos de B. bassiana, 2 aislamientos de M. anisopliae y
7 aislamientos de P. lilacinum. Los aislamientos de B. bassiana causaron porcentajes de
mortalidad superiores al 53%, siendo los aislamientos CEP 334 y CEP 335 los mas
patogénicos, ya que causaron un 86,7% de mortalidad. Los aislamientos de M.
anisopliae causaron porcentajes de mortalidad superiores al 70%, siendo €l aislamiento
CEP 350 el mas patogeénico, ya que causd un 83,3% de mortalidad. Sin embargo, no se
observo patogenicidad por parte de los aislamientos de P. lilacinum.

También se evaud la patogenicidad de 25 aislamientos de hongos
entomopatdgenos Hypocreal es sobre adultos de G. spegazziniana (Hemiptera: Psillidae)
en condiciones de laboratorio, siendo 17 aislamientos de B. bassiana, 2 aislamientos de

M. anisopliae y 6 aislamientos de P. lilacinum. Se detectd6 muy poca patogenicidad por
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parte de los aislamientos de B. bassiana y fue nula por parte de M. anisopliae y P.
lilacinum.

Tomando como base los resultados obtenidos, se puede concluir que los
aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae obtenidos a partir de muestras de suelo de
la provincia de Misiones tendrian condiciones potenciales para ser utilizados como
agentes de control biologico de H. betulinus en cultivos de yerba mate de importancia

econdmica en nuestro pais.
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ABSTRACT

Argentina is the world's largest producer of "Paraguay tea' Ilex paraguariensis
(St. Hil.), 90% of nationa production is grown in the province of Misiones and the
remaining 10% in the Corrientes region that borders it. The main pest species of ricein
the province of Misiones are Hedypathes betulinus (Klug) (Coleoptera: Cerambycidae),
popularly known as "drill or tiger of Paraguay tea' and Gyropsylla spegazziniana
(Liezer) (Hemiptera: Psyllidae) "loop or psilide of Paraguay ted".

The control methods used for these insect pests of Paraguay tea are cultura
control and chemical control. Cultural control for H. betulinus involves the manual
collection of adults as well as pruning and weeding, leaving strips of secondary
vegetation between the lines of Paraguay tea plants favoring visualization of insect and
elimination of the warm regions of preference, exposing them to sunlight and action of
predators. To control G. spegazziniana attacked sprouts pruning is performed, which are
also necessary to maintain the strength, shape and quality of plants. Chemica control
for both pest species involves the application of chemical insecticides, however, this
type of management is not indicated, since there is the possibility of residue, wich can
carry toxic risk to consumers, because the Paraguay tea is practically consumed in
natura. During the last decades the interest in integrated pest management (IPM) has
increased, since its principal goal is to integrate different pest control strategies to
reduce the use of synthetic insecticides. This kind of control involves the use of
pathogens, parasites and predators to control insect pests, and this was one of the
reasons supporting the survey and study of entomopathogenic microorganisms such as
viruses, bacteria, protozoa and fungi to be used in insect pest control. Among the
microorganisms used for biological control of insects, fungi are an important group of
pathogens of insects and other arthropod pests. These fungi are considered to be
excellent candidates as biological control agents, because they can infect insects directly
through the cuticle, having easy dispersion, persistence in the ecosystem, tolerance to
adverse factors for the development of spores of resistance, and manipulation in vitro is

relatively easy. In Argentina there are severa references to the presence and use of
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fungal pathogens of insect pests, however, there are no studies on fungal pathogens of
insect pests of Paraguay tea. Based on this background it was decided to raise the
general objective of the study of diversity and pathogenicity of fungal pathogens of
insect pests of Paraguay teain the region of northeastern Argentina.

We conducted a survey of adults and juveniles of H. betulinus and G.
spegazziniana in the period between May 2008 and September 2010 with a frecuency of
once every 15 days in different localities of the province of Misiones. As a result of
these successive samples no apparent fungal infections in the field were observed, nor
after the maintenance period of the insects in the laboratory. In different cultivated of
Paraguay tea organic and conventional in the province of Misiones, we collected 40
samples of soil, as a result of these successive samples and were isolated in vitro 29 of
entomopathogenic fungi isolates, fungi are taxonomicaly placed in the Phylum
Ascomycota, Class Sordariomycetes, Order Hypocreaes, of which seventeen isolates
were identified as Beauveria bassiana (Bals)Vuill., two isolates of Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sorok. and ten of Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard,
Hywel-Jones & Samson.

We evaluated the pathogenicity of 24 isolates of entomopathogenic fungi
Hypocreadles on adult H. betulinus (Coleopteras Cerambycidae) under l|aboratory
conditions, with fifteen isolates of B. bassiana, two isolates of M. anisopliae and seven
isolates of P. lilacinum. The isolates of B. bassiana caused mortality rates exceeding
53%, and isolates 334 and CEP 335 CEP were the most pathogenic, and that caused
86.7% mortality. The isolates of M. anisopliae caused mortality above 70%, the
isolation CEP 350 was the most pathogenic, and that caused 83.3% mortality. However,
it was observed by pathogenic isolates of P. lilacinum.

We aso evaluated the pathogenicity of 25 isolates of entomopathogenic fungi
Hypocredles on adult G. spegazzinaina (Hemiptera: Psillidae) under laboratory
conditions, with seventeen isolates of B. bassiana, two isolates of M. anisopliae and six
isolates of P. lilacinum. Little ability was detected by pathogenic isolates of B. bassiana
and M. anisopliae was nil of P. lilacinum.

Based on all results obtained, we conclude that the isolates of B. bassiana and
M. anisopliae obtained from soil samples from de province of Misiones have potential
conditions to be used as biological control agents of H. betulinus and G. spegazziniana

cultivation Paraguay tea of economic importance in our country.
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INTRODUCCION

La “yerba mate’ llex paraguariensis (Saint Hilaire, 1822), la especie mas
comunmente utilizada del género, pertenece a la familia Aquifoliaceae que presenta
cerca de 600 especies, de las cuaes 220 son nativas de Américadel Sur (Scherer, 1997;
Sturion y Resende, 1997). El &ea de dispersion geogréfica de esta especie esta
restringida a los siguientes paises; Argentina, Brasil y Paraguay. En nuestro pais, si bien
la provincia de Misiones es la principa productora, existen en e nordeste de la
provincia de Corrientes numerosos establ ecimientos que practican su cultivo (De Coll y
Saini, 1992). lede y Machado (1989) citaron 86 especies de insectos alimentandose de
diferentes partes de la planta, por eso, pocas pueden ser consideradas plagas, ya que la
mayoria ocurre esporadicamente en bgjos niveles poblacionales, no causando dafios
econdémicos significativos. Solo seis especies de insectos son consideradas plagas del
cultivo: Hedypathes betulinus (Klug, 1825) (Coleopteras Cerambycidae); Gyropsylla
spegazziniana (Lizer y Trelles, 1919) (Hemiptera: Psyllidag); Thelosia camina (Schaus,
1920) (Lepidoptera: Eupterotidae); Hylesia (Hubner, 1820) (Lepidoptera: Saturniidae);
Ceroplastes grandis (Hempel, 1900) (Hemiptera: Coccidae); e Isomerida picticollis
(Bates, 1881) (Coleoptera: Cerambycidae) (lede et al., 2000).

Hedypathes betulinus conocido como “taladro o tigre de la yerba mate’,
pertenece al orden Coleoptera, familia Cerambycidae. Es considerado € insecto que
causa los dafios mas severos en los cultivos de yerba mate (Soares e lede, 1997). Los
adultos se alimentan de la corteza de las ramas mas jovenes y mas vigjas (Galileo et al.,
1993; Soares, 1998; Guedes et al., 2000). Algunas hembras después de |la postura se
alimentan de las raices finas que afloran de la superficie del suelo. Las larvas cuando
recién eclosionan, perforan con sus mandibulas la corteza de la planta hasta encontrar €l
lefio que les sirve de alimento. Construyen galerias ascendentes o descendentes en
espiral, dirigiéndose hacia las raices de la planta donde provocan los mayores dafios.
Los dafios dificultan la circulacion de la savia, debilitando las plantas (Candido Filho,
1929; Alencar, 1960; Pedrosa-Macedo et al., 1993; Penteado, 1995).

Gyropsylla spegazziniana conocida como “rulo o psilido de la yerba mate’,
pertenece a orden Hemiptera, familia Psyllidae. Los psilidos son insectos pequefios,
semejantes a cigarritas y de habito succionador (Gallo et al., 2002). G. spegazziniana es
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especifica del cultivo de yerba mate, siendo considerada una de las principales plagas.
Los adultos y ninfas de G. spegazziniana succionan savia de las hojas nuevas e inyectan
toxinas que causan hipertrofia en los tejidos, dando origen a estructuras, |lamadas
agallas, que resguardan a las ninfas. Las hojas deformadas se desarrollan mal y caen
después de la salida de los insectos, reduciendo e rendimiento en la produccion.
Cuando el ataque ocurre en mudas recién plantadas, hay un retraso en su desarrollo
(Chiaradia, 2000).

Los métodos de control més utilizados para |os insectos plaga de la yerba mate
son €l control cultural y e control quimico. Seglin Soares e lede (1997), la colecta
manual de los adultos de H. betulinus de la yerba mate es una de las précticas
actualmente recomendada para € control de esta plaga. EI empleo de otras tacticas para
la reduccion de niveles poblacionales también deben ser empleados, como lapoday €
desmalezamiento, dejando fajas de vegetacion secundaria entre las lineas de las plantas
de yerba mate. Estos métodos favorecen la visualizacion del insecto y eliminan las
regiones de preferencia de resguardo, exponiéndolos a la insolacion (desecacion) y
accion de predadores. El control de G. spegazziniana puede redlizarse a través de la
poda de los brotes atacados, que también son necesaria para mantener €l vigor, laforma
y la calidad de las plantas. Se debe tener cuidado para evitar podas exageradas, ya que
pueden perjudicar e metabolismo normal de las plantas (Da Croce, 2000; Diaz, 1997,
lede y Machado, 1989; Penteado, 1995).

En un programa de MIP, todas las técticas de supresion poblacional y métodos
de control son importantes y pueden ser utilizados. Sin embargo, € uso de moléculas
insecticidas en plantaciones forestales presenta serias restricciones. Para la yerba mate,
el empleo de estos productos fueron prohibidos en Brasil no siendo asi en Argentina, no
hay principios activos comprobadamente eficaces y de baja toxicidad para este cultivo
(Soares e lede, 1997). Ademas de esto la aplicacién y la eficiencia a campo deben ser
adecuados a comportamiento y distribucion del insecto en el areay en la planta (Leite
et. al., 2006a). Debido a esto, los métodos de control citados a seguir, con reducido
impacto ambiental y de facil armonizacion entre si, son los recomendados para e MIP
en yerba mate (Soares e lede, 1997). Por |o tanto, a nivel mundia se ha comenzado a
evaluar otros métodos de control tales como e control biologico, e cual consiste en €
utilizacion de enemigos naturales de las plagas (parasitoides, depredadores y

mi croorgani Smos patégenos) para mantener las poblaciones de las plagas en un nivel ta
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gue no genere un dafo importante en las plantaciones (Van Lenteren y Woets, 1998;
Berryman, 1999; Eilenberg et al., 2001).

Los hongos entomopatdgenos son un grupo de microorganismos que tienen la
particularidad de infectar a diferentes grupos de insectos y otros artropodos, como las
arafias y los é&caros (Boucias y Pendland, 1998). Estos hongos son considerados
excelentes candidatos como agentes de control bioldgico, ya que pueden infectar a los
insectos directamente a través de la penetracion de la cuticula, presentan dispersion
activa o pasiva, persistencia en e medio, tolerancia a factores adversos debido al
desarrollo de esporas de resistencia, y su manipulacion en cultivos in vitro es
relativamente facil (Landa et al., 1994; Murrin, 1996; Hajek, 2005).

Soares et al. (1995) y Soares e lede (1997) detectaron la ocurrencia natural de
los géneros B. bassiana y M. anisopliae en adultos de H. betulinus, en un yerbal del
municipio de Ivai, Parana, Brasil. Para estos autores, cuando estos hongos son
adecuadamente vehiculizados y aplicados, pueden presentar elevado potencial de
control, bajo impacto ambiental y pocos residuos en e producto. Ademas de esto,
pueden permanecer activos por largos periodos en € ambiente del cultivo. Estos
organismos se encuentran naturalmente en los yerbales, indicando, también su
adaptacion al ecosistema modificado.

Sosa Gomez et al. (1994) relataron que en plantas de yerba mate, en Gobernador
Virasoro, provincia de Corrientes, Argentina, se registraron niveles de infeccion de
hasta 90% por e hongo Zoophthora radicans (Brefeld) sobre adultos de G.
spegazziniana. En €l Brasil, Alves et al. (2009) relataron esta misma asociacion, en un
yerbal en Cascavel, Parang, Brasil, con niveles semgantes de ocurrencia de la
poblacion, siendo |os Unicos registros de entomopatdgenos sobre G. spegazziniana.

En Brasil, numerosos estudios estan siendo realizados para evaluar €l efecto de los
hongos entomopatdgenos sobre “plagas de la yerba mate” en condiciones de laboratorio
y a campo (Ribeiro, 1993; Dalla Santa, 2000; Oliveira et al., 2000; Leite et al., 2000;
Leite et al., 2003; Leite et al., 2006b).

En la Argentina existen varias referencias sobre la presencia y € uso de hongos
patdgenos de insectos plaga (Marchionatto, 1934; Yasem de Romero, 1984; Loépez
Lastra, 1988, 1989, 1990; Lecuona, 1999; Toledo et al., 2004, 2008; LOpez Lastra y
Scorsetti, 2006, 2007; Scorsetti, 2007a, 2007b, 2008). Sin embargo, no existen

referencias de hongos patdgenos de insectos plaga de la yerba mate en la Argentina.
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Por lo tanto, en este proyecto de investigacion se ha profundizado sobre €
estudio de la interaccion de los hongos patdgenos y |os insectos plaga de |a yerba mate
de la provincia de Misiones, Argentina. En primer lugar, se realizé una prospeccion y
relevamiento de los hongos patdgenos durante el periodo comprendido entre mayo de
2008 y septiembre de 2010. Luego, los hongos entoopatdgenos aislados fueron
identificados y caracterizados por métodos morfolégicos y moleculares, y la

patogenicidad de éstos se evalud bajo condiciones de |aboratorio.
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ANTECEDENTES

1.1. YerbaMate (Ilex paraguariensis St. Hil.)

La “yerba mate’ llex paraguariensis (Saint Hilaire, 1822), la especie mas
comunmente utilizada del género, pertenece a la familia Aquifoliaceae que presenta
cerca de 600 especies, de las cuales 220 son nativas de Américadel Sur (Scherer, 1997;
Sturion y Resende, 1997). El &ea de dispersion geogréfica de esta especie esta
restringida a los siguientes paises; Argentina, Brasil y Paraguay. En nuestro pais, si bien
la provincia de Misiones es la principa productora, existen en e nordeste de la
provincia de Corrientes numerosos establ ecimientos que practican su cultivo (De Coll y
Saini, 1992). La provincia de Misiones, Republica Argentina, corresponde a la region
biogeogréfica Paranaense de clima subtropical himedo. Esta region presenta diferentes
tipos de suelos, siendo los mas caracteristicos los derivados del basalto. Estos suelos son
conocidos como "lateriticos' o "latosoles’, y su coloracion es rojiza 0 marron-rojiza
debido a la descomposicion de los basaltos y meléfiros arcillosos; ademas son écidos
con un alto contenido de éxido de hierro, aluminio y nitrégeno.

La planta |. paraguariensis es una especie umbrofila, de clima templado
subtropical, con lluvias regularmente distribuidas a lo largo del afio (Carvaho, 1994).
Crece en forma nativa o cultivada en suelos profundos, bien drenados, ligeramente
acidos, pero no tolera suelos muy compactos. Latierra colorada de Misiones, cargada de
oxido de hierro, son las mejores, habida cuenta del desarrollo que la yerba mate
adquiere sobre este tipo de suelo. La planta en un hébitat natural, puede medir entre 10 a
15 metros de aturay su densidad puede exceder centenas de individuos por hectarea
(Carpanezzi, 1995; Miranda y Urban, 1998). El tronco es de color gris, generalmente
con 20 a 25 cm de diametro. Las hojas son ssimples y aternas, se muestran estrechas en
la base y ligeramente obtusas en € veértice. Las flores son de color blanco, pequefias,
dispuestas en las axilas de las hojas superiores. El fruto es globoso, de color verde
pasando arojo en su madurez (Mazuchowski, 1991; Valduga, 1995).

La yerba mate presenta un elevado indice de consumo domeéstico y también
genera ingresos por ventas en el exterior. Moviliza a los sectores productivo, industrial

y comercial, siendo un cultivo estratégico desde el punto de vista de ocupacion de mano
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de obra. La importancia de la yerba mate, actualmente, se concentra en € area de
bebidas parainfusion, como té, mate, tereré y jugos (Carvaho, 1994).

Los datos estadisticos registrados por € Instituto Nacional de la Yerba Mate
(INYM) revelan que durante el mes de abril del afio 2012 & volumen de yerba mate
elaborada a salida de molino alcanzo los 12.674.148,13 kilos. Sumado a los meses
anteriores totaliza 68.054.534, 11 kilos para € periodo enero — abril. Cabe recordar que
el movimiento de yerba mate a salida de molino es € indicador mas cercano a
comportamiento de la yerba mate en gondola, ya que incluye tanto € volumen que se
envia a los centros de distribucion de las firmas yerbateras como a las compras
efectuadas por los mayoristas, hipermercados y supermercados. El ingreso de materia
prima a los establecimientos de secanza permite observar €l avance de la cosecha en la
region productora. Los datos indican que entre los meses de enero y abril fueron
procesados 157.554.966, 89 kilos de hoja verde. Otros indicadores que permiten
observar el movimiento de la actividad yerbatera son |os stocks existentes de yerba mate
canchada y de yerba mate molida. Para €l primer caso se observan tres variantes. €
stock de canchada en secaderos, en molinos y en poder de otros operadores. Los datos
refieren que en abril de 2012 existia en secaderos un stock de 56.048.644, 95 kilos de
canchada, mientras que los molinos contaban con un stock de 102.029.643, 05 kilos de
canchada. El stock de canchada en poder de otros operadores era de 3.978.367, 08 kilos
y, en cuanto a la yerba mate molida, al mes de abril la industria mantenia un stock de
13.487.314, 12 kilos (INY M, 2012).

1.2. Plagasdela YerbaMate

En un ambiente natural, la diversidad de las plantas sustenta la existencia de un
complegjo de enemigos naturales que mantienen diferentes especies de insectos en bajos
niveles poblacionales. En cambio, en un ambiente artificial, como un monocultivo, hay
una dréstica eliminacion de especies de plantas que sirven de aimento y abrigo a los
enemigos naturales de insectos fitofagos. A este aspecto, se suma la mayor oferta de
alimento, y de esta forma, especies de herbivoros que ocurrian en baos niveles
poblacionales se tornaron plagas, provocando severos dafios al cultivo (Penteado, 1995).

lede y Machado (1989) citaron 86 especies de insectos alimentandose de

diferentes partes de la planta, por eso, pocas pueden ser consideradas plagas, ya que la
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mayoria ocurre esporadicamente en bajos niveles poblacionales, no causando dafios
econdémicos significativos. Actualmente, solo seis especies son consideradas plagas del
cultivo: Hedypathes betulinus (Klug, 1825) (Coleoptera: Cerambycidae); Gyropsylla
spegazziniana (Lizer y Trelles, 1919) (Hemiptera: Psyllidag); Thelosia camina (Schaus,
1920) (Lepidoptera: Eupterotidae); Hylesia (Hubner, 1820) (Lepidoptera: Saturniidae);
Ceroplastes grandis (Hempel, 1900) (Hemiptera: Coccidae); e Isomerida picticollis
(Bates, 1881) (Coleoptera: Cerambycidae) lede et al. (2000).

1.3. Hedypathes betulinus (Klug, 1825)
1.3.1. BiologiadeH. betulinus

Hedypathes betulinus conocido como “taladro o tigre de la yerba mate’,
pertenece a orden Coleoptera, familia Cerambycidae. Es considerado el insecto que
causa | os dafios més severos en los cultivos de yerba mate (Soares e lede, 1997).

Los adultos miden 25 mm de largo (Candido Filho, 1929; Branddo Filho, 1945;
Alencar, 1960; Pedrosa-Macedo, 1993), cuerpo cubierto de pelos, con mayor densidad
en la cabeza, pronoto y élitros, en estos Ultimos, aparecen manchas negras transversales
en forma de “M” (Cassanello, 1993). Las antenas son largas, finas y poseen 11 artgjos,
con manchas blancas y oscuras aternadas (Pedrosa-Macedo, 1993). Se puede observar
dimorfismo sexual por medio de los escapos y fémures de los machos que son mayores
de que de las hembras (Cassanello, 1993), (Figural A).

De acuerdo con Soares (1998) y d’ Avila (2002) |a cépula puede ocurrir por toda
la copa de las plantas de yerba mate, sobre los troncos y gaos gruesos, no siendo
detectada |la preferencia por una determinada region de la planta. EI mayor nimero de
copulas ocurre entre los meses de febrero a marzo (Soares, 1998). La postura puede ser
realizada en € tronco o en los gajos gruesos de los &boles, pudiendo ocurrir en la
cascara, siendo colocado un huevo por ggjo (Candido Filho, 1929; Branddo Filho 1945;
Alencar, 1960). Los adultos se alimentan de la cascara de las ramas més jovenes y méas
vigas (Galileo et al., 1993; Soares, 1998; Guedes et al., 2000). Algunas hembras
después de la postura se adimentan de las raices finas que afloran de la superficie del
suelo. Los mayores dafios, por causa de la alimentacion, ocurren en gajos de diametro

entre 30 y 40 mm con mayor intensidad en el periodo entre las 10 y 18 horas, siendo las
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hembras més voraces que los machos (Guedes et al., 2000). La duracién de la fase de
adulto es de 42 semanas (294 dias) paralos machos y de 19 semanas (133 dias) paralas
hembras (Soares, 1998). Cassanello (1993) encontré resultado diferente para la
longevidad de los machos de 100,60 a 146,89 dias. Esa variacion puede ser,
probablemente, en razdon de las condiciones de temperatura y humedad que, en la
investigacion de Cassanello (1993), fueron controladas en laboratorio favoreciendo el
desarrollo del insecto. El adulto de taladro de la yerba mate es de movimiento lento y
casi no readlizavuelos (Galileo et al., 1993; Soares, 1998; d"Avila, 2002).

El huevo presenta forma €eliptica, transparente y aparentemente liso, coloracion
blanco amarillenta, con 2,2 a2,7 mmdelargoy 1,2 a1, 4 mm de ancho, € periodo de
incubacion de los huevos es de 12,05 dias (+ 7 y 17) (Casanello, 1993; Galileo et al.,
1993).

Las larvas son apodas y blancas, cuando recién eclosionan, perforan con sus
mandibulas la cascara de la planta hasta encontrar €l lefio que les sirve de aimento.
Construyen galerias ascendentes o descendentes en espiral, dirigiéndose hacia las raices
de la planta donde provocan los mayores dafios (Figura 1 B y C). Los dafios dificultan la
circulacion de la savia, debilitando las plantas (Candido Filho, 1929; Alencar, 1960;
Pedrosa-Macedo et al., 1993; Penteado, 1995). Cuando se aproxima el periodo de pupa,
lalarva desciende a través de la galeria, dgjando a la planta susceptible al quiebre por la
accion de los vientos, € que puede causar mortalidad de los arboles (Alencar, 1960).
Seguin Cassanello (1993) € nimero de estadios varia de ocho a diez, con una duracién
media variable de 8,93 dias en €l primer estadio a 50,50 dias en € décimo estadio. El
desarrollo de la larva dura, aproximadamente 278,36 dias (+ 213 y 420). En esta fase
una gran cantidad de aserrin es producida, una parte de esta queda acumulada y
compactada atras de lalarva, probablemente, proporcionando proteccion, y otra parte es
siempre lanzada para afuera, a través de pequefios orificios hechos en € gajo, por la
propialarva (Cassanello, 1993; Pedrosa-Macedo et al., 1993).

Los sintomas de ataque son la presencia de aserrin préxima a la base de las
plantas, arboles con follgje escaso y amarillo. En plantas donde € ataque es intenso, se
encuentra gran nimero de gajos quebrados, debido a las gaerias y por la accion del
viento. Los gagjos se quiebran justamente a la atura de las galerias, practicadas por las
larvas que generalmente permanecen en € gao quebrado (Candido-Filho, 1929;
Branddo-Filho, 1945; Alencar, 1960; Cassanello, 1993). El periodo de pre-pupa se

inicia en e momento en que la larva, después de construir la cAmara pupal, queda en
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posicion de reposo con € cuerpo retraido y curvado. Las cAmaras de las pupas varian de
16,0 a 17,4 mm de ancho y 28,4 a 29,2 mm de largo, dicha cdmara es construida en
posicion longitudinal dentro del gajo, con el extremo superior mas proximo ala céascara,
probablemente, para facilitar la salida del adulto. Ambas extremidades de |la camara son
protegidas con aserrin, construida por fibras de tgido vegetal que tienen 30 mm de
largo. La pupa mide de largo 32 mm y 18 mm de ancho, € periodo de permanencia en
la camara de la pupa comprende desde la emergencia del adulto hasta su salida de la
camara. El ciclo de vida es de aproximadamente 489,75 dias (+ 372 y 608) para las
hembras 'y de 422,60 dias (+ 401 y 474) paralos machos (Cassanello, 1993).

Figura 1. Hedypathes betulinus. A. Adulto. B. Larva. C. Galeriarealizada en € tronco

del. paraguariensis (yerba mate)

1.3.2. Fluctuacion poblacional de H. betulinus

Los datos referentes a la fluctuacion poblacional, citados por Soares (1998) e
lede et al. (2000), indican que los adultos estan presentes durante todo €l afio en los
yerbales, la mayor incidencia es entre los meses de octubre y finales de junio, con pico
poblacional entre febrero y marzo. Los machos estdn presentes en € yerba
aproximadamente un mes antes que las hembras, y son mas abundantes en € periodo
comprendido entre agosto y marzo. Sin embargo, los menores niveles poblacionales
registrados en estos estudios, las hembras eran mas numerosas. Segin Soares (1998), las
variaciones numeéricas de las poblaciones son influenciadas por la temperatura, y no por

la precipitacion. Por lo tanto, las mayores poblaciones fueron verificadas cuando la
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temperatura fue igual o superior a 20 °C, constatandose que la fluctuacién poblacional
es de tipo estacional, con mayor actividad en |as estaciones mas calientes.

1.4. Gyropsylla spegazziniana (L iezer, 1919)

1.4.1. Biologia de G. spegazziniana

Gyropsylla spegazziniana conocida como “rulo o psilido de la yerba mate’,
pertenece a orden Hemiptera, familia Psyllidae. Los psilidos son insectos pequefios,
semegantes a cigarritas y de habito succionador (Gallo et al., 2002). Gyropsylla
spegazziniana es especifica del cultivo de yerba mate, siendo considerada una de las
principales plagas. Las pérdidas en la produccion causadas por € rulo en la Argentina
pueden llegar a35% (Diaz, 1997) y 54% en el Brasil (EMBRAPA, 2004).

Los psilidos son insectos saltadores, con un largo que variade 0,1 mm a 10 mm,
en el caso de G. spegazziniana los machos miden 2,2 mm y las hembras 2, 6 mm con
coloracion verde amarillenta (Figura 2 A). Los 0jos son compuestos, grandes y ovalados
de coloracion gris. Las antenas, de color pardo oscuro, poseen 10 artejos, son filiformes
y tan largas como € cuerpo del insecto. La superficie del torax es glabra, las suturas y
espiracul os estan cubiertas de cera. Presenta dos pares de alas membranosas hialinas, las
patas de color verdoso, que le permiten caminar (los dos primeros pares) y satar (el
tercer par). Las tibias posteriores poseen una corona de espinas que le sirven de
proteccion contra los fuertes golpes durante el salto.

El psilido esta en forma agregada o aeatoriay e mayor dafio ocurre en épocas
de primavera hasta el fina del verano y comienzo del otofio. La duracién del ciclo de
vida y la determinacién de las formas estratégicas son en gran parte definidas por los
factores climaticos, principamente en las regiones templadas. En las regiones
tropicales, muchas especies poseen superposicion de varias generaciones a lo largo del
ano (Burchkardt, 1994) y presentan cinco estadios ninfales (White y Hodkinson, 1985).
El psilido tiene de 8 a 9 generaciones por afo. El ciclo completo es de alrededor de 30
dias, se encuentra en e campo durante todo € afio soportando variaciones anuales de
temperaturaentre -0,5 °C y 42 °C. La temperatura para la actividad del adulto es de 20°
a 25° C (De Call y Saini, 1992). Oglobin (1929) y Flores (1983) estudiaron €

comportamiento del psilido y observaron que las hembras buscan los brotes de la yerba
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mate, donde comienzan a abrirlas, para colocar sus huevos. Las formas mas jévenes
atacan |los brotes causando deformaciones. En las hojas pequeiias de 3 a5 mm de ancho
la hembra introduce el ovipositor y colocalos huevos en la parte superior de los brotes a
lo largo de la nervadura central, antes de efectuar la postura inyecta una sustancia
toxica. Después de la eclosion las ninfas comienzan a alimentarse inyectando su
probéscide, en los tegjidos de los brotes, provocando una mayor reaccién de estos, que
consecuentemente no se desarrollaran.

De Call y Saini (1992) citan que la hembra del psilido realiza la postura en los
brotes inyectando la toxina en la nervadura central de las hojas. Los huevos se
encuentran muy proximos a la nervadura central, miden aproximadamente 0,42 mm de
ancho y 0,15 mm de diametro, son elipticos, pedunculados y de coloracion blanco
amarillento y en la madurez amarillo anaranjado. Eclosionan a los 6 u 8 dias. La
oviposicion acanza hasta 32 huevos por postura, disponiéndolos en forma de roseton,
siendo que varias hembras pueden ovipositar en la misma hoja antes de que se forme €
rulo. El méximo de huevos encontrados por hoja fue de 120 huevos. EI nimero de
individuos por hoja enrulada, puede alcanzar de 100 a 150, y viven protegidos en la
agalla durante 20 a 25 dias.

Las ninfas son chatas dorso centralmente, 1o que favorece la perdida de agua,
tornandose sensibles a las condiciones ambientales (Figura 2 B). De esta forma, algunas
especies inducen la formacion del “rulo”, otras excretan ceras y “honeydew” rocio de
miel, que sirven como forma de proteccion (Burchkardt, 1994). Las ceras son
producidas por glandulas en la base de las setas presentes en € 4pice de abdomen
(Caver et al., 1991).

Los adultos y ninfas de G. spegazziniana succionan savia de las hojas nuevas e
inyectan toxinas que causan hipertrofia en los tegidos, dando origen a estructuras,
Ilamadas agallas, que resguardan alas ninfas. Las hojas deformadas se desarrollan mal y
caen después de la salida de los insectos, reduciendo el rendimiento en la produccion.
Cuando el ataque ocurre en mudas recién plantadas, hay un retraso en su desarrollo
(Chiaradia, 2000). En cuanto a los efectos de las agallas sobre las plantas (Mani, 1964)
cita que ocurren desvios en el crecimiento, desordenes en la savia, decadencia
prematura en las hojas y otras injurias. Para Fernandes y Martins (1985) e desarrollo de
la agala compromete las células del hospedero, provocando desvio de sustancias,

bloqueo de vasos conductores y atrofia de los 6rganos. De esta manera, se puede afirmar
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que la accién de la agalla compromete la vitalidad de la planta hospedera, por interferir
en su metabolismo.

B

Figura 2. Gyropsylla spegazziniana. A. Adultos. B. Ninfa.

1.4.2. Fluctuacion poblacional de G. spegazziniana

Algunas informaciones sobre el comportamiento de G. spegazziniana son
contradictorias. Segun Gallo et al. (1988) la mayor incidencia de esta plaga es en los
meses de septiembre a diciembre. Segin Borges (2002) el pico poblacional para adultos
de G. spegazziniana es de noviembre a febrero. Mattos (1982) comenta gque la mayor
infestacion de este insecto ocurre en € periodo de noviembre a febrero, lo que
concuerda con Borges (2002). Segun Flores (1983) en la Argentina los periodos de
mayor atague de estos psilidos ocurren de marzo a mayo y de agosto a octubre. Durante
el invierno los insectos se refugian en la corteza de la planta o en las hojas secas
aguardando la primavera cuando la planta entra en brotacion, parainiciar € ataque que
es generamente mas intenso en noviembre (Mattos, 1982).La distribucion de los
adultos de G. spegazziniana esta asociada a las condiciones de brotacion de los &rboles,
condicion necesaria parala postura. De Coll y Saini (1992) citan que en los yerbales con
poda el atague del insecto se manifiesta con mayor intensidad y que la incidencia del

insecto en agunas areas es de 100%.
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1.5. MangoIntegrado de Plagasen Yerba Mate

El uso indiscriminado y continuo de productos fitosanitarios en cultivos de
importancia econémica ha sido e principa factor de desequilibrio ecoldgico,
contribuyendo €l aumento de las poblaciones de plagas, reduccién de la productividad y
efectos indeseables sobre € ambiente, el hombre y otros animales. Ademas de eso,
casos de resistencia a estos defensivos agricolas detectados en diversas especies de
plagas, como su costo elevado, han estimulado e desarrollo de Programas de Mangjo
Integrado de Plagas (M1P) como lamejor aternativaen la preservacion del equilibrio en
los ecosistemas (Lacey et al., 2001; Gallo et al., 2002).

La combinacion de técnicas y recursos disponibles utilizados en el MIP consiste
en la utilizacion de métodos biol 6gicos, culturales y quimicos que puedan estabilizar la
poblacion de plagas en € cultivo, no dgjando que estas lleguen a un nivel de dafio
econdémico. Aumentando la productividad y |a calidad de la yerba mate, reduciendo los
dafios causados a medio ambiente y a hombre (Crocomo 1990; Diaz 1997; Pereira et
al., 1998). Los principales métodos y medidas para € control de las plagas son: a)
legidlativas, b) fisicos, ¢) mecanicos, d) de resistencia de plantas a los insectos y
enfermedades, €) por comportamiento, f) quimico, g) biolégico entre otros (Fiorentino y
Diodato, 1997). Para e mangjo integrado de plagas (MIP) es primordial un monitoreo
adecuado estudiando la deteccion de las alteraciones en la densidad y dinamica
poblacional del insecto. Estas evaluaciones son estrategias necesarias para la prediccion
de un aumento de las plagas y la rapida toma de decisiones para su control (Soares e
lede, 1997; Leite et al., 2006a). En un programa de MIP, todas | as tacticas de supresion
poblaciona y métodos de control son importantes y pueden ser utilizados. Sin embargo,
el uso de insecticidas en plantaciones forestales presenta serias restricciones. Para la
yerba mate, e empleo de estos productos fueron prohibidos en Brasil no siendo asi en
Argentina, no hay principios activos comprobadamente eficaces y de bgja toxicidad para
este cultivo (Soares e lede, 1997). Ademas de esto la aplicacion y la eficiencia a campo
deben ser adecuados a comportamiento y distribucion del insecto en € areay en la
planta (Leite et. al., 2006a). Debido a esto, |os métodos de control citados a seguir, con
reducido impacto ambiental y de facil armonizacion entre si, son los recomendados para
el MIP en yerba mate (Soares e lede, 1997).

En el control biologico pueden ser utilizados agentes que regulen las densidades

poblacionales de los insectos o plantas consideradas plagas de los cultivos comerciales.
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Entre los agentes méas utilizados estdn los enemigos naturales (parasitoides y
depredadores) y los patdgenos (hongos, virus, bacterias, nemétodos y protozoarios)
(Gallo et al., 2002; Alves, 1998). Entre los patdgenos, |os hongos entomopatogenos son
el principal grupo, y su ocurrencia natural es € factor determinante en la regulacién

poblacional deinsectos plaga (Sousa, 1999).

1.5.1. Control cultural

Segin Dent (1991) é mango cultural utiliza la manipulacion del ambiente
agricola de tal forma que se torne inadecuado para € insecto plaga, disminuyendo las
posibilidades de col onizacion por €l insecto y promoviendo su dispersion, reduciendo su
reproduccion y supervivencia. EI mango agroecoldgico utiliza la diversificacion
vegetal, de modo de favorecer a las especies benéficas y desfavorecer a las plagas
(Altieri, 1989).

Seguin Soares e lede (1997) la colecta manual de los adultos de H. betulinus es
una de las préacticas actualmente recomendada para €l control de esta plaga. A pesar de
gue este méodo parezca primitivo, en areas donde este es empleado, los dafios
provocados por el taladro son considerados soportables. Este método es adoptado por la
mayoria de las empresas yerbateras con elevados niveles de tecnificacion, indicando ser
adecuado y compatible con la produccion moderna. EI empleo de otras tacticas para la
reduccién de niveles poblacionales también deben ser empleados, como la poda y €l
desmalezamiento, dejando fajas de vegetacion secundaria entre las lineas de las plantas
de yerba mate. Estos métodos favorecen la visualizacion del insecto y eliminan las
regiones de preferencia de abrigo, exponiéndolos a la insolacion (desecacion) y accion
de predadores. Estas précticas también mejoran las condiciones microclimaticas y la
eficiencia del control bioldgico con hongos entomopatdégenos (Soares e lede, 1997;
Leite et al. 2006a).

El control de G. spegazziniana puede realizarse a través de la poda de los brotes
atacados, que también es necesaria para mantener el vigor, laformay la calidad de las
plantas. Se debe tener cuidado para evitar podas exageradas, ya que pueden perjudicar
el metabolismo normal de las plantas (Da Croce, 2000; Diaz, 1997; lede y Machado,
1989; Penteado, 1995). Ribeiro (2005) recomienda que la yerba mate no debe ser
cosechada en verano, debido a la presencia de las agalas y consecuentemente del

residuo del mismo en la materia prima, 10 que aumenta los compuestos nitrogenados,
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por la composicion del insecto (quiting). La sequia es un factor importante en la
regul acion poblacional de G. spegazziniana (De Coll y Saini, 1992).

1.5.2. Control quimico

En la Argentina no existe ninguna legislacion que prohiba el uso de insecticidas,
segun € Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroaimentaria - SENASA los
productos registrados para € cultivo de yerba mate son: Dimetoato (Acaricida
Insecticida), Glifosato (Herbicida), Oxifluorfen (Herbicida) y Paraquat (Herbicida)
(SENASA, 2011). Sin embargo, la legislacion brasilera prohibe la aplicacion de
insecticidas en e cultivo de la yerba mate, por ser un producto consumido
principalmente in natura.

La utilizacion del control quimico no es indicada, especialmente por no existir
productos evaluados y registrados para H. betulinus, la utilizacién de los mismos
podrian acarrear riesgos de intoxicacion alos consumidores (Penteado et al., 2000).

Actuamente no se dispone de un sistema eficiente de monitoreo para G.
spegazziniana que permita preveer el momento adecuado para la adopcion de medidas
de control (Penteado et al., 2000). Algunos tipos de control quimico de G.
spegazziniana fueron testeados y se obtuvieron buenos resultados en el control de los
adultos, sin embargo, se llego ala conclusion que el control no era efectivo debido ala
proteccion de las ninfas en las agallas (Flores, 1983). En Argentina por muchos afios, se
usaron plaguicidas en formaindiscriminadapara e control de G. spegazziniana. Luego,
con la caida de precio de la hoja verde, se disminuyo € uso de quimicos, y existen
muchos yerbales que ya no reciben tratamiento alguno contra esta plaga. Para evitar
dafios econdmicos, conviene realizar aplicaciones en primavera, verano u otofio, recién
cuando se encuentran méas de 120 individuos cada 20 golpes a brotes, en caza libre. Los
principios activos son Dimetoato, Metildemeton y Endosulfan, diluidos en agua a razén
de 100-150 mL cada 100 L (Burtnik, 2003). Leite (2000) afirma que en e caso de los
psilidos de la yerba mate, es comun que se realicen varias aplicaciones de insecticidas,
debido al elevado nimero de generaciones anuales. Se deben escoger también productos
de baja toxicidad, de corto poder residual y de preferencia selectivos a los enemigos

naturales afin de evitar desequilibrios al medio ambiente (lede y Machado, 1989).
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1.5.3. Controal fisico

En la yerba mate, para el control fisico se han utilizado trampas luminosas y/o
coloridas. Prat Kricun (1986) utilizd trampas amarillas tipo Moerick. Sin embargo,
Chiaradia y Milanez (1997) estudiaron la actividad del rulo de la yerba mate con
trampas de diferentes colores y concluyeron que las trampas de color rojo eran méas
eficientes, las cuaes fueron instaladas sobre filas de &rboles, en soportes de madera de
1,40 m de atura conteniendo aguay detergente.

Chiaradia et al. (2000) afirman que adultos del rulo de la yerba mate son
también atraidos por trampas luminosas, equipadas con lamparas ultravioleta modelo F-
15, T-12. Leite et al. (2007) desarrollaron trampas colorida Gyrotrap 95°, utilizada

posteriormente por Borgesy Lazzari (2008) para estudios de los psilidos en € cultivo.

1.5.4. Control biolégico

En Brasil se han identificado muchos enemigos naturales asociados a H.
betulinus, en € grupo de los microhimendpteros se encuentran los parasitoides de
huevos Eurytoma sp. (Hymenoptera: Eurytomidae) (Penteado, 1995; Soares, 1995) y de
larvas Labena sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Ribeiro, 1993; Pagliosa et al., 1994,
Soares, 1998; Graf y Marzagdo, 1999). Entre los depredadores se encuentran las
hormigas depredadoras de huevos Pheidole sp. y Solenospis sp. (Hymenoptera:
Formicidae) y las chinches depredadoras de adultos Alcaeorrhynchus grandis,
Brontocerus tabidus, Tynacantha marginata (Hemipteras Pentatomidae), Arilus
carinatus 'y Apiomerus sp. (Hemiptera: Reduviidae) (De Coll y Saini, 1993; Diaz, 1997;
Soares e lede, 1997; Soares, 1998; Penteado et al., 2000). Entre otros depredadores de
insectos adultos se encuentran los pgaros Guira guira (Cuculiformes. Cuculidag),
Zonotricha capensis (Tico - tico) (Passeriformes: Fringillidae) (Soares, 1998). Numida
melegaris (Galliformes: Numididae) (Anuario brasileiro da erva mate, 1999).

El control por enemigos naturales de G. spegazziniana como técnica de manejo
tienen como organismos en Argentina y Brasil: los depredadores Sirfidos (Diptera:
Syrphidae) (Ocyptamus sp. Pseudodorus clavatus, Toxomerus sp., Allograpta sp.,
Syrphus fasciifrons 'y Syrphus caldos); los crisdpidos (Neuroptera: Chrysopidae)
(Chysopodes oglobini y Chrysoperla externa); los coccindlidos (Coleoptera

Curculionidae)  (Heilus sp., Curinus coeruleus, Cycloneda sanguinea, Scymus
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argentinicus, Scymus sp., Azya luteipes, Hyperaspis munhi y Olla sp.) y las chinches
Podisus connexivius (Hemiptera: Pentatomidae) y Largus rufipennis (Hemiptera:
Largidae) (Diaz, 1997; Penteado et al., 2000).

1.6. Hongos entomopat6genos como agentes de control microbiano de plagas de la

yerba mate

Los hongos entomopatdgenos son un grupo de microorganismos que tienen la
particularidad de parasitar a diferentes grupos de insectos y otros artrépodos, como las
arahas y los écaros (Boucias y Pendland, 1998). Dentro del grupo de los insectos, los
hongos entomopatdgenos infectan mayoritariamente los ordenes Hemiptera, Diptera,
Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera y Orthoptera, donde la infeccion ocurre
frecuentemente en los estados inmaduros (larvas o ninfas) y en los adultos (Tanada y
Kaya, 1993).

Los hongos entomopatdgenos han sido ampliamente estudiados en todo €
mundo, habiendo sido citadas mas de 750 especies reunidas en 100 géneros diferentes
(Lecuona, 1996; Vegay Blackwell, 2005). Los principales grupos de hongos patégenos
de insectos se encuentran en Reino Mycota y se ubican en los Phyla Ascomycota y
Entomophthoromycota (Murrin, 1996; Hajek y Déellalibera, 2010; Humber 2012).

Los hongos del Phylum Ascomycota, se caracterizan por presentar hifas septadas
gue se diferencian en conidiéforos, células conididgenas o fidlides y conidios los cuaes
corresponden a las estructuras reproductivas asexuales. La produccion de los conidios
ocurre en las células conidiogenas erectas del micelio aéreo y la dispersion de éstos es
de manera pasiva. Estos hongos, se encuentran en la naturaleza mayoritariamente en su
estado asexual o conidia (anamorfo) méas que en su estado sexual (teleomorfo). Por eso,
antiguamente eran clasificados como “Imperfectos’ y se incluian dentro del subphylum
“Deuteromycota’. Actualmente, los hongos entomopatdégenos mas importantes del
Phylum Ascomycota, se ubican en Subphylum Pezizomycotina, Clase Sordariomycetes,
Orden Hypocreales subdividido en tres familias. En la Familia Clavicipitaceae se han
citado como patdgenos los géneros Aschersonia, Hypocrella, Metarhizium, Nomuraes;
en la Familia Cordycipitaceae se halan Beauveria, Isaria, Lecanicillium, y en la

Familia Ophiocordycipitaceae, se encuentran los géneros Ophiocordyces, Hirsutella,
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Tolypocladium, Hasposporium y Purpureocillium (Samson et al., 1988; Humber, 1997,
Hodge, 2003; Sung et al., 2007; Sosa-Gomez et al., 2010).

Dentro del Phylum Entomophthoromycotina, Orden Entomophthorales, se
incluyen més de 200 especies patdgenas, las cuales generan epizootias en hemipteros,
lepiddpteros, ortépteros y dipteros. Los hongos de este orden se caracterizan por
presentar hifas no septadas y son de reproduccion asexua y sexual. La reproduccion
sexual ocurre por la formacion de conidios primarios, los cuales germinan y penetran en
el insecto, pudiendo originar conidios secundarios y terciarios. Dentro del insecto
producen cuerpos hifales y, si las condiciones no son favorables, forman esporas de
resistencia. Ademas, tienen la caracteristica de emitir rizoides que fijan € insecto a
sustrato vegetal. Las principales especies de Entomophthorales son: Conidiobolus,
Zoophthora, Pandora, Entomophaga, Entomophthora, Neozygites (Papierok y Haek,
1997; Humber, 1997; Benny et al., 2001; Hibbett et al., 2007; Sosa-Gomez €t al.,
2010).

En general los hongos del Phylum Ascomycota son considerados como
patogenos facultativos, infectando un amplio rango de ordenes de insectos. La muerte
del hospedador esta asociada cominmente a la produccion de toxinas, a diferencia de
los hongos del Subphylum Entomophthoromycotina, en los que la muerte del insecto
hospedador ocurre debido a la colonizacion de tgjidos (Humber, 1984). Aun cuando las
condiciones ambientales sean las apropiadas, |a patogenicidad del hongo dependera del
insecto hospedador. La defensa de los insectos contra las infecciones fungicas puede
estar dada a nivel cuticular, inmunolégico o de comportamiento, € rango de
especificidad puede variar desde una especie hasta una amplia diversidad de especies
hospedadoras (Boucias y Pendland, 1998).

1.7. Mecanismo de accién de los hongos entomopatdgenos

El ciclo de infeccion de los hongos entomopatégenos y el consecuente desarrollo

de una micosis, ocurre en una serie de pasos que se detallan a continuaciéon y se

representan en laFigura 3.
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Figura 3. Estructura y composicion de la cuticula del insecto y esquema de la

penetracion (modificado de Duperchy, 2003).

1.7.1. Adhesion delos propagulosinfectivos a la cuticula del insecto

El paso inicial en lainfeccion de los insectos por |os hongos patdgenos involucra
la adhesion de los propagul os infectivos (conidios o esporas) a la cuticula del insecto, 1o
cual ocurre por las propiedades fisicas, quimicas y e ectrostéticas de la superficie del
conidio y de la cuticula. Segin Duperchy (2003), la adhesion del conidio a la cuticula
del huésped, no es especifica en muchos casos. Algunas especies de hongos presentan
glicoproteinas (como las lectinas), mucopolisacaridos o enzimas (esterasas y lipasas)
gue favorecen la adhesién de las esporas a sitios especificos de la cuticula (Tanada y
Kaya, 1993; Lecuona, 1996; Boucias y Pendland, 1998).

1.7.2. Germinacién delos propéagulos infectivos
Luego de la adhesion e hidratacion de los conidios, ocurre la germinacion de los

conidios que origina un tubo germinativo y, en algunos casos, la formacion de un

apresorio. La formacion del apresorio esta relacionada con la capacidad de penetrar la
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cuticula de los insectos, debido ala presién mecanica 0 a una actividad enziméticaen €
apice del mismo (Murrin, 1996). La presencia del apresorio se demostré in vitro e in
vivo en diferentes hongos entomopatdégenos como B. bassiana, |. farinosa y M.
anisopliae (Lecuona, 1996). El resultado de la germinacion y la penetracion no depende
necesariamente del porcentgje total de germinacion sino del tiempo de duracion de la
germinacion, e modo de germinacion, la agresividad del hongo, €l tipo de espora y la
susceptibilidad del hospedador (Samson et al., 1988; Shapiro et al., 2008).

1.7.3. Penetracion del tegumento

El modo de penetracion principamente depende de las propiedades de la
cuticula, e grosor, la esclerotizacion y la presencia de sustancias antifungicas y
nutricionales del tegumento dedl insecto (Charnley, 1984). En la penetracion participan
dos mecanismos. uno fisico y otro enzimético. El primero consiste en la presion
mecanica gercida por € extremo de la hifa invasiva o por € apresorio, que origina €l
quiebre de las éreas esclerotizadas y membranosas y la consecuente deformacion de la
cuticula (Tanada y Kaya, 1993). El mecanismo enzimético consiste en la accion de
proteasas, lipasas y quitinasas, las cua es degradan la cuticula en la zona de penetracion
y facilita la penetracion del tubo germinativo o hifa invasiva. Estudios in vitro
demostraron que la digestion del tegumento del insecto es llevada a cabo por esterasasy
proteasas en las primeras 24 horas de la infeccion, seguido de la actividad de quitinasas
y quitiobiasas en €l tercer dia, y finamente, la accion de las lipasas a partir del quinto
dia (Tanada y Kaya, 1993; St. Leger, 1986). Sin embargo, la secrecion de enzimas
durante los primeros estadios de desarrollo del hongo no es siempre condicién

suficiente para asegurar la penetracion del tegumento (Lecuona, 1996).

1.7.4. Multiplicacion del hongo en € hemoceley muerte del insecto

Una vez en € interior del insecto, la mayoria de los hongos entomopatdgenos
convierten € crecimiento del micelio en un crecimiento por gemacién, dando formas
miceliares unicelulares llamadas blastosporas (en Ascomycota), cuerpos hifales (en
Entomophthorales) o protoplastos, que se multiplican y se dispersan rapidamente por €l
interior del insecto (Samson et al., 1988; Murrin, 1996; Boucias y Pendland, 1998).

Estas estructuras fungicas evitan la defensa inmune del insecto ya que no son
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reconocidas por la poblacion de hemocitos del insecto (Tanaday Kaya, 1993). Previo a
la muerte del insecto, la multiplicacién del hongo en € interior del insecto origina
cambios fisiologicos que se observan como convulsiones, carencia de coordinacion y
comportamientos aterados (Lecuona, 1996). La muerte del insecto puede ocasionarse
por |a secrecion de sustancias téxicas denominadas micotoxinas (en Ascomycotas) o por
la deplecidn de los nutrientes de la hemolinfa y la invasion completa de los tejidos del
insecto (en Entomophthorales) (Tanada y Kaya, 1993; Murrin, 1996; Boucias y
Pendland, 1998). El tiempo que demanda la muerte del insecto dependera del hongo
entomopatdgeno, del insecto hospedador y de |os factores ambientales (Lecuona, 1996).

1.7.5. Emersion del hongo y dispersion de los propagulos infectivos

Después de la muerte del insecto, s las condiciones ambientales no son
favorables, e hongo permanece en € interior del insecto y e tegumento se mantiene
intacto. Sin embargo, s las condiciones de humedad relativa son altas, las estructuras
fungicas logran atravesar nuevamente el tegumento para emerger hacia € exterior del
insecto. Generamente, la emersién del hongo ocurre por regiones menos esclerosadas
de la cuticula, como las membranas intersegmentales o los espirécul os (Lecuona, 1996).
Si las condiciones de humedad relativa son altas, las hifas presentes en e exterior del
insecto producen esporas dentro de las 24 a 48 horas. El insecto pasa ahora a tomar una
coloracion caracteristica para cada especie de hongo, como por gemplo, blanca en
Beauveria, verde maaquita en Nomuraea, blanca amarillenta o rosa en Isaria. Los
propagul os infectivos (esporas o conidios) producidos en el exterior del cadaver son
dispersados por e viento, agua o animales, y cuando éstos tiene contacto con otro
insecto comienza nuevamente e ciclo de infeccién (Boucias y Pendland, 1998). La
dispersion de las esporas o conidios depende de las caracteristicas de la espora 'y del
esporangio, siendo un proceso activo en los hongos Entomophthorales o pasivo en los
hongos Ascomycota (Tanaday Kaya, 1993; Shah y Pell, 2003).

1.8. M ecanismo de defensa de los insectos

En general, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster ha sido € organismo

modelo utilizado para dilucidar los mecanismos de defensa de los insectos ante €
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ataque de | os patdgenos, los cuales han sido clasificados en 1) barreras fisico-quimicas y
2) sistema inmune innato (Meister et al., 1997; Elrod-Erickson et al., 2000; Levitin y
Whiteway, 2008) y 3) otras estrategias de defensa. En el caso de insectos sociales, como
abgas, termitas y hormigas también se ha observado que adaptaciones de su

comportamiento permiten mantener lainmunidad de sus colonias (Richard et al., 2008).

1.8.1. Barrerasfisico-quimicas

Lacuticulaeslaprimeralinea de defensaa ser una estructura rigida que recubre
la parte externa del insecto conformada por dos capas:. la epicuticulay laprocuticula. La
primera esta compuesta principal mente por grasas, ceras y lipoproteinas, cuya funcion
es evitar la pérdida de agua por la transpiracion. La segunda es la méas abundante ya que
congtituye el 95% de esta estructura y estéd compuesta de quitina y diversas proteinas
estructurales que proporcionan rigidez, actuando como una barrera fisica a la
penetracion de los patdgenos, ademas de ser dificilmente degradada por las enzimas
liticas excretadas por los mismos (Hajek y St. Leger, 1994). En la actuaidad se
considera que la cuticula tiene una funcién mas activa, ya que desde la epidermis se
secretan moléculas que actlan de manera especifica inhibiendo los mecanismos de
infeccion de los entomopatogenos. Se ha reportado que en la cuticula se da la
produccion de proteasas, peptidasas antifungicas e inhibidores de proteasas fungicas que
podrian tener un papel importante durante la infeccion, ademas de la presencia de acidos
grasos de cadena corta y lipidos de cuticula que inhiben la germinacién de las esporas
de los hongos (Dunn, 1991; Samuels y Paterson, 1995; Khachatourians, 1996; James et
al., 2003).

1.8.2. Sistema inmuneinnato

La segunda linea de defensa de los insectos la constituye € sistema inmune
innato conformado por el sistemacelular y e sistema humoral, capaz de reaccionar ante
la invasion de patégenos diferenciando lo propio de lo extrafio. En este proceso
participan los sistemas de reconocimiento de patrones moleculares caracteristicos de
polisacéridos microbianos presentes en la pared celular como: peptidoglicanos,
abundantes en bacterias Gram (+); liposacaridos en la membrana externa de bacterias

Gram (-) y finalmente 1,3 glucanos en la pared celular de los hongos.
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El sistema humoral utiliza proteinas antibidticas y otras moléculas efectoras que
circulan en €l hemocele y/o cuticula con lafinalidad de inactivar 1os agentes patdgenos
que accedan al interior del insecto. Se ha descrito que los insectos sintetizan moléculas
con accion biocida especifica tales como cecropinas, defensinas, atacinas, lisozimas,
entre otros. (Boman et al., 1991). Aunque es un tema ain controvertido, se ha
determinado la existencia de fenoloxidasas y hemaglutininas (lectinas) en la hemolinfa
que podrian simular € papel de antigenos en combinacion con proteinas depositadas en
la superficie de los invasores. En algunos dipteros, € plasma de la hemolinfa se encarga
de melanizar y encapsular 10s microorganismos invasores via tirosina-fenoloxidasa sin
gue los hemocitos estén involucrados en la formacion de la capsula (Tanada y Kaya,
1993).

El sistema celular, por su parte, esta compuesto por los hemaocitos que circulan
por e hemocele capaces de reconocer los elementos extrarios mediante receptores tipo
Toll que activan la produccion de varios péptidos antimicrobianos (Levitin y Whiteway,
2008). Cuando la concentracién de microorganismos patdgenos es baja, lafagocitosis es
el principal mecanismo para eliminar a los invasores. A concentraciones mayores, se
forman agregados denominados nédulos. Existen evidencias que indican que las proPO
(pro-fenoloxidasas) juegan un papel muy importante en este sistema, las cuales son
enzimas clave para la sintesis de melanina, polimero que suele depositarse sobre los
patogenos, formando los encapsulados (Marmaras et al., 1996). Aunque se han clonado
los genes que codifican para las fenoloxidasas de Sarcophaga bullata y Apis mellifera
(Chase et al., 2000; Lourenco et al., 2005), €l estudio de estas enzimas aln es limitado;
sin embargo, € interés por dilucidar €l papel de estas enzimas durante la respuesta

inmune en los insectos ha cobrado importancia en los tltimos afios (Kan et al., 2008).

1.8.3. Otras estrategias de defensa

Como parte de la constante lucha por la supervivencia, algunos insectos son
capaces de meorar sus habilidades de defensa contra patogenos de acuerdo a la
densidad de sus poblaciones. Bgjo tales circunstancias, la seleccion natural favorece a
aquellos individuos que usan sefides asociadas a la densidad de poblacion para
desarrollar mecanismos de defensa Optimos. Como consecuencia, los individuos que
crecen hacinados son mas resistentes que aquellos que se desarrollan en condiciones de

baja densidad. Este fenébmeno denominado “profilaxis dependiente de la densidad’
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(Wilson y Reeson, 1998) se da principalmente en insectos que presentan polifenismo,
como la langosta del desierto Schistocerca gregaria. Se observd que cuando estos
insectos se desarrollan en condiciones de hacinamiento son significativamente mas
resistentes a hongo M. anisopliae que langostas solitarias, debido a una actividad
antimicrobiana potenciada en sus sistemas de defensa (Wilson et al., 2002). Los
insectos también son capaces de modificar su comportamiento con € propdsito de
luchar contra los agentes patdgenos, tal es el caso de lalangosta Locusta migratoria que
al ser infectada por M. anisopliae incrementa su temperatura corporal por exposicion a
sol deteniendo € desarrollo de las blastosporas del hongo y facilitando la accion de los
hemocitos de su sistemainmune (Ouedraogo et al., 2003).

En e caso de los insectos sociaes, éstos han desarrollado multiples adaptaciones
de conducta o comportamiento para evitar o combatir las infecciones por parasitos y
patdgenos. El primer caso de adaptaciones del comportamiento social consiste en
remover alos miembros de la colonia con signos de enfermedad (Richard et al., 2008).

En € caso particular de las abejas, ademas de reconocer y remover a individuos
enfermos, son capaces de producir una “fiebre social”, donde |as obreras se aglomeran e
incrementan latemperatura en torno a larvas enfermas con el propésito de eliminar alos
patdgenos (Starcks et al., 2000). Una segunda modificacion del comportamiento se
produce en los propios individuos enfermos para reducir la transmision de la
enfermedad, manteniéndose fuera de los nidos o aejados de las larvas o de la reina.
Finalmente, una tercera modificacion del comportamiento consiste en una interaccion
social aterada de grupos de individuos sanos con individuos infectados. El incremento
del contacto de individuos sanos con los enfermos puede resultar en una “vacunacion”

colectiva de los individuos sanos, incrementando su inmunidad (Richard et al., 2008).

1.9. Caracterizacion eidentificacion de hongos entomopatogenos

La caracterizacion de los hongos entomopatdgenos, tanto a nivel morfol dgico,
fisioldgico y molecular, es considerada una etapa primordial para la seleccién de
especies fungicas como agentes de control bioldgico de insectos (Sosa-Gomez y Alves,
1983, 1984; Tigano-Milani et al., 1995 a, b; Boucias et al., 2000).

La caracterizacion morfologica consiste en € estudio de las estructuras

macroscopicas (el aspecto y color de las colonias y la velocidad de crecimiento en
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medios artificiades) y microscopicas (la forma y tamafio de las hifas, conididforos,
fidlides y conidios). Especiamente, la forma y tamafio de los conidios son utilizados
para la identificacion de las especies de Isaria, Beauveria y Metarhizium (Tzean et al.,
1997, Humber, 1997, 2002; Samson et al., 1988). Esta forma de caracterizacion permite
identificar las especies de hongos entomopatdgenos y en algunos casos, seleccionar
cepas o variedades que se diferencian entre si en algunos caracteres morfol 4gicos, tales
como, la velocidad de crecimiento, €l porcentge de germinaciéon y la virulencia,
(Tanada y Kaya, 1993). Sin embargo, debido a caréacter pleomorfico de algunas
especies es comun observar variaciones morfoldgicas de las células conidiogenas y sus
conidiosy, por lo tanto, su caracterizacion e identificacion se tornaimprecisa.

La caracterizacion por técnicas moleculares consiste en € andlisis de las
isoenzimas o de los écidos nucleicos, con € fin de estudiar |a diversidad genética que
existe entre las poblaciones de hongos entomopatdgenos (L ecuona, 1996).

L as isoenzimas se generan cuando una mutacion en un gen estructural se traduce
en una modificacion de un aminoécido y pueden ser reveladas en la medida que la
proteina mutante difiera de la origina en cuanto a su carga, conformacion o punto
isoeléctrico. El andlisis isoenzimético ha permitido caracterizar la variabilidad genética
intraespecifica en Nomuraea rileyi (Joslyn y Boucias, 1980), Hirsutella thompsonii
(Boucias et al., 1982), Conidiobolus obscurus (Latge y Boucias, 1984) y Beauveria
bassiana (Poprawsky et al., 1988; St. Leger et al., 1992).

Por otra parte, se han desarrollado una amplia gama de técnicas moleculares que
permiten e andlisis de los &cidos nucleicos. Entre ellas se destaca la “reacciéon en
cadena de la polimerasa’ (Polymerase Chain Reaction, PCR), la cual consiste en la
amplificacion de secuencias de ADN en presencia de “cebadores’ (primers), ADN
polimerasas y los precursores del ADN (dideoxinucledtidos). El principio de la PCR
radica en tres pasos secuenciales que son repetidos entre 25 a 40 veces. € primer paso
es la desnaturalizacion del ADN a 92 — 96 °C, seguido de un paso de apareamiento de
los“primers’ alasimple hebrade ADN realizado a 35 — 65 °C y, finalmente, un paso a
72 °C en donde ocurre la extension de la molécula de ADN mediante la incorporacion
de los precursores (Mullis et al., 1986).

La caracterizacion de los hongos entomopatdgenos es llevada a cabo por dos
tipos de métodos basados en la PCR: los métodos inespecificos y los métodos
especificos (Meyling, 2008). Dentro de los primeros, se encuentra la técnica RAPD

(Random Amplified Polymorphic DNA), la cua consiste en la amplificacion a azar de
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regiones de ADN mediante la utilizacion de primers cortos e inespecificos. Esta técnica
fue ampliamente utilizadas para estudiar |a variabilidad genética inter-especifica e intra-
especifica de M. anisopliae, |. fumosorosea y B. bassiana (Williams et al., 1990;
Tigano-Milani et al., 1995 a, b; Cantone y Vandenberg, 1998; Bidochka et al., 1994;
Obornik et al., 1999; Becerra et al., 2007). Los métodos de PCR especificos son: PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms), que consiste en la amplificacion
de regiones especificas de ADN vy la digestion de éstas con enzimas de restriccion; y €
método de ISSR (Inter-Simple-Sequence-Repeats) que se desarrolla a partir de la
amplificacion de Secuencias Simples Repetitivas (SSR) del genoma, formadas por una
secuencia de 6 nuclebtidos repetida varias veces en tandem (microsatélites). Ambas
técnicas generan un perfil de mdiltiples bandas de ADN, e cua es comparado para
determinar la variabilidad genética (Meyer, 1991; Zietkiewicz et al., 1994; Reddy et al.,
2002; Jensen y Eilenberg, 2001; Wang et al., 2005).

Ademas, la amplificacion de genes especificos por PCR y € secuenciamiento de
éstos permite estudiar las relaciones filogenéticas entre varios taxones y dentro de los
taxones. La amplificacion de ADN ribosoma (ADNr), fue unas de las primeras
aplicaciones de la PCR en la micologia (White et al., 1990). Las secuencias de ADNr
gue codifican para la formacién de ARN ribosdémico, son encontrados universalmente
en células vivas y se presentan como un “cluster” geénico, e cua es repetido en
“tandem” centenas de veces. Cada unidad de repeticion (cluster génico) incluye 3 genes:
ADNr 18S, ADNr 58S y ADNr 28S, los cuales son separados por dos regiones
denominadas “espaciadores transcriptos internos’ (ITS). Debido a que los genes 18S 'y
28S presentan regiones altamente conservadas, se disefiaron primers universales parala
amplificacion de la region comprendida entre el 1TS1, 58Sy € ITS2 de cualquier
especie fungica (Driver et al., 2000). Los andlisis comparativos de las secuencias de
nucledtidos de los genes del ADN ribosoma y los ITS permitieron clarificar las
relaciones filogenéticas entre varios hongos entomopatdgenos (Bowman et al., 1992;
Hibbett, 1992; Bidochka et al., 1999; Driver et al., 2000; Inglisy Tigano, 2006).

En e campo de la taxonomia resulta importante comparar los resultados
obtenidos por la caracterizacion morfoldgica y por las técnicas moleculares, para
generar una mayor precision en laidentificacion de los aislamientos fungicos y analizar

su variabilidad genética entre | as poblaciones de |os hongos entomopatdgenos.
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1.10. Caracteristica de la especie Beauveria bassiana

El género se caracteriza por presentar un micelio blanco, conidioforos sencillos,
irregularmente agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados en la
base y adelgazandose hacia la porcion gque sostiene e conidio, la cua se presenta en
forma de zig-zag, después de que varios conidios se producen; los conidios son hialinos,
redondeados a ovoides y unicelulares (Bustillo, 2001). B. bassiana posee conidios de
globosos a subglobosos (2-3 x 2.0-2.5 um) y los conidiéforos forman densos grupos
(Samson et al. 1988). Las colonias crecen de 0,6-2,3 cm en 8 dias a 20 °C, de color
blanco con una apariencia pulverulenta con abundantes conidios (Domsch y Gams,
1980). La germinacion de los conidios requieren de una temperatura Optima de 25-30
°C (minimo de 10° C y maximo de 30° C), & pH &ptimo para su crecimiento es de 5,7-
5,9y paralaformacién de conidios de 7-9 (Domsch y Gams, 1980).

Beauveria bassiana es conocido como e hongo causante de la enfermedad
“muscardina blanca’. Este término fue empleado por los bidlogos franceses para
describir un nimero de enfermedades fungicas que transforman algunos insectos en
momias blancas con un aspecto similar al algodon; € hongo responsable de causar
dichaenfermedad es B. bassiana (Steinhaus, 1985).

El género Beauveria estd compuesto por varias especies. B. bassiana, B.
brongniartii o B. tenella, B. amorpha, B. velata, sin embargo las mas frecuentemente
estudiadas son B. bassiana (Balsamo) Vuillemin y B. brongniartii (De Lacroix)
Siemszko (Bustillo, 2001).

1.11. Caracteristica de la especie Metarhizium anisopliae

El género Metarhizium se caracteriza por presentar conidioforos que forman una
capa de esporas, las fialides pueden ser solas, en pares o agrupadas en racimos, los
conidios se producen en cadenas de conidios basipetos compactados en columnas, son
ovoides o cilindricos. Metarhizium anisopliae posee dos variedades que se diferencian
principalmente por el tamafio de sus conidios. la variedad mas comin anisopliae de
conidios peguerios (3,5-9,0 um) y la variedad major de conidios grandes (9,0-18 pm)
(Kirk et al., 2001; Domsch y Gams, 1980). Las colonias crecen lentamente alcanzando

hasta 2 cm en 10 dias a 20 °C sobre medio de cultivo. Tienen un Optimo crecimiento a
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una temperatura de 25 °C y pueden crecer en un rango de pH de 3,3-8,5; se requiere de
una ata humedad para que se desarrollen los conidios (Domsch y Gams, 1980).

En e género Metarhizium se han reportado nueve especies. M. anisopliae, M.
guizhouense, M. pingshaense, M. acridum, M. lepidiotae, M. majus, M. globosum, M.
robertsii y M. brunneum (Bischoff et al., 2009)

1.12. Caracteristicas de la especie Purpureocillium lilacinum

El género presenta hifas hialinas a amarillentas, septadas, de paredes delgadas.
La mayoria presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas, Ilevan en
su parte terminal en cada rama grupos de fidlides, las cuaes pueden ser también
solitarias. Las fidides constan de una porcién basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los
conidioforos son ramificados, agrupados o irregulares. Los conidios se encuentran
agrupados en forma de cadena. Presentan un rapido crecimiento de sus hifas. El
conidiéforo presenta grupos de ramificaciones laterales, cada una de las cuales presenta
de 2 a 4 divisiones ovaladas antes de los conidios. Estos Ultimos tienen una longitud de
2,5-3,0 um de largo y de 2,0-2,2 um de ancho y presentan coloracion lila (Samson,
1975). Las colonias crecen de 5-7 cm en 14 dias a 25 °C presentando un color lila. El
crecimiento éptimo para €l desarrollo del microorganismo ocurre en un rango de 26-30
°C, con un pH de 2-10 (Domsch y Gams, 1980).

1.13. Factores que influyen en e establecimiento y accion de hongos

entomopatbgenos

Los factores ambientales cumplen una funcion esencial en la iniciacion y
desarrollo 0 en la prevencion y supresion de las epizootias naturales afectando las
condiciones fisiologicas del hospedante, su densidad y distribucion espacia y temporal.
La temperatura y humedad relativa constituyen un complegjo de factores que interactlian
entre si con otros componentes del ambiente. EI mayor problema es que pocos estudios
se refieren a microclima del cultivo que es e que directamente influye sobre los

patdgenos. A diferencia de las condiciones constantes en e laboratorio, en €
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agroecosistema se presentan situaciones normalmente fluctuantes del conjunto de
factores climaticos. Esto explica la complejidad del tema y las multiples interacciones
posibles como para poder cuantificar, con més precision, € efecto del microclima
natural sobre |os entomopatdgenos (L ecuona, 1996).

Los principales factores ambientales que afectan la eficiencia de los hongos
entomopatdgenos como agentes de control bioldgico son: humedad relativa,

temperaturay radiacion solar.

1.13.1. Humedad Relativa (HR)

La humedad relativa es un factor de gran importancia, tanto para el hospedante
como para € patdgeno. Es indispensable en las diferentes fases del ciclo de las
relaciones entre ambos organismos. Tiene efecto sobre la germinacion, penetracion y
para la reproduccion de los hongos entomopatogenos. La fata de humedad relativa
adecuada puede perjudicar una epizootia (Lecuona, 1996). Se requiere de humedad
relativa alta para la germinacion del hongo entomopatdgenos M. anisopliae. El estudio
de Walstad et. al., 1969 indica que la mayor germinacion ocurre al 100% de humedad
relativa y disminuye a 0 a 85% de HR. Niveles atos de HR son necesarios para la
esporulacion. A un nivel de HR del 100% la esporulacién ocurrié en cuatro dias, pero a
una HR de 92,5% fueron necesarios cinco o més dias, mientras que la esporulacion fue
inhibida con humedad relativa menor del 90% (Nirula, 1957; Schaerfenberg, 1964;
Walstad et. al., 1969; Ferron, 1978, Sosa-Gomez y Alves 2000).

1.13.2. Temperatura (T)

La temperatura puede afectar la estabilidad de los patdgenos en €
almacenamiento, durante las aplicaciones en el campo y en su ocurrencia natural en €l
agroecosistema. Los entomopatdgenos no poseen condiciones bioldgicas para
defenderse de las grandes variaciones de temperatura, y puede ser limitante para varios
microorganismos. El rango favorable de temperatura para los diferentes grupos de
entomopatogenos varia entre 20 y 30 °C, sin embargo, existe una temperaturaideal para
cada patégeno y para cada fase del ciclo de la relacion con su hospedante. La
temperatura es uno de los factores abidticos mas importantes para los hongos
entomopatogenos, debido a que puede afectar la germinacion de las esporas, €
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desarrollo y penetracion del tubo germinativo y la colonizacion y reproduccion. Los
reguerimientos térmicos de los hongos entomopatdgenos son variables en funcién de la
especie, cepa y fase de desarrollo. El desarrollo de las enfermedades fungicas en los
insectos puede ser perjudicado por temperaturas superiores a 30 °C (Lecuona, 1996).
Las esporas de hongos entomopatégenos germinan a temperaturas entre 15 y 35 °C,
siendo € rango éptimo entre 25 y 30 °C. La esporulacion es inhibida a temperaturas
inferiores de 10 °C y superiores a 35 °C (Nirula, 1957; Schaerfenberg, 1964; Walstad et.
al. 1969; Ferron, 1978, Sosa-Gomez y Alves 2000).

1.13.3. Radiacion solar (RS)

Para evaluar € efecto de la radiacion solar sobre los patdgenos y sobre la
ocurrencia de | as enfermedades es necesario considerar 10s siguientes aspectos: espectro
de luz visible con sus diferentes longitudes de onda (luz verde, amarilla, azul, etc.),
fotoperiodo y faja de luz ultravioleta germicida (Lecuona, 1996). La exposicion alaluz
ultravioleta puede ser letal para los conidios de los patdégenos (Alves, 1986). Steinhaus
(1949) citado por Nirula (1957) observo que el crecimiento y esporulacion de los
hongos es retrasado por laradiacion solar y que la nubosidad tiene un papel importante

en el desarrollo de | as epizootias causadas por hongos entomopatdgenos.

1.13.4. Suelo

El suelo puede abrigar tanto a los insectos como a los entomopatdgenos y es un
ambiente compleo donde |os microorganismos sufren la accidn de los factores bidticos
y abidticos, que dan como resultado una mayor o menor permanencia de acuerdo a las
condiciones de campo. Los hongos entomopatdgenos pueden vivir en € suelo por
periodos variables. M. anisopliae después de parasitar insectos puede permanecer
colonizando € cadaver por un periodo relativamente largo a la espera de un nuevo
hospedante. La mayor parte de sus conidios dificilmente conseguiran sobrevivir por mas

de tres meses en |os diferentes tipos de suelo.

1.13.5. Los agroquimicosy su efecto sobre los entomopatogenos
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La susceptibilidad de los entomopatdgenos a los agroquimicos puede variar de
acuerdo con € grupo y cepa del patégeno, con la naturaleza quimica del producto y con
la dosis empleada. Existen sustancias que son letales para |os microorganismos, otras
poseen efecto fungistatico o bacteriostatico y finalmente, productos que en dosis
normales y/o subletales pueden favorecer su crecimiento, reproduccion y virulencia
Esto demuestra la importancia de conocer la accion de los agroquimicos sobre las

diferentes fases del desarrollo de |os entomopatogenos (Alves, 1986; Lecuona, 1996).

1.14. L os hongos entomopat6genos como agentes potenciales de control biolbgico

Las infecciones naturales causadas por 1os hongos entomopatdgenos juegan un
rol preponderante en e control de muchas plagas. Ocasionalmente, la mortalidad
alcanza niveles elevados causando epizootias y provocando una notable disminucion en
las poblaciones de las plagas. Sin embargo, en ocasiones puede ser necesario
incrementar su incidencia en forma artificial mediante la inoculacion de los hongos
entomopatdgenos para aumentar su efecto insecticida. Por lo tanto, dentro del control
biolégico se plantea como una aternativa la introduccion inoculativa o inundativa de
éstos hongos en forma de productos comerciales o artesanales.

Ademas, en los Ultimos afios aumento la exigencia de productos alimenticios de
mejor calidad, ocasionando un crecimiento de la agricultura organica, que se basa en €
uso de productos naturales de bajo impacto ambiental. En funcién de esto, se generé un
gran interés en la utilizacion de los hongos entomopatogenos en e control biologico de
plagas y, por lo tanto, surgieron pequefias industrias, laboratorios e instituciones que
focalizaron sus investigaciones en la busqueda y seleccion de aislamientos fungicos con
elevada produccién de conidios y virulencia, como asi también, en los métodos de
produccion a gran escala, la formulacién y la aplicacion en cultivos de importancia
econdémica (Ignoffo 1981; Ferron, 1985; Landa et al., 1994; Jenkins et al., 1998).

Hasta e momento, se han utilizados arededor de 20 especies de hongos
entomopatdgenos en e control bioldgico clasico (Hajek y Deldibera, 2010). Las
especies del Phylum Ascomycota, orden Hypocreales, son las mas utilizados, ya que
tienen un amplio rango de insectos hospedadores y su manipulacién en cultivos in vitro
y en fermentaciones solidas es relativamente facil (Murrin, 1996). Los hongos del

Subphylum Entomophthoromycotina, Orden Entomophthorales, son buenos candidatos
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para e control bioldgico debido a su estricta especificidad, a su capacidad de generar
epizootias y a desarrollo de esporas de resistencia, sin embargo, su crecimiento es
reducido en cultivosin vitro y no pueden ser producidos a gran escala (Pell et al., 2001;
Papierok, 2007). Unos pocos programas de control biolégico estan siendo empleados
para controlar las poblaciones de insectos del Orden Hemiptera, Coleoptera y
L epidoptera mediante la introduccién de hongos entomopatégenos. Estos programas se
estan desarrollando mayoritariamente en areas de America del Norte y las islas del
Pacifico y en menor medida en America Latina (Hajek y Delalibera, 2010).

En e Brasil, mas de 20 géneros ocurren naturalmente sobre insectos de
importancia econdmica, siendo los méas importantes M. anisopliae (Metsch.) Sorokin; B.
bassiana (Bals.) Vuill.; N. rileyi (Farlow) Samson; Lecanicillium (Zimm.) Viégas,
Isaria Samson; Aspergillus Michelli; Fusarium Link (Atractium) y Cladosporium
(Fresen.) (Alves, 1998; Shahy Pell, 2003).

En los cultivos de yerba mate, hay registros de epizootias naturales causadas por
B. bassiana en diversos ordenes de insectos en € cultivo. Ribeiro (1993) reaizé
estudios en laboratorio para € control de H. betulinus testeando cinco cepas de B.
bassiana aisladas de insectos encontrados en yerba mate. Los resultados mas
promisorios fueron obtenidos con la cepa 152, aidada a partir de insectos
Chrysomelidae. La infectividad de este aislamiento bajo condiciones de laboratorio fue
de 69,62% en adultos y 93,02% en larvas de H. betulinus. Dalla Santa (2000) probd la
infectividad bajo condiciones de laboratorio, de una cepa de B. bassiana aislada de
orugas infectadas recolectadas en e campo, para € control de Thelosia camina
(Lepidoptera:  Eupteroidea) e Hylesia spp. (Lepidptera: Saturniidae) siendo la
mortalidad superior a 90 y 94%, respectivamente, después de 10 dias, por € método de
pulverizacion. Oliveira et al. (2000) testearon la patogenicidad de aislamientos de B.
bassiana a écaro rojo de la yerba mate Oligonychus Y othersi (Acari: Tetranychidag)
provenientes del Instituto Biologico de Sdo Paulo. La mortalidad de esta especie fue de
77 a98% paratodos |os aislamientos.

Soares et al. (1995) y Soares e lede (1997) detectaron la ocurrencia natural de
los géneros B. bassiana y M. anisopliae en adultos de H. betulinus, en un yerbal del
municipio de lvai, Parana, Brasil. Para estos autores, cuando estos hongos son
adecuadamente vehiculizados y aplicados, pueden presentar elevado potencial de
control, bajo impacto ambiental y pocos residuos en e producto. Ademas de esto,

pueden permanecer activos por largos periodos en € ambiente del cultivo. Estos
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organismos se encuentran naturalmente en los yerbales, indicando, también su
adaptacion a ecosistema modificado. Leite et al. (2000) testearon, en laboratorio, siete
cepas de B. bassiana, una de B. brongniartii (Sacc.) Petch y una de M. anisopliae
obtenidas del Embrapa Recursos Genéticos. La cepa de B. bassiana CG 716, aislada de
adultos de H. betulinus de campo, presentd los mejores resultados, con una mortalidad
de 94,01 y 100% bgjo condiciones de campo, con tiempo medio de mortalidad de 36
dias. Leite et al. (2003) realizaron ensayos en laboratorio con pocas especies de hongos
entomopatogenos, B. bassiana (cepa CG 716) y Paecilomyces sp., obtenidos de H.
betulinus de campo. Se verificd que B. bassiana fue més infectivo, presentando una
mortalidad de 97,5% contra 37,5% del segundo. Los tiempos medios de mortalidad
fueron de 16,8 y 32 dias para B. bassiana y Paecilomyces sp., respectivamente.

Leite et al. (2006b) probaron la cepa (CG 716), en campo, formulada en dos
concentraciones de aceite emulsionable y tres concentraciones de conidios. El
formulado més eficiente fue el de la concentracién 1 x 107 conidios/ml y 0,5% de aceite,
obteniendo unainfectividad de 76% de | os insectos eval uados.

Sosa Gomez et al. (1994) informaron que en plantas de yerba mate, en
Gobernador Virasoro, provincia de Corrientes, Argentina, se registraron niveles de
infeccion de hasta 90% causados por € hongo Zoophthora radicans (Brefeld) sobre
adultos de G. spegazziniana.

En € Brasil, Alves et al. (2009) citaron esta misma asociacion, en un yerbal en
Cascavel, Parang, Brasil, con niveles semeantes de ocurrencia de la poblacion, siendo
los Uni cos registros de entomopatdgenos sobre G. spegazziniana.

1.15. In6culos de hongos entomopatogenos en el suelo

De acuerdo con Alves (1998) e suelo es € reservorio natural de los hongos
entomopatogenos, por eso su empleo en programas de mango integrado de plagas es
condicionado a su eficacia y persistencia en € ambiente. Sin embargo, existen factores
biGticos y abidticos que pueden ser responsables por la persistencia por largos periodos.
Entre estos, los principales son la temperatura 'y |la humedad (Lingg y Donaldson 1981,
Studdert y Kaya 1990; Rath et al., 1992); tipo de suelo (Storey et al., 1989; Vanninen et
al., 2000); organismos antagénicos (Fargues et al., 1983; Fargues y Robert, 1985) y la
presencia del hospedero especifico en condiciones naturales (Kessler et al., 2003, 2004).

39



Antecedentes Schapovaloff MariaElena

Lingg y Donalson (1981) estudiaron la estabilidad de B. bassiana en e suelo y
observaron que la supervivencia de los conidios fue dependiente de la temperatura en
ese ambiente. La vida media de los conidios vario de 14 dias (25 °C y 75% de
saturacion de agua en el suelo) a 276 dias (10 °C y 25% de saturacion). Conidios
mantenidos en humedades 0, 32, 52, 75 y 100 y bagas temperaturas no sufrieron
reduccion en su viabilidad. Sin embargo, humedades arribas citadas y atas temperaturas
(55 °C) no se pudieron observar unidades formadoras de colonias (UFC). Segun
Quintela (1986) ocurre menor supervivencia de los conidios de este hongo cuanto mas
elevada es |la temperatura y porcentaje de saturacion de agua en e suelo; observo
también que e suelo cubierto con vegetacion propicia mayor proteccion para este
patogeno.

El tipo de suelo puede gercer efecto significativo en la supervivencia de los
conidios (Prado, 2001). Lanza et al. (2004) verificaron que € tipo de suelo influencié
significativamente la supervivencia del hongo, siendo que la menor cantidad de UFC
fue encontrada en e suelo latosolico de textura arcillosa. Corréa y Azevedo (1986)
también verificaron que los suelos arcillosos son menos favorables que los arenosos
para la mantencion de la viabilidad de los conidios de M. anisopliae.

Quintela et al. (1992) evaluaron la supervivencia de los conidios de B. bassiana
aplicado en tierra estructurada latosolico eutréfica en suelo desnudo y con planta. En
ambos, las UFC fueron recuperadas después de 94 dias de evaluacion; sin embargo,
suel os con cobertura propi cionan mayor proteccion a hongo.

La microbiota del suelo también es un agente importante en la supervivencia de
los hongos (Sharapov y Kalvish, 1984; Shields, 1981). Segun Alves (1998) después de
la aplicacion del hongo en el suelo ocurre un rapido aumento en su poblacion, seguido
por un decrecimiento y después de semanas 0 meses desaparece completamente debido
alaaccién de los organismos antagonistas y otros factores.

Gama et al. (2005) mencionaron que ocurre mayor conidiogénesis de hongos
sobre |os cadaveres de insectos o la formacion de nuevos propagal os a partir del inéculo
existente en e suelo. Por esto, diversos hongos entomopatdégenos pueden sufrir
reducciones en su densidad en ausencia del hospedero, como gjemplos B. bassiana
(Gaugler et al., 1989; Storey et al., 1989), B. brongniartii (Kessller et al., 2004), N.
rileyi (Ignoffo et al., 1978), P. fumosoroseus (Fargues y Robert, 1985). Metarhizium

anisopliae es conocido por su gran persistencia, a pesar de la ausencia del hospedero,
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pudiendo ser atribuido la presencia de otros hospedadores susceptibles en e suelo
(Véanninen et al., 2000).

Las informaciones sobre la accion de los hongos entomopatégenos sobre H.
betulinus, aln son restringidas, existiendo una brecha de datos a lo que se refiere alas

epizootias, persistenciay presenciade indculos en e suelo.
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HIPOTESIS:

Las especies de hongos entomopatdgenos nativos presentan en general mayor
especificidad para los hospedadores de los cuaes fueron aisados originalmente y
ademés se adaptan mejor a las condiciones ambientales del lugar de origen, que los

hongos patdgenos procedentes de hospedantes y lugares diferentes.

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar la diversidad y patogenicidad de hongos patégenos de insectos plaga de la
yerba mate en laregion del Noreste Argentino.

OBJETIVOSESPECIFICOS:

1) Reevar, aidar e identificar los hongos entomopatdégenos de insectos plaga en
cultivos de yerba mate y suelos de importanciaen laregion del NEA (Misiones).

2) Estimar la patogenicidad de |os hongos entomopatdgenos aislados e identificados en
condiciones controladas de laboratorio.

3) Preservar los cultivos fungicos obtenidos en una coleccion de cultivos de referencia.

4) Caracterizar los hongos entomopatdégenos mediante técnicas de biologia molecular.
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MATERIALESY METODOS

2.1. Areade Estudio

El area de estudio abarco distintos sitios ubicados en la region biogeogréfica
correspondiente a la provincia de Misiones, Argentina. Los ambientes en los cuales se
llevaron a cabo los relevamientos fueron cultivos de yerba mate comerciaes
(convenciona y organico), incluyendo las localidades de Santa Inés, Candelaria,
Apostoles, Jardin América, Campo Ramon, Oberd, Santo Pipo, Leandro N. Alem, Ruiz
de Montoyay Colonia Aurora (Tablal) (Figura4).

La localizacion geografica de cada establecimiento se determind con un
instrumento de posicionamiento geografico (GPS, Etrex Garmin ® Corporation).

Los datos de temperatura y humedad fueron tomados in situ en cada oportunidad
utilizando un termohigrometro digital (TFA®, Alemania). Los datos climéticos de las
temperaturas medias diarias, humedad relativa y promedio mensual de precipitaciones

fueron obtenidos del Servicio Meteorol6gico Naciona (SMN).
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Tabla 1. Sitios de muestreo, tipos de produccion y ubicacion geogr afica.

Establecimiento  cCaracteristicas Localidad  provincia ~ Coordenadas Fecha de
de Produccion Geogr aficas M uestreo
Sitio1 Organico Santalnés  Misiones 27°31'32.13"S  2008-2010
55°51'43.70" O
Sitio 2 Convencional Jardin Misiones 27° 3'8.06"S 2008-2010
América 55° 14' 38.34" O
Sitio 3 Convencional Candelaria Misiones 27° 28' 18.85"S 2008-2010
55° 45'18.83" O
Sitio4 Convenciond Colonia Misiones 27°28'39.20"S  06/01/2009
Aurora 54° 45' 31.34" O
Sitio5 Convenciond Obera Misiones 27°23'58.49"S  04/02/2009
55° 8'28.28" O
Sitio 6 Convencional Santo Pipo  Misiones 27°828.97"S 15/02/2009
55° 24' 34.45" O
Sitio 7 Convencional Apéstoles  Misiones 27°55'10.19"S  25/06/2009
55°44'11.01" O
Sitio 8 Convencional Apbstoles  Misiones 27°54'24.49"S  30/06/2009
55° 46' 28.76" O
Sitio9 Convenciond Obera Misiones 27°28'33.88"'S  20/12/2009
55°4'11.97" O
Sitio 10 Convencional Jardin Misiones 27°24'34.45" O 03/01/2010
América 55°13'11.67" O
Sitio 11 Convencional LeandroN. Misiones 27° 38 7.64"S 17/01/2010
Alem 55° 20'40.93" O
Sitio 12 Convencional Santalnés Misiones 27°34'9.57" S 2008-2010
55°50'44.11" O
Sitio 13 Convencional Ruiz de Misiones 26°57'54.78"S  09/03/2010
Montoya 55° 5'24.36" O
Sitio 14 Convenciond Colonia Corrientes  27°54'02.64"S  25/03/2010
Liebig 55° 45' 00.90" O
Sitio 15 Convenciona Campo Misiones 27°27'18.27"S  14/05/2010
Ramoén 55°1'27.02" O
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Figura 4. Cultivos de yerba mate en diferentes localidades de la provincia de
Misiones. A. Colonia Aurora. B. Santa Inés. C. Apostoles. D. Jardin América E.

Campo Ramon. F. Leandro N. Alem.
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2.2. Frecuencia de muestreo

En los establecimientos 1, 2, 3 y 12 los muestreos fueron realizados una vez
cada 15 dias, desde mayo de 2008 hasta septiembre de 2010. Asimismo, los otros
establecimientos fueron visitados con diferente periodicidad durante € estudio (Tabla
1).

El muestreo consistio en la busgueda de dafios e insectos asociados a darfio, en
plantas de yerba mate que presentaban sintomas de problemas fitosanitarios
ocasionados por insectos. En cada muestreo se hizo una prospeccion de la plantacion,
con una duracion aproximada de 3 horas. Fueron analizados 50 arboles, escogidos
aleatoriamente, através de inspeccion visual, permitiendo el relevamiento de individuos
de “taladro o tigre de la yerba mate” (H. betulinus) y “rulo o psilido de la yerba mate”
(G. spegazziniana).

2.3. Recoleccién deinsectosy deteccion de infecciones

En cada establecimiento, se recolectaron estadios juveniles y adultos de H.
betulinus y G. spegazziniana. Los insectos recolectados de H. betulinus se conservaron
en recipientes de plastico con tapa de 5 cm de atura 'y 5 cm de diametro y con
capacidad de 120 ml, los cuales fueron rotulados y en los que se coloco ramas de yerba
mate como sustrato alimenticio. En cambio, para la recoleccion de G. spegazziniana
fueron cortadas ramas con rulo o agallas de yerba mate las cuales fueron colocadas en
bol sas de polipropileno.

Todos los insectos recolectados se llevaron a laboratorio donde fueron
mantenidos bagjo condiciones de hacinamiento, para estimular la expresion de las
infecciones fungicas latentes que pudieran haber adquirido en & campo (Medelin, 1963;
Shah et a., 1997). Laslarvas de H. betulinus se mantuvieron en una camara de cria bgjo
condiciones controladas (25 °C y 80-85% HR) durante aproximadamente 7 dias. Los
adultos de H. betulinus y G. spegaziiniana se colocaron en jaulas separadas
acondicionadas a 25 °C y 80-85% HR. Se efectuaron observaciones cada 24 hsy se
retiraron los cadaveres colocandolos en cadmaras humedas (cdpsulas de Petri

esterilizadas conteniendo papel de filtro humedecido con agua destilada estéril),
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manteniéndolos en incubadora a 25 °C en oscuridad para favorecer la emergencia del
micelio fangico. Los insectos muertos en estas condiciones fueron observados durante
72 hs, a término de las cuales fueron descartados aquellos que no presentaron evidencia
externa de infeccidon. Los insectos fueron depositados como material de herbario de
referencia en € Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la Universidade Estadual do
Oeste do Parana (UNIOESTE) y en e Centro de Estudios Parasitologicos y de Vectores

(CEPAVE), paralaidentificacion taxonomicay el registro del jemplar voucher.

2.4. Aislamiento de los hongos entomopatdgenos

2.4.1. Aislamiento a partir del insecto infectado

Los individuos que desarrollaron sintomas de infeccion fungica fueron
removidos del material del campo utilizando una aguja entomoldgica estéril y se
inocularon directamente en capsulas de Petri conteniendo medio de cultivo Sabouraud
dextrosa agar suplementado con extracto de levadura 1% (SDY A) o medio agar extracto
de malta suplementado con 2% de extracto de levadura (MEA). Los medios de cultivo
contenian antibiéticos (gentamicina y cloranfenicol) (Anexo) para evitar el crecimiento
de bacterias contaminantes. Una vez obtenidos los aislamientos puros, estos fueron
transferidos a tubos de vidrio con medio de cultivo SDYA 1% en estria para ser
mantenidos a4 °C, hasta su utilizacion.

2.4.2. Aislamiento monosporico a partir de muestras de suelo

Se tomaron muestras de suelo de los establecimientos 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 13y
15. De cada uno de los establecimientos se extrgeron 3 muestras de suelo de una
profundidad de 0-20 cm, correspondiendo a la parte central y alos laterales del yerbal.
Las muestras fueron transportadas a laboratorio en bolsas de polipropileno y se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta su utilizacién. Posteriormente se hizo una

muestra compuesta mezclando las 3 submuestras (Figura 5).
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Figura 5. Muestras de suelo de cultivos de yer ba mate.
Las tres submuestras de suelo de 0-20 cm de profundidad fueron amacenadas en bolsas de

polipropileno paraluego ser procesadas en €l laboratorio.

Se empled la metodologia de aislamientos monosporicos por dilucion seriada
(Lecuona, 1996) y se la modificd de la siguiente manera: se suspendieron 10 gr de cada
muestra en 90 ml de agua destilada dentro de un erlenmeyer, posteriormente se
transfirid 1 ml de esta solucion madre a un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de agua
destilada estéril. Se agité mediante €l uso de un vértex durante 1 minuto y se repitio esta
operacion 5 veces méas (en total seis diluciones). De las Ultimas tres diluciones se
sembraron 100 pl de la dltima dilucion en cdpsulas de Petri de 10 cm de diametro
conteniendo medio de cultivo selectivo con Dodine (acetato de N-dodecilguanidinio)
(Doberski y Tribe, 1980) (Anexo), utilizando un ansa de Drigalsky (Figura 6).
Asimismo, se utiliz6 como control positivo del medio selectivo un aislamiento de B.
bassiana, M. anisopliae y P. lilacinum preservadas en la coleccién de hongos
entomopatogenos del CEPAVE. Todas las cépsulas fueron incubadas a 25 °C en
oscuridad por 10 dias para favorecer e desarrollo de las estructuras fungicas
reproductivas. Las colonias obtenidas fueron luego repicadas a medio de cultivo SDY A
para permitir la esporulacion del hongo y poder confirmar su identidad mediante

observacion microscopica de sus estructuras reproductivas.
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Figura 6. Aislamiento fungico a partir de muestras de suelo.

Se suspendieron 10 gr de cada muestra de suelo en 90 ml de agua destilada, posteriormente se
transfirio 1 ml a un tubo con 9 ml de agua destilada estéril. Se repitié esta operacion 5 veces
maés. De las tres Ultimas tres diluciones se sembraron 100 pl de la tltima dilucién en capsulas de
Petri de 10 cm. de didmetro conteniendo medio de cultivo selectivo.

2.5. Procedimientos con cultivos fungicos

Los cultivos fungicos fueron realizados bajo condiciones de esterilidad (camara
de flujo laminar), los medios de cultivo asi como todos los materiales fueron
esterilizados en autoclave tipo Chamberland a 121 °C y 1 atmdsfera de presion durante

20 minutos.

2.5.1. Ensayo de viabilidad

Para determinar e porcentgje de germinacion de cada aislamiento se redizo
ensayo de viabilidad (Lane et al., 1988). Este ensayo consistio en redizar una
suspensién de conidios en Tween 80 (Polisorbato de Sodio) 0,01% (v/v), y gustar su
concentracion a 1 x 10° conidios/ml mediante la utilizacién de un hemocitémetro
(camara de Neubauer). A su vez, se acondicioné una capsula de Petri de 10 cm de
diametro con papel de filtro humedecido con agua destilada estéril conteniendo en su
interior un portaobjeto esterilizado con 500 pl de medio de cultivo SDYA (espesor de
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2mm) (Figura 7). Luego se inocularon 100 pl de la suspension de conidios sobre €
medio de cultivo SDYA vy se distribuyé homogéneamente sobre su superficie utilizando
un ansa de Drigalsky. Cada capsula de Petri se colocd en una camara incubadora a 25°
C en oscuridad durante 24 hs 'y se cuantifico € nimero de conidios germinados y no
germinados en e microscopio con contraste de fases (400x) (Olympus CH30). Se
considerd un conidio germinado cuando el tubo de germinacion alcanzo la mitad de la
longitud de la espora. Para cada aislamiento se evalud € porcentaje de germinacion por

triplicado y en cada cadmara de viabilidad se cont6 un total de 600 conidios.

Figura 7. Camaradeviabilidad.

Cépsula de Petri conteniendo 2 portaobjetos limpios ubicados perpendicularmente, donde uno
de ellos tiene una del gada capa de medio de cultivo SDY A. En la base se encuentra un papel de
filtro humedecido con agua destilada estéril.

2.5.2 Determinacion del crecimiento radial y tasa de crecimiento

A partir de cultivos jovenes de cada aislamiento fungico (10 dias de incubacion a
25 °C) se cortaron cilindros de 4 mm de diametro mediante la utilizacion de un
sacabocados. Cada cilindro fue ubicado individualmente en € centro de una capsula de
Petri de 10 cm de diametro que contenia SDY A mas 1% de extracto de levadura estéril
(Figura 9). Cada aislamiento fungico fue ensayado por triplicado y conservado en
camara incubadora a 25 °C en condiciones de oscuridad durante 10 dias. Diariamente,

se midié € didmetro de la colonia (Figura 8) empleando una regla milimetrada y los
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valores obtenidos fueron indicados como crecimiento radial (Lacey y Brooks, 1997). La

tasa de crecimiento se estimo mediante la siguiente formula:

Tasade crecimiento diaria= (didmetro final — didmetro inicia)/ nimero de dias

Figura 8. Determinacion del crecimiento radial de los hongos entomopatogenos.

Se coloca un cilindro con un cultivo joven en e centro de una capsula de Petri conteniendo
SDY A estéril y diariamente se mide el didmetro de la colonia. A. Inicio del experimento donde
se observa el cilindro con cultivo joven (tiempo cero). B. Desarrollo de una colonia luego de 10
dias de incubacion a 25 °C en oscuridad.

2.6. ldentificacion y caracterizacion de los hongos entomopatdgenos por caracter es

mor fol gicos

Los hongos aislados en cultivo in vitro fueron identificados a partir de la
descripcion macroscopicay microscopica de las estructuras vegetativas y reproductivas,
para luego ser comparadas con claves taxondmicas. Para la identificacion de las
especies de Ascomycota se utilizaron las claves de Samson (1974), Samson et al.
(1988), Tzean et al. (1997), Humber (1997) y Hodge (2006).

La caracterizacion morfol6gica de los hongos entomopatdégenos consistio en la
descripcién y medicion de las estructuras fungicas, como asi también, determinar €
crecimiento radial, la tasa de crecimiento y el porcentaje de germinacion de los

conidios.

52



Materiales y métodos Schapovaoff MariaElena

2.6.1. Descripcién macr oscopica

A partir de los aislamientos monosporicos obtenidos de cada especie fungica, se
observo € tipo de borde, €l aspecto y color del envés'y revés de la colonia. Asimismo,
se midio e didmetro de las colonias luego de 10 dias de incubacion a 25 °C en
condiciones de oscuridad y se estimo la tasa de crecimiento como € diametro de la

colonia por €l tiempo de incubacién (mm/dia).

2. 6.2. Descripcion microscopica

Para la observacion microscopica a partir de cultivos fungicos esporulados se
mont6 una pequefia porcion de micelio en azul de algodon-lactofenol de Amann (0,01%
p/v) (Anexo) para visudizar la forma y dimensiones de los conidios, células
conidiogenas (fialides) e hifas de cada aislamiento. Para esto se utilizd un microscopio
optico con contraste de fases (400x) (Olympus CH30) y se registro la observacion
mediante una camara digital (Sony DSCP73). Para cada aislamiento se midieron 25

unidades como minimo, y luego se obtuvo e promedio y € error estandar.

2.6.3. Andlisis estadisticos

Los vaores de porcentaje de germinacion de los conidios y la tasa de
crecimiento fueron analizados estadisticamente con € programa Statgraphics Centurion
15.2 program (StatPoint, Inc. 2007). Los valores de porcentgje de germinacion de los
conidios fueron transformados con la funcion arcoseno. Las diferencias entre ellas se
analizaron mediante € test de Student y un andisis de la varianza (ANOVA) con nivel
de significancia del 95%. Finalmente, se realiz6 un test de Tukey (HSD) paraidentificar

las diferencias significativas entre |os tratamientos (p < 0,05).

2.7. Preservacion delos cultivos fungicos

Los aislamientos fungicos obtenidos fueron depositados en las siguientes

colecciones micol ogicas:
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- Centro de Estudios Parasitologicos y de Vectores (CEPAVE) (CONICET-
UNLP), LaPlata, Argentina.
- Laboratorio de Biotecnologia Agricola, UNIOESTE, Cascavel, Parana, Brasil.

Las técnicas empleadas para preservar los cultivos en la coleccion micoldgica del

CEPAVE fueron las siguientes:

2.7.1. En glicerol 10 % estéril

A partir de un cultivo esporulado se cortaron cubos de 1 cm® y se colocaron
dentro de tubos de microcentriguga “Eppendorf” estériles de 1,5 ml conteniendo
glicerol a 10% estéril. Estos tubos fueron mantenidos a -20 °C.

2.7.2. En agua destilada estéril

Se cortaron cubos de 1 cm® de un cultivo esporulado y se colocaron dentro de
tubos de centrifuga “Tubo tipo Falcon” de 15 ml de polipropileno esterilizados
conteniendo 10 ml de agua destilada estéril. Cada tubo se conservo en la heladera a 4
°C.

2.7.3. En papd defiltro esterilizado

Sobre el micelio de un cultivo esporulado se colocaron tiras de papel de filtro
previamente esterilizado y secado. Estos cultivos fueron mantenidos a 25 °C durante 3
dias para favorecer la adhesién de los conidios al papel. Luego, se removio6 € papel de
filtro con ayuda de una pinza esterilizada y se dgjaron secar por 30 minutos dentro del
fluyjo laminar. Los papeles de filtro conteniendo los conidios fueron ubicados
individualmente en tubos de microcentrifuga tipo Eppendorf de 1,5 ml esterilizados y
luego conservados en la heladeraa 4 °C.

2.7.4. Transferencias en cultivo 0 “repiques’ sucesivos

Los cultivos fungicos esporulados presentes en placas de Petri 0 en tubos de

vidrio “pico deflauta’ se conservaron en laheladeraa 4 °C.
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2.7.5. En silica gd

Un gramo de silica gel no indicadora fueron colocados en tubos de
microcentriguga “Eppendorf” de 2 ml, esterilizados en autoclave tipo Chamberland a
121 °C y 1 atmésfera de presion durante 15 minutos. La suspension de esporas se
realizO en leche descremada estéril al 10% a partir de un cultivo fresco en medio
agarizado. En condiciones de esterilidad se agregd 1 ml de suspension de conidios a la
silica gel para garantizar que quedara solo humedecida. Cada tubo se conservo en
heladeraa 4 °C.

2.8. Cria deinsectos para Bioensayos

2.8.1. Hedypathes betulinus (Coleoptera: Cerambycidae)

En funcion de la dificultad de criar estos insectos en laboratorio, se recolectaron
manual mente adultos de H. betulinus en un monocultivo de yerba mate comercial en de
la ciudad de Ivai, Parang, Brasil (25° 01' 08"’ S; 50° 85’ 89"’ O). En estas colectas se
seleccionaron insectos adultos con pelos de coloracién blanca, indicando la emergencia
reciente del adulto, y sin ruptura de las antenas y piernas, segun metodologia de Leite et
al. (2006). Los insectos fueron individualizados en recipientes de pléstico de 11 x 8 cm,
con la tapa perforada y transportados a Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la
Universidade Estadual do Oeste de Parana (UNIOESTE), Cascavel, Parana, Brasil.
Abundante nimero de insectos adultos provenientes del muestreo fueron colocados en
jaulas de madera de 60 cm de atura x 40 cm de ancho % 40 cm de profundidad, los
cuales fueron aimentados con ramas de yerba mate, hasta la realizacion de los
experimentos, por un periodo no superior a los 30 dias (Figura 9). Las jaulas fueron
mantenidas en sala climatizada con temperatura de 26 + 1 °C, fotoperiodo de 14:10
luz/oscuridad y 70% de humedad relativa.
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Figura 9. Adultos de H. betulinus en condiciones de labor atorio.
A. Jaulas de madera de 60 x 60 x 40 cm donde se colocaron ramas de yerba mate con

adultos de H. betulinus. B. Adultos de H. betulinus.

2.8.2. Gyropsylla spegazziniana (Hemiptera: Psyllidae)

Debido a la dificultad para poder criar estos insectos en laboratorio, ramas de
yerba mate con rulos o agallas cerradas fueron colectadas de yerbales comerciales de
Cascavel, Parang, Brasil y llevados al Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la
Universidade Estadual do Oeste de Parana (UNIOESTE), Cascavel, Parang, Brasil (24
057" 21" S; 53° 27" 19" O) Las ramas con agallas cerradas fueron colocadas en un
recipiente con agua, en €l interior de jaulas de madera con medidas de 60 cm de altura x
40 cm de ancho x 40 cm de profundidad (Figura 10) y mantenidas en sala climatizada
climatizada con temperatura de 26 + 1 °C, fotoperiodo de 14:10 luz/oscuridad y 70% de
humedad relativa.
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Figura 10. Colonias de G. spegazziniana en condiciones de laboratorio.
Jaulas de madera de 60 x 60 x 40 cm donde se colocaron ramas de yerba mate con individuos de

G. spegazziniana.

2.9. Ensayos de patogenicidad con hongos entomopatogenos realizados contra H.

betulinus

2.9.1. Ensayos realizados con H. betulinus

Para la realizacion de los ensayos de patogenicidad fueron seleccionados 24
aislamientos fungicos aislados de suelo de cultivos de yerba mate. 15 aislamientos de B.
bassiana, 2 aislamientos de M. anisopliae y 7 aislamientos de P. lilacinum provenientes
de los sucesivos muestreos de suelos de cultivos de yerba mate realizados durante €
trabgjo de tesis. Otra caracteristica tenida en cuenta en la seleccion de los aislamientos
fue e resultado obtenido en e porcentaje de viabilidad de los conidios in vitro de cada
aislamiento fungico, habiendo sido seleccionados aquellos que tuvieron un porcentaje
de viabilidad superior a 90%.
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2.9.2. Disefio experimental y obtencién del inoculo

Los aislamientos fungicos fueron multiplicados en medio de cultivo ME
(Anexo) para la produccién de conidios, en capsulas de Petri, incubadas en camara
B.O.D (26 + 1 °C, 14 hs de fotoperiodo), por un periodo de siete a diez dias para €
crecimiento vegetativo y conidiogénesis. Después de este periodo, los conidios fueron
colectados por medio del raspaje del medio de cultivo, almacenandolos en tubos de
vidrio por un periodo no superior alos 15 dias a— 10 °C. Se prepar6 una suspension de
conidios en Tween 80 - polisorbato de sodio - (0,01% v/v) a partir de los cultivos
fingicos esporulados y se ajustd la concentracion a 1 x 10° conidios/ml mediante el uso
de un hemocitometro del tipo camara de Neubauer. Es preciso sefiaar, que previamente,
se realizaron ensayos preliminares para determinar el método mas adecuado para la
aplicacion del indeulo fungico como asi también la concentracion a utilizar.

Para cada aislamiento fungico se utilzaron 30 individuos adultos, dispuestos en
grupos de 10 por réplica. La inoculacion de los tratamientos se realiz6 sumergiendo
individualmente a los insectos en la suspensién de conidios por 10 segundos y
enseguida fueron transferidos a capsulas de Petri con € fondo recubierto de papd de
filtro para retirar € exceso de la suspension de conidios. Luego, fueron transferidos a
vasos de pléstico conteniendo una rama de yerba mate y cerrados con tapa de plastico
perforada. Fueron realizadas tres réplicas y un control para cada tratamiento. Los
tratamientos controles fueron tratados de manera similar, aplicandoles Unicamente una
solucion de Tween 80 (0,01% v/v) esterilizado, libre de conidios. Los tratamientos
fueron mantenidos en condiciones controladas (26 + 1 °C y fotoperiodo de 14 hs de luz)
(Figurall).

58



Materiales y métodos Schapovaloff MariaElena

Figura 11. Ensayo de patogenicidad contra H. betulinus.

Se sumergieron 30 adultos de H. betulinus en una suspension fungica (1 x 10° conidios/ml) o
tween 80 0,01% (control). L os tratamientos fueron mantenidos ba o condiciones controladas (26
+ 1 °CYy fotoperiodo de 14 hs de luz) y diariamente se evaluo € porcentaje de mortalidad.

2.9.3. Tratamiento post inoculativo realizado en los ensayos de

patogenicidad

Los registros de mortalidad se realizaron cada 24 h hasta los 15 dias posteriores
alainoculacién. Los insectos muertos fueron retirados y esterilizados superficia mente
en alcohol 70% y dos bafios sucesivos en agua destilada estéril. Luego fueron colocados
en camaras humedas, mantenidas en condiciones controladas (26 + 1 °C y fotoperiodo
de 14 hs de luz), para la emersion del micelio del hongo. La confirmaciéon de la
mortalidad fue realizada mediante la visualizacién del insecto bajo € microscopio

estereoscopi co.

2.9.4. Andlisis estadisticos

La mortalidad de los controles fue corregida utilizando la Formula de Abbott
(1925).

(% mortalidad tratamiento - % mortalidad control)
MC = X 100
(100 - % mortalidad control)

59



Materiales y métodos Schapovaoff MariaElena

Los valores del porcentgje de mortalidad fueron transformados a arcoseno. Para
determinar si las diferencias entre los distintos aislamientos fueron significativas se
realizo un andlisis de lavarianza (ANOV A) con 95% de significancia, y luego un test de
Tukey (p < 0,05) para comparar las medias entre pares de tratamientos. Todos los
andlisis estadisticos fueron realizados con € programa Statgraphics Centurion 15.2
program (StatPoint, Inc. 2007).

Para cada tratamiento se calculé el porcentaje de mortalidad obtenido a los 15
dias posteriores a la inoculacion, como asi también, se estimo e tiempo letal 50 (TLsp)
mediante &l uso del programa Probit (Throne et al., 1995).

2.10. Ensayos de patogenicidad con hongos entomopatégenos realizados contra G.
spegazziniana

2.10.1. Ensayosrealizados con G.spegazziniana

Para la realizacion de los ensayos de patogenicidad fueron seleccionados 25
aislamientos fungicos: 17 aislamientos de B. bassiana, 2 aislamientos de M. anisopliae
y 6 aislamientos de P. lilacinum provenientes de |os muestreos de suelos de cultivos de
yerba mate realizados durante €l trabajo de tesis. Otra caracteristica tenida en cuenta en
la seleccidn de los aislamientos fue @ resultado obtenido en el porcentaje de viabilidad
de los conidios de cada aislamiento fungico, habiendo sido seleccionados aquellos que

tuvieron un porcentaje de viabilidad superior a 90%.

2.10.2. Diseflo experimental y obtencion del inéculo

Los aislamientos fungicos fueron multiplicados en medio de cultivo ME
(Anexo) para la produccion de conidios, en capsulas de Petri, incubadas en camara
B.O.D (26 £ 1 C, 14 hs de fotoperiodo), por un periodo de siete a diez dias para €l
crecimiento vegetativo y conidiogénesis. Después de este periodo, los conidios fueron
recolectados por medio del raspaje del medio de cultivo, amacenandolos en tubos de
vidrio por un periodo no superior alos 15 dias a— 10 °C. Se prepar6 una suspension de
conidios en Tween 80 (0,01% v/v) a partir de los cultivos fungicos esporulados y se

ajustd la concentracion a 1 x 10° conidios/ml, mediante € uso de una cdmara de
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Neubauer. Cabe destacar, que previamente, se realizaron ensayos preliminares para
determinar e método més adecuado para la aplicacion del inéculo fingico como asi
también la concentracion a utilizar.

Para cada aisamiento fungico se utilzaron 80 ninfas del quinto estadio,
dispuestos en grupos de 20 por réplica. Cada tratamiento consistio en 4 mudas
(plantines) de yerba mate, siendo que en cada muda se transfirieron 20 ninfas del quinto
estadio, con la ayuda de un pincel fino de pelo de marta humedecido. Fueron aplicados
2 ml de la suspension de conidios utilizando un micropul verizador (aerografo) de marca
Sagyma SW775 acoplado a un compresor de flujo continuo de aire, con compresion
constante de 5 Ib de salida, a una distancia de aproximadamente 20 cm, sobre las ninfas
de G. spegazziniana, las cuales fueron posteriormente acondicionadas en jaulas de PVC
cristal de 13 cm de didmetro x 40 cm de alto. Fueron realizadas cuatro réplicas y un
control para cada tratamiento. Los tratamientos controles fueron tratados de manera
similar, aplicandoles Unicamente una solucién de Tween 80 (0,01% v/v) esterilizado,
libre de conidios. Los tratamientos fueron mantenidos bajo condiciones controladas (26
+ 1 °Cy fotoperiodo de 14 hs de luz) (Figura 12).

Figura 12. Ensayo de patogenicidad contra G. spegazzininana.

Se colocaron 20 ninfas del quinto estadio de G. spegazzininana por cada muda de yerba mate 'y
se inoculo 2 ml de una suspensién fangica (1 x 10° conidios/ml) o tween 80 0,01% (control).
Los tratamientos fueron mantenidos en condiciones controladas (26 + 1 °C y fotoperiodo de 14
hs de luz) y diariamente se evalud € porcentaje de mortalidad.
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2.10.3. Tratamiento post inoculativo realizado en los ensayos de
patogenicidad

Los registros de mortalidad se realizaron cada 24 h hasta los 10 dias posteriores
alainoculacién. Los insectos muertos fueron retirados y esterilizados superficialmente
en alcohol 70% y dos bafios sucesivos en agua destilada estéril. Luego fueron colocados
en camaras humedas, mantenidas en condiciones controladas (26 + 1 °C y fotoperiodo
de 14 hs de luz), para la emersiéon del micelio del hongo. La confirmacion de la
mortalidad fue realizada mediante la visuaizacién del insecto bajo €l microscopio
estereoscopico. Aquellos insectos que no presentaron visualizacion externa de micelio,
fueron transferidos a cdpsulas de Petri con medio agar avena (Anexo), mantenidas en
condiciones controladas (26 + 1 °C y fotoperiodo de 14 hs de luz), para la

exteriorizacion del micelio.

2.10.4. Andlisis estadisticos

La mortalidad de los controles fue corregida utilizando la Formula de Abbott
(1925).

(% mortalidad tratamiento - % mortalidad control)
MC = X 100
(100 - % mortalidad control)

Los valores del porcentgje de mortalidad fueron transformados a arcoseno. Para
determinar s las diferencias entre los distintos aislamientos fueron significativas se
realiz6 un andlisis de lavarianza (ANOV A) con 95% de significancia, y luego un test de
Tukey (p < 0,05) para comparar las medias entre pares de tratamientos. Todos los
andlisis estadisticos fueron realizados con e programa Statgraphics Centurion 15.2
program (StatPoint, Inc. 2007).

Para cada tratamiento se calculo € porcentaje de mortalidad obtenido a los 10
dias posteriores a la inoculacion, como asi también, se estimo e tiempo letal 50 (TLs)
mediante el uso del programa Probit (Throne et al., 1995).
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2.11. Identificacién y caracterizacion de los hongos entomopatogenos por medio de

técnicas moleculares

2.11.1. Preparacion del material fangico

Fueron seleccionados 17 aislamientos de Beauveria bassiana, correspondiendo
16 aislamientos a los obtenidos a partir de suelos de cultivos de yerba mate y 1
aislamiento de referencia de la coleccion del CEPAVE.

Para cada aislamiento fue obtenida una suspension de aproximadamente 1 x 10°
conidios en 25 ml de “Tween 80”. Fue inoculado 1 ml de esta suspension en
erlenmeyers conteniendo 250 ml de medio cultivo SDYA liquido estéril. Después de
realizar €l inbculo, € cultivo fue incubado con agitacién de 180 rpm por 96 horas a 37
°C. Una vez transcurrido dicho periodo, cada cultivo liquido fue filtrado con ayuda de
una bomba de vacio para colectar e micelio. Este micelio fue lavado con agua destilada
estéril para retirar los restos del medio de cultivo y almacenado a — 20 °C hasta su

utilizacion en la extraccion del ADN (Acido desoxirribonucleico).

2.11.2. Extraccion del ADN gendmico

Los &cidos nucleicos fueron extraidos segun Azevedo et al. (2000). Un gramo
del micelio obtenido por filtracion en la etapa anterior fue triturado con el auxilio de
nitrégeno liquido, hasta obtener un polvo fino. A este polvo micelial se le adiciond 800
pl de buffer de extraccion (4 ml Triss HClI 1 M pH 8,0; 1 ml EDTA 0,5M pH 8,0; 2 ml
SDS 10% p/v; 1 ml NaCl 5 M;12 ml de agua destilada esterilizada). Después de
homogenizar, € eppendorf fue colocado a 65 °C por 15 minutos. Posteriormente se
adicion6 800 ul de fenol y se centrifugd a 12.000 rpm por 15 minutos. La fase acuosa
fue transferida a un nuevo eppendorf e igua volumen de clorofane (fenol, cloroformo y
alcohol isoamilico, en la proporcion 25:24:1, respectivamente) fue adicionado. Después
de centrifugar a 12.000 rpm, durante 15 minutos, nuevamente la fase acuosa fue
transferida para nuevos eppendorf (aproximadamente 400 ul en cada tubo), y 1/10 del
volumen de NaCl 3 M fue adicionado (aproximadamente 40 pl). Después, se adiciono
dos volUimenes de etanol absoluto enfriado a— 20 °C por una hora, para precipitar los

&cidos nucleicos. Después, la muestra fue nuevamente sometida a centrifugacion de
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12.000 rpm durante 5 minutos, con posterior descarte del sobrenadante y lavado del
pellet con etanol 70%, con subsecuente centrifugacion a 12.000 rpm por 5 minutos.
Nuevamente el sobrenadante fue descartado y €l eppendorf fue mantenido atemperatura
ambiente hasta completar e secado del ADN. El material precipitado fue
posteriormente resuspendido en 50 pl de buffer TE (1 ml TrissHCI 1 M pH 8,0; 0,2 ml
EDTA 0,5M pH 8,0; 98,8 ml H,0) y mantenido a— 20 °C.

2.11.3. Cuantificacién del ADN

La cuantificacion del ADN fue realizada en un espectofotometro AmpliQuant
AQ-07. Para la cuantificacion de cada muestra fueron utilizados 10 pl del ADN, y se
realizaron dos lecturas. Después de la cuantificacion las muestras fueron diluidas a fin
de gjustar una concentracién del ADN para 5ng/ul.

2.11.4. Amplificacion del ADNr por PCR
La reaccion de amplificacion de la regiéon ITS1 — 5,85 — ITS2 de todos los

aislamientos de B. bassiana fue efectuada utilizandose los primers especificos ITS1 e
ITSA (Whiteet al., 1990) (Figura13) (Tabla 2).

Unidade de rDNA |1-;'1‘s NTS |ETs| Unidade de rDNA |1.;'[3| NTS |1,;-1~5| Unidade de rDNA

rimer ITS 1

| Gene 185 |- Gene 5,85

Gene 285

Primer 1TS 4

Figura 13. Organizacion de las unidades del ADN ribosomal en el genoma fangico

y delos sitios de reconocimiento delos primersuniversalesI TS1 el TSA.
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Para €l andlisis de las regiones ITS las reacciones de amplificacién fueron
preparadas en un volumen final de 50 ul, conteniendo 5,0 ul de buffer (Invitrogen Life
Technologies 200 mM Tris- HCI pH 8,4, 500mM KCI, 10x concentrado); 4 ul de dNTP
(Invitrogen Life Technologies 25 mM); 3 pl de primer ITS1 (Invitrogen Life
Technologies 10 pmol/pl); 3 pl de primer ITS4 (Invitrogen Life Technologies 10
pmol/ul); 2 pl de MgCl; (Invitrogen Life Technologies 50 mM); 2 ul de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen Life Technologies 5 U/ul); 4 ul de DNA (5 ng/ul) y 27 ul de
agua ultrapura.

La mezcla de la reaccién fue sometida a termociclador “Mastercycler”
(Eppendorf) previamente programado para 35 ciclos después de la desnaturalizacion
inicial de 4 minutos a 92 °C. Cada ciclo de amplificacion fue constituido de tres etapas:
desnaturaizacion (95 °C, 2 min.), hibridacién (64 °C, 30 seg.) y extension (72 °C, 1
min.). Al final de los 35 ciclos fue realizada una extensién por 5 minutos a 72 °C.
Después de la amplificacion las muestras fueron analizadas a través de electroforesis en
gel de agarosa 1,5%. L os geles fueron coloreados con bromuro de etidio y fotografiados
con fotodocumentador Digi Doc.

Los productos obtenidos de la reaccion de PCR fueron purificados utilizando el
kit comercia de purificacion"Wizard® SV Gel and PCR Clean — Up System”. La
purificacion se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificacion
del ADN depués de la purificacion, fue realizada en un espectofotometro AmpliQuant
AQ-07; parala cuantificacion de cada muestra fueron utilizados 10 pl del ADN, y se
realizaron dos lecturas.

Tabla 2. Secuencia de los primers utilizados en la amplificacion delaregion ITS1-
DNAr 58S I1TS paraB. bassiana

Primers Secuencia
ITS1 5 TTCGTAGGTGAACCTGCGG 3
ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3

Fuente: White et al. (1990)
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2.11.5. Secuenciacion y analisisfilogenético

Las secuencias de las muestras fueron realizadas en la Unidad de Gendémica —
Instituto de Biotecnologia — CICVYA — INTA (Ingtituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria) utilizando secuenciadores de capilares, con protocolos optimizados de
terminadores fluorescentes. La secuenciacion fue realizada por e método de Sanger et
al. (1977); los ADN — molde (30 a 45 ng) fueron marcados por PCR utilizando los
primers ITS1 e ITHA (Tabla 2). Las secuencias fueron realizadas en un volumen fina de
10 pl, conteniendo 4,0 pl de ADN de la muestra (PCR especifica); 2,0 ul de primers
ITSLelITH, y 4,0 pl de Kit “DYEnamic ET dye terminador Cycle Sequencing”. La
reaccion fue sometida a un termociclador “Mastercycler” (Eppendorf), previamente
programado para 35 ciclos después de la desnaturalizacion inicial de 1 minuto a 95 °C.
Cada ciclo de amplificacion fue constituido de tres etapas: desnaturalizacion (95 °C, 20
seg.), hibridacién (55 °C, 1min.) y extension (60 °C, 1 min.).

Los alineamientos y andlisis de las secuencias nucleotidicas fueron realizados
con € programa Sequencher v 4.5 (Gene Codes Corp.), en la matriz se incluyeron
secuencias de referencia para el género Beauveria.

Para la construccion del érbol filogenético, se utiliz6 € principio de maxima
parsimonia implementado en el programa TNT version 1.1 (Goloboff et. al., 2008). Los
valores de bootstrap fueron obtenidos basados en 1000 réplicas.
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RESULTADOQOS

Prospeccion, aislamiento, caracterizacion e identificacion de hongos

patdgenos en insectos plaga de la yerba mate

3.1.1. Relevamiento de individuos de H. betulinus y G. spegazziniana y hongos

entomopatdgenos

La prospeccion de insectos y sus hongos entomopatégenos fue efectuada en
cultivos de yerba mate, |os muestreos fueron realizados con una frecuencia cada 15 dias
en el periodo comprendido entre mayo de 2008 y septiembre de 2010 (Tabla 3). En la
mayoria de |os sitios de muestreo se observd que G. spegazziniana “rulo o psilido de la
yerba mate” (Hemiptera: Psillidae) fue una de las plagas predominantes, junto con H.
betulinus “taladro o tigre de la yerba mate” (Coleptera: Cerambycidae). Gyropzylla
spegazziniana se encontrd en 13 sitios de muestreo (sitio 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 y 15), mientras que H. betulinus se encontré en 4 areas de muestreo (sitio 1, 2, 4
y 6) (Tabla 3). Otras plagas encontradas fueron Perigonia lusca “orugas rabudas o
Marandova” (Lepidoptera: Sphingidae), Ceroplastes grandis “cochinillas cerosas’
(Hemiptera: Coccidag), Fidicina mannifera “chicharras’ (Hemiptera: Cicadellidae) y

Thelosia camina “oruga de la yerba mate” (Lepidoptera: Eupterotidae).

3.1.2. Prospeccion de hongos patégenos de H. betulinusy G. spegazziniana

Como resultado de dos afios de relevamiento de individuos adultos y estados
juveniles de H. betulinus y G. spegazziniana en la provincia de Misiones (Tabla 3), no
se observo la presencia de infecciones fungicas evidentes en campo, como tampoco
luego del periodo de mantencion en laboratorio, por o que no se muestran los
resultados del relevamiento. La ausencia de hongos entomopatdgenos durante este
relevamiento podria deberse a las condiciones ambientales durante este periodo de
muestreo. En la zona sur de la provincia de Misiones (Sitio 1, 3, 7, 8, 12 y 14) durante

los meses de muestreo en el afio 2008 se registré un promedio de precipitaciones de
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112,3 mm; humedad relativa de 68,2% y temperatura media de 20,4 °C; en € afio 2009
se registré un promedio de precipitaciones de 159,5 mm; humedad relativa de 69,2% y
temperatura media de 21,9 °C y en € afio 2010 se registr6 un promedio de
precipitaciones de 134,2 mm; humedad relativa de 71,7% y una temperatura media de
21,1 °C. En la zona centro de la provincia de Misiones (Sitio 2, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 13y
15) durante los meses de muestreo en € afio 2008 se registrO un promedio de
precipitaciones de 120,8 mm; humedad relativa de 79,3% y temperatura media de 18,9
°C; en @ afo 2009 se registré un promedio de precipitaciones de 162,7 mm; humedad
relativa de 83,4% y temperatura media de 20,4 °C y en € afio 2010 se registré un
promedio de precipitaciones de 142,5 mm; humedad relativa de 83,5% y una
temperatura mediade 19,7 °C (Figura 14).

Al comparar las dos zonas de muestreo (sur y centro de la provincia de
Misiones) durante los dos aflos de muestreo no se observaron diferencias
estadisticamente significativas para las variables temperatura media (t = 1,32; p =
0,190) y precipitaciones (t = 0,27; p = 0,781), a pesar de que en la zona sur la
temperatura media fue de 21,3 °C y las precipitaciones de 138,8 mm, en cambio en la
zona centro la temperatura media fue de 19,8 °C y las precipitaciones de 144,9 mm. Si
se observaron diferencias altamente significativas en la variable humedad relativa (t =
13,45; p = < 0,001), siendo que en la zona sur la humedad relativa fue 69,8% y en la

zona centro fue 82,3%.

3.1.3. Aidamiento monospérico e identificacion de hongos entomopatégenos a

partir de muestras de suelo

Se recolectaron 40 muestras de suelo de cultivos de yerba mate organico y

convencional de los sitios 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 13 y 15. Como resultado de estos
sucesivos muestreos pudieron aislarse en cultivo axénico 29 aislamientos (Tabla 4).
L os aislamientos obtenidos a partir de muestras de suelo fueron identificados como: 17
cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 1912; 2 cepas de Metarhizium anisopliae
(Metschn.) Sorokin 1883 y 10 cepas de Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard,
Hywel-Jones & Samsom 2011.
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Tabla 3. Recolecciéon de H. betulinus y G. spegazziniana durante los afios 2008 a
2010.

Sitiode Ubicacion I nsectos Fecha del
Muestreo recolectados M uestreo

Sitio 1 Santa Inés G. spegazziniana  2008-2009
Misiones H. betulinus

Sitio 2 Jardin América G. spegazziniana  2008-2009
Misiones H. betulinus

Sitio 3 Candelaria G. spegazziniana  2008-2009
Misiones

Sitio4 Colonia Aurora H. betulinus 06/01/2009
Misiones

Sitio5 Obera G. spegazziniana  04/02/2009
Misiones

Sitio 6 Santo Pipo H. betulinus 15/02/2009
Misiones

Sitio 7 Apostoles G. spegazziniana  25/06/2009
Misiones

Sitio 8 Apoéstoles G. spegazziniana  30/06/2009
Misiones

Sitio 9 Obera G. spegazziniana  20/12/2009
Misiones

Sitio 10 Jardin América G. spegazziniana  03/01/2010
Misiones

Sitio 11 Leandro N. Alem G. spegazziniana  17/01/2010
Misiones

Sitio 12 Santa Inés G. spegazziniana  04/02/2010
Misiones

Sitio 13 Ruiz de Montoya G. spegazziniana  09/03/2010
Misiones

Sitio 14 ColoniaLiebig G. spegazziniana  25/03/2010
Corrientes

Sitio 15 Campo Ramon G. spegazziniana  14/05/2010

Misiones
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Tabla 4. Descripcion de los aisdamientos fungicos obtenidos de a partir de muestras

de suelo provenientes de cultivos de yerba mate.

Especiefungica  N° Coleccién Sustrato  Cultivo Ubicacion Fecha

CEPAVE Muestreo

Beauveria bassiana CEP 332 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 01/11/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 333 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 01/11/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 334 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 01/12/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 335 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 01/12/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 336 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 01/11/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 337 Suelo Yerba Santa Inés (Sitio 1) 17/02/2009
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 338 Suelo Yerba Santa Inés (Sitio 1) 17/02/2009
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 339 Suelo Yerba Santa Inés (Sitio 1) 17/02/2009
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 340 Suelo Yerba Santa Inés (Sitio 1) 01/11/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 341 Suelo Yerba Santa Inés (Sitio 1) 17/02/2009
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 342 Suelo Yerba Santa Inés (Sitio 1) 17/02/2009
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 343 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 01/12/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 344 Suelo Yerba Santa Inés (Sitio 1) 01/11/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 345 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 01/11/2008
Mate" Misiones

Beauveria bassiana CEP 346 Suelo Yerba SantaInés (Sitio 1) 17/02/2009
Mate" Misiones
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Beauveria bassiana

Beauveria bassiana

Metarhizium
anisopliae

Metarhizium
anisopliae

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

Purpureocillium
lilacinum

CEP 347

CEP 348

CEP 349

CEP 350

CEP 351

CEP 352

CEP 353

CEP 354

CEP 355

CEP 356

CEP 357

CEP 358

CEP 359

CEP 360

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Suelo

Yerba
Mate"

Yerba
Mate"

Yerba
Mate"

Yerba
Mate

Yerba
Mate

Yerba
Mate

Yerba
Mate

Yerba
Mate’

Yerba
Mate’

Yerba
Mate’

Yerba
Mate’

Yerba
Mate’

Yerba
Mate

Yerba
Mate

SantaInés (Sitio 1)
Misiones,

SantaInés (Sitio 1)
Misiones
Santa Inés (Sitio 1)
Misiones
Campo Ramon (Sitio 15)
Misiones
Jardin América (Sitio 2)
Misiones
Apbstoles (Sitio 7)
Misiones
Apbstoles (Sitio 8)
Misiones
Apbstoles (Sitio 7)
Misiones
Apbstoles (Sitio 8)
Misiones
Santa Inés (Sitio 1)
Misiones
Apéstoles (Sitio 8)
Misiones
SantaInés (Sitio 1)
Misiones
Jardin América (Sitio 2)
Misiones

Ruiz de Montoya (Sitio 13)
Misiones

05/01/2009

05/01/2009

17/02/2009

14/05/2010

02/06/2009

25/06/2009

30/06/2009

25/06/2009

30/06/2009

17/02/2009

30/06/2009

05/03/2010

04/07/2009

09/03/2010

* Cultivos de yerba mate organicos

" Cultivos de yerba mate convencionales
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3.1.4. Caracterizacion morfoldgica de los hongos patégenos aislados de suelo de

cultivos de yerba mate

En latabla 4 se presentan los datos de las especies fungicas obtenidas, asi como
sus numeros de acceso a la coleccion, € substrato del que fueron aidlados, € sitio y
fecha de muestreo de cada uno de ellos.

Todos los aislamientos fueron preservados en la coleccion de hongos
entomopatogenos del Centro de Estudios Parasitoldgicos y de Vectores (CEPAVE), La
Plata, Argentina y en el laboratorio de Biotecnologia Agricola de la Universidade
Estadual do Estado do Parand (UNIOESTE), Cascavel, Parana, Brasil, bgo
determinados nimeros de acceso.

El hongo entomopatégeno P. lilacinum (Thom) fue denominado antiguamente
por Samson (1974) como Paecilomyces lilacinus, sin embargo, estudios filogenéticos
ubicaron a éste hongo entomopatdgeno dentro del Phylum Ascomycota, Clase
Sordariomycetes, Orden Hypocreal es, Familia Ophioclavicipitaceae (Luangsa-ard et al.,
2011).

Al analizar las caracteristicas morfol dgicas de estos aislamientos, se observo que
presentaban diferencias en latasa de crecimiento, la coloracién del micelio fingico y en
las dimensiones de | as estructuras reproductivas.

A continuacion se da una descripcion més detallada de las especies fungicas
caracterizadas en este estudio:

Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.

Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreaes

Familia: Cordycipitaceae

Las colonias presentaron un crecimiento moderadamente répido en medio de
cultivo SDYA, alcanzando un didmetro promedio de 27,84 + 4,01 mm alos 10 dias de
incubacion a 25° C en oscuridad; el didmetro de la colonia oscilo entre 17,2 + 0,95 mm
del aislamiento CEP 343y 32,6 + 0,89 mm del aislamiento CEP 339 (Tabla5).
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Las diferencias en latasa de crecimiento fueron altamente significativas entre los
aislamientos fungicos (ANOVA F = 14,90; g.l = 16; p < 0,0001), observando €l valor
maximo en e aidamiento CEP 339 (3,26 + 0,08 mm/dia) y el valor minimo en €
asilamiento CEP 343 (1,72 £ 0,09 mm/dia) (Tabla5) (Figura 15).

El micelio fungico presento un aspecto pulverulento de coloracion blanco
(Figura 16). El reverso del micelio fungico mostré una pigmentacion de color amarillo
en todos los aislamientos. Se debe destacar que en €l micelio de los aislamientos CEP
333, CEP 33, CEP 335, CEP 341, CEP 343 y CEP 344 se observé |la presencia de gotas
de exudado de color amarillo claro. El inicio de la esporulacion se observo entre e

séptimo y e décimo dia de incubacion a 25 °C en condiciones de oscuridad.

Tabla 5. Descripcion macroscopica de de los aislamientos fungicos de B. bassiana.

N° Coleccion Color dela Diametrodelacolonia  Tasadecrecimiento

CEPAVE colonia (mm)* (mm/dia)’
CEP332 blanco 26,2 (4,76) 2, 62 (0,47) bed
CEP 333 blanco 28,2 (0,83) 2,82 (0,08) cdef
CEP 334 blanco 26,2 (1,75) 2,62 (0,17) bed
CEP 335 blanco 28,3(1,44) 2,83 (0,14) cdef
CEP 336 blanco 27,3(1,71) 2,73(0,17) cde
CEP 337 blanco 28,6 (0,54) 2,86 (0,05) cdef
CEP 338 blanco 32,5(1,58) 3,25 (0,15) f
CEP 339 blanco 32,6 (0,89) 3,26 (0,08) f
CEP 340 blanco 32,0(2,82) 3,20 (0,28) ef
CEP 341 blanco 28,1 (1,39) 2,81 (0,09) cdef
CEP 342 blanco 30,3 (2,94) 3,03 (0,29) def
CEP 343 blanco 17,2 (0,95) 1,72 (0,09) a
CEP 344 blanco 24,9 (1,43) 2,49 (0,14) bc
CEP 345 blanco 22,2 (3,56) 2,22 (0,35) ab
CEP 346 blanco 28,1 (1,39) 2,81 (0,13) cdef
CEP 347 blanco 29,5 (0,61) 2,95 (0,06) cdef
CEP 348 blanco 29,0 (1,69) 2,90 (0,16) cdef

+ Diametro promedio de la colonia (error estédndar) determinado alos 10 dias post-incubacion a
25 °C en condiciones de oscuridad.

* Tasa de crecimiento promedio (error estandar) determinado como el didmetro de colonia/el
tiempo de incubacion. Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey
p < 0,05).
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Figura 15. Tasa de crecimiento de los aislamientos de B. bassiana alcanzado a los
10 dias desde lainoculacion.
Las barras indican latasa de crecimiento y el error estandar. Las |etras distintas representan las

diferencias altamente significativas obtenidas por € Test de Tukey (p < 0,05).
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Figura 16. Morfologia de la colonia de los diferentes aislamientos de B. bassiana.
Se sembraron cada uno de los aislamientos fangicos en medio de cultivo SDYA y se incubaron

a 25 °C en condiciones de oscuridad durante 15 dias.
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Los conidiéforos se mostraron agrupados en racimos, con fidlides con parte
basal dilatada terminando en un raquis en zig-zag, los conidios presentaron una forma
globosa a subglobosa (Fugura 17). Las diferencias en € largo de los conidios entre los
diferentes aislamientos fungicos fueron altamente significativas (ANOVA F = 6,10; g.l
= 16; p < 0,0001), observando €l valor maximo en CEP 344 (2,98 + 0,35 um) y €l valor
minimo en CEP 343 (2,28 = 0,19 um); e tamafio promedio de los conidios fue de 2,81
+ 0,33 um. Las diferencias en el ancho de los conidios entre |los diferentes aislamientos
fungicos fueron altamente significativas (ANOVA F = 3,81; gl = 16; p < 0,0001),
observando e vaor méximo en CEP 342 (2,45 + 0,36 um) y el valor minimo en CEP
343 (2,04 £ 0,23 um); el tamafio promedio de los conidios fue de 2,30 £ 0,28 um (Tabla
6).

Figura 17. Observacién microscopica de los conidios de B. bassiana.
A partir de cultivos in vitro de B. bassiana, se realizaron preparados microscépicos con

el colorante azul de algodon-lactofenol de Ammann (0,01 p/v).
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La viabilidad de los conidios fue medida como porcentgje de germinacion. Las

diferencias entre |os aislamientos fungicos fueron atamente significativas (ANOVA F =

4,66; gl =

16; p = 0,0001), obteniendo valores superiores a 90%, excepto €

aislamiento CEP 334 que fue del 89,40% (Tabla 6) (Figura 18).

Tabla 6. Descripcion microscopica de los aislamientos fungicos de B. bassiana.

CONIDIOS
N° Coleccion
CEPAVE Forma Tamafio (um)* Germinacion (%)’
Largo Ancho

CEP332  globosos-subglobosos 2,83(0,31) bc  2,35(0,20) b 99,60 (0,29) ¢
CEP 333  globosos-subglobosos 2,86 (0,30) bc 2,41 (0,24) b 91,93 (3,24) ab
CEP 334  globosos-subglobosos 2,80 (0,22) bc 2,30 (0,22) ab 89,46 (7,48) a
CEP335  globosos-subglobosos 2,82 (0,24) bc 2,24 (0,23) ab 98,15 (0,55) abc
CEP336  globosos-subglobosos 2,82 (0,24) bc  2,32(0,28) b 98,43 (1,22) abc
CEP 337  globosos-subglobosos 2,93 (0,29) bc  2,31(0,25) b 99,43 (0,66) c
CEP 338  globosos-subglobosos 2,83 (0,24) bc 2,29 (0,22) ab 99,83 (0,12) ¢
CEP 339  globosos-subglobosos 2,83 (0,23) bc 2,29 (0,23) ab 98,60 (0,49) abc
CEP340 globosos-subglobosos 2,89 (0,37) bc  2,37(0,26) b 95,83 (2,94) abc
CEP 341  globosos-subglobosos 2,85 (0,36) bc  2,33(0,28) b 100 (0,00) c
CEP 342  globosos-subglobosos 2,87 (0,34) bc  2,45(0,36) b 99,33 (0,74) bc
CEP 343  globosos-subglobosos 2,28 (0,19) a 2,04 (0,23) a 97,80 (0,14) abc
CEP 344  globosos-subglobosos 2,98 (0,35) ¢ 2,43(0,30) b 100 (0,00) ¢
CEP 345  globosos-subglobosos 2,63 (0,42) b 2,20 (0,34) ab 100 (0,00) c
CEP 346  globosos-subglobosos 2,88 (0,36) bc 2,42 (0,27) b 98,83 (0,84) abc
CEP 347  globosos-subglobosos 2,78 (0,29) bc 2,19 (0,28) ab 100 (0,00) c
CEP 348  globosos-subglobosos 2,82 (0,31) bc 2,22 (0,23) ab 99,83 (0,23) ¢

+ Mediciones del largo y ancho de los conidios (error esténdar) realizadas bajo microscopio con

contraste de fase. Vaores seguidos de letras ditintas difieren estadisticamente (Test de Tukey

p < 0,05).

*Porcentaje de germinacion (error estandar) determinado a las 24hs post-inoculacion. Valores
seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey p < 0,05).
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Figura 18. Porcentaje de ger minacion de conidios de B. basssiana a las 24 hs post-
inoculacion.
Las barrasindican el porcentaje de germinaciony el error esténdar. Las letras distint representan

las diferencias altamente significativas obtenidas por € Test de Tukey (p < 0,05).
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Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok

Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreaes

Familia: Clavicipitaceae

Las colonias presentaron un crecimiento moderadamente rapido en medio de
cultivo SDYA, acanzando un didmetro promedio de 31,65 + 1,91 mm alos 10 dias de
incubacion a 25 °C en oscuridad; € didmetro de la colonia oscil6 entre 30,2 £ 1,48 mm
del aislamiento CEP 349 y 33,1 £ 0,89 mm del aislamiento CEP 350 (Tabla 7). Las
diferencias en la tasa de crecimiento fueron altamente significativas entre los dos
aislamientos fungicos (Student t = -3,74; gl = 1; p = 0,0057), observando e vaor
maximo en e aidamiento CEP 350 (3,31 + 0,08 mm/dia) y e valor minimo en €
aislamiento CEP 349 (3,02 = 0,14 mm/dia) (Tabla7) (Figura19).

Tabla 7. Descripcion macr oscopica de de los aislamientos fungicos de M. anisopliae

N° Colecciéon Color delacolonia Diametro delacolonia Tasade crecimiento

CEPAVE (mm)* (mm/dia)’
CEP 349 verde olivaceo 30,2 (1,48) 3,02(0,14) a
CEP 350 verde olivaceo 33,1(0,8) 3,31(0,08) b

+ Diametro promedio de la colonia (error esténdar) determinado alos 10 dias post-incubacion a

25 °C en condiciones de oscuridad.
* Tasa de crecimiento promedio (error estandar) determinado como el didmetro de colonia/el

tiempo de incubacion.
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Figura 19. Tasa de crecimiento de los aislamientos de M. anisopliae alcanzado a los
10 dias desdela inoculacion.

Las barrasindican latasa de crecimiento y €l error esténdar.

El micelio fungico presento un aspecto fino y abundante, elevado del medio de
cultivo formando agrupaciones casi esféricas sobre |as cuales se observa la esporulacion
de color verde olivaceo oscuro. Se debe destacar que en € micelio del aislamiento CEP
350 se observo la presencia de gotas de exudado de color incoloro (Figura 20). El
reverso del micelio fungico mostré una pigmentacion de color amarillo padlido en los
margenes y amarillo mas oscuro en € centro de los dos aislamientos. El inicio de la
esporulacion se observd entre € octavo y e décimo dia de incubacion a 25 °C en

condiciones de oscuridad.

Figura 20. Morfologia dela colonia de los diferentes aisamientos de M. anisopliae.
Se sembraron cada uno de los aislamientos fungicos en medio de cultivo SDYA y se incubaron

a 25 °C en condiciones de oscuridad durante 15 dias.
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El hongo presentd hifas lisas, septadas, los conidios presentaron una forma
cilindrica, ahusados y con ambos extremos redondeados, hialinos a olivaceos o verdes
(Figura2l).

Figura 21. Observacion microscopica delos conidios de M. anisopliae.
A partir de cultivos in vitro de M. anisopliae, se realizaron preparados microscopicos

con €l colorante azul de algoddn-lactofenol de Ammann (0,01 p/v).

Las diferencias en € largo de los conidios entre los dos aislamientos fungicos
fueron altamente significativas (Student t = -5,90; g.l = 1; p = 3,50E-7), observando €l
valor maximo en CEP 350 (5,34 £ 0,51 um) y el valor minimo en CEP 349 (4,53 + 0,46
pum); el tamafno promedio de los conidios fue de 4,93 £ 0,63 um. Las diferencias en €
ancho de los conidios entre los dos aislamientos fungicos no fueron significativas
(Student t = -1,15; g.| = 1; p = 0,2559), el tamarfio promedio de los conidios fue de 2,65
+ 0,32 um (Tabla 8).

La viabilidad de los conidios fue medida como porcentgje de germinacion. Las
diferencias entre los aislamientos fungicos fueron altamente significativas (Student t = -
5,81; g.l = 1; p=0,0044), obteniendo valores superiores a 90% (Tabla 8) (Figura 22).
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Tabla 8. Descripcion microscopica de los aislamientos fungicos de M. anisopliae.

CONIDIOS
N° Coleccion
CEPAVE Forma Tamafio (um)* Germinacion (%)
Largo Ancho
CEP 349 cilindrico 4,53 (0,46) a 2,60 (0,21) 97,80 (0,53) a
CEP 350 cilindrico 5,34(0,51) b 2,70 (0,41) 100 (0,00) b

+ Mediciones ddl largo y ancho de los conidios (error esténdar) realizadas bajo microscopio con
contraste de fase.
* Porcentaje de germinacion (error estédndar) determinado alas 24 hs post-inoculacion.

Germinacion (%)

CEP 349 CEP 350
Aislamientos

Figura 22. Por centaj e de ger minacion de conidios de M. anisopliae a las 24 hs post-
inoculacion.

Las barrasindican € porcentgje de germinacion y €l error estandar.
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Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Hywel-Jones & Samsom

Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales

Familia: Ophiocordycipitaceae

Las colonias presentaron un crecimiento moderadamente répido en medio de
cultivo SDYA, acanzando un didmetro promedio de 35,57 + 5,86 mm alos 10 dias de
incubacion a 25 °C en oscuridad; e diametro de la colonia oscil6 entre 27,62 + 3,63 mm
del aislamiento CEP 357 y 42,50 = 1,41 mm del aislamiento CEP 356 (Tabla 9). Las
diferencias en la tasa de crecimiento entre los aislamientos fungicos fueron altamente
significativas (ANOVA F = 21,80; g.| = 9; p < 0,0001), observando el valor maximo en
el aislamiento CEP 356 (4,25 + 0,14 mm/dia) y & valor minimo en € aislamiento CEP
357 (2,76 + 0,36 mm/dia) (Tabla9) (Figura 23).

Tabla 9. Descripcion macroscopica de de los aislamientos fungicos de P. lilacinum.

N° Coleccion Color dela Diametro dela colonia Tasa de crecimiento

CEPAVE colonia (mm)* (mm/dia)’
CEP 351 rosaceo 28,7 (5,99) 2,87 (0,59) a
CEP 352 rosaceo 30,8 (2,46) 3,08 (0,24) ab
CEP 353 rosaceo 38,0(1,41) 3,80(0,14) cd
CEP 354 rosaceo 30,3 (1,98) 3,03(0,19) a
CEP 355 rosaceo 39,8 (1,48) 3,98 (0,14) cd
CEP 356 rosaceo 42,5 (1,41) 4,25 (0,14) d
CEP 357 rosaceo 27,6 (3,63) 2,76 (0,36) a
CEP 358 rosaceo 36,3 (0,75) 3,63 (0,07) bc
CEP 359 rosaceo 42,2 (0,75) 4,22 (0,07) cd
CEP 360 rosaceo 38,0 (5,86) 3,80 (0,58) cd

+ Diametro promedio de la colonia (error esténdar) determinado alos 10 dias post-incubacion a
25 °C en condiciones de oscuridad.

* Tasa de crecimiento promedio (error estandar) determinado como el didmetro de colonia/el
tiempo de incubacion. Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de
Tukey p < 0,05).
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Figura 23. Tasa de crecimiento de los aislamientos de P. lilacinum alcanzado a los
10 dias desde la inoculacion.
Las barras indican la tasa de crecimiento y €l error estandar. Las letras distintas representan las

diferencias atamente significativas obtenidas por € Test de Tukey (p < 0,05).

El micelio fungico mostré un aspecto algodonoso y pulverulento, de color
blanco a comienzo y tornandose con €l correr de los dias rosaceo. Se debe destacar que
en el micelio del aislamiento CEP 357 se observo la presencia de gotas de exudado de
color incoloro (Figura 24). El reverso del micelio fungico mostré una pigmentacion de
color amarillo en todos los aislamientos. El inicio de la esporulacion se observo entre el

septimo y e décimo dia de incubacion a 25 °C en condiciones de oscuridad.
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Figura 24. Morfologia de la colonia de los diferentes aissamientos de P. lilacinum.
Se sembraron cada uno de los aislamientos fungicos en medio de cultivo SDYA y se incubaron
a 25 °C en condiciones de oscuridad durante 15 dias.
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Las hifas vegetativas presentaron paredes hiainas y lisas. Los conidioforos
fueron ramificados e irregulares, con fidlides que se caracterizan por constar de una
porcion basal cilindrica o hinchada, adel gazandose abruptamente a menudo para formar

un cuello muy notorio. Los conidios presentaron una formaovoide (Figura 25).

.

20.0 ym

Figura 25. Observacion microscopica de los conidios, fidlides y conidiéforos de P.
lilacinum.
A partir de cultivosin vitro de P. lilacinum, se realizaron preparados microscopicos con

el colorante azul de algodon-lactofenol de Ammann (0,01 p/v).

Las diferencias en € largo de los conidios entre los diferentes aislamientos
fungicos fueron altamente significativas (ANOVA F = 6,36; gl = 9; p < 0,0001),
observando el vaor méximo en CEP 352 (3,06 + 0,22 um) y el valor minimo en CEP
359 (2,51 £ 0,38 um); e tamafio promedio de los conidios fue de 2,70 £ 0,34 um. Las
diferencias en €l ancho de los conidios entre |os diferentes aislamientos fungicos fueron
altamente significativas (ANOVA F = 5,88; gl = 9; p < 0,0001), observando el valor
maximo en CEP 352 (2,58 + 0,26 um) y e valor minimo en € aisamiento CEP 360
(2,15 + 0,22 pm); el tamario promedio de los conidios fue de 2,65 + 0,32 um (Tabla 10).
La viabilidad de los conidios fue medida como porcentgje de germinacion. Las
diferencias entre | os aislamientos fungicos fueron atamente significativas (ANOVA F =
7,52; gl =9; p = 0,0001), obteniendo valores superiores a 90 %, (Tabla 10) (Figura
26).
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Tabla 10. Descripcion microscopica de los aislamientos fungicos de P. lilacinum.

N° Coleccion CONIDIOS
CEPAVE Forma Tamario (um)* Germinacion (%)
Largo Ancho

CEP351  ovoide  2,79(0,24) ab 2,33(0,27) a 96,40 (1,10) ab
CEP352  ovoide  3,06(0,22) b 2,58 (0,26) b 97,33(0,74) a
CEP353  ovoide  2,72(0,33) ab 2,25 (0,20) a 100 (0,00) ¢
CEP354  ovoide  2,66(0,37) ab 2,27 (0,34) a 100 (0,00) ¢
CEP355  ovoide  2,55(0,29) ab 2,17 (0,19) a 100 (0,00) ¢
CEP356  ovoide  2,55(0,29) ab 2,22 (0,25) a 98,40 (0,86) ab
CEP357  ovoide  2,71(0,38) ab 2,18(0,27) a 99,06 (0,44) abc
CEP358  ovoide  2,73(0,30) ab 2,30 (0,25) a 99,90 (0,14) bc
CEP359  ovoide  2,51(0,38)a 2,21 (0,26) a 100 (0,00) ¢
CEP360  ovoide  271(0,28) ab 2,15(0,22) a 100 (0,00) ¢

+ Mediciones del largo y ancho de los conidios (error esténdar) realizadas bajo microscopio con

contraste de fase. Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey

p < 0,05).

*Porcentaje de germinacion (error estdndar) determinado a las 24 hs post-inoculacion. Valores
seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey p < 0,05).
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Figura 26. Por centaje de germinacion de conidios de P. lilacinum a las 24 hs post-

inoculacion.

Las barras indican € porcentgje de germinacion y el error estandar. Las letras distintas

representan las diferencias altamente significativas obtenidas por € Test de Tukey (p < 0,05).
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Evaluacion de la patogenicidad de los aislamientos fungicos sobre

individuos de H. betulinus“ Taladro dela yerba mate”

3.2.1. Seleccidn de los aislamientos fungicos para las pruebas de patogenicidad de

de hongos Hypocreales contra H. betulinus

Se evalud la patogenicidad de 24 aislamientos de hongos entomopatégenos
Hypocreales sobre adultos de H. betulinus (Coleoptera: Cerambycidae) en condiciones
de laboratorio, siendo 15 aislamientos de B. bassiana, 2 aislamientos de M. anisopliae y
7 aislamientos de P. lilacinum (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas de los aislamientos de hongos Hypocreales utilizados en
las pruebas de patogenicidad contra H. betulinus.

Especie fungica N° Coleccion CEPAVE Viabilidad conidios
Beauveria bassiana CEP 332 99,60 % (0,29)
Beauveria bassiana CEP 333 91,93 % (3,24)
Beauveria bassiana CEP334 89,46 % (7,48)
Beauveria bassiana CEP 335 98,15 % (0,55)
Beauveria bassiana CEP 336 98,43 % (1,22)
Beauveria bassiana CEP 337 99,43 % (0,66)
Beauveria bassiana CEP 338 99,83 % (0,12)
Beauveria bassiana CEP 339 98,60 % (0,49)
Beauveria bassiana CEP 340 95,83 % (2,94)
Beauveria bassiana CEP 341 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 342 99,33 % (0,74)
Beauveria bassiana CEP 343 97,80 % (0,14)
Beauveria bassiana CEP 344 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 345 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 347 100 % (0,00)
Metarhizium anisopliae CEP 349 97,80 % (0,53)
Metarhizium anisopliae CEP 350 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 352 97,33 % (0,74)
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Purpureocillium lilacinum CEP 353 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 354 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 355 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 356 98,40 % (0,86)
Purpureocillium lilacinum CEP 359 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 360 100 % (0,00)

3.2.2. Evaluacion dela patogenicidad de los aislamientos fungicos seleccionados

Los 15 aislamientos fungicos de B. bassiana ocasionaron la infeccién y muerte
de los adultos de H. betulinus. Los sintomas de infeccion fueron observados por la
exteriorizacion del hongo, primeramente, en las zonas intersegmentales del abdomen,
aparato bucal, antenas y patas, produciendo conidios de coloracién blanca (Figura 27).

Figura 27. Adultos de H. betulinusinfectados con B. bassiana.
Los adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspension fangica de 1 x 10° conidios/ml
y a cabo de 7 dias se observo el desarrollo de micelio blanco que cubrié todo € cuerpo del

insecto en camara hiimeda.
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Las diferencias en el porcentaje de mortalidad de los adultos de H. betulinus
entre e tratamiento control y los 15 aislamientos fungicos, fueron atamente
significativas (ANOVA F = 6,42; g.l = 15; p < 0,0001). Todos los aislamientos de B.
bassiana ocasionaron un porcentaje de mortalidad superior a 50%, observando € valor
maximo en CEP 334 y CEP 335 (86,67%) y € valor minimo en CEP 347 (53,33%)
(Tabla 12) (Figura 28).

Se estimé € tiempo letal medio (TLsp) de los 15 aislamientos fdngicos
infectando los adultos de H. betulinus. Los valores del TLsy oscilaron entre 8,74 dias
para e aislamiento CEP 340 y 13,59 dias para € aidamiento CEP 345 (Tabla 12)
(Figura 29).

Tabla 12. Determinacion de porcentaje de mortalidad promedio y € tiempo letal

medio (TLsp) delos aislamientos de B. bassiana contra adultos de H. betulinus.

Aislamientoflngico Mortalidad (%)° TLs (Dias, IC 95%)"

Control 3,33(4,71) a -

CEP 332 63,33 (4,71) b 11,76 (8,63-16,95)
CEP 333 66,66 (12,47) b 12,99 (7,82-40,35)
CEP 334 86,66 (4,71) b 11,64 (10,23-13,39)
CEP 335 86,66 (12,47) b 10,39 (9,29-11,64)
CEP 336 80,00 (16,32) b 10,19 (8,55-12,23)
CEP 337 66,66 (12,47) b 12,11 (9,65-15,97)
CEP 338 83,33(4,71) b 9,64 (7,76-12,09)
CEP 339 83,33(12,47) b 9,70 (7,79-12,10)
CEP 340 70,00 (8,16) b 8,74 (6,52-11,89)
CEP 341 66,66 (4,92) b 9,58 (8,05-11,29)
CEP 342 70,00 (16,32) b 10,29 (7,83-14,03)
CEP 343 7333(4,71) b 11,90 (10,47-13,73)
CEP 344 70,00 (8,16) b 11,90 (10,29-14,08)
CEP 345 70,00 (0,00) b 13,59 (12,01-15,88)
CEP 347 53,33(12,47) b 12,17 (10,34-14,66)

* Porcentagje de mortalidad promedio (error esténdar) alos 15 dias posteriores a la inoculacion.
Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey p < 0,05).
+ Tiempo letal medio (TLsp) calculado con un programa Probit.
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Figura 28. Porcentaje de mortalidad confirmada de adultos de H. betulinus
infectados con B. bassiana.

Adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspension de 1 x 10° conidiosml de B.
bassiana e incubados durante 15 dias bajo condiciones controladas (26 + 1 °C y
fotoperiodo de 14 hs de luz). Diariamente, se cuantifico €l nimero de adultos con desarrollo
de micelio externo y se estimé el porcentaje de mortalidad promedio alos 15 dias posteriores a
la inoculacion. Las barras indican € porcentgje de mortalidad confirmada y el error estandar.
Las letras digtintas representan las diferencias atamente significativas obtenidas por € test de
Tukey (p < 0,05).
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Figura 29. Tiempo letal medio (TLsp), en € estudio de la patogenicidad de
aisamientos de B. bassiana contra adultos de H. betulinus.
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Los 2 aislamientos fungicos de M. anisopliae ocasionaron la infeccion y muerte
de los adultos de H. betulinus, e micdio emergid primeramente en las zonas
intersegmentales del abdomen, aparato bucal, antenas y patas. Transcurridos siete dias
se observé sobre todo € cuerpo del hospedador, adoptando un aspecto esporulado de
color verde oliva (Figura 30).

Figura 30. Adultosde H. betulinusinfectados con M. anisopliae.
Los adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspension fangica de 1 x 10° conidios/ml
y a cabo de 7 dias se observo el desarrollo de micelio verde oliva que cubrié todo e cuerpo del

insecto en camara hiimeda.

Las diferencias en € porcentaje de mortalidad de los adultos de H. betulinus
entre el tratamiento control y los 2 aislamientos flngicos, fueron atamente
significativas (ANOVA F = 1557; gl = 2; p = 0,0042). Los aislamientos de M.
anisopliae ocasionaron un porcentaje de mortalidad superior a 70%, observando el
valor maximo en CEP 350 (83,33%) y € vaor minimo en CEP 349 (70%) (Tabla 13)
(Figura 31).

Se estimo € tiempo letal medio (TLsp) de los 2 aislamientos fungicos infectando
los adultos de H. betulinus. Los valores del TLsy oscilaron entre 7,41 dias para €
aislamiento CEP 349y 7,92 dias para €l aislamiento CEP 350 (Tabla 13) (Figura 32).
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Tabla 13. Determinacion de porcentaje de mortalidad promedio y € tiempo letal

medio (TLsp) delos aislamientos de M. anisopliae contra adultos de H. betulinus.

Aislamientofungico Mortalidad (%) TL 50 (Dias, IC 95 %)"

Control 3,33(4,71) a -
CEP 349 70,00 (16,32) b 7,41 (3,72-16,00)
CEP 350 83,33(16,99) b 7,92 (6,76-9,31)

* Porcentgje de mortalidad promedio (error estdndar) alos 15 dias posteriores a la inocul acion.
Vaores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey p < 0,05).
+ Tiempo letal medio (TLsp) calculado con un programa Probit.

Mortalidad (%)
&

0 ==

Control CEP 349 CEP 350

Aislamientos

Figura 31. Porcentaje de mortalidad confirmada de adultos de H. betulinus
infectados con M. anisopliae.

Adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspension de 1 x 10° conidios/ml de M.
anisopliae e incubados durante 15 dias bajo condiciones controladas (26 £+ 1 °C y
fotoperiodo de 14 hs de luz). Diariamente, se cuantifico € niimero de adultos con desarrollo
de micelio externo y se estimé el porcentaje de mortalidad promedio alos 15 dias posteriores a
la inoculacion. Las barras indican € porcentgje de mortalidad confirmada y el error estandar.

Las letras digtintas representan las diferencias atamente significativas obtenidas por € test de
Tukey (p < 0,05).
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Figura 32. Tiempo letal medio (TLso), en e estudio de la patogenicidad de

aislamientos de M. anisopliae contra adultos de H. betulinus.

Los 7 aidlamientos fungicos de P. lilacinum, no presentaron patogenicidad para
estos insectos. Todos ellos produjeron una muy bgja mortalidad y a esta circunstancia se
anadié una mortalidad inesperada en los controles. En ninguna situacion, fueron
observados porcentajes de mortalidad mayores que aquellos del grupo control. Dentro
de los individuos muertos en los controles ninguno presenté mortalidad por patdgenos,
siendo la causa de la muerte desconocida. Al realizar la correccion de la mortaidad
segun la Férmula de Abbott (1925) en todos los casos se obtuvieron valores de
mortalidad corregida inferiores a cero. Estos resultados carecen de significado biol6gico

pero se muestran en la Tabla 14.

96



Resultados Schapovaloff MariaElena

Tabla 14. Determinacion del porcentaje de mortalidad promedio y mortalidad

corregida delosaislamientos de P. lilacinum contra adultos de H. betulinus.

Aidamientofungico Mortalidad (%)* Mortalidad corregida (%)+

Control 11,66 (8,49) -

CEP 352 0,00 (0,00) - 0,14 (0,10)
CEP 353 3,33 (4,71) - 0,10 (0,10)
CEP 354 10,00 (0,00) - 0,02 (0,09)
CEP 355 3,33(4,71) - 0,22 (0,20)
CEP 356 0,00 (0,00) - 0,14 (0,10)
CEP 359 6,66 (9,42) - 0,06 (0,13)
CEP 360 3,33 (4,71) - 0,10 (0,10)

* Porcentaje de mortalidad promedio (error estdndar) alos 15 dias posteriores a la inoculacion.
+ Mortalidad corregida por la Férmula de Abbott (1925).

En funcion de los resultados expuestos, se puede indicar que los 15 aislamientos
de B. bassiana y los 2 aislamientos de M. anisopliae fueron infectivos para € “taladro
de layerba mate”. Los aislamientos de CEP 334 y CEP 335 de B. bassiana ocasionaron
el 86,7% de mortalidad y el aislamiento CEP 350 de M. anisopliae ocasion6 un 83,3%
de mortalidad en los individuos adultos de H. betulinus, lo cual destaca su

patogenicidad para el “taladro o tigre de la yerba mate”.
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Evaluacion de la patogenicidad de los aislamientos fungicos sobre

individuos de G. spegazziniana “ Rulo de la yerba mate”

3.3.1. Seleccion de los aislamientos fungicos para las pruebas de patogenicidad de

de hongos Hypocr eales contra G. spegazziniana

En la Tabla 15 se presentan los datos de los aislamientos fungicos evaluados
sobre ninfas del quinto estadio de G. spegazzinaina (Hemiptera: Psillidae) en
condiciones de laboratorio.

Tabla 15. Caracteristicas de los aisamientos de hongos Hypocreales a partir de
suelo de cultivos de yerba mate utilizados en las pruebas de patogenicidad contra

G. spegazziniana.

Especie fungica N° Coleccion CEPAVE Viabilidad conidios
Beauveria bassiana CEP 332 99,60 % (0,29)
Beauveria bassiana CEP 333 91,93 % (3,24)
Beauveria bassiana CEP334 89,46 % (7,48)
Beauveria bassiana CEP 335 98,15 % (0,55)
Beauveria bassiana CEP 336 98,43 % (1,22)
Beauveria bassiana CEP 337 99,43 % (0,66)
Beauveria bassiana CEP 338 99,83 % (0,12)
Beauveria bassiana CEP 339 98,60 % (0,49)
Beauveria bassiana CEP 340 95,83 % (2,94)
Beauveria bassiana CEP 341 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 342 99,33 % (0,74)
Beauveria bassiana CEP 343 97,80 % (0,14)
Beauveria bassiana CEP 344 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 345 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 346 98,83 % (0,84)
Beauveria bassiana CEP 347 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 348 99,83 % (0,23)
Metarhizium anisopliae CEP 349 97,80 % (0,53)
Metarhizium anisopliae CEP 350 100 % (0,00)
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Purpureocillium lilacinum CEP 351 96,40 % (1,10)
Purpureocillium lilacinum CEP 352 97,33 % (0,74)
Purpureocillium lilacinum CEP 354 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 356 98,40 % (0,86)
Purpureocillium lilacinum CEP 357 99,06 % (0,14)
Purpureocillium lilacinum CEP 360 100 % (0,00)

3.3.2. Evaluacion dela patogenicidad de los aidamientos fungicos seleccionados

Se evaud la patogenicidad de 25 aislamientos fungicos, correspondiendo 17
aislamientos a B. bassiana, 2 aislamientos a M. anisopliae y 6 aislamientos a P.
lilacinum. En todos los casos, se observd una muy baja mortalidad producida por todos
estos aislamientos. Sin embargo, en |os grupos controles la mortalidad fue més ata que
lo esperado. Por esta razon, al redlizar la correccion de la mortalidad de los grupos
controles segin la Formula Abbott (1925) en la mayoria de los casos se obtuvieron
valores de mortalidad corregida inferiores a cero. Estos resultados carecen de
significado biol6gico pero se muestran en la Tabla 16. La mortalidad de los controles no
fueron superiores a 20%; dentro de los individuos muertos en los controles ninguno
presentdé mortalidad por patdgenos, siendo la causa de la muerte desconocida. La
mortalidad causada por B. bassiana fue comprobada a colocar los psilidos adultos
muertos en camaras humedas y medio agar avena los que presentaron un crecimiento de
micelio blanco que cubri6 todo e cuerpo del insecto, adoptando un aspecto esporulado

y algodonoso alas 72 hs posteriores ala muerte (Figuras 33 y 34).
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Tabla 16. Determinacion del porcentaje de mortalidad promedio y mortalidad
corregida de los aisamientos de B. bassiana, M. anisopliae y P. lilacinum contra

adultos de G. spegazziniana.

Aidamientofungico Mortalidad (%)* Mortalidad corregida (%)+

Control 20,00 (12,47) -

CEP 342 0,00 (0,00) - 0,12 (0,21)
CEP 345 0,00 (0,00) - 0,23 (0,03)
CEP 344 1,25 (2,16) - 0,23 (0,03)
CEP 348 2,50 (4,33) - 0,21 (0,03)
CEP 346 6,25 (5,44) - 0,16 (0,06)
CEP 332 6,25 (4,14) - 0,16 (0,05)
CEP 335 7,50 (5,59) - 0,12 (0,07)
CEP 343 7,50 (5,59) - 0,15 (0,07)
CEP 333 8,75 (4,14) - 0,13 (0,04)
CEP 340 8,75 (5,44) - 0,08 (0,09)
CEP 336 15,00 (5,00) - 0,06 (0,06)
CEP 341 16,25 (12,93) 0,01 (0,10)
CEP 334 17,50 (10,30) -0,03(0,12)
CEP 339 20,00 (11,72) - 0,00 (0,14)
CEP 337 21,25 (13,40) 0,01 (0,14)
CEP 338 27,50 (11,45) 0,09 (0,14)
CEP 347 27,50 (10,89) 0,09 (0,13)
Control 11,25 (11,38) -

CEP 349 2,50 (2,50) - 0,18 (0,15)
CEP 350 2,50 (4,33) - 0,29 (0,05)
Control 20,00 (8,49) -

CEP 351 3,75 (4,14) - 0,20 (0,05)
CEP 352 2,50 (4,33) - 0,03 (0,22)
CEP 34 1,25 (2,16) - 0,23 (0,03)
CEP 356 1,25 (2,16) - 0,16 (0,03)
CEP 357 6,25 (5,44) - 0,16 (0,06)
CEP 360 0,00 (0,00) - 0,25 (0,00)

* Porcentaj e de mortalidad promedio (error esténdar) alos 10 dias posteriores alainoculacion.
+ Mortalidad corregida por la Formula de Abbott (1925).
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Figura 33. Adultos de G. spegazziniana infectados con B. bassiana.
Ninfas del quinto estadio de G. spegazziniana fueron tratados con una suspension fungica de 1
x 10° conidiog/ml y al cabo de 72 hs se observé e desarrollo de micelio blanco que cubri6 todo

€l cuerpo del insecto en cAmara himeda.

Figura 34. Adultos de G. spegazziniana infectados con B. bassiana
Al cabo de 7 dias se observé € desarrollo de micelio blanco que cubri6 todo el cuerpo del

insecto en cdpsulas de Petri con medio agar avena.
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| dentificacion y caracterizacion de los hongos entomopatdgenos por

medio de técnicas molecular es

3.4.1. Caracterizacion molecular de los aisamientos de B. bassiana aislados de

suelo de cultivos de yerba mate

Los 17 aislamientos fungicos de B. bassiana fueron identificados segin sus
caracteristicas macroscopicas y microscopicas, sin embargo, se decidié confirmar la
identificacion mediante técnicas moleculares. La secuenciacion delaregion ITS1 - 5,85
- ITS2 fue redlizado para obtener diferenciacion entre las especies de Beauveria
analizadas, y asi, confirmar su clasificacion. De un total de 17 aislamientos fungicos,
16 fueron aislados de suelo de cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones (CEP
332 a CEP 348) y 1 aidlamiento de referencia de la coleccion del CEPAVE aislado de
Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Coccinellidae) (CEP 148) (Tabla 19).

Tabla 19. Aislamientos utilizados en la caracterizacion por técnicas moleculares

N° Coleccion  Especiefungica  Sustrato/l nsecto hospedador Regioén geogr éfica
CEPAVE
CEP 148 Beauveriabassiana Cycloneda sanguinea Tucuman, Argentina
CEP 332 Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 333 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP334 Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP335 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP336 Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP337 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP 338 Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP339 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP340 Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP341 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP342 Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 343 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP344  Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 345 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP346 Beauveriabassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 347 Beauveriabassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina
CEP 348 Beauveria bassiana Suel o yerba mate Misiones, Argentina

102



Resultados Schapovaloff MariaElena

La amplificacion con los primers ITS1 e ITS4 origind un unico fragmento de
aproximadamente 600 pb en todos los aislamientos fungicos (Figura 40),
correspondiendo a extremo 3' del ADN ribosomal 18S, la region espaciadora interna 1
(ITS1), & gen del ADN ribosomal 5,8S, la region espaciadora interna 2 (ITS2) y €
extremo 5’ del ADN ribosomal 28S.

MC-C+12 3 4 567 891011 M

<«— 600 pb

M C-C+12 13 14 15 16 M

<— 600pb

Figura 40. Perfil electroforético del producto de amplificacion delaregion ITS de
ADNr (ITS1-5851TS2) utilizando los primers ITS1 e ITS4. M: marcador de peso
molecular Ladder 100 pb. C-: control negativo. C+: control positivo CEP 148. 1: CEP 332. 2:
CEP 333. 3. CEP 334. 4. CEP 335. 5: CEP 336. 6: CEP 337. 7. CEP 338. 8: CEP 339. 9. CEP
340. 10: CEP 341. 11: CEP 342. 12: CEP 343. 13: CEP 344. 14: CEP 345. 15: CEP 346. 16:
CEP 347.
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De los 18 aislamientos de B. bassiana que fueron sometidos a proceso de
secuenciacion de la region intergénica del ADN ribosoma (ITS1-5.851TS2), 15
resultaron en secuencias probables de ser analizadas.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas obtenidas en este trabajo con
aquellas secuencias de diferentes especies de Beauveria, y que estan depositadas en €
Genebank (NCBI) permitio la obtencion de un arbol filogenético (Figura 41). En este
arbol filogenético se observa la agrupacion de algunas de las especies pertenecientes a
género Beauveria, dentro del cual se presenta una politomia entre |os diferentes grupos.
De acuerdo con € andlisis de las secuencias ITS de los aislamientos obtenidos de suelo
de cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones, y los lingjes utilizados como
referencia, fue observado que los aislamientos de suelo de cultivos de yerba mate (CEP
332, CEP 333, CEP 334, CEP 335, CEP 336, CEP 337, CEP 339, CEP 340, CEP 341,
CEP 342, CEP 343, CEP 344, CEP 345 Y CEP 346) y el aisamiento de referenciade la
coleccion del CEPAVE (CEP 148) estan reunidos en un unico grupo monofilético,
confirmando la identidad taxondmica de los aislamientos utilizados en este trabajo.
Todos los aidamientos pertenecen a la especie B. bassiana, se muestran
filogenéticamente idénticos entre si y con los lingjes de referencia de B. bassiana.
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Figura 41: Arbol filogenético de la region 1TS1-5.851TS2 del ADNr de los aisamientos
obtenidos de muestras de suelo y 31 linajes representativos de Beauveria provenientes del

Genbank (NCBI) con e numero de acceso indicado. EI método utilizado para la

contruccién del arbol fue maxima parsimonia. Bootstrap de 1000 repeticiones.
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DISCUSION

El relevamiento del “taladro o tigre de la yerba mate” y “rulo o psilido de la
yerba mate’ en cultivos de yerba mate en la provincia de Misiones, Republica
Argentina, destaco la presencia de H. betulinus y G. spegazziniana como las principales
plagas del cultivo de yerba mate. Durante los muestreos realizados en yerbales en
diferentes localidades de la provincia de Misiones, Gyropsylla spegazziniana fue la
especie predominante durante los muestreos realizados en yerbales en diferentes
localidades de la provincia de Misiones, encontrandose presente durante todo e afio
pero pudiéndose observar un incremento de la abundancia de los insectos durante los
meses de altas temperaturas. Estos registros coinciden con estudios realizados por Gallo
et al. (1988) donde la mayor incidencia de esta plaga es en los meses de septiembre a
diciembre. También, Borges (2002) demuestra que & pico poblacional para adultos de
G. spegazziniana es de noviembre a febrero. Hedypathes betulinus pudo observarse
presente durante todo €l afio con una mayor abundancia entre |os meses de noviembre y
marzo, donde las temperaturas son més elevadas. Estos registros coinciden con estudios
citados por Soares (1998) e lede et al. (2000), donde afirman que los adultos estan
presentes durante todo € afio en los yerbales, observandose un gran nimero entre los
meses de octubre y finales de junio, con pico poblacional entre febrero y marzo.

La prospeccion de hongos patdgenos de estadios adultos y juveniles del “taladro
de la yerba mate’ y “rulo de la yerba mate’ en condiciones de campo y laboratorio no
han demostrado la presencia de estos insectos infectados con hongos entomopatdgenos,
la ausencia de los hongos entomopatdgenos durante este relevamiento podria deberse a
diversos factores. condiciones ambientales, disponibilidad de hospedadores
susceptibles, virulencia del patdgeno, caracteristicas del cultivo hospedante y calidad de
manegjo del cultivo. No obstante, Sosa Gomez et al. (1994) citaron que en plantas de
yerba mate, en Gobernador Virasoro, provincia de Corrientes, Argentina, se registraron
niveles de infeccion de hasta 90% causados por el hongo Zoophthora radicans (Brefeld)
sobre adultos de G. spegazziniana. En e Brasil, Alves et al. (2009) relataron esta misma
asociacion, en un yerbal en Cascavel, Parana, Brasil, con niveles semeantes de
ocurrencia de la poblacién, siendo los Unicos registros de entomopatégenos como

ocurrencia natural sobre G. spegazziniana. Soares et al. (1995) y Soares e lede (1997)
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detectaron la ocurrencia natural de los géneros B. bassiana y M. anisopliae en adultos
de H. betulinus, en un yerbal del municipio de Ivai, Parana, Brasil. No existen
referencias bibliogréficas de la ocurrencia de epizootias de estos hongos patdgenos en
insectos plaga de la yerba mate en Argentina. Una caracteristica que poseen estos
hongos entomopatdgenos es que pueden desarrollarse tanto como patdgenos en €
interior de los insectos o como saprofitos en e suelo. Estas estructuras fungicas
distribuidas en € suelo pueden actuar como indculo e infectar a insectos que estén en
contacto directo con la superficie, es por esto que e habito de los insectos seria un
factor importante para determinar la posibilidad de que existan infecciones naturales
ocurridas en el campo. La ausencia de infecciones causadas por estos hongos en este
estudio podria ser justificada desde e punto de vista del comportamiento de los
insectos, ya que raras veces se encuentran en contacto con € suelo evitando asi e
contagio con los hongos entomopatégenos. Los factores ambientales también cumplen
una funcion esencia en lainiciacion y desarrollo o en la prevencion y supresion de las
epizootias naturales afectando las condiciones fisiol6gicas del hospedante, su densidad
y distribucion espacia y temporal. Lo anteriormente expuesto conforma un complejo de
factores que interactlian entre si y entre otros componentes del ambiente, siendo |os méas
estudiados la temperatura y humedad relativa. EI mayor problema es que pocos estudios
se refieren a microclima del cultivo que es e que directamente influye sobre los
patogenos. A diferencia de las condiciones constantes en e laboratorio, en €
agroecosistema se presentan situaciones normalmente fluctuantes del conjunto de
factores climaticos. Esto explica la complejidad del tema y las multiples interacciones
posibles como para poder cuantificar, con més precision, € efecto del microclima
natural sobre los entomopatdégenos (Lecuona, 1996). La ausencia de los hongos
entomopatdgenos en los relevamientos de H. betulinus y G. spegazziniana pudo estar
influenciado por diversos factores. condiciones ambientales, disponibilidad de
hospedadores susceptibles, virulencia del patdgeno, caracteristicas del cultivo
hospedante y calidad de manejo del cultivo.

Por otra parte, |os hongos entomopatégenos pueden habitar en €l suelo y generar
lainfeccion de insectos. Los géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria fueron detectados
en e suelo de una variedad de hébitats y pueden ser aislados directamente mediante la
utilizacion de medios de cultivos selectivos (Doberski y Tribe, 1980) o indirectamente

con laincorporacion de insectos trampas (larvas de Galeria melonella o Tenebrio spp.)
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a las particulas de suelo (Bidochka et al., 1998). En este trabgjo de investigacion se
logro aidar e identificar diecisiete aislamientos de B. bassiana (59%) la especie mas
abundante, diez aislamientos de P. lilacinum (34%) y dos aislamientos de M. anisopliae
(7%) apartir de muestras de suelo de cultivos de yerba mate organicos y convencionales
de la provincia de Misiones, siendo estos hongos entomopatégenos también citados por
otros autores como los mas comunes en € suelo (McCoy et al., 1992; Klingedl et al.,
2002; Sun et al., 2008). El aislamiento de B. bassiana, P. lilacinum, M. anisopliaey no
de N. rileyi u otros entomopatdgenos, |os cuales se encuentran en €l suelo, pudo deberse
a la utilizacion del medio selectivo (Doberski y Tribe, 1980). En contraste, una
diversidad mucho mayor de hongos entomopatogenos (750 especies) han sido
registrado en hébitats tropicales, sobre todo en selvas tropicales (Evans, 1982; Grunde-
Cimerman et al., 1998). Por otra parte, en términos generales, M. anisopliae puede
llegar a estar presente en € suelo mas frecuentemente que B. bassiana, ya que este
ultimo parece ser més sensible ala interaccion con la microbiota del suelo (Bidochka et
al., 1998), sin embargo en el presente estudio la prevalencia de B. bassiana fue mayor
gue la de M. anisopliae. Estudios realizados por Klingen et al. (2002) indicaron que €
suelo proveniente de la produccion agricola organica presentd mayor cantidad de
hongos entomopatdgenos que |os suelos de produccion convencional; o que concuerda
con nuestros resultados, ya que en los presentes relevamientos se obtuvieron 18 de los
29 aisdlamientos a partir de muestras de suelo que provenian de cultivos de yerba mate
organico, y 11 aislamientos provenian de cultivos de yerba mate de produccién
convencional. Tarasco et al. (1997) demostraron que B. bassiana y M. anisopliae fueron
los hongos entomopatégenos mas abundantes en e suelo de sur de Italia. Sin embargo,
nunca se encontraron simulténeamente dos especies en e mismo suelo; 1o que no
concuerda con nuestros estudios ya que se pudieron aislar M. anisopliae y B. bassiana
de la misma muestra de suelo. En los suelos canadienses, las especies més frecuentes
fueron también M. anisopliae y B. bassiana (Bidochka et al., 1998). Sosa-Gomez et al.
(2001) citaron la presencia de M. anisopliae, B. bassiana y P. lilacinus en campos de
soja en Londrina, Parand, Brasil. Borges et al. (2011) aislaron e identificaron hongos en
un monocultivo de yerba mate, en e municipio de Campo Alegre, Santa Catarina,
Brasil, los géneros identificados fueron: Aspergillus, Penicillum, Acremonium,
Cladosporium, Fusarium, Trichoderma, Paecilomyces, Metarhiziium, Gliocladium,

Lecanicillumy Rhyzopus. Persiani et al. (1998) relata que la diversidad fungica en suelo
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de ecosistemas perturbados pueden favorecer la prevalencia de algunas especies de
Penicillum, Acreminium, Metarhizium, Paecilomyces, Trichoderma, Beniowskia y
Gonytrichum. Carvalho (2008) aislé 26 y 34 generos de hongos a partir de suelos de
cultivo de sojay agoddn, respectivamente. Este autor cita que la practica sustentable de
la utilizacién de los recursos naturales, como la labranza, puede favorecer la mantencion
de la biodiversidad en suelos en que ocurre la substitucion de la vegetacion nativa por
plantaciones. Entre otros factores que pueden estar directamente asociados a la baja
diversidad de la microbiota fungica del suelo, de acuerdo con Klich (2002), estén la
variedad floristica reducida, factores abidticos y mangjo inadecuado de las éreas
cultivadas. Gliessmann (2000) resalta que €l manejo correcto del suelo y de los cultivos
puede influenciar las dindmicas poblacionales de los organismos del suelo y que la
rotacion de cultivo, cultivos de cobertura y el aprovechamiento de residuos (de
cultivos) y estiércol son précticas que promueven una poblacién biolbgicamente
diversificada en € suelo. En yerba mate, sin embargo, pocas précticas culturales son
realizadas y Philipovski et al. (2003) alertan que la practica de limpieza rutinaria
realizada en ese cultivo es una de las causas fundamentales del empobrecimiento del
suelo. Diversos factores pueden afectar la supervivencia de los hongos
entomopatdgenos en e suelo. De acuerdo a Quintela (1986), |a temperatura es uno de
los factores que mas compromete la persistencia de B. bassiana en condiciones de
campo. Alves 'y Lecuona (1998) corroboran esa informacion y afirman que esta especie
fangica presenta un rango Optimo de desarrollo en la temperatura de 23 a 26 °C,
pudiendo soportar temperaturas de hasta 45 °C. Lingg y Donaldson (1981) demostraron
que la supervivencia de los conidios de B. bassiana depende de la temperatura, €l
contenido de agua y del tipo de suelo. Asimismo, se conoce que B. basssiana sobrevive
por mas tiempo en areas de clima templado y donde existen huéspedes para tener
continuidad en su ciclo de infeccién (Vanninen, 1996). La humedad desempefia un
importante papel para el patdgeno, siendo esencial para las fases de diseminacion,
germinacion y penetracion, y limitante para la produccion de algunos patégenos, siendo
considerada tan importante en cuanto a la temperatura (Alves y Lecuona, 1998). Sin
embargo, para estos autores, la humedad relativa que esta presente sobre 10s insectos o
en los lugares donde ellos viven (nivel microclimatico) puede ser mas importante para
la ocurrencia de la enfermedad cuando es comparada con la humedad relativa

atmosférica (nivel macroclimético). Las précticas agricolas como lafertilizacion, uso de
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insecticidas, funguicidas y herbicidas afectan la persistencia de los hongos en € suelo.
Sosa-GOomez y Moscardi (1994), observaron que la labranza minima en cultivos de soja
favorece la prevalencia de algunas especies de hongos entomopatdégenos como B.
bassiana, M. anisopliae y Paecilomyces spp. en €l suelo en comparacion con zonas bajo
labranza convencional, lo que concuerda con nuestros resultados ya que todos los
aislamientos fungicos fueron de muestras de suelo con labranza minima.

Las caracteristicas morfologicas de los 17 aislamientos fungicos de B.
bassiana (CEP 332 a CEP 348) con respecto a tamafio de los conidios coincidieron con
la descripcidn realizada por (Samson et al. 1988); los diametros de las colonias fueron
levemente mayores a las presentadas por (Domsch y Gams, 1980) si bien se encontraron
diferencias entre los aislamientos, en lineas generales las morfologias de las colonias
fueron coincidentes con las descripciones realizadas por (Brady, 1979). Al igua que lo
mencionado por dicho autor, raramente se observo la formacion de sinemas por parte de
los aislamientos estudiados. Las caracteristicas morfologicas de los 2 aislamientos
fungicos de M. anispopliae (CEP 349 y CEP 350) con respecto a tamafio de los
conidios coincidieron con la descripcion realizada por (Kirk et al., 2001; Domsch et al.,
1980); los diametros de las colonias fueron mayores a las presentadas por (Domsch y
Gams, 1980). Las caracteristicas morfolégicas de los 10 aislamientos fungicos de P.
lilacinum (CEP 351 y CEP 360) con respecto a tamafno de los conidios coincidieron
con la descripcion realizada por (Samson, 1974); los diametros de las colonias fueron
levemente menores a las presentadas por (Domsch y Gams, 1980). Algunos trabaos
previos publicados por Hajek et al. (1990), Fargues et al. (1997), Ouedraogo et al.
(1997), Sztginberg et al. (1997) y Ekes et al. (1999) demostraron que la temperatura
optima del crecimiento del micelio, la produccién de conidios y germinacion de los
conidios de los hongos entomopatégenos, en condiciones de laboratorio, es de 25 °C,
concordando con nuestros resultados.

Las pruebas de patogenicidad |levadas a cabo en condiciones de laboratorio con
15 aislamientos de B. bassiana, 2 aislamientos de M. anisopliae y 7 aislamientos de P.
lilacinum aslados de suelos de cultivos de yerba mate, demostraron que los
aislamientos que presentaron alta patogenicidad en adultos de H. betulinus son los
aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae. El porcentgje de mortalidad para los
aislamientos de B. bassiana varié de 53,3 a 86,7%, los aislamientos de M. anisopliae

provocaron de 70 a 83,3% de mortalidad y los porcentgje de mortalidad de los
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aislamientos de P. lilaciunum fueron muy bajos. Hafez et al. (1994) sefialan que los
niveles de infeccion son el resultado del contacto entre el indculo de una cepa virulenta
y la susceptibilidad de la cuticula del insecto a la germinacion, penetracion del tubo
germinativo y finamente el desarrollo del patdgeno en el cuerpo del insecto. St Leger et
al. (1992), sugieren que la susceptibilidad o resistencia de un insecto a un hongo en
particular, puede estar determinada por los componentes de la cuticula al inicio de la
infeccion. Otro aspecto importante en el incremento de la patogenicidad, se debe a que
B. bassiana produce muchas enzimas extracelulares en medios nutritivos tales como
proteasa, lipasa y quitinasa, las cuales estan involucradas en la penetracion del
tegumento del hospedante y en consecuencia en la infeccién y su expresion esta
influenciada por la concentracion de la cuticulay el origen de la mismaen el medio de
cultivo (St Leger et al. 1992; El Sayed 1993). Ribeiro (1993) realiz6 estudios en
laboratorio para el control de H. betulinus testeando cinco cepas de B. bassiana aisladas
de insectos encontrados en yerba mate; 1os resultados més promisorios fueron obtenidos
con la cepa 152, aislada a partir de insectos Chrysomelidae; la infectividad de este
aislamiento bajo condiciones de laboratorio fue de 69,62% en adultos y 93,02% en
larvas de H. betulinus. Resultados similares a los obtenidos en nuestro trabajo de
investigacion fueron presentados por Pagliosa et al. (1994), al evaluar € aislamiento de
B. bassiana CG 152 con una concentracion de 2,2 x 10° conidios/ml, cuya infectividad
fue de 73,42 % y un TLso de 9,65 dias en adultos de H. betulinus, en laboratorio.
Shimazu et al. (2002) evaluaron la patogenicidad de los hongos B. bassiana, M.
anisopliae y Paecilomyces (= lIsaria) sp. en larvas del cerambicido Anoplophora
glabripennis (Motschulsky, 1853). El hongo fue aplicado sobre las larvas en una
concentracion de conidios de 1 x 10" conidios/ml, siendo B. bassiana FO003 &l més
infectivo, causando 100% de mortalidad y obtuvieron un TLsp de 16 dias. Leite et al.
(2003) redlizaron ensayos en laboratorio con pocas especies de hongos
entomopatogenos, B. bassiana (cepa CG 716) y Paecilomyces sp., obtenidos de H.
betulinus de campo. Se verificd que B. bassiana fue més infectivo, presentando una
mortalidad de 97,5% contra 37,5% del segundo. Los tiempos medios de mortalidad
fueron de 16,8 y 32 dias para B. bassiana y Paecilomyces sp., respectivamente. Leite et
al. (2006b) testearon la cepa (CG 716), en campo, formulada en dos concentraciones de
aceite emulsionable y tres concentraciones de conidios. La concentracion y formulacion

més eficiente fue de 1 x 10" conidios/ml y 0,5% de aceite, obteniendo una infectividad
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de 76% de los insectos. Los estudios realizados en condiciones de laboratorio, con
Beauveria sp. para el control de orugas de la yerba mate Thelosia camina Sachus, 1920,
y una especie de Hylesia Hubener, 1820 (Lepidoptera: Saturniidae) produjeron una
mortalidad superior a 90 y 49% respectivamente (Dalla Santa et al. 2009). Asimismo,
Leite et al. (2011) probaron siete aislamientos de B. bassiana, un aislamiento de B.
brongniartii, un aissamiento de M. anisopliae y un aislamiento de Paecilomyces (=
Isaria) sp. contra adultos de H. betulinus bajo condiciones de en laboratorio, fue
aplicada una suspension de conidios en una concentracion de 3,5 x 10" conidios/ml
sobre los adultos de H. betulinus Los aislamientos de B. bassiana causaron una
mortalidad entre 66 a 100% y un TLsp que varié de 9,8 a 26,4 dias, siendo estos
resultados muy similares a los obtenidos en nuestro trabajo de investigacion en donde
los aislamientos de B. bassiana presentaron una patogenicidad que varié entre 53,3% y
86,7% de mortalidad y un TLsp entre 9,6 y 13,6 dias. El aislamiento de Paecilomyces (=
Isaria) sp. presentd una mortalidad de 37,5% y un TLso de 32 dias, sin embargo, en
nuestros resultados los aislamientos de P. lilacinum no presentaron patogenicidad. Los
aislamientos de M. a nisopliae y B. brongniartii presentaron una mortalidad que vario
de2.1a31,2% y un TLso de 17 a 25,8 dias, no concordando con nuestros resultados en
donde los aislamientos de M. anisopliae presentaron una mortalidad de 70 a 83,3% y un
TLso de 7,4 a 7,9 dias. Normamente, la rapidez de la mortalidad del hospedador
presenta relacion positiva con la concentracion de los conidios (Fargues y Rodrigues-
Rueda, 1980). El tiempo medio para causar la mortalidad puede estar atribuido a varios
factores, entre ellos la infectividad de los aislamientos y la resistencia del insecto. La
muerte rgpida y la produccion temprana de un gran nimero de esporas sobre el cadaver
de insectos pueden facilitar una mayor diseminacion de la enfermedad sobre sus
poblaciones (Heale et al. 1989). De acuerdo con Bidochka y Khachatourians (1990), las
proteasas son, probablemente, las enzimas méas importantes en la patogenicidad de un
aislamiento y su ausencia conduce ala prolongacion del tiempo de mortalidad.

Las pruebas de patogenicidad |levadas a cabo en condiciones de laboratorio con
17 aislamientos de B. bassiana, 2 aislamientos de M. anisopliae y 6 aislamientos de P.
lilacinum aislados de suelos de cultivos de yerba mate, no fueron patogénicos para los
adultos de G. spegazziniana. Sin embargo, estos resultados deben ser interpretados con
cautela porque en los ensayos realizados se produjo una mortalidad inesperadamente

alta en los controles, parte de esta mortalidad puede ser explicada por la biologia de esta
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especie. Segun Leite y Zanol (2001) la longevidad de los adultos de G. spegazziniana,
fue de 43,7 dias paralos machos y 15,2 dias para las hembras, siendo €l ciclo completo
de 82,4 dias para los machos y de 53,9 dias para las hembras. Para Oglobin (1929) €
ciclo completo lleva 40 dias. Morawick et al. (1995) observaron gue los machos tenian
unalongevidad de 28 a 32 dias y las hembras duraban de 8 a 12 dias; € ciclo completo
llevo 65 dias para los machos y 45 dias para las hembras. Sabedot et al. (1999)
observaron la longevidad de las hembras en 9,24 dias y de los machos 12 dias cuyo
ciclo total fue de 27,29 dias. Chiaradia et al. (2000) observaron una longevidad de 9,24
dias para las hembras y 12 dias para los machos. Esto podria explicar parte de la
mortalidad observada, debido a que € boensayo fue evaluado hasta € décimo dia,
donde todos los insectos ya estaban en la fase adulta. Para confirmar |a ausencia de
patogenicidad de estos aislamientos habrian de realizarse nuevos bioensayos. Hasta €l
presente no existen referencias bibliogréficas de estudios de patogenicidad de hongos
entomopatogenos contra G. spegazziniana. Puterka et al. (1994) evaluaron dos
aislamientos de B. bassiana para € control del psilido de la pera Cacopsylla pyricola
(Foerster), la concentracion de conidios utilizados fue de 1 x 10’ conidios/ml aplicadas
sobre ninfas del tercer estadio, €l control obtenido para este psilido de la pera fue de
40,6%, 85,6% 92,5% para e aislamiento (2430), y de 57,4%, 93,8% y 99,6% para €
aislamiento (2860) evaluados en € 3°, 5° y 7° dia después de la aplicacion
respectivamente, € psilido de la pera presento un tiempo medio de mortalidad de 2,9
dias para € aisdlamiento de B. bassiana (2430) y 3,2 dias para € asilamiento de B.
bassiana (2860). Este mismo autor evalud un aislamiento de L. lecanii para €l control
del psilido de la pera Cacopsylla pyricola (Foerster), aplicadas sobre ninfas del 3°
estadio, €l control obtenido para este psilido fue de 17%, 81,1% y 98,6% en €l 3°, 5° y
7° dia después de la aplicacion, respectivamente. Leite et al. (2005) evaluaron los
aislamientos de L. lecanii CG 902 y CG 904 para € control de Cinara atlantica y
obtuvieron una mortalidad de 67,3% y 64,1% respectivamente. Gassen (2006) evaluo la
patogenicidad de los hongos B. bassiana (IBCB 66), M. anisopliae (IBCB 425) y L.
lecanii (JAB 02) sobre € psilido de la guayaba Triozoida sp. (Hemiptera: Psyllidag).
Cada rama de guayaba con los psilidos fue pulverizado con 20 ml con las siguientes
concentraciones del patégeno: 5 x 10°%, 1 x 10’, 5 x 107, 1 x 10° y 5 x 10® conidios/ml.
L as tres especies de hongos entomopatogénicos testeadas fueron patogénicas a psilido

de la guayaba, en todas las concentraciones evaluadas. Para el hongo B. bassiana las
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mayores concentraciones testeadas proporcionaron las mayores mortalidades a final de
las evaluaciones, siendo 67 y 77% de mortalidad confirmada en las concentraciones de
1 x 10® y 5 x 10° respectivamente; para M. anisopliae el porcentaje de mortalidad
confirmada fue mucho menor, siendo que las concentraciones fueron las més e evadas,
presentando 35 y 32% en las mismas concentraciones. La mayor mortalidad fue
obtenida en la concentracién de 5 x 107 con 44%, para ambas especies flngicas la
concentracion de 5 x 10° fue la que causdé menor mortalidad (26%). Sin embargo L.
lecanii demostré ser mas patogénico para € psilido de la guayaba, casuando una
mortalidad mucho mayor que para las otras dos especies en todas las concentraciones
utilizadas en e ensayo, logrando con la concentracion de 5 x 10® un porcentaje de
mortalidad del 90%. Favaro (2006) evalud la patogenicidad de dos aislamientos de
Lecanicillum sp. y un aisamiento de Beauveria sp. sobre el psilido del eucalipto
Glycaspis (Glycaspis) brimblecombel (Moore, 1964) (Hemiptera: Psyllidag). Los
aislamientos de Lecanicillum sp. utilizados fueron obtenidos del pulgon gigante de los
pinos, Cinara atlantica (Wilson, 1919) (Hemiptera: Aphididae) en plantaciones de pino
localizados en Parana (CG 904) y Santa Catarina (CG 902) Brasil; € aislamiento de
Beauveria sp. (BF 01) fue obtenido con la captura de adultos muertos en plantaciones
de eucaliptos localizados en la ciudad industrial de Curitiba, Brasil. Cada muda de
eucalipto con ninfas de G. brimblecombel fueron pulverizados con un mini-pulverizador
manua con 1,4 ml de la suspension fungica gjustada para 1,5 x 10° conidios/ml. El
aislamiento de Beauveria sp. control6 € 81% de la poblacién inicial, con un tiempo
medio de mortalidad de 4,86 dias, ambos aislamientos de Lecanicillium sp. (CG 904 y
CG 902) infectaron adultos y ninfas de G. brimblecombei, causando una mortalidad de
80 y 66% respectivamente, el tiempo medio de mortalidad fue de 6,52 para CG 904 y
7,03 dias para CG 902, los dos aislamientos de Lecanicillum sp. causaron menor
mortalidad y mayor tiempo medio de mortalidad que el aislamiento de Beuaveria sp.

En Argentina no existen antecedentes previos sobre la utilizacion de hongos
entomopatogenos para controlar las poblaciones del “taldro de la yerba mate” y € “rulo
de layerba mate”. Por o tanto, los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
son € primer registro sobre la accion de aislamientos nativos de B. bassiana, M.
anisopliae y P. lilacinum en cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones. La
busqueda de hongos entomopatdgenos nativos de las principales plagas de cultivos de

yerba mate, asi como e estudio de la compatibilidad de éstos con otros métodos de
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control merecen ser abordados para ampliar €l conocimiento sobre la diversidad y asi
poder encontrar organiSmos eficientes como agentes de control biologico en el campo.
La taxonomia fungica es extremadamente importante debido al papel que los
hongos desempefian en la naturaleza particularmente los entomopat6genos, que son
utilizados en €l control biolégico de insectos plaga de la agricultura (Lima, 1989). La
taxonomia clésica del género se basa en criterios morfoldgicos, sin embargo en la
actualidad las técnicas de biologia molecular son utilizadas para identificar y
caracterizar la variabilidad genética de |os hongos entomopatégenos. En general, una de
las principales desventgjas de la caracterizacién morfol 6gica es que las caracteristicas a
medir son limitadas en numero, por 1o cual la discriminacion entre aislamientos es
dificil. Por otro lado, la presencia de estas especies en diversos climas y condiciones
agroecoldgicas, indicaria la existencia de una ata variabilidad genética en la especie.
Actualmente, la forma més certera de determinar los niveles de diversidad y estructura
genética intraespecifica es a través del uso de marcadores moleculares (Becerra, 2007).
Principalmente se han usado cuatro tipos de marcadores moleculares para determinar la
diversidad genética en hongos entomopatogenos. los fragmentos de restriccién
polimorficos (RFLP) (Maurer et al., 1997), el ADN polimérfico amplificado a azar
(RAPD) (Piatti et al., 1998; Gaitan et al., 2002), |as secuencias simples repatidas (SSR)
(Kretzner et al., 2000), ITS1y 2 del ADNr (Buscott et al., 1996; Coates et al., 2002).
L as secuencias ribosomales nucleares, especialmente los ITS 1y 2, han mostrado tasas
diferenciales en cambios nucleotidicos, |o cual permite la comparacion de aislamientos
anivel inter e intraespecifico en hongos (Neuvéglise et al., 1994; Buscott et al., 1996;
Iturralde, 2005). En este trabajo de investigacion se analizaron 17 aislamientos fungicos
correspondientes a la especie B. bassiana, la caracterizacion consistio en la
amplificacion del gen nuclear (espaciadores transcriptos internos del ADN ribosomal).
Los espaciadores transcriptos internos (ITS1-5,851TS2) fueron amplificados con los
primers ITS1 e ITS4 obteniendo un fragmento de aproximadamente 600 pb, lo cua
coincide con trabajos realizados por otros autores (Carneiro et al., 2008; Santoro et al.,
2008; Costa et. al., 2011). La secuenciacion de laregion ITS permitié una comparacion
con secuencias obtenidas de otros ling es de Beauveria ya conocidas; y € aineamiento
y andisis filogenético confirmaron la identidad taxonomica de los aislamientos
analizados. Nuestros resultados muestran claramente que los 16 aislamientos de suelo

de yerba mate y 1 aislamiento de referencia de la coleccién del CEPAVE se agrupan
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junto con B. bassiana. Rehner et al. (2005) analizaron los genes nucleares (1TS1-5,8S
ITS2 y EFl-0) para € estudio de 86 aislamientos de hongos entomopatégenos de
diversos origenes geogréficos, habitats e insectos hospedadores;, los andisis
filogenéticos utilizando maxima parsimonia y métodos bayesianos permitieron la
elaboracion de un arbol filogenético con 6 clados bien definidos dentro de Beauveria,
designados como A-F; demostrando que existe una ata variabilidad genética en B.
bassiana, pudiéndose caracterizar dos clados: clado A y clado C. Asimismo, Santoro et
al. (2008) compararon los andlisis de la secuencia de la region (ITS1-5,851TS2)
obtenida para e aislamiento (UNIOESTE 4) y aguellas secuencias depositadas en la
base de datos NCBI, confirmando su posicion taxondmica como perteneciente a B.
bassiana del clado A. Siendo estos resultados similares a los obtenidos en nuestros
estudios, ya que los 17 aislamientos analizados se agruparon taxondémicamente como
B.bassiana del clado A. Estos resultados reafirman que la variabilidad detectada en las
secuencias ITS1-5851TS2 ded ADNr es una herramienta Util para discriminar
diferentes especies de hongos, incluyendo B. bassiana. No obstante, otros genes genes
deberian ser secuenciados, como €l gen de factor de elongacion de proteinas (EF1-a),
para confirmar |os resultados obtenidos.
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CONCLUSIONES

e Como resultado de la prospeccion de hongos patdgenos del “taladro o tigre de la
yerba mate” y “rulo o psilido de la yerba mate” en cultivos de yerba mate de la
provincia de Misiones Republica Argentina, se recolectaron adultos y estadios
juveniles de Hedypathes betulinus y Gyropsylla spegazzinianana desde mayo de
2008 hasta septiembre de 2010, no pudiéndose observar infecciones fungicas en

los mismos en condiciones de campo y laboratorio.

e Se obtuvieron 29 aislamientos in vitro de hongos entomopatogenos del Phylum
Ascomycota, Clase Sordariomycetes, Orden Hypocreales, a partir de muestras
de suelo de cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones.
Correspondiendo 17 aislamientos a Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.,, 2
aislamientos a Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok y 10 aislamientos a
Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Hywel-Jones & Samsom.

e Los aisamientos nativos de B. bassiana y M. anisopliae resultaron ser
patogeénicos para H. betulinus, ya que presentaron un porcentaje de mortalidad
superior a 50% y 70%, respectivamente. Sin embargo, no se observo

patogenicidad para |os aislamientos nativos de P. lilacinum.

e Los aidamientos nativos de B. bassiana presentaron muy baga patogenicidad
para G. spegazziniana. La patogenicidad de los aislamientos nativos de M.

anisopliae y P. lilacinum fue nula.

e Losandisis filogenéticos de laregién ITS1-5.851TS2 del rADN permitié confirmar
laidentificacion de los 14 aislamientos de B. bassiana provenientes de suelo de cultivos
deyerbamate y 1 aidamiento de referencia de la coleccion del CEPAVE, perteneciendo

todos alamisma especie.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Los resultados de esta tesis abren nuevas posibilidades de estudios con miras a ampliar
el conocimiento de hongos entomopatdégenos como potenciadles agente de control
biolégico de Hedypathes betulinus y Gyropsylla spegazziniana insectos plaga de
cultivos de yerba mate, de importancia econdémica en nuestro pais. Los futuros trabajos

de investigacion podran ser orientados hacia |l os siguientes temas:

e Desarrollar la produccién in vitro de los hongos aislados y evaluados en €
presente estudio para llevar a cabo liberaciones a campo en pequefia escala para

conocer la capacidad infectiva de estos hongos en condiciones de campo.

e Redlizar la evaluacion de los hongos entomopatdgenos junto a otros enemigos
naturales y evaluar la patogenicidad de estos hongos sobre organismos “no
blanco”.

e Estudiar la interaccién de los hongos entomopatdégenos con agroguimicos y con
productos derivados de la yerba mate para determinar posibles antagonismos o

sinergismos.

e Profundizar sobre el estudio de la relacion de los hongos con distintos tipos de

suelo, pH, temperatura del suelo y humedad relativa.
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ANEXO

M edios de cultivos:

AGAR EXTRACTO DE MALTA 2% (MEA) (Stevens, 1974)

- Agar-agar 20g

- Extracto de malta 20g

- Peptonade carne 19

- Dextrosa 20g

- Agua destilada 1000 ml

SABOURAUD DEXTROSA AGAR con 1% deextracto delevadura
(SDYA) (Goettd e Inglis, 1997)

- Peptona 10g
- Dextrosa 20g
- Agar 20g
- Extracto de levadura 10g
- Aguadestilada 1000 ml

MEDIO SELECTIVO PARA AISLAR Beauveria bassianay Metarhizium
anisopliae DESDE MUESTRA DE SUEL O (Doberski y Tribe, 1980)

-Glucosa 40g
-Peptona (Difco) 10g
-Agar 15g
-Cristal violeta 0,019
-Cycloheximida 0,25g
-Dodine (acetato de N-dodecilguanidinio) 0,25g
-Cloranfenicol 0,59
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-Agua destilada

1000 ml

Los antibidticos y antifungicos se agregan a medio después de esterilizacion por

autoclave cuando € medio esta aln liquido a unatemperatura por debajo de los 60 °C.

MEDIO DE ESPORULACION (ME)

-Agar

-Mix

-Dextrosa

-Extracto de levadura
-Agua destilada

-NaNO;

-KH,PO,
-MgSO,4x 7H,0
-NapHPO, x 7H,0
-KCL

MEDIO AGAR AVENA
-Agar

-Dodine

-Harinade avena

-Agua destilada

Antibioticos:

* Cloranfenicol

* Gentamicina

20g
4,69
10g

59
1000 ml

1,589
0,36¢g
0,69
1,059
1g

20g
550mg
20g
1000 ml

250mg/50ml agua destilada estéril .
25mg/50ml agua destilada estéril.

Ambos antibidticos fueron esterilizados por filtrado a través de filtros de 20 um de

diametro (Fisherbrand). Usar 0,1 ml de antibi6tico por cada 100 ml de medio de cultivo.
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Colorantes:

Azul de algodon-L actofenol de Amann (Stevens, 1974):

-Fenal (cristales) 20g

-Acido lactico 20g (16ml)
-Glicerol 40g (31 ml)
-Azul de algoddn 0,05-1g
-Aguadestilada 20g (20ml)

Buffer y soluciones:

TrisHCI 1M (pH=8)

-Tris base 121,19
-Aguadestilada 100 mi
Ajustar € pH hasta 8 con HCI concentrado.

SDS 10%
-SDS 10g
-Agua destilada 100 ml

EDTA 0,5M (pH=8)

-EDTA 18,619
-Aguadestilada 100 mi
Ajustar €l pH hasta 8 con pastillas de NaOH.

NaCl 5M
-NaCl 29,229
-Aguadestilada 100 mi
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Fenol saturadoen Tris-HCI
-Fenol 500g
-TrisHCI

Ajustar €l pH hasta 8.

Cloroformo-Alcohol 1soamilico

-Cloroformo 24 ml
-Alcohol isoamilico 1Iml
Buffer TE

-Tris base 1,219
-EDTA 0,379
-Agua destilada 1000 ml

Ajustar €l pH hasta 8.

Buffer decorrida TEB 10X

-Tris base 108g
-Acido borico 559
-EDTA 0,5M pH=8 7,789
-Agua destilada 1000 ml

Ajustar €l pH hasta 8,3.
En € momento de usar diluir 1:10 en agua destilada, para llegar a una concentracion
1X.

Bromuro de etidio (1%)

-Bromuro de etidio 100mg
- Agua destilada 10 ml
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