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Ilex paraguariensis (St. Hil.) “Yerba Mate”

(Aquifoliales: Aquifoliaceae)
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» Es un cultivo de gran importancia
socio-economica que crece en forma
nativa o cultivada, en suelos profundos,
bien drenados y ligeramente acidos.

» La importancia de la yerba mate se
concentra en el area de las bebidas
(mate, te, tereré, jugos y gaseosas), en
el area de los cosméticos y actualmente
en la gastronomia.
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Superficie yerbales de la provincia de Misiones

Importancia economica

Argentina el 1° productor mundial.

173.494 Ha



@s Insectos plaga en el cultivo de I@’

< Se conocen 86 especies de insectos que se alimentan de diferentes parte de la
planta, pocas pueden considerarse plagas ya que la mayoria ocurre
esporadicamente en bajos niveles poblacionales, no causando dafio econémico.

< De ese total de especies, solo 6 son consideradas plagas del cultivo.

Gyropsylla spegazziniana} Hemiptera: Psyllidae

Hedyphates betulinus
Coleoptera: Cerambycidae

Isomerida picticollis

Ceroplastes grandis} Hemiptera: Coccidae

Thelosia camina} Lepidoptera: Eupteroidae

Hylesia sp. } Lepidoptera: Saturniidae




“Taladro o Tigre de la yerba mate”

Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Suborden: Polyphaga
Familia: Cerambycidae
Especie: Hedypathes betulinus

» Los adultos miden 25 mm de largo, presentan el cuerpo cubierto de pelos
blancos con mayor densidad en la cabeza, pronoto y élitros, en estos ultimos,
aparecen manchas negras en forma de “M” con puntos redondeados negros.

» Las antenas son largas, finas y poseen 11 artejos, con manchas blancas y




Ciclo de vida del “Taladro de la yerba mate”

Adultos Huevo




Daiios ocasionados por el “Taladro de la yerba mate”

)  Adultos

» Las hembras perforan con sus mandibulas la corteza de los gajos o cuello de
la planta para la oviposicion.

mmm) Larvas

» Construyen galerias ascendentes o descendentes, llegando hasta las raices de
la planta donde provocan los mayores dafios.

Dificultad en la circulacion savia



“Rulo o Psilido de la yerba mate”

Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
Familia: Psyllidae
Especie: Gyropsylla spegazziniana

» Los adultos presentan alas transparentes, miden 2,6 mm de largo los machos
y las hembras 2,9 mm, de color variable, amarillo y verde.




Ciclo de vida del “Rulo de la yerba mate”

Adultos

9 -12 dias




Daiios ocasionados por el “Rulo de la yerba mate”

mmm) Adultos

» Succionan savia de las hojas nuevas y brotes.

» Las hembras introducen su estilete junto a la nervadura central e inyectan
sustancias toxicas antes de la oviposicion, causando hipertrofia en los tejidos,

dando origen a las estructuras llamadas “rulos o agallas”.

m==) Ninfas

» Succionan gran cantidad de savia, excretan cera 'y un liquido azucarado “rocio
de miel” que les sirven de proteccion.




| METODOS DE CONTROL |

«» Control quimico:

Taladro: No son eficientes debido al habito de las larvas que
viven dentro de las ramas y/o gajos de la planta.

-
i

Rulo: Aplicacion de productos insecticidas, siendo los mésE =
usados los organoclorados (Endosulfan) vy - =

organofosforados (Dimetoato).

< Control Cultural:




«» Control biolégico: la utilizacion de enemigos naturales (depredadores,
parasitoides y patdgenos) para regular la densidad poblacional del insecto plaga.

 Coleopteros

Depredadores | ° Dipteros
» Neuropteros

» Hemipteros

Parasitoides « Himendpteros

» Bacterias

Patogenos

FONGOX




Hongos entomopatégenos

% Son un grupo de microorganismos capaces de
Infectar y llegar a causar la muerte de diferentes
artropodos.

% Se han citado mas de 750 especies de hongos
reunidas en 100 géneros diferentes.



Modo de accion de los hongos entomopatogenos

1. Adhesion del conidio a la -
cuticula del insecto. i i

hifa penetrando mezela: hidrocarburos,
acidos grasos y polifencles

2. Formacion del tubo germinativo. *"F = s P

estabilizad as por quinonas

3. Penetracion y multiplicacion del proéics, quitina y Lpide

3 o ———t——_
procuticula

hongo en el hemocele del R
insecto. .

lipido

" endocuticula:

4. Produccion de toxinas.

""" proteina y quitina

epidermis

Muerte del insecto.

hernoecels




HIPOTESIS:

Las especies de hongos entomopatdgenos nativos presentan
en general mayor especificidad para los hospedadores de los
cuales fueron aislados originalmente y ademas 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 patogenos
de insectos plaga de la yerba mate en la region del noreste
Argentino.



OBJETIVOS ESPECIFICOS:

% Relevar, aislar e identificar los hongos entomopatogenos a partir de
insectos plaga en cultivos de yerba mate y suelos de importancia en la
region del NEA (Misiones).

% Estimar la patogenicidad de los hongos entomopatogenos aislados e
identificados en condiciones controladas de laboratorio.

% Preservar los cultivos fungicos obtenidos en una coleccion de cultivos
de referencia.




MATERIALES Y METODOS

Campo

Relevamiento en cultivos de yerba mate
con produccion convencional y organica.

Distintas localidades de la provincia de
Misiones: Santa Inés, Candelaria,
Apostoles, Obera, Jardin América, Campo
Ramén, Santo Pipd, Leandro N. Alem,
Ruiz de Montoya y Colonia Aurora (15
sitios de muestreo)

Muestreos:

® Frecuencia cada 15 dias entre mayo de
2008 y septiembre de 2010.

® Consistio en la basqueda de dafios e
insectos asociados al dafio en plantas de
yerba mate, ocasionados por H. betulinus
y G. spegazziniana.




[ Cultivos de yerba mate ]

G. spegazziniana

Perigonia lusca




_aboratorio

H. betulinus

Insectos (adultos — juveniles) en jaulas y
capsulas de Petri.

Mantenidos a 25 + 1 °C durante 7 — 10
dias.

Observaciones cada 24 hs. Cadaveres en
camaras himedas e incubados a 25 °C.

Obtencion de micelio fungico.

Identificacion de ssp. flngicas.
Preparados MO.

Deposito de insectos recolectados y preparados microscopicos como material de herbario
de referencia en el CEPAVE.



[ Aislamiento ]

* Aislamiento Directo

1. A partir de Insectos

Camaras humedas




* Aislamiento monosporico

‘aYe

Tubo agitado
en vortex
1 min.

U

6 diluciones
seriadas (1/9)




Caracterizacion

1. Siembra de la colonia fungica en SDYA (5
repeticiones por cultivo).

2. Incubacion a 25 °C en oscuridad durante

Aspecto y el crecimiento radial de las colomD
10 dias.
3. Registro de crecimiento radial: dos

medidas del didmetro opuestas.

@ma, tamafio y porcentaje de germinacion de los coniD

Porcentaje de
Preparaciones i germinacion: 600
para MO (agua Siembra de 100ul de

> conidios por c/ capsula
destilada). una suspension de 1 luego de 24hs de
x 108 conidios/ml en

Valores: incubacion a 25° C en
promedio de N = 100ul de SDYA oscuridad (3
25 + ES. repeticiones por

cultivo).



RESULTADOS : ) —
Relevamiento e identificacidon

: , A
A) A partir de Coledpteros:

H. betulinus

B) A partir de Hemipteros:
G. spegazziniana

C) A partir de otros insectos

'

Ninguno de los insectos plaga de la yerba
mate recolectados durante el periodo de
muestreo 2008 - 2010 presentaron
infeccion fungica.

Clase Ascomycota — —
Orden Hypocreales Metarhizium anisopliae

Purpureocillium lilacinum




Aislamiento y caracterizacion

* De 40 muestras de suelo de cultivos de yerba mate.

* Se aislaron y caracterizaron 29 aislamientos fungicos.

— 17 aislamientos de Beauveria bassiana
— 2 aislamientos de Metarhizium anisopliae
— 10 aislamientos de Purpureocillium lilacinum

[ Beauveria bassiana

E Purpureocillium lilacinum
B Metarhizium anisopliae




Lista de aislamientos fingicos de B. bassiana

Coleccion CEPAVE | Hongo identificado Sustrato Localidad/Provincia Fecha
CEP 332 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 333 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Ines, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 334 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 01/112008
CEP 335 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 336 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 337 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 338 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 339 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 340 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inées, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 341 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 342 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 343 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 344 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 345 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 01/11/2008
CEP 346 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 347 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 05/01/2009
CEP 348 B. bassiana Suelo-Yerba mate* Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 05/01/2009

* Cultivo de yerba mate organico




Caracterizacion morfologica de los
aislamientos de B. bassiana

Phylum: ASCOMYCOTA
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales

Familia: Cordycipitaceae

« Los aislamientos fungicos presentaron un micelio :
con aspecto algodonoso, pulverulento, de color s % @M




Tasa de crecimiento de los aislamientos de B. bassiana

3,2 mm/dia

6€€ 440

8€€ 410

0v€ 440

¢v€ 430

Lv€ 430

8¥¢ 430

LEE 43D

GeE 440

€€ 440

Tv€ 430

9v¢ 430

9€€ 440

v€E 430

¢€E d30

144 X<E S’

Gy 430

- eve 430

3 - 1,7 mm/dia

, ,
¥
™

(eIp/WW) 01UBIWIJABID BSe |




» Los conidioforos se mostraron agrupados en racimos con fialides con
parte basal dilatada terminando en un raquis en forma de zig-zag.

* Los conidios presentaron forma globosa a subglobosa. El tamafo
promedio fue de 2,81 um x 2,30 pm.

* Los porcentajes de germinacion de los conidios fueron superiores al 90%.




Lista de aislamientos fingicos de M. anisopliae

Coleccion CEPAVE | Hongo identificado Sustrato Localidad/Provincia Fecha
CEP 349 M. anisopliae Suelo-Yerba mate* | Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 350 M. anisopliae Suelo-Yerba matet [ Campo Ramon, Misiones (Sitio 15) | 14/05/2010

* Cultivos de yerba mate organico

+ Cultivos de yerba mate convencional




Caracterizacion morfologica de los
aislamientos de M. anisopliae

Phylum: ASCOMYCOTA

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Clavicipitaceae

- Los aislamientos fangicos presentaron un micelio fino y abundante,




Tasa de crecimiento de los aislamientos de M. anisopliae

3 mm/dia 3,3 mm/dia

} \

Tasa crecimiento (mm/dias)i

CEP 349



* El hongo presento hifas de paredes lisas, hialinas y septadas.

* Los conidios presentaron forma cilindrica, ahusada y con ambos
extremos redondeados, hialinos a olivaceos o verdes. El tamafio promedio
fue de 4,93 pum x 2,65 pum.

» Los porcentaje de germinacion de los conidios fueron superiores al
90%.




Lista de aislamientos fingicos de P, lilacinum

Coleccion CEPAVE | Hongo identificado Sustrato Localidad/Provincia Fecha
CEP 351 P. lilacinum Suelo-Yerba mate* | Jardin América, Misiones (Sitio 2) 02/06/2009
CEP 352 P. lilacinum Suelo-Yerba matet | Apdstoles, Misiones (Sitio 7) 25/06/2009
CEP 353 P. lilacinum Suelo-Yerba matet | Apdstoles, Misiones (Sitio 8) 25/06/2009
CEP 354 P. lilacinum Suelo-Yerba matet | Apdstoles, Misiones (Sitio 7) 25/06/2009
CEP 355 P. lilacinum Suelo-Yerba matet | Apostoles, Misiones (Sitio 8) 30/06/2009
CEP 356 P. lilacinum Suelo-Yerba mate® | Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 17/02/2009
CEP 357 P. lilacinum Suelo-Yerba matet | Apostoles, Misiones (Sitio 8) 30/06/2009
CEP 358 P. lilacinum Suelo-Yerba mate® | Santa Inés, Misiones (Sitio 1) 05/03/2010

SC 359 P. lilacinum Suelo-Yerba mate* | Jardin América, Misiones (Sitio 2) 04/07/2009
SC 360 P. lilacinum Suelo-Yerba mate* | Ruiz de Montoya, Misiones (Sitio 13) 09/03/2010




Caracterizacion morfologica de los
aislamientos de P, lilacinum

Phylum: ASCOMYCOTA
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales

Familia: Ophiocordycipitaceae

* Los aislamientos fungicos presentaron un
micelio con aspecto algodonoso vy




Tasa de crecimiento de los aislamientos de P lilacinum

4,2 mm/dia
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« Las hifas vegetativas presentaron presentaron paredes hialinas y lisas. Los
conidioforos fueron ramificados e irregulares, con fialides que se
caracterizaron por constar de una porcion basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose para formar un cuello muy notorio.

* Los conidios presentaron forma ovoide, El tamafo promedio fue de 2,70
Km X 2,65 um.

« Los porcentaje de germinacion de los conidios fueron superiores al 90%.




CONCLUSIONES PARCIALES

En los sitios de muestreos ubicados en la provincia de Misiones se
observo que G. spegazziniana “rulo de la yerba mate” (Hemiptera:
Psyllidae) fue la especie predominante, ya que se encontré en 13 sitios
de muestreo, mientras que H. betulinus “taladro de la yerba mate”
(Coleoptera: Cerambycidae) se encontro en 4 sitios de muestreo.

Ninguno de los insectos plaga de la yerba mate recolectados durante
los afios de muestreo 2008 a 2010 presentaron infeccion fungica.

Se obtuvieron 29 aislamientos in vitro de hongos entomopatdgenos a
partir de muestras de suelo de cultivos de yerba mate.

La descripcion morfologica de los aislamientos fungicos obtenidos
(CEP 332 a CEP 360) permitio identificar a dichos aislamientos como
pertenecientes a las especies: B. bassiana, M. anisopliae y P.
lilacinum.



OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a%s

% Relevar, aislar e identificar los hongos entomopatdgenos a partir de
insectos plaga en cultivos de yerba mate y suelos de importancia en la
region del NEA (Misiones).

%2 Estimar la patogenicidad de los hongos entomopatogenos aislados e
identificados en condiciones controladas de laboratorio.

a%s

% Preservar los cultivos fungicos obtenidos en una coleccion de cultivos
de referencia.




MATERIALES Y METODOS

@insectos para ensayos de patog@

Cria de H. betulinus en condiciones de laboratorio

Adultos de H. betulinus provenientes de los
muestreos. lvai — Parana- Brasil.

Jaulas de madera de 60x60x40 cm — Recipiente
con arena himeda con ramas de yerba mate.

Sala climatizada del Lab. de Biotecnologia
Agricola-UNIOESTE.

Temperatura 26 = 1 °C; fotoperiodo de 14: 10 L:O

y HR 70%.



Cria de G. spegazziniana en condiciones de laboratorio

Gajos con rulos de yerba mate provenientes de los
muestreos. Cascavel — Parana- Brasil.

Jaulas de madera de 60x60x40 cm — Recipiente
con arena humeda.

Sala climatizada del Lab. de Biotecnologia
Agricola-UNIOESTE.

Temperatura 26 + 1 °C; fotoperiodo de 14: 10 L:O
y HR 70%.




< Ensayosde patogenicidad >

Ensayos contra adultos de H. betulinus y G. spegazziniana
Eleccién de aislamientos fangicos ‘ mayores porcentajes de germinacion de conidios

Cultivos en SDYA - 10 dias a 25 °C
en oscuridad. 5 capsulas de Petri por
cada aislamiento.

Extraccion de conidios

Tubos con Tween 80. Agitacion.
Suspension homogénea.



[ Bioensayos contra adultos de H. betulinus ]

Taladro adulto — — il
3 repeticiones/tratamiento (c/u 10 insectos)
30 insectos/tratamiento



[ Bioensayos contra adultos de G. spegazziniana ]

2 mL da suspension fungica de
1x10° conid/mL

- Control: 2 mL de agua
destilada + Tween 80
(Polisorbato de Sodio) 0,01%

Ninfas del V estadio



Registro de mortalidad cada 24hs,
15 dias H. betulinus

10 dias G. spegazziniana

Esterilizacion superficial de
cadaveres

Camaras humedas 25 °C

Preparaciones MO
\ferificacion.




Pruebas de patogenicidad contra

H. betulinus G. spegazziniana

Célculo % Mortalidad acumulada por 15 dias (H. betulinus) y 10 dias (G.
spegazziniana)

Correccion de la mortalidad de los controles (Férmula Abbott)

(% mortalidad tratamiento - % mortalidad control)
(100 - % mortalidad control)

MC = X 100

Obtencion del tiempo letal medio (TLM) (Programa Probit)

Analisis de Varianza ANOVAy Test Tukey




RESULTADOS
Eleccion de aislamientos Tingicos para bioensayos contra . berulinus

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 CEP 334 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)




rorcentaje de mortalidad promedio y tiermmpo letal medio (1L30) de los

aislamientos de 3. bassiana contra A, berdlinus

Aislamiento fungico Mortalidad (%)* | TL 50 (Dias)+

Control 3,33(4,71) a

CEP 332 63,33 (4,71) b 11,76
CEP 333 66,66 (12,47) b 12,99
CEP 334 86,66 (4,71) b 11,64
CEP 335 86,66 (12,47) b 10,39
CEP 336 80,00 (16,32) b 10,19
CEP 337 66,66 (12,47) b 12,11
CEP 338 83,33 (4,71) b 9,64
CEP 339 83,33 (12,47) b 9,7
CEP 340 70,00 (8,16) b 8,74
CEP 341 66,66 (4,92) b 9,58
CEP 342 70,00 (16,32) b 10,29
CEP 343 73,33 (4,71) b 11,9
CEP 344 70,00 (8,16) b 11,9
CEP 345 70,00 (0,00) b 13,59
CEP 347 53,33 (1247) b 12,17

*Porcentaje de mortalidad promedio (error estandar) a los 15 dias posteriores a la inoculacion. Las letras indican
diferencias significativas entre los tratamientos dentro de cada columna (Test de Tukey p< 0,05).
+ Tiempo letal medio (TL50)



15 dias post — inoculacion: Se
detectaron diferencias altamente
significativas entre el tratamiento
control y los 15 aislamientos
fangicos de B. bassiana.
(F=6,42; g.1 =15; P <0,0001).

4

Mortalidad (%)




Porcentaje de mortalidad promedio y tiempo letal medio (TIL50) de los
aislamientos de M. anisopliae contra H. berulinus

Aislamiento fungico | Mortalidad (%)* TL 50 (Dias)+

Control 3,33(4,71) a
CEP 349 70,00 (16,32) b 7,41
CEP 350 83,33 (16,99) b 7,92

Porcentaje de mortalidad promedio (error estandar) a los 15 dias posteriores a la inoculacion. Las letras indican diferencias
significativas entre los tratamientos dentro de cada columna (Test de Tukey p< 0,05).
+ Tiempo letal medio (TL50)




15 dias post — inoculacion: Se
detectaron diferencias altamente
significativas entre el tratamiento
control 'y los 2 aislamientos
fangicos de M. anisopliae.

(F =15,57; 9.1 =1; P <0,00042).
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Porcentaje de rortalidad promedio y mortalidad corregida de los
aislamientos de . lifacinum contra . berulinus

Aislamiento fangico | 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)
(0,20)

(0,10)

CEP 355 3,33 (4,71) -0,22 (0,20

CEP 356 0,00 (0,00) 0,14 (0,10




Eleccion de aislamientos fingicos para bioensayos contra G. spegazziniana

Especie flngica N° Coleccion CEPAVE Viabilidad conidios
Beauveria bassiana CEP 332 99,60 % (0,29)
Beauveria bassiana CEP 333 91,93 % (3,24)
Beauveria bassiana CEP 334 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)




Porcentaje de mortalidad promedio y mortalidad corregida de los aislamientos

fingicos contra G. spegazziniana
Aislamiento fangico Mortalidad (%)* Mortalidad corregida (%0)+
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)




Emersion de micelio a
traves de las zonas
intersegmentales del
abdomen, aparato

bucal, antenas y patas: A: Adultos de H. betulinus infectados con B. bassiana.
24 hs post -mortem. B: Adultos de H. betulinus infectados con M. anisopliae.

Esporulacion: entre
las 48 y las 72 hs post
-mortem.




CONCLUSIONES PARCIALES

Los 15 aislamientos de B. bassiana y los 2 aislamientos de M.
anisopliae resultaron ser patogenicos para H. betulinus, ya que
presentaron un porcentaje de mortalidad superior al 50% y 70%
respectivamente. Sin embargo, no se observo patogenicidad para los 7
aislamientos de P. lilacinum.

Los aislamientos CEP 334 y CEP 335 de B. bassiana presentaron
el mayor porcentaje de mortalidad para H. betulinus (86,66%).

Los aislamientos de B. bassiana presentaron muy baja
patogenicidad para G. spegazziniana. La patogenicidad de los
aislamientos de M. anisopliae y P. lilacinum fue nula.



OBJETIVOS ESPECIFICOS:

% Relevar, aislar e identificar los hongos entomopatogenos a partir de
insectos plaga en cultivos de yerba mate y suelos de importancia en la
region del NEA (Misiones).

% Estimar la patogenicidad de los hongos entomopatogenos aislados e
identificados en condiciones controladas de laboratorio.

%t Preservar los cultivos fungicos obtenidos en una coleccion de
cultivos de referencia.




MATERIALES Y METODOS

@servacién de los cultivos fungicos

Meétodo de conservacion a largo plazo Métodos restringidos

Desecacion en papel de filtro

Criopreservacion en glicerol
estéril 10%




Métodos alternativos

Transferencia periodica En agua destilada estéril
“repiques”

Micelio seco




RESULTADOS

Los 29 aislamientos fungicos se encuentran depositados en las colecciones
del CEPAVE (CONICET-UNLP) y en el Laboratorio de Biotecnologia

Agricola (UNIOESTE).
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CONCLUSIONES PARCIALES

“» Los métodos de conservacion empleados permitieron una buena
recuperacion de los cultivos fungicos.

“» Todos los cultivos conservaron sus caracteristicas morfologicas
originales y no se observaron contaminaciones con otros
microorganismaos ni con acaros.

“» Los metodos de preservacion empleados son de facil ejecucion y
bajo costo.




OBJETIVOS ESPECIFICOS:

% Relevar, aislar e identificar los hongos entomopatdgenos a partir de
insectos plaga en cultivos de yerba mate y suelos de importancia en la
region del NEA (Misiones).

% Estimar la patogenicidad de los hongos entomopatogenos aislados e
identificados en condiciones controladas de laboratorio.

% Preservar los cultivos fungicos obtenidos en una coleccion de cultivos
de referencia.




MATERIALES Y METODOS

aracterizacion por técnicas de biologia molecular

N° Coleccién CEPAVE

Especie fangica

Sustrato/Insecto hospedador

Regidn geografica

CEP 148

Beauveria bassiana

Cycloneda sanguinea

Tucuman, Argentina

CEP 332

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 333

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 334

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 335

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 336

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 337

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 338

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 339

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 340

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 341

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 342

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 343

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 344

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 345

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 346

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina

CEP 347

Beauveria bassiana

Suelo yerba mate

Misiones, Argentina




: : Cultivo liguido de todos los aislamientos de B. bassiana

U

Extraccion del ADN gendémico —
(Metodologia Azevedo et al., 2000)

{

Amplificacion de los genes nucleares:

los espaciadores intergénicos del rDNA (ITS1-1TS2)

Purificacion del ADN ,1
i

|
|
|
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Secuenciamiento del ADN
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Amplificacion de los genes nucleares
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)

Primer ITS 4

Gene 5.85




RESULTADOS

Perfil electroforético del producto de amplificacion de la region ITS del
ADNF (I'TS1-5.8S-1TS2) wtilizando los primers ITS1 e I'TS4.

MC-C+12 3 4 567 891011 M

<— 600 pb




— B. amorpha (EF411228)

—— B. brongniartti (AY532026)
—— B. brongniartti (AY532027)
L B. brongniartti (AY532028)

—— B. malawiensis (HQ880825)
— B. kipukae (HQ880825)

B. brongniartti (FJ973056)
B Brongniat {Eﬂ%?%é?éig
. brongniartti (FJ973056

. bassiana EAY5319783

. bassiana (AY531983 A - Zn -,
“bassiana (AY532029 Arbol filogenético de la region

‘Bassana QY%%%%ZB ITS1-5.8S-ITS2 del rADN de 15
bassiana (Av5319%0 aislamientos obtenldo§ de_

CEP 346 muestras de_ sueloy 31 Ilnaj_es
CEP 342 representativos de Beauveria
Cep 345 provenientes del Genbank
Cep 333 (NCBI) con el numero de acceso

CEP 334
CEP 335
CEP 336
99 CEP 337

o
CEP 339
CEP 340

64— B. bassiana gAY531991§

-
W WWWW W W

B. bassiana (AY532041

B. bassiana (AY532048
46—';: 3. bassiana (AJ560098)

B. bassiana (AY531981
AY531982}

B. bassiana

B. bassiana
—— B. bassiana
—— B. bassiana

66—  B. bassiana

—— B. bassiana
—— B. bassiana
L B. bassiana

—— CEP 343
—— CEP 148

AY531993
AY531994
AY531996

AY531997}

AY532043
AY532044
AY532046




CONCLUSIONES PARCIALES

De los 18 aislamientos fungicos sometidos al proceso de
secuenciacion de la region intergénica del ADNr (ITS1-5.85-1TS2),
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 el Genebank (NCBI) permitio la obtencion
de un arbol filogenético.

Todos los aislamientos pertenecen a la especie B. bassiana, se
muestran filogenéticamente idénticos entre si y con los linajes de
referencia de B. bassiana.



CONCLUSIONES FINALES

Durante la prospeccion de hongos patogenos de H. betulinus y G.
spegazziniana en cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones,
desde mayo de 2008 hasta septiembre de 2010, no pudieron
observarse infecciones fungicas en los mismos en condiciones de
campo Yy laboratorio.

Se obtuvieron 29 aislamientos in vitro de hongos entomopatogenos
a partir de muestras de suelo de cultivos de yerba mate.
Correspondiendo 17 aislamientos a B. bassiana, 10 aislamientos a P.
lilacinum y 2 aislamientos a M. anisopliae.

Los aislamientos nativos de B. bassiana y M. anisopliae resultaron
ser patogénicos para H. betulinus, ya que presentaron un porcentaje de
mortalidad superior al 50% y 70% respectivamente. Sin embargo, no
se observo patogenicidad para los aislamientos nativos de P.
lilacinum.



» Los aislamientos nativos de B. bassiana presentaron muy baja
patogenicidad para G. spegazziniana. La patogenicidad de P.
lilacinum y M. anisopliae fue nula.

» Los analisis filogenéticos de la region ITS1-5.8S-1TS2 del ADNr
permitio confirmar la identificacion de los 14 aislamientos de B.
bassiana provenientes de suelos de cultivo de yerba mate y 1
aislamiento de referencia de la coleccion del CEPAVE,
perteneciendo todos a la misma especie.




PERSPECTIVAS FUTURAS

» Desarrollar la produccion in vitro de los hongos aislados y
evaluados en el presente estudio para llevar a cabo liberaciones a
campo en pequeiia escala para conocer la capacidad infectiva de estos
hongos en condiciones de campo.

» Realizar la evaluacion de los hongos entomopatdgenos
combinados con otros enemigos naturales y evaluar la patogenicidad
de estos hongos sobre organismos “no blanco”.
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