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Control microbiano de Bemisia tabaci (mosca blanca) mediante el uso de hongos
entomopatogenos

Resumen

Los hongos entomopatdgenos constituyen un grupo de organismos de gran importancia como
bio-controladores de insectos plaga. En este estudio se obtuvieron aislamientos de suelos aridos
de la Argentina utilizando Tenebrio molitor como método cebo. Los aislamientos seleccionados
se cultivaron a 30 °C y 45-65% de humedad relativa. Los objetivos de este estudio fueron aislar
hongos entomopatdgenos del orden Hypocreales de suelos aridos y probar su comportamiento
bioldgico a elevadas temperaturas y baja humedad relativa. Dentro de las variables fisioldgicas se
midié el crecimiento radial a 30 °C para seleccionar los aislamientos termo-tolerantes. Se llevaron
a cabo ensayos de porcentaje de germinacién en aceites vegetales a distintas concentraciones
para evaluar su compatibilidad con formulaciones liquidas. Ademas, para demostrar su
patogenicidad y su potencial como controladores de plagas, se realizaron bio-ensayos contra las
ninfas de segundo instar de B. tabaci con las formulaciones de aceites seleccionadas. Se realizé la
identificacion molecular de los aislamientos seleccionados mediante las amplificaciones de
segmentos de ADN especificos. Por ultimo, se realizaron algunas pruebas anexas, como la
produccién de bio-polimeros relacionados a la tolerancia térmica y andlisis de susceptibilidad a
los fungicidas de uso comun.

Los aislamientos del género Metarhizium CEP401 (52,6 mm) y CEP381 (44,98 mm) mostraron los
valores mas altos de crecimiento a 30 °C. Los aislamientos de Metarhizium sp. CEP381 (Aceite de
girasol 10% v/v), CEP401 (aceite de oliva 10% v/v), CEP413 (Aceite de oliva 10% v/v) y CEP 409
(aceite de maiz 10% v/v) tuvieron porcentajes de germinacion similares a tratamientos control.
Los ensayos de patogenicidad que se realizaron en ninfas de B. tabaci (CEP 381, CEP401, CEP409
y CEP413) arrojaron valores de mortalidad cercanos al 50%. Los valores mas altos se encontraron
en CEP381 (aceite de girasol) y CEP401 (aceite de oliva), siendo 46,94% y 45,83%,
respectivamente. La identificacion molecular de los aislamientos se realizé con primers ITS4-s.
Todos los aislamientos pertenecen al género Metarhizium.

Se han caracterizado aislamientos de hongos entomopatdgenos capaces de crecer e infectar a
ninfas de B. tabaci bajo condiciones de estrés térmico utilizando algunos aceites vegetales como
portadores naturales. Este estudio proporciona nuevas posibilidades para el Manejo Integrado de
Plagas tanto a nivel local y regional.

Palabras clave: Aceites vegetales, Bemisia tabaci, control bioldgico, Hongos entomopatégenos,
Metarhizium, suelos de desierto, tolerancia térmica.



Microbial control of Bemisia tabaci (sweet potato whitefly) using
entomopathogenic fungi

Abstract

Entomopathogenic fungi are a group of organisms of great importance as bio-controllers agents
of insect pests. In this study entomopathogenic fungi were isolated from arid soils in Argentina
using Tenebrio molitor as bait method. Selected isolates were grown at 30 °C and 45-65% relative
humidity. The objectives of this study were to isolate entomopathogenic Hypocreales of arid soils
and test their biological performance at high temperatures and low relative humidity. Within
physiological variables radial growth was measured at 30 °C to select the thermo-tolerant isolates.
Tests of germination percentage in vegetable oils at different concentrations were carried out to
evaluate their compatibility with liquid formulations. In addition, to demonstrate their
pathogenicity and their potential as insect pest controllers, bioassays against second instar
nymphs of B. tabaci with the selected oils formulations were made. Molecular identification of
isolates were performed by amplification of specific DNA segments. Finally, some evidence as
production of biopolymers related to thermal tolerance and susceptibility analysis fungicides
commonly used were performed.

All Metarhizium isolates CEP401 (52,6 mm) and CEP381 (44,98 mm) showed the highest values of
radial growth at 30 °C. Isolates CEP381 (Sunflower oil 10% v/v), CEP401 (olive oil 10% v/v), CEP413
(Olive oil 10% v/v) and CEP409 (maize oil 10% v/v) had similar percentages of germination with
control treatments. Pathogenicity tests performed on B. tabaci nymphs (CEP 381, CEP401, CEP409
and CEP413), yielded mortality values of close to 50%. The highest values were found in CEP381
(sunflower oil) and CEP401 (olive oil), 46,94% and 45,83%, respectively. The molecular
identification of isolates was performed with primers ITS4.s. All isolates belong to the Metarhizium
core group.

A group of entomopathogenic fungi have been characterized. These isolates can grow and infect
whitefly nymphs under heat stress conditions using some vegetable oils as natural carriers. This
study provides new possibilities for Integrated Pest Management both locally and regionally.

Keywords: Bemisia tabaci, biological control, desert soils, entomopathogenic fungi, Metarhizium,
thermal tolerance, vegetable oils.
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INTRODUCCION

Juan Aguilera Sammaritano




1. INTRODUCCION

1.1 MANEIJO INTEGRADO DE PLAGAS

Segln la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién, una
especie plaga es “toda aquella que puede tener importancia econémica potencial para el drea en
peligro aun cuando la plaga no existe o, si existe, no estd extendida y se encuentra bajo control
oficial” [revisado, 1995; definicion sujeta a enmienda formal de la CIPF]. Por otro lado, el manejo
integrado de plagas (MIP) es definido como "la cuidadosa consideracion de todas las técnicas
disponibles para combatir las plagas y la posterior integracion de medidas apropiadas que
disminuyen el desarrollo de poblaciones de plagas y mantienen el empleo de plaguicidas y otras
intervenciones a niveles econdmicamente justificados y que reducen al minimo los riesgos para la

salud humana y el ambiente".

El Control Bioldgico Clasico (CBC), en el cual enemigos naturales exéticos se introducen en
ciertas regiones para controlar especies plagas se ha usado por mas de 120 afios, y la liberacidon
de mas de 2000 especies de enemigos naturales ha resultado en una reduccién permanente de
al menos 165 especies plaga a escala global (Greathead, 1995). Sin embargo, desde una
perspectiva ecolégica integral, el control de individuos plaga de cultivos no tiende (o no deberia
tender) a eliminar por completo las poblaciones de especies plaga de una regién. Debe
entenderse que una especie exdtica puede instalarse en una region determinada y transformarse
en plaga, porque es capaz de ocupar un nicho ecoldgico vacio por la ausencia de enemigos
naturales (depredadores, pardsitos, parasitoides) que hayan co-evolucionado con la especie
plaga. Por lo tanto, el control bioldgico busca reducir las densidades poblacionales de la especie

plaga y sostenerlas en el tiempo en niveles endémicos, mediante el empleo de enemigos



naturales (Villacide y Corley, 2007). De esto se desprende la idea de que no hay especies plagas
definidas como tal, sino que una o mds poblaciones de una especie pueden transformarse en

plaga en un lugar determinado, pudiendo no serlo en otro.

La idea de mantener ciertas poblaciones que generan dafios en una regién a niveles
econdmicamente aceptables, en vez de tratar de eliminarlas, parte del riesgo ecolégico que
puede significar excluir una poblacién de un lugar en el que se ha instalado, sin tener un
conocimiento profundo e integro de su nicho ecolégico, de las relaciones que se dan entre la
especie plaga con las especies nativas y del funcionamiento de los agroecosistemas en toda su
complejidad (Sands y Van Driesche, 2003). De la misma forma, otra de las variables que ha sido
contemplada es la relacién o afinidad que puede existir entre la especie controladora y el resto
de especies no blanco. Se conocen casos en los que una especie introducida en un lugar concluye

manifestando mayor afinidad por otra que no estaba en los objetivos de control (Ertle, 1993).

Una actualizacidén de las proyecciones de Naciones Unidas sobre el crecimiento de la
poblacién mundial afirma que la actual, estimada en 7000 millones, aumentara en mil millones
en los préximos 12 anos. Se estima que para 2050 el alcance proyectado rondard los 9600
millones de habitantes. Segun proyecciones futuras, el margen de crecimiento de la demanda
mundial y de las exportaciones de los paises en desarrollo es mayor para los productos cuyo
consumo estd creciendo con bastante rapidez en los propios paises en desarrollo, por lo que
algunos de ellos probablemente se conviertan en grandes importadores. En conclusién, la
agricultura, la economia y la seguridad alimentaria global de varios paises en desarrollo seguiran

dependiendo de varios cultivos para los que las condiciones del mercado mundial no solamente



son volatiles sino que ademas, en conjunto, muestran una tendencia descendente respecto a los
precios reales. Estas caracteristicas del mercado pueden ser altamente perjudiciales para las
perspectivas de desarrollo de estos paises. Una preocupacion que se plantea con frecuencia es
que la produccion extra necesaria para satisfacer la demanda mundial no serd sostenible, ya que
implica niveles cada vez mayores de danos al medio ambiente que pueden afectar las bases de
los recursos naturales. En muchos paises, esta preocupacion se refiere principalmente al aumento
del uso de fertilizantes y otros productos quimicos. Los incrementos realizados en el pasado han
tenido como resultado graves problemas de contaminacion del agua y del aire, y lo mismo

ocurrird con los futuros a menos que se adopten contramedidas.

El Manejo integrado de plagas fue definido por Kogan (1998) como un sistema que permite
seleccionar las practicas mas adecuadas para el control de plagas coordinadas en un sistema de
manejo estratégico. Este sistema esta basado en el anadlisis de costo/beneficio, teniendo en
cuenta el impacto que ello genera en la produccidn, en la sociedad y en el ambiente. En la
actualidad, la implementacidn de un correcto MIP representa uno de los principales desafios para
incrementar la produccién agricola, no sélo porque es necesario disminuir el dafio producido por
las especies plaga, sino también por la importancia de reducir el uso de plaguicidas (Burgio, 2003;
Souliotis y Moschos, 2008). Desde el punto de vista econdmico es fundamental, ademads,
disminuir el uso de ciertos quimicos, cuyos residuos remanentes pueden restringir las
posibilidades de exportacién (Malavasi et al., 1994; Reddy y Srivastava, 2005), ademas de influir

sanitariamente sobre la poblacién que los consume (Boudjelida y Soltani, 2011).



Si bien existe un consenso internacional en cuanto a la definicidn y aplicaciéon de normas
para un correcto MIP, existen también algunos criterios que analizan el desarrollo de las politicas
internacionales para un correcto MIP como algo utépico. Romero (2004) plantea una serie de
interrogantes y fuertes criticas relacionadas al impedimento del desarrollo efectivo del MIP.
Segun este autor, una de las mayores dificultades radica en el enfrentamiento por oposicién de

intereses muy poderosos que estan representados globalmente por:

-Los fabricantes, que al sintetizar modernos insecticidas acapararon el dominio de una actividad
(combate de insectos plaga), la cual antes fue agroecoldgica y que ha sido simplificada a solo

quimica.

-Las compaiiias vendedoras de insecticidas y los técnicos a su servicio, que no van a permitir una

caida de su fuente de ingreso.

1.2 LAS MOSCAS BLANCAS

Dentro del orden Hemiptera y pertenecientes a la familia Aleyrodidae, se encuadra un
grupo de pequeiios insectos (1-3 mm de longitud) fitéfagos, polifagos, de habito succionador,
llamados comunmente “moscas blancas” (Triplehorn y Johnson, 2005). No se tiene certeza
absoluta sobre el origen de las poblaciones de Bemisia tabaci en América Latina; sin embargo, se
cree que pudo haber sido introducida desde Asia o Africa durante la época colonial (Morales,
2009). Actualmente, la habilidad de dispersién de la mosca blanca se ve favorecida por el
comercio extensivo de plantas y otras partes vegetativas (Ellsworth y Martinez-Carrillo, 2001).
Basicamente, existen dos tipos de dafio que causan tanto ninfas como adultos: el primero se basa

en la extraccion de savia elaborada (rica principalmente en aminoacidos y azucares), asi como la



secrecién de una melaza que facilita el establecimiento y desarrollo de algunos hongos como
Capnodium elaeophilum Prill. (Loculoascomycetes: Dothideales), produciendo fumagina, que
reduce la capacidad fotosintética y disminuye el vigor del hospedante; el segundo tipo de dafio

(el mds severo) lo causan como vectores de un gran nimero de virus (Romay et al., 2010).

Otro de los problemas que enfrentan los productores agricolas esta relacionado con la
resistencia a insecticidas que se traduce finalmente en la reduccién considerable de la produccién
de alimentos y otros bienes a un alto precio (Whalon et al., 2008). El término resistencia se define
como la habilidad de una poblacién de insectos para soportar cantidades de téxico que serian
letales para la mayoria de los individuos de una poblacién normal de la misma especie (WHO,
1957). En estudios de laboratorio mediante bioensayos, los niveles de resistencia pueden variar
de una poblacion a otra, ya que los mismos dependen, entre otros factores, de la sensibilidad del
método empleado, de la posible exposicidn a la que la poblacidn en estudio ha estado en contacto
con el compuesto quimico evaluado, de la naturaleza del mismo compuesto, entre otros. No
obstante, cualquier nivel de resistencia encontrado en laboratorio debe ser corroborado en
campo para poder definir que dicha poblacion es resistente al compuesto evaluado (French-
Constant y Roush, 1990). El fracaso en campo de las aplicaciones de insecticidas no
necesariamente estd relacionado con resistencia, ya que puede haber fallas en la técnica de
aplicacion de tales productos. Whalon et al. (2008), en su andlisis global de resistencia a
insecticidas en artrépodos, documentaron 7747 casos de resistencia a 331 compuestos alrededor
del mundo desde 1914 hasta 2007, con un numero de 553 especies. Entre las 20 especies mas
resistentes se encuentran las moscas blancas, con una resistencia documentada a 39 compuestos

guimicos y con el primer caso reportado en 1981.



Si bien existen aproximadamente 1200 especies de moscas blancas (Mound y Halsey,
1978; Blink-Moenen y Mound 1990), menos de una docena son consideradas plagas de
importancia econdmica. Dentro de este grupo, Bemisia tabaci (Gennadius), B. argentifolii
(Bellows y Perring) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood) son las mds perjudiciales y

ampliamente distribuidas en América Latina y el mundo (Landa et al., 1994).

1.3 Bemisia tabaci

Bemisia tabaci (Gennadius), conocida comiUnmente como “mosca blanca”, es un
hemiptero hemimetabolo perteneciente a la familia de los Aleyrodidos, capaz de parasitar una
gran cantidad de cultivos (Cuthbertson et al., 2005a). Conocida también como mosca blanca del
algoddn, mosca del tabaco, mosca de la batata, etc., fue reportada por primera vez en 1889 en
Grecia, afectando cultivos de tabaco, y su incidencia y prevalencia en varios cultivos se ha
incrementado vertiginosamente en los ultimos 20 afos en todo el mundo. B. tabaci presenta
cuatro estadios: huevo, larva, pupa y adulto (Byrne y Bellows, 1991). En reposo, las alas estan
plegadas en forma de tejado de forma casi rectangular. El cuerpo es de color amarillo, recubierto

de una secrecidn cérea y los ojos son rojos (Figura 1.1).

Los adultos suelen colonizar los brotes tiernos de las plantas, permaneciendo las larvas en
el mismo lugar hasta completar su desarrollo. B. tabaci ocupa generalmente las hojas de los
estratos bajos o medios con distribuciones irregulares (Gill, 1990). La hembra adulta deposita sus
huevos pedicelados verticalmente sobre la superficie de la hoja, generalmente en el envés. Los
huevos suelen disponerse de forma aislada y habitualmente estan recubiertos de una secrecién

cerosa blanca. La larva presenta cuatro estadios: La larva o ninfa 1, que es la Unica moévil, emerge



del huevo, se desplaza sobre la hoja y finalmente se fija a ella con el pico de su aparato bucal.
Generalmente se instalan cerca de alguna nervacion foliar, perdiendo desde ese momento su
capacidad de movimiento. El resto de los estadios ninfales son sésiles, elipticos y aplanados. El
cuerpo de la ninfa 1 mide 0,3 mm de longitud y 0,15 mm de ancho, en este estadio es donde se
presenta la mayor mortalidad. Las larvas de segundo y tercer estadio son casi idénticas entre si,
mas amarillas y grandes que el primer estadio. El cuerpo de la ninfa 2 mide 0,4 mm de largoy 0,2
mm de ancho, y el cuerpo de la ninfa 3 presenta 0,54 mm de largo y 0,3 mm de ancho. La ninfa 4
o pseudo-pupa, se distingue por su color amarillo mas intenso y porque se pueden apreciar los
ojos del adulto como dos pequenas manchas rojizas laterales. El cuarto estadio de la ninfa se
subdivide en temprano, medio y tardio segun la presencia o ausencia de alimentacién y los
cambios morfolégicos. La ninfa 4 recién formada presenta un cuerpo ovalado y aplanado de color
translucido, pero a medida que avanza su desarrollo se torna opaca y su cuerpo se engrosa. La
emergencia del adulto del pupario se produce a través de una hendidura en forma de “T”,
quedando dicho pupario vacio en la hoja (Mound y Halsey, 1978; Gill, 1990; Byrne y Bellows,

1991).

Los adultos (2-3 mm de largo) se diferencian por el tamario, siendo los machos pequenos
y activos, mientras que las hembras son de mayor tamafio y menor movilidad. La copulacién se
sucede posteriormente a un complejo cortejo que tiene una duracién aproximada de 2 a 4
minutos. Las hembras de B. tabaci son capaces de oviponer entre 100 a 300 huevos en el envés
de las hojas de la planta hospedadora. En cuanto a la fenologia, los huevos provenientes de
hembras fecundadas dan origen a ambos sexos, mientras que los huevos de hembras no

fecundadas producen sélo machos (Byrne y Bellows, 1991). Bemisia tabaci puede vivir en el



interior de los invernaderos y al aire libre, atacando a una gran variedad de plantas. Puede tener,
incluso sobrepasar, las once generaciones anuales dependiendo de las condiciones climatoldgicas
y de si el ciclo transcurre en el exterior o en invernadero. En regiones templadas, y por presentar
mayor resistencia al frio, B. tabaci permanece en estado ninfal durante el invierno;
posteriormente, al inicio de la primavera, comienzan a aparecer las primeras generaciones de

adultos.

Figura 1.1. Micrografia de Bemisia tabaci (Gennadius). Fuente: Dr. M. Pratheepa. http://www.nabg-

nbaii.res.in/insectinfo/

El rango de temperaturas de desarrollo mas favorables son las comprendidas entre 16°C
y 34°C y las limitantes las situadas por debajo de los 9°C y por encima de los 40°C. El tiempo de

desarrollo de la mosca depende principalmente de la temperatura, el hospedante (especie


http://www.nabg-nbaii.res.in/insectinfo/
http://www.nabg-nbaii.res.in/insectinfo/

vegetal) y de la humedad. El tiempo de desarrollo de B. tabaci varia segun la planta hospedante,
siendo de 27 a 38 dias en zanahoria (Daucus carota L.), 16 a 27 dias en batata (lpomoea batata
Lam.) y 18 a 24 dias en berenjena (Solanum melongena L.) (Coudriet et al., 1985; Viscarret y Botto,

1996).

Bemisia tabaci es el Unico vector reportado para Begomovirus. De todas las especies de
moscas blancas, sélo B. tabaci transmite algunos virus de la familia Geminiviridae (Begomovirus)
de manera persistente. Si bien, otros tipos de moscas blancas transmiten otros virus, como
Crinivirus e Ipomovirus de manera semipersistente y los Carlavirus, Nepovirus y algunos
Ipomovirus de manera no persistente, se estima que éstos no constituyen grupos virales de
importancia que causan pérdidas significativas en cultivos horticolas. Por otro lado, los
Begomouvirus si causan pérdidas significativas en muchos paises de la region (Bedford et al., 1994;
Brown et al., 1995), aunque algunos autores sugieren que probablemente su incidencia ha sido
sobreestimada (Roca et al., 2006). En general los efectos de las virosis se evidencian inicialmente
por una deformacién foliar (encrespado) y amarilleamiento. Los sintomas avanzados incluyen
encrespados con ligeras variaciones cloréticas de los brotes foliares. Los foliolos comienzan a
deformarse longitudinalmente hacia abajo o hacia los lados, en algunos casos se enrollan hacia
arriba en el sentido longitudinal. Esto conlleva a una inevitable reduccion del area foliar. Por otra
parte, los entrenudos y raquis de las hojas se acortan y con frecuencia se engruesan y tuercen,
resultando en el enanismo y deformacién foliar de la planta. Estos sintomas restringen el

desarrollo normal de la planta y reducen significativamente su rendimiento (Romay et al., 2010).
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1.2.1 Situacion global

Las primeras detecciones en el continente americano se realizaron en Estados Unidos en
1897 sobre Ipomoea batata, apareciendo posteriormente en Brasil en 1928 sobre plantas de
Euphorbia (Oliveira et al., 2001). Dentro de la regidn, en América Central y América del Sur las
especies de mosca blanca se han expandido generando grandes pérdidas anualmente. En México,
B. tabaci es una de las plagas que mas dafios ocasiona, primordialmente a los cultivos de
hortalizas; su principal impacto es como diseminador de enfermedades begomovirales,
predominantemente el biotipo B, por la gran cantidad de hospedantes con los que cuenta, su
rapidez para reproducirse y el desarrollo de resistencia a insecticidas (Olguin-Pefia et al., 2010).
Hasta los afios ochenta, estos insectos no eran considerados como plaga primaria y se podian
controlar con aplicaciones oportunas de insecticidas sin causar pérdidas econdmicas
considerables para los agricultores. Sin embargo, en la actualidad son tan fuertes los dafios que
causa en los cultivos, que es contemplada como la principal restriccion en la produccién agricola
(Ortega, 2008). Durante los afios 1991-1992 se registraron en México pérdidas que superaron los

33 millones de délares en cultivos de algoddn, sésamo, meldn y sandia.

En Estados Unidos la mosca blanca es la plaga mas dificil de combatir en cultivos de
invernaderos (Oliveira et al., 2001), generando pérdidas de mds de 100 millones de délares
anuales en cultivos de algoddn. En América Central y el Caribe las perdidas en tomate, melén y
tabaco se han dado en principalmente en Cuba, Barbados, Costa Rica, Republica Dominicana, El
Salvador, Haiti, Honduras, Guatemala, Jamaica, Monserrat, Nicaragua y Santa Lucia. En América
del Sur, uno de los paises mas afectados es Brasil, con pérdidas acumuladas que superan los 5

billones de délares. Por otro lado, en algunas regiones de Bolivia, las pérdidas ocasionadas por la
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mosca blanca son de alrededor del 50 % en hortalizas de los valles mesotérmicos (Copa Bazan et
al., 2006). También se ha reportado como una plaga de importancia econémica en Colombia por

las pérdidas ocasionadas en cultivos de flores y hortalizas (Bedoya et al., 2007).

1.2.2 Situacion local

Si bien no existe certeza del momento exacto en que la mosca blanca ingresé a Argentina,
en nuestro pais se registraron tanto B. tabaci como T. vaporariorum en la década de 1980-1990
(Viscarret y Botto 1996; Botto, 1999). Se encontrdé a B. tabaci como plaga predominante en
plantaciones de soja, algodén y cultivos horticolas, mientras que T. vaporariorum se registro
mayoritariamente en cultivos horticolas bajo cubierta (Viscarret y Botto 1996; Viscarret, 2000).
Ademas, a partir del aflo 2000 se registré la transmisién de virus por B. tabaci en Bella Vista,
Corrientes, provocando importantes dafos en esos cultivos (Caceres et al., 20053, b). Desde 2001
se ha convertido en una de las principales plagas de cultivos horticolas en todo el pais (Chacén
Castro y Lopez, 2010); En San Juan se ha detectado su presencia afectando cultivos de meldn

desde 2005 (Cortez, 2008).

Si bien se pensaba que las poblaciones de mosca blanca en la Argentina pertenecian al
biotipo MEAM 1 (Middle East-Asia Minor 1), recientemente se ha observado la presencia de un
complejo criptico de especies nativas de B. tabaci afectando cultivos de algodén y soja
denominadas complejo “New World 2” en la Region Pampeana (Alemandri et al., 2012). Este
nuevo complejo, junto con el MEAM1, ha sido detectado también en zonas centrales del pais,

como Cordoba (Alemandri et al., 2014).
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Desde el punto de vista de su movimiento por América del Sur y su posterior llegada y
establecimiento en nuestro pais, se ha encontrado evidencia en Brasil, Bolivia y en la Argentina
realizando un seguimiento de la virosis transmitida por B. tabaci, que estuvo fuertemente
asociada a cultivos de soja y poroto. En el Estado de S3ao Paulo se observé en 1961 una
enfermedad en ciertas legumbres que presentaban un amarillamiento foliar intenso (Costa, 1965)
que se le llamd “mosaico dorado” y fue descrito como una enfermedad menor, por presentarse
en baja incidencia. Sin embargo, a principios de los afios 1970, la expansion de los cultivos de soja
en Brasil trajo como consecuencia una explosion de las poblaciones de B. tabaci, y con esto el
inicio de la diseminacién de enfermedades por todas las principales regiones productoras de
porotos en ese pais (Morales y Anderson, 2001), llegando a generar pérdidas en la produccién
entre un 40y 100% (Costa, 1987). Posteriormente, la enfermedad llegd a las regiones productoras
de porotos del norte de Argentina hacia 1983 y al sur de Bolivia en los comienzos de la década de
1990 (Morales, 2000). De este modo, la enfermedad causada por el virus del mosaico dorado se
constituyé en un factor limitante en la produccién de porotos de estos paises, principalmente
durante los meses de verano, cuando las poblaciones de las moscas alcanzaban su maxima

densidad (Morales, 2000).

Algunos autores (Morales y Anderson, 2001) atribuyeron la importancia del incremento
de cultivos de soja como una de las causas fundamentales en la explosidn del virus del mosaico
dorado y el aumento de las poblaciones de mosca blanca, no solo en Brasil sino también en
Argentina y Bolivia. Segun estos autores, debido a los altos costos del precio internacional de la
soja, Brasil inicid la exportacién de esta leguminosa a principio de los afnos 1970. Esto derivd en

un incremento significativo del area sembrada, que pasé de 1,3 millones a 8,1 millones de
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hectdreas en 1983 y para la década de 1990 el area sembrada habia ascendido a 13 millones de
hectdreas (FAO 1994). Como consecuencia de esta expansion en la produccién de soja, las
poblaciones de B. tabaci aumentaron y se diseminaron, invadiendo cultivos de leguminosas y
diseminando el virus en los estados de Parana, Sao Paulo, Minas Gerais, Goias y Bahia (Costa et
al., 1975; Morales, 1994). Similar a lo ocurrido en Brasil, en Argentina y Bolivia incrementaron el
area cultivada de soja, siendo, aparentemente, el factor decisivo en la expansion de la mosca

blanca y por ende del virus del mosaico dorado en estos paises (Morales y Anderson, 2001).

1.3 CONTROL DE BEMISIA TABACI

1.3.1 Control quimico - decisiones

El término "plaguicida" es una palabra compuesta que comprende todos los productos
quimicos utilizados para destruir las plagas o controlarlas. En la agricultura, se utilizan herbicidas,
insecticidas, fungicidas, nematicidas e incluso rodenticidas. Un factor decisivo de la “Revolucién
Verde” hasido el desarrollo y aplicacidn de plaguicidas para combatir una gran variedad de plagas
que, de lo contrario, disminuirian el volumen y calidad de la produccién alimentaria. El uso de
plaguicidas coincide con la "era quimica", que ha transformado la sociedad desde el decenio de
1950. En lugares donde se practica el monocultivo intensivo, como algunas regiones de la
Argentina, los plaguicidas constituyen el método habitual de lucha contra las plagas.
Desafortunadamente, los beneficios aportados por la quimica han ido acompafiados de una serie
de perjuicios, algunos de ellos tan graves que ahora representan una amenaza para la
supervivencia a largo plazo de importantes ecosistemas, como consecuencia de la perturbacion

de las relaciones interespecificas y la pérdida de biodiversidad.
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Si bien el uso de productos quimicos en la agricultura se reduce a un numero limitado de
compuestos, la agricultura es una de las pocas actividades donde se descargan deliberadamente
en el medio ambiente productos quimicos para acabar con algunas formas de vida. Algunos paises
han prohibido muchos de los plaguicidas antiguos debido a sus efectos téxicos potenciales sobre
el ser humano y/o sus impactos negativos sobre los ecosistemas y han aprobado el uso de
plaguicidas de formulaciones mds especificas. Sin embargo, en algunos paises algunos de los
plaguicidas mas antiguos contintan siendo los mds baratos de producir y, para ciertos fines,
contintdan siendo muy eficaces, como el DDT para la lucha contra la malaria. Los paises en
desarrollo sostienen que, por razones de costo y eficacia, no pueden permitirse prohibir algunos
de los plaguicidas antiguos. El dilema entre costo/eficacia e impactos ecoldgicos, incluidos los
efectos a larga distancia como consecuencia del transporte atmosférico, y el acceso a las
formulaciones de plaguicidas modernos con bajo costo contintdan siendo un problema polémico

de alcance mundial.

Desde que la mosca blanca se trasformé en una plaga de cultivo con implicancias
econdmicas, el método de control predominante ha sido el quimico. Si bien en la Argentina hay
un gran nimero de pesticidas aprobados por SENASA (Tabla 1.1) y a pesar de contemplar distintos
mecanismos de accién o principios activos, la elevada capacidad de generacidn de resistencia en
mosca blanca estd bien documentada. Es por esta razén que cada vez deben aplicarse nuevos

grupos quimicos, o aumentar las dosis.
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Tabla 1.1. Principales productos comerciales y grupos quimicos utilizados en el control de mosca blanca para distintos
cultivos. Fuente: Cortez, 2008.

Producto (principio activo, Grupo quimico Clase Modode Dosis/100 Periodo Controla Registrado
concentracion y toxic.  accién L agua de para:
formulacién) carencia
(dias)
Acetamiprid 20% SP Nitroguanidina I Sistémico 60g 1 Ninfasy  Pimiento
adultos
Buprofezim 25% WP Tiadiazinona \% Contacto 70g 4 Posturas Tomate
y ninfas
Cartap 45% SP Carbamato Il Contacto 105g 14 Adultos Meldn
Cipermetrina 25% SP Piretroide Il Contacto Adultos Tomate y
cebolla
Cipermetrina+Clorpirifos Piretroide + Il Contacto 150 cm3 21 Adultos Hortalizas,
5%+50% EC Organofosforado pimiento,
tomate,
cebolla
Deltametrina 5% EC Piretroide Il Contacto 30cm3 3 Adultos Pimiento,
tomate
Endosulfan 35% EC Ester ciclico del Ib Contacto 150 cm?® 15 Adultos Hortalizas
ac. sulfuroso
Imidacloprid 35% SC Nitroguanidina Il Sistémico 120 cm? 3 Adultos Pimiento,
y 50 cm3 tomate
Contacto  sg.S.
Caceres
Lamdacialotrina 5% CS — Piretroide Il Contacto  85cm3 1 Adultos Pimiento,
25% CS 20cm3 tomate
Metamidofos 60% SL Organofosforado Ib Sistémico 100-150 10 Cucurbitaceas
y cm?
Contacto
Pyriproxifen 10% EC Juvenoides \Y) Contacto 50 cm3 7 Huevos, Tomate
ninfas,
esteriliza
adultos
Tiametoxan 25% WG Nitrometileno 11 Sistémico 50g 3 Ninfasy = Tomate
adultos
Tiametoxan+ Neonicotinoide I Sistémico 100 cm3+ Ninfasy  Registro en
Lamdacialotrina SC + Piretroide aceite adultos tramite para
14,1%+10,6% 0,25 % hortalizas
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1.3.2 Depredadores

Si bien tanto algunos predadores como parasitoides de las moscas blancas se vienen
estudiando desde hace bastante tiempo, es aproximadamente en la década de 1980-90 el
momento en que esta practica comienza a tener un verdadero auge. Desde ese momento muchos
esfuerzos se han dirigido a implementar el uso de estos organismos benéficos en programas de
control de mosca blanca, y en muchas ocasiones con bastante éxito (Gerling et al., 2001). Sin
embargo, la causa que aparentemente restringe su uso y difusién global no es su grado de éxito
en el control, sino la falta de difusién de estas técnicas entre los productores. A esto se suma la
baja disponibilidad de centros de cria masiva que puedan asegurar una distribucién constante y
en numero suficiente para hacer frente a la demanda que exige la presencia de la mosca blanca

en los cultivos afectados.

Dentro de los organismos que se conocen como depredadores naturales de las moscas
blancas encontramos a artrépodos pertenecientes a 9 drdenes y 31 familias. Sin embargo, dentro
de los mas frecuentes se pueden citar algunos coledpteros (Coccinellidae), chinches (Miridae),
crisdpidos (Coniopterygidae), dcaros (Phytoseiidae) y algunas arafias. Desafortunadamente
ninguno de los insectos conocidos muestra una elevada especificidad por las moscas blancas. En
algunos experimentos en los que se somete a los depredadores a una dieta absoluta de mosca
blanca se ha observado que son incapaces de completar su desarrollo a menos que sean provistos

de una dieta suplementaria (Senior y McEwen, 1998).
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1.3.3 Parasitoides

Dentro de este grupo encontramos un mayor nimero de especies capaces de aportar una
gran utilidad al MIP de B. tabaci (Kedar et al., 2014). Hasta el momento se citan varias especies
del género Encarsia y Eretmocerus capaces de parasitar tanto a B. tabaci como a T. vaporariorum
(Tabla 1.2). La liberacion de parasitoides para suprimir poblaciones de B. tabaci es una actividad
que se realiza globalmente con distintos grados de éxito (Avery et al., 2007). La efectividad esta
en gran medida asociada a la cantidad y tipo de tricomas y exudados propios de cada planta (van

Lenteren et al., 1997).

Algunos autores postulan que el control biolégico mas eficiente se da cuando existe
compatibilidad entre los distintos agentes de control (van de Veire y Degheele, 2008). En este
caso particular, el éxito en el control de B. tabaci usando E. formosa y hongos entomopatdgenos
(ETPs) se debe, en parte, a la alta especificidad del parasitoide y, a su vez, a la baja susceptibilidad

gue presenta ante algunos ETP (Fransen y van Lenteren, 1993).
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Tabla 1.2. Relaciones interespecificas comprobadas entre depredadores, parasitoides e

hiperparasitoides en B. tabaciy T. vaporariorum. Fuente: Oliveira et al., 2003

Depredadores deB. tabaci

Depredadores deT. vaporariorum

Coleoptera: Coccinellidae

Cycloneda sp.

B. sanguinea (L.)

Delphastus davidsoni Gordon

Eriopis connexa (Germar)

Hippodamia convergens Guérin-Méneville
Nephaspis gemini Gordon

N. hydra Gordon

Diptera: Syrphidae

Allograpta exctica (Wiedemann)
Ocyptamus mentor (Curran)
Toxomerus lacrimosus (Bigot)

Neuroptera: Chrysopidae
Ceraeochrysa cincta (Schneider)
C. claveri (Navas)

Chrysoperla defreitas Brooks

C. externa (Hagen)

Parasitoides

Hymenoptera: Aphelinidae

Encarsia aleurothrixi Evans & Polaszek
E. formosa Gahan

E. hispida De Santis

E. inaron (Walker)

E. lutea (Masi)

E. luteola Howard

E. nigricephala Dozier

E.cf. porteri (Mercet)

Hiperparasitoides
Hymenoptera: Signiphoridae
Sgniphora aleyrodis Ashmead

Coleoptera: Coccinellidae
Nephaspis gemini Gordon

Parasitoides

Hymenoptera: Aphelinidae
Encarsia sp.

E. basicincta Gahan

E. desantis Viggiani

E. formosa Gahan

E. hispida De Santis

E. luteola Howard

E. lycopersici De Santis

E. nigricephala Dozier

Hiperparasitoides
Hymenoptera: Signiphoridae
Sgniphora aleyrodis Ashmead
S flavopalliata group
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1.3.4 Hongos entomopatogenos (ETP)

Los hongos entomopatégenos son responsables de la disminucién de poblaciones de
insectos que pueden alcanzar tasas de mortalidad del 80% (Mochi et al., 2006). Ademas de poseer
en ciertos casos un alto grado de especificidad por determinados insectos blanco, también son,
en general, poco virulentos para insectos benéficos. Es en parte por estas razones que los ETPs
son considerados un factor relevante en cualquier plan de MIP junto a depredadores y

parasitoides.

Taxondmicamente, la mayor parte de los hongos entomopatdgenos pertenecen al Phylum
Ascomycota. Si bien dentro de este grupo se incluyen a aquellos hongos a los que se les conoce
una fase sexual, se han podido establecer relaciones genéticas entre las fases asexuales
(denominadas anamorfas) y las fases sexuales (teleomorfas) de muchos entomopatdégenos (Liu et
al., 1999; Li et al., 2001; Liu et al., 2002; Rehner y Buckley, 2005; Sung et al., 2006). Dentro de este
gran grupo de hongos filamentosos podemos mencionar al orden Hypocreales en el que se
encuentran géneros de importancia como Beauveria, Metarhizium, Isaria, Purpureocillium,
Nomuraea y Lecanicillium, entre otros. Otro de los érdenes que agrupa ETPs de importancia es el

orden Entomophthorales, con géneros como Pandora, Entomophtora, y Zoophtora, entre otros.

En términos generales el ciclo de los hongos entomopatdgenos es relativamente simple.
Las esporas producidas asexualmente (conidios) pueden encontrarse en todos los ambientes
(dependiendo de cada especie), tanto terrestres como acuaticos e incluso en insectos infectados
(Figura 1.2a). Cuando los conidios entran en contacto con la cuticula de un hospedante potencial,

se desencadena una serie de procesos quimicos que derivan en la liberacidn de enzimas liticas
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que permiten degradar la cuticula (Askary y Yarmand, 2007). Posteriormente, el tubo germinal
emerge de la espora para introducirse hacia el hemocele (Figura 1.2b-c). Una vez que se
encuentra en el hemocele, se generan células altamente infeccionas (blastosporas) que daran
origen al micelio vegetativo. Es en este punto en donde comienza la sintesis de toxinas fungicas y
enzimas liticas que comienzan a degradar los drganos internos del insecto hospedador (Figura
1.2d). A continuacidn, y si las condiciones ambientales son favorables, se produce la esporulacién.
En este proceso el hongo emerge del caddver del insecto liberando al ambiente millones de

conidios que continuaran el ciclo del hongo (Figura 1.2e).

Figura 1.2. Ciclo completo de infeccién de un hongo entomopatdégeno mitospdrico. Indculo proveniente de un
cadaver esporulado (a). Ciclo de infeccidn, generacidn del tubo germinal y en algunos casos un apresorio (b-c). Dentro
del organismo hospedante, produccidn de blastosporas o cuerpos hifales que generan toxinas y enzimas (d). Por
ultimo, si las condiciones de temperatura y humedad son favorables, se produce la esporulacion (e) que permite

liberar esporas en gran cantidad para continuar el ciclo. Fuente: Surendra K. Dara, 2013.
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1.4 HONGOS ENTOMOPATOGENOS

1.4.1 Situacion global

Numerosos estudios estdn siendo realizados en Europa, Asia y América para evaluar el
efecto de los hongos entomopatdgenos sobre “mosca blanca” bajo condiciones de laboratorio
(Landa et al., 1994; Wraight, 1998; Lacey et al., 1999) y en plantaciones a cielo abierto (campo) o
bajo cubierta (invernaculo) (Ravensberg, 1994; Vidal et al., 1998; Wraight, 2000; Farias y Wraight,
2001). Actualmente, se comercializan varios mico-insecticidas a base de hongos
entomopatdgenos para controlar las poblaciones de “mosca blanca”. Se pueden mencionar
distintos productos, entre ellos Mycotal® (Lecanicillium lecanii), Mycotrol® (Beauveria bassiana
WP), y PFR-97° (Isaria fumosorosea) son los mas ampliamente difundidos. Sin embargo, existen
algunos problemas o situaciones a resolver, que limitan el uso extensivo y global de varios mico-
insecticidas. El problema principal es de indole fisioldgica, ya que las esporas de las especies
comercializadas son generalmente aisladas de ambientes boscosos (donde las epizootias suceden
naturalmente), con elevadas humedades relativas (>70%) y temperaturas no superiores a los 20-
25 °C en promedio. La dificultad radica en que las esporas de estas especies no son funcionales
en condiciones de elevada temperatura y baja humedad relativa. Por lo tanto, son aplicables sélo
en agro-ecosistemas de zonas templadas. Sumado a esto, y teniendo en cuenta que el
calentamiento global esta generando que cada vez mads agro-ecosistemas queden ubicados en
zonas aridas o semiaridas, se reduce mas aun la disponibilidad geografica de aplicacion funcional.
Una de las estrategias para sortear este problema seria aislar especies de hongos
entomopatdgenos de zonas aridas. Esto, bajo el supuesto de que los ETPs de desierto deberian

tener una plasticidad térmica mayor y requerimientos de humedad mas bajos.
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Otro de los problemas es de indole ecoldgica y legal. En muchos paises existen organismos
encargados de controlar |la sanidad de los agro-ecosistemas y restringir el movimiento de plagas
dentro de los mismos (SENASA en la Argentina). Una de las lineas fundamentales de estos
organismos es asegurar, monitorear y controlar el ingreso de organismos exdticos que puedan
tener efectos negativos en las especies nativas. Esto se da tanto para las especies plagas como
para las benéficas. Adquirir y liberar en el ambiente un mico-insecticida a base de una especie
aislada en otra regidn o pais supone un alto riesgo para el ecosistema de forma integral. Cada
producto que se registra y comercializa debe probarse previamente con insectos benéficos. Si
bien esto se hace para los benéficos en general, puede haber poblaciones mas susceptibles que
otras. En resumen, un producto elaborado con una cepa de ETP de Australia para controlar la
mosca blanca puede ser no virulento para poblaciones de abejas de Australia; sin embargo, no
hay certeza sobre su inocuidad para abejas de Argentina u otras regiones. En el mejor de los casos,

cada cepa de ETP deberia ser aplicada sélo en la regidn en la cual fue aislada.

1.4.2 Situacion local

En la Argentina existen referencias tanto sobre la presencia como del uso de ETP para
controlar poblaciones de insectos plaga (Lépez Lastra, 1988, 1989, 1990; Sosa-Gémez y Moscardi,
1991; Lecuona, 1999; Sosa-Gomez, 1999; Toledo et al., 2004; Lépez Lastra y Scorsetti, 2006;
Scorsetti, 2007; Schapovaloff et al., 2011; Schapovaloff et al., 2012; D’Alessandro et al., 2013;
Formentini et al., 2016). En la actualidad, hay estudios de ETPs en la Argentina para controlar una
gran variedad de insectos. A lo largo de los ultimos afios se han generado lineas de investigacion
en control biolégico de Hemipteros (Aguilera Sammaritano et al., 2016; Manfrino et al., 2016),
Blattodea (Gutiérrez et al., 2015), Coledpteros (Schapovaloff et al., 2014) y Dipteros (De Souza et
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al., 2014; Paramo et al., 2015; Rueda Paramo et al., 2016) entre otros. Sin embargo, teniendo en
cuenta la historia de B. tabaci, el dafio y las pérdidas anuales que genera, encontramos que no
hay actualmente en la Argentina un gran nimero de referencias de ETPs que afecten a mosca
blanca (Toledo et al., 2004; Scorsetti, 2007; D’Alessandro, 2010; Aguilera Sammaritano et al.,
2016). En estas investigaciones ha sido factible documentar epizootias de L. lecanni, L.
longisporum, L. muscarium, I|. fumosorosea e I. javanica en individuos de T. vaporariorum
provenientes de cultivos horticolas de la provincia de Buenos Aires y de I. fumosorosea infectando
B. tabaci Biotipo B en la provincia de Corrientes. Sin embargo, no existe hasta el momento
ninguna referencia de ETPs provenientes de zonas aridas de la Argentina, ni de su posible uso
como bio-controladoras de mosca blanca. Por lo tanto, es de sumo interés realizar una busqueda
de aislamientos que presenten tolerancia a algunos factores como la temperatura y la humedad,
factores a los que muchos aislamientos comerciales son susceptibles debido a su origen en zonas
templadas o humedas. Poder contar con aislamientos nativos de ETP que sean capaces de
desempefiarse en nuestros agro-ecosistemas representa un avance importante para definir e

integrar planes de MIP exitosos a nivel Nacional.

1.4.3 El género Metarhizium

El género Metarhizium (Hyphomycetes) fue descrito por Sorokin en 1883, y con base en
sus caracteristicas morfoldgicas y tamafio de conidios se han descrito las variedades M. anisopliae
var. anisopliae y var. majus. Posteriormente, se describieron las especies M. flavoviridae y M.
album (Rombach et al., 1987); y M. cylindrosporae, M. guizhouense y M. pingshaense en China
(Guo et al., 1986). Este género comprende un grupo diverso de hongos entomopatégenos de
reproduccién asexual y con una distribucién global (Pantou, et al 2003). Metarhizium anisopliae
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es la especie mas abundante del género, y se ha utilizado comercialmente en muchos paises como
agente de control bioldgico (Milner, 1997). La evidencia del ataque de M. anisopliae sobre
insectos, en condiciones naturales ha sido descrita como "muscardina verde" en mas de 200
especies de insectos (Veen, 1968), exhibiendo diferentes grados de especificidad, la cual esta
influenciada por las caracteristicas del patdgeno y de la cuticula del hospedante (Hall y Papierok,
1982). Durante la primera etapa de infeccién, M. anisopliae tiene la capacidad de sintetizar
enzimas extracelulares que pueden degradar polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y
quitina), permitiendo el aprovechamiento de estos nutrientes para su crecimiento (Murad et al.,

2006).

1.5 PROYECCIONES ACTUALES

Dentro de esta seccion se abarcardn algunos tépicos que han podido desarrollarse en
paralelo a esta tesis y en colaboracién con grupos de investigacidn de distintas partes del pais y
del extranjero. Si bien estos temas no estaban incluidos en los objetivos originales de tesis,
creemos que aportan relevancia al entendimiento global (Monospdricos vs. Polispéricos),
funcionamiento (Produccion de Biopolimeros) y estrategias alternativas de aplicacion que pueden
suponer un avance importante en nuestro entendimiento actual sobre el uso y aplicacién de
organismos en funcién de mejorar la proteccidon vegetal (Endofitizacién y Susceptibilidad a

fungicidas).

1.5.1 Monospdricos vs Polisporicos
En términos generales, la mayor parte de la bibliografia referida a la produccién en masa

de ETPs (Seema et al., 2013; Jaronski, 2014) postula que antes de poder llevar adelante cualquier
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proceso de inscripcidn y registro legal de ciertos procedimientos para aplicar ETPs se deben seguir
ciertas pautas. Entre éstas, se menciona de forma explicita la caracterizacion molecular de la/s
especies fungicas estudiadas, la caracterizacidon bioquimica y produccién de metabolitos y la
caracterizacion de organismos genéticos individuales (necesario para la caracterizacion
molecular). Sin embargo, los ETPs en su ambiente natural, al menos aquellos habitantes de suelo
como Metarhizium, podrian encontrarse en forma de comunidades microbianas (polispdricas)
gue actdan en conjunto, mas que como individuos genéticos separados (monospdricos). Algunos
autores afirman que "la practica generalizada de la reproduccidon asexual mediante propagulos
asexuales (conidios) y de la anastomosis de las hifas puede causar confusién porque un micelio
en su entorno natural parece ser una sola unidad fisioldgica y ecoldgica, pero en realidad es un
mosaico genético" (Guarro et al., 1999). Esto nos lleva a pensar que tal vez un conjunto de cepas
pertenecientes a la misma especie o a especies estrechamente relacionadas (p. ej. Metarhizium
robertsii + Metarhizium brunneum) podrian tener mecanismos de accién ligeramente distintos en
cuanto a produccién de metabolitos y enzimas. Por lo tanto, es probable que la patogenicidad
desencadenada en conjunto con un insecto blanco pudiera generar un efecto sinérgico que eleve

la eficiencia que se daria si atacaran por separado.

Ya que todos los productos comerciales de ETPs se generan y distribuyen de forma
monosporica, resulta interesante averiguar si existe dicha sinergia entre individuos genéticos
distintos de una misma especie. Si bien no se pretende generar un cambio de paradigmas, la
obtencién de resultados positivos podria generar, a nivel global, el interés en nuevas
investigaciones que tiendan a optimizar el uso de ETPs polispdricos como biocontroladores de

plagas de cultivo.
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1.5.2 Produccion de biopolimeros

Otra de las facetas que resulta interesante abordar tiene su base en las aplicaciones
directas que se le estd dando en la actualidad a los metabolitos sintetizados por este grupo de
hongos. Muchos metabolitos han sido caracterizados y estan siendo investigados por sus
propiedades anticancerigenas, como promotores de la sintesis de hormonas de crecimiento
vegetal (Khan et al., 2012), como mico-insecticidas de aplicacion directa (Quesada-Moraga y Vey,
2004; Paterson, 2006) e incluso, desde un punto de vista mds especifico, como los responsables

de tolerancia a distintos tipos de estrés ambiental (Kikuchi et al., 2009).

Por lo tanto, es de gran interés comenzar a evaluar si los aislamientos de ETPs ya
caracterizados son capaces de producir metabolitos utiles bajos distintas condiciones
ambientales o nutritivas y si esos metabolitos poseen alguna aplicacién en alguna de las ramas

mencionadas.

1.5.3 Endofitizacion de ETP

Como ya se ha mencionado, las condiciones ambientales (Temperatura y Humedad)
juegan un rol clave en la germinacidn de los conidios; por lo tanto, determinan en gran medida el
avance de la infeccién. Histéricamente, la primera via que se puso a prueba para sortear este
obstaculo fue aplicar las esporas en una formulacién con distintos tipos de aceites vegetales y
minerales (Bateman et al., 1992; Malsam et al., 2002), lo cual generd en algunos casos resultados
bastante prometedores. Sin embargo, la preparacion de formulaciones con aceites puede
encarecer demasiado el proceso. Una segunda propuesta que ha entrado en auge los ultimos

anos estd basada en la endofitizacién (Vega et al., 2009). En este procedimiento lo que se trata es
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de incluir y mantener al biocontrolador (en forma de esporas) dentro de distintos tejidos
vegetales. En teoria, esto brinda una proteccion vegetal mucho mas eficaz por varias razones: en
primer lugar, se eliminan o reducen en parte los problemas de condiciones ambientales, ya que
el organismo que se alimenta del tejido vegetal endofitizado incorpora en su interior las esporas
gue pueden germinar desde su interior. Esto también resuelve el tema del posible ataque de los
ETPs a organismos benéficos, ya que los Unicos afectados serian aquellos insectos que ataquen a
las plantas (Greenfield et al., 2016). Sin embargo, aunque se han realizado algunos estudios sobre

endofitizacidén, no hay aun datos certeros sobre la patogenicidad generada bajo este sistema.

28



CONTROL MICROBIANO DE BEMISIA TABACI (MOSCA BLANCA) MEDIANTE EL USO DE

HONGOS ENTOMOPATOGENOS.

1.6 OBJETIVOS

Aislar especies nativas de ETPs de zonas desérticas de la Argentina con actividad
entomopatogénica especifica.

Evaluar el crecimiento de las cepas aisladas a temperaturas elevadas.

Probar el efecto de diferentes aceites vegetales en el porcentaje de germinacion
de las especies fungicas aisladas.

Caracterizar molecularmente los aislamientos seleccionados.

Evaluar la patogenicidad de los hongos entomopatdgenos aislados sobre la mosca
blanca (Bemisia tabaci) bajo condiciones controladas.

Estimar la patogenicidad de los aislamientos en funcién de su estado Monospérico
vs Polispérico.

Analizar la sensibilidad de los aislamientos a los fungicidas de uso comun en

agricultura.

Proyecciones actuales:

Evaluar la produccion y aislamiento de biopolimeros bajo diferentes medios de
cultivo.

Estimar el grado de endofitizacion de los aislamientos en plantas de Berenjena.
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1.7 HIPOTESIS

e Los suelos de ambientes dridos albergan especies de hongos entomopatdgenos.

e Los aislamientos provenientes de suelos de regiones aridas son capaces de crecer
a30°C.

e Los aceites vegetales influyen en el porcentaje de germinacion de los conidios.

e Los aislamientos seleccionados son capaces de generar mortalidad en ninfas de B.
tabaci.

e Los estadios de ETPs polispéricos son mas virulentos que los monospéricos.

e Los aislamientos de ETPs presentan resistencia a, al menos, 1 fungicida.

e Los aislamientos de ETPs seleccionados pueden ser endofitizados en plantas de

Berenjena.

30



MATERIALES
%
METODOS

JUAN AGUILERA SAMMARITANO




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 AISLAMIENTO DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS

El aislamiento de hongos entomopatégenos (ETP) se llevé a cabo siguiendo la
“metodologia de cebo” o “fungal bait” descrita por Meyling (2007) con algunas modificaciones
(Figura 2.1). Durante el periodo comprendido entre agosto y octubre de 2012 (temporada no
lluviosa) se obtuvieron muestras de suelo (Ali-Derakhshan, 2008) provenientes de 4 campos
agricolas (Figura 2.2) en San Juan (Argentina); dos fueron obtenidas en un sistema de produccién
organica y dos en un sistema de produccién convencional (Tabla 2.1). En cada punto de muestreo
la muestra de suelo se recogié con una pala de jardin a una profundidad de 5 a 15 cm. La muestra
de suelo (1,5 - 2 Kg) se formd con cinco sub-muestras (300-400 g) tomadas a 20 cm cada una de
la otra (Ali-Shtayeh et al., 2003). Entre cada muestra tomada, la pala se esterilizé primero con
etanol 96° y después se lavé con agua destilada estéril dos veces. La distancia entre muestras fue
de 15 metros. Cada sub-muestra se coloco en bolsas individuales de polipropileno transparentes
(32 x 16 cm) y se sellaron con una banda eldstica. En el laboratorio, las cinco sub-muestras se
homogeneizaron, se mezclaron y agitaron manualmente. Finalmente, las muestras se filtraron a
través de un tamiz de 4 mm y se almacenaron a 4 °C hasta su uso, de no mas de 30 dias (Asensio
et al., 2003). Se obtuvo un total de 50 muestras de suelos agricolas, 25 muestras de suelos bajo

produccién organica y 25 de sistemas de produccidn convencional.

Los ETPs fueron aislados de muestras de suelo utilizando larvas de Tenebrio molitor (L.)
como cebo. Se colocaron entre 400-420 g de cada muestra homogeneizada de suelo en dos

bandejas plasticas limpias de 900 g de capacidad.
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Tabla 2.1. Sitios de muestreo de suelo, clasificacion segun el tipo de produccidn, tipo de

cultivo bajo el cual se colectaron las muestras y coordenadas de ubicacidn geografica.

Finca Sist. de Produccion Coordenadas Cultivo
Miguel Mas Organico 31°66’56.31” S - 68°52’19.48"” O Vifia (Vid)
Granja Tia Nora  Orgdanico 31°26'49.10” S - 68°30'52.80"" O Tomate
INTA — Pocito Convencional 31°65’67.18” S - 68°58’51.19” O Parral (Vid)
Los Olivos Convencional 31°46’02.53”” S - 68°71’83.02"” O Olivo

Veinte larvas L3-L4 (2,0 - 3,5cm) de T. molitor fueron afiadidas a cada bandeja (n= 2000).
Las larvas no fueron alimentadas durante el proceso de cebo, las bandejas se incubaron a 28° Cy
65% de humedad relativa (HR), con un fotoperiodo de 14:10 h Luz: Oscuridad (L:H). Las bandejas
se regaron superficialmente y se voltearon verticalmente 180° cada dos dias para asegurar un
mayor contacto entre las larvas y el suelo (Figura 2.1). La inspeccion de caddveres se llevd a cabo
a diario desde el quinto dia de incubacion. Siguiendo la metodologia descripta por Ali-Shtayeh et
al. (2003), aquellas larvas muertas, sin signos de micosis externa, fueron esterilizadas
superficialmente en hipoclorito de sodio (1%) durante 2 minutos; luego se lavaron dos veces en
agua destilada estéril y se incubaron en cdmara humeda (Caja de Petri de 90 mm de didmetro
esterilizada, con papel de filtro humedecido en agua destilada estéril). Las larvas que presentaron
micosis externa se lavaron en agua destilada estéril y los hongos fueron aislados con punta de
ansa en medio de cultivo selectivo (Dobersky y Tribe, 1980); incubdndose durante 15 dias a 28 °C,
en oscuridad. La caracterizacién morfoldgica de las colonias se realizé con microscopia dptica, los

aislamientos se identificaron a nivel de género de acuerdo a las clasificaciones citadas por Humber
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(2012). Los aislamientos fueron depositados y preservados como cultivos de referencia en la
colecciéon de cultivos de hongos patdgenos de insectos y otros artrépodos del CEPAVE-ETP (La
Plata-Argentina). Mediante la metodologia de cebo aplicada se obtuvieron no sélo los
aislamientos mads patégenos que se encontraban presentes en las muestras de suelo, sino

también aquellos capaces de infectar, crecer y esporular a mas de 28° C.

Figura 2.1. Ensayo de “fungal bait” Cebo. a y b) sub-muestras de suelo bajo PO y PC respectivamente. c y d)

organizacion de muestras en bandejas. e y f) Réplicas de cada muestra con larvas de T. molitor.
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Figura 2.2. Ubicacion geografica de los puntos de muestreo de suelo. Los sitios se encuentran en el Valle del Tulum

(a,b,c). Finca Los Olivos (d), Granja Tia Nora (e), INTA — Pocito (f), Finca Miguel Mas (g).




2.2 FILTROS DE TEMPERATURA

Con el objetivo de obtener los aislamientos mas termotolerantes para los ensayos
subsiguientes, se realizé un filtro de temperatura (Tabla 2.2) en medio liquido SDY (Sabouraud
dextrosa con 1% de extracto de levadura) con un rango térmico de 25 a 40 °C. En cada frasco
Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 50 mL de medio liquido. Los Erlenmeyers se autoclavaron a
120 °Cy 1 atmosfera de presién en autoclave durante 20 minutos y luego se los dejd enfriar bajo
camara de flujo laminar. Posteriormente, los Erlemeyers fueron inoculados con 1 mL de una
suspension de conidios ajustada a 1x107 ¢/mL (cuantificada mediante el conteo en cdmara de
Neubauer®), los controles negativos se inocularon con 1mL de agua destilada estéril (Figura 2.3).
Se realizaron dos réplicas para cada aislamiento para cada tratamiento de temperatura y se
incubaron bajo el rango de temperaturas descrito durante 15 dias como se describe a

continuacion:

Tabla 2.2. Filtros de temperatura para obtener aislamientos
termotolerantes. La medicién de variables fue cualitativa.

Temperatura (°C) Crecimiento Esporulacion
20 Si/No Si/No
25 Si/No Si/No
28 Si/No Si/No
33 Si/No Si/No
37 Si/No Si/No
40 Si/No Si/No

Las variables se analizaron cualitativamente mediante observaciéon directa de
presencia/ausencia de los factores mencionados. Mediante este procedimiento se pudo
descartar para futuros ensayos aquellos aislamientos que no mostraron buen crecimiento y

esporulacién a 30-35 °C. Los aislamientos que mejores caracteristicas presentaron fueron
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seleccionados para los ensayos subsiguientes. Se inocularon Erlenmeyers con la misma
metodologia descripta previamente, pero esta vez sélo con los conidios de los aislamientos
seleccionados. Se los dejé creciendo en oscuridad durante 15 dias. Luego se retiraron los

Erlenmeyers de las estufas de crecimiento, se

———

aEa4,
e

Figura 2.3. Descripcién grafica del procedimiento completo para filtrar aislamientos en funcién de su tolerancia
térmica.

filtré el contenido (micelio y medio liquido) mediante un quitasato con papel de filtro circular

Whatman™ (11 um de didmetro de poro). Se tomaron 10 mL del sobrenadante para observacion
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de presencia de conidios. El papel de filtro con el micelio se colocd dentro de cajas de Petri
individuales en estufa a 80°C durante 48 h. Posteriormente se pesaron los papeles de filtro con
micelio en balanza de precision (0,001 g) y a los valores finales se le restd el peso del papel de

filtro para obtener el valor final de biomasa.

2.3 POSTULADOS DE KOCH

Para evaluar el cumplimiento de los postulados de Koch usados en especies patdgenas
(Choo y Rice, 2007), se inocularon mediante contacto directo con micelio esporulado, durante 10
segundos, 10 larvas L3-L4 (3-4 cm) de T. molitor para cada uno de los aislamientos seleccionados.
Se utilizaron dos repeticiones por cada aislamiento. Las larvas inoculadas se incubaron en camara
himeda (caja de Petri con papel de filtro estéril humedecido con agua destilada estéril) durante
10 dias, en oscuridad a 30°C (Figura 2.4). Las larvas no fueron alimentadas durante el proceso.
Luego de los 10 dias se contd el nimero de caddveres esporulados y se re-aislaron en medio de
cultivo PDA (Papa, Dextrosa, Agar). Todos los ensayos siguientes se llevaron a cabo con los

aislamientos obtenidos de este ensayo.

2.4 CRECIMIENTO RADIAL

Para el ensayo de crecimiento radial a 30 °C las esporas se tomaron del borde externo de
las cajas de Petri con un sacabocado de 5 mm de didmetro, los circulos de micelio esporulado se
transfirieron usando un ansa estéril. Posteriormente, éstos se colocaron en placas de Petri de 90
mm con 25 mL de “medio de cultivo especifico para Beauveria y Metarhizium” (Dobersky y Tribe,
1980). Las esporas se sembraron en el centro de cada caja y se dejaron creciendo 12 dias a 30 +

1 °C en oscuridad. El crecimiénto radial de las colonias se midi6 en dos direcciones
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perpendiculares (Weitz et al., 2001) cada 48 horas usando un calibre Vernier por un total de 12
dias. A los valores obtenidos en la medicidn se les restaron los 5 mm correspondientes a cada
circulo de micelio inicial. Se realizaron tres réplicas por cada aislamiento. La tasa de crecimiento
se estimo de acuerdo a Kalm y Kalyoncu (2008). De este modo se estimd la produccion de micelio

a30°C.

Contactodirectoen
micelio esporulado

Incubacion de larvas
en camara hiameda

Re-aislamiento en
medio de cultivo

Figura 2.4. Descripcidn de los Postulados de Koch utilizados para comprobar patogenicidad de los aislamientos.
2.5 GERMINACION EN ACEITES VEGETALES
Se realizaron pruebas de germinacidn de conidios en tres aceites vegetales de produccion
nacional, de facil acceso y con un elevado porcentaje de ingrediente activo (i.a.). Se siguio la

metodologia descrita por Malsam et al. (2002), con algunas modificaciones. Los aislamientos se
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hicieron crecer en Erlenmeyers con 20 g de arroz humedecido con agua destilada estéril. El arroz,
previo a la inoculacidn, fue calentado a 70 °C por 30 min en bafio de maria y posteriormente
esterilizado en autoclave a 120 °C por 45 minutos dos veces (en dias distintos y consecutivos). Los
Erlenmeyers con arroz esterilizado fueron etiquetados e inoculados cada uno con dos circulos (5
mm de didm.) de micelio esporulado y se incubaron en oscuridad a 30 °C durante 15 dias. Este
ensayo fue realizado por duplicado. Los tratamientos controles se realizaron inoculando dos

circulos (5 mm de didm.) de medio de cultivo estéril.

Pasado el periodo de esporulaciéon, con el fin de evaluar si los aceites usados podrian
afectar a la germinacién de los conidios de los aislamientos seleccionados, se llevé adelante el
ensayo de germinacién. Se colocaron entre 3-5 granos de arroz esporulados primeramente en
camara humeda durante 30 min para evitar posibles dafios de rehidratacion (Moore et al., 1997).
Posteriormente, los granos de arroz se sumergieron en 50 mL de agua destilada estéril (mas 0,05%
Twen® 80) y se agitaron en Vortex durante 10 min. De esta suspension original se realizé un
conteo en cdmara de Neubauer y se prepard una suspensidon secundaria ajustada a una
concentracion final de 3 x 10* ¢/mL. Para su uso inmediato se prepararon las suspensiones en las

gue se evalud la influencia de los aceites vegetales en la germinacion de los conidios.

Se utilizaron los aceites Legitimo® (Argentina) de girasol (100% i.a.), Almazara® (Argentina)
de oliva (100% i.a.) y Arcor® (Argentina) de maiz (100% i.a.). La influencia en la germinacion se
tested en dos concentraciones de aceite: 1 y 10%. Para el caso de los aceites al 1% se tomaron
9,9 mL de la suspensién secundaria que se colocaron en un tubo de ensayo estéril. Se agregé 0,1

mL del aceite correspondiente, se agité en Vortex durante 10 minutos e inmediatamente se
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sembraron 200 uL de esta suspensién en dos portaobjetos cdncavos. Los portaobjetos se
colocaron cuidadosamente dentro de cdmaras humedas estériles sobre montadientes para evitar
el contacto directo entre el portaobjetos y el papel de filtro himedo y también para facilitar la
remocién del portaobjetos de la cdmara hiumeda al momento del conteo de conidios germinados.
En el caso de los aceites al 10%, se tomaron 9 mL de la suspensién secundaria de cada aislamiento
y se les agregd 1 mL del aceite correspondiente. Se repitid el mismo procedimiento para cada
combinacion tipo de aceite vs. concentracion vs. aislamiento fungico. Las cdmaras humedas con
los portaobjetos y los conidios se colocaron en estufa a 30 °Cy el conteo se realizd entre las 24 y

no mas de las 28 horas de comenzado el ensayo.

Se decidié colocar los portaobjetos en camara humeda (Figura 2.5), ya que en ausencia de
la elevada humedad relativa generada por la cdmara, la pequena gota con la suspension (200 L)
a 30 °Cy con Humedad Relativa promedio del 20-35% terminaba por secarse en el periodo previo
al conteo. Se contaron al menos 300 conidios en microscopio dptico sin usar ninguna metodologia

de tincién en cada portaobjetos y todo el andlisis fue repetido tres veces en distintos momentos.

Se considerdé como conidio efectivamente germinado a todo aquel que al momento del
conteo mostrara un tubo germinal que tuviese una longitud (20 um) mayor al doble del largo del
conidio promedio (7-9 um). El tratamiento control 1 se llevd a cabo con los conidios sélo en agua
destilada estéril y el control 2 (control negativo) se llevé adelante colocando el mismo volumen
en portaobjetos concavos (200 pl) pero sélo de agua destilada estéril (sin conidios). Las
suspensiones fungicas finales con aceites concluyeron con concentraciones de aproximadamente

103-10% ¢/mL para los aceites al 1% y entre 102-103 ¢/mL para los aceites al 10%.
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Figura 2.5. Procedimiento utilizado para evaluar el efecto de distintos aceites vegetales a distintas concentraciones

en el porcentaje de germinacién de los aislamientos seleccionados.
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2.6 CRIA ARTIFICIAL DE B. TABACI - ANALISIS DE PATOGENICIDAD EN PRIMULAS

Se monté en condiciones de laboratorio una cria artificial de mosca blanca en plantas de
primulas (Primula sp.) para los ensayos de patogenicidad. Se eligio este género por su
disponibilidad en viveros locales, por su precio bajo y su simplicidad en cuanto a la mantencion.
Ademas, se comprobd experimentalmente que esta especie de planta ornamental (Figura 2.6) es
capaz de resistir grandes poblaciones de B. tabaci por periodos de tiempo lo suficientemente
extensos como para obtener varias generaciones de moscas para los ensayos antes de que la
planta muestre los sintomas tipicos del ataque de mosca blanca. Si bien los primeros intentos de
cria se llevaron a cabo en plantas de tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) las plantas no
soportaron las condiciones de estrés que suponen crecer en condiciones de laboratorio, sumado

al ataque de mosca blanca.

Las primulas, también conocidas como “primaveras” o “primaveras de jardin” pertenecen
a la familia Primulaceae. Son plantas perennes de crecimiento bajo (hasta 25-30 cm) abundante
follaje, con hojas oblongas, dentadas y de textura rugosa de color verde amarillento y algo mas
claras en el envés. Sus flores, de seis pétalos, nacen en el centro formado por el follaje y tienen
distintos tamafios y tonalidades: rosa, violaceo, rojo o amarillo, blanco etc. con una mota central
de distinto tono en algunas de las variedades. Ya que el sol en exceso la perjudica, su

mantenimiento en condiciones de laboratorio resulta bastante simple.

Las plantas de primula se colocaron dentro de dos cajas entomoldgicas de vidrio
(35x45x30 cm) con uno de los lados compuesto por una doble capa de tela de Voile para evitar el

exceso de condensacidn, el aumento excesivo de temperaturas y facilitar el intercambio de gases
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dentro del receptdculo. Dentro cada caja entomoldgica se colocaron entre 1000-1500 moscas
adultas (sin sexar) capturadas a campo. Las adiciones de moscas se realizaron una vez por mes

durante los meses de Noviembre a Marzo de 2014.

Para los ensayos de patogenicidad se tomaron plantas nuevas y se colocaron
cuidadosamente dentro de las cajas entomoldgicas con plantas infectadas de mosca blanca. Se
las dejé dentro de la caja por 72hs (tiempo necesario para la oviposicién), y se las retird de las
cajas para que todas las ninfas que eclosionaran de los huevos ovipuestos tuvieran la misma edad
y avanzaran juntas de un estadio ninfal al siguiente. Para asegurar una distribucién regular de
huevos en las hojas de las plantas introducidas, se agité suavemente la colonia de moscas con
una vara de madera tres veces cada 24hs durante el periodo de oviposicién. De acuerdo con
Cuthbertson et al. (2005b) se sometieron los huevos a las condiciones de temperatura necesarias
para obtener entre los 13-15 dias posteriores a la puesta de huevos, el segundo estadio ninfal
(N2), gue es con el que se llevaron adelante los ensayos de patogenicidad. Se dejéo un maximo de
aproximadamente 120 ninfas por hoja, el excedente se removid cuidadosamente con una aguja
entomoldgica bajo lupa. Las hojas con ninfas para ensayos se etiquetaron cuidadosamente y se

aplicaron los tratamientos de patogenicidad.

Siguiendo la misma metodologia descrita para los ensayos de germinacion se prepararon
suspensiones fungicas para cada aislamiento, ajustadas a una concentracién de 1x10’ ¢/mL. De
esta suspension se asperjaron aproximadamente 10° esporas por cm? de hoja (Cuthbertson y
Walters, 2005) mediante un aspersor comercial (Johnson Diversey® 1000 mL). Luego de aplicar la

suspension fungica, las hojas se dejaron escurrir durante diez minutos para remover el excedente
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de liquido. Posteriormente, las plantas se incubaron en Fitotron (Hoffman Manufacturing-Mod:
SG 222) bajo condiciones de temperatura, fotoperiodo y humedad controlada (30 °C, 14:10 hs L:O

y 45-65% HR respectivamente).

Figura 2.6. Establecimiento de cria artificial en laboratorio. Cajas entomolégicas con plantulas infestadas con mosca
blanca (a). Cara abaxial de Primula con una gran cantidad de adultos de mosca blanca oviponiendo (b). Fotografia
bajo lupa del envés de hoja con huevos de mosca blanca (oscuros) y ninfas del primer estadio recién emergidas

(claras) (c). Fotografia: Juan Aguilera Sammaritano.
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La busqueda de cadaveres esporulados de ninfas N; se realizd a partir de las 48 h de
iniciado el periodo de inoculacion y cada 24 h durante 7 dias. Se detuvo el conteo al dia 7, ya que
a partir del octavo dia, y bajo las condiciones mencionadas, las ninfas N, comienzan a pasar al
estadio de ninfa Ns. Este experimento fue repetido tres veces para cada uno de los aislamientos

seleccionados.

2.7 IDENTIFICACION MOLECULAR

Se llevé a cabo una identificacidn molecular mediante técnicas de amplificacion de
regiones especificas de ADN y ARN. Los aislamientos se cultivaron durante 7-10 dias en SDYA 1/4
(Peptona 1.5 g, Dextrosa 3 g, Agar 12 g, Extracto de levadura 1.5 g, Agua destilada estéril 600 mL)
a 27 °C en oscuridad. Entre 80 - 100 mg de micelio fresco de cada aislamiento fue raspado de las
placas con un montadientes estéril, posteriormente se colocaron en tubos de micro centrifuga
estéril de 2 mLy se sumergieron durante 3 min en nitrégeno liquido. El ADN gendmico se extrajo
a partir de biomasa miceliar usando el kit DNeasy Plant (Qiagen); el micelio congelado fue
disgregado inicialmente de forma manual mediante mortero de mano de plastico en 400 uL Buffer
AP1 y 4 uL RNasa A. Después de 10 min de incubacién a 65 °C, las muestras se procesaron de
acuerdo con el protocolo estandar proporcionado por el fabricante. El ADN se eluyd finalmente
en 100 uL de Buffer AE. Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en Inglés)
se llevaron a cabo para amplificar las secuencias completas del espaciador transcripto interno (ITS
por sus siglas en Inglés) junto con el ARN ribosémico 5.8S (secuencia de codificacidon de operones
de ARNr de hongos). Las reacciones de PCR se realizaron usando cebadores de oligonucledtidos
ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) con una desnaturalizacion inicial a 95 °C (10 min), seguida por 35
ciclos incluyendo 1 min de desnaturalizacion a 95 °C, alineamiento a 52 °C durante 30 segundos,
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y elongacién durante 2 minutos a 72 °C. Los productos de la PCR fueron sometidos a un proceso

de elongacidn final a 72 °C durante 10 min.

El éxito de las reacciones de amplificacidn se controld por electroforesis utilizando geles
de agarosa al 1% en Buffer TAE 1x que fueron tefidos (Roti-GelStain, Roth, Alemania). 50 ul de
las reacciones fueron utilizados para la purificacion de productos de PCR utilizando el Qiaquick
PCR Kit®. La purificacion se realizd siguiendo el protocolo estandar provisto por el fabricante
(Qiagen). Los productos purificados de PCR fueron secuenciados en StarSeq GmbH (Mainz,
Alemania). Las secuencias de ADN fueron sometidas al software de herramienta para la blisqueda
de alineamiento local basico (BLAST) para identificar las secuencias depositadas en GenBank que
tuvieran similitudes significativas. Los resultados de la busqueda BlastN (Nucleétidos) fueron
ordenados de acuerdo a la disminucidn de los valores maximos de identidad. Sus secuencias
fueron alineadas con homadlogos de las cepas de referencia de Metarhizium (Bischoff et al., 2009)
enumerados en la Tabla 2.3 usando el mddulo ClustalW incorporado en el paquete de software

MEGA 6°® (Tamura et al., 2013).

2.8 MONOSPORICOS VS POLISPORICOS

Para comparar la efectividad de aislamientos obtenidos directamente de larvas
esporuladas (Polispdricos) vs aislamientos purificados en laboratorio (Monospéricos) se llevo a
cabo un ensayo de patogenicidad sobre larvas de T. molitor. Ya que este experimento forma parte
de una serie de ensayos exploratorios, se decidid poner a prueba un protocolo similar al de
“fungal bait” sobre un insecto modelo. Se decidié realizar este ensayo debido a que todos los

productos que se comercializan actualmente se hacen en base a un aislamiento purificado
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(monospdrico estrictamente). Sin embargo, se sospecha que la comunidad microbiana de ETPs
que se encuentra en el suelo podria atacar en conjunto (de forma polispdrica), que es como se

encuentra en estado natural mas que como cepas monosporicas.

Tabla 2.3. Lista de las referencias a los aislamientos fungicos utilizados en los analisis filogenéticos.

Especies de referencia Cepas Hospedero Origen ITS (NAG)
/Fuente geografico
Metarhizium acridum ARSEF 324 Orthoptera Australia AF137063
Metarhizium acridum ARSEF 7486 Orthoptera Nigeria HQ331458
Metarhizium anisopliae ARSEF 7487 Orthoptera Eritrea AF135210
Metarhizium brunneum ARSEF 2107 Coleoptera U.S.A. KC178691
Metarhizium brunneum ARSEF 4152 Suelo Australia HQ331452
Metarhizium flavoviride ARSEF 2133 Coleoptera Rep. Checa NR_131992
Metarhizium frigidum ARSEF 4124 Coleoptera Australia NR_132012
Metarhizium globosum ARSEF 2596 Lepidoptera India HQ331459
Metarhizium guizhouense ARSEF 6238 Lepidoptera China HQ331447
Metarhizium guizhouense CBS 258.90 Lepidoptera China HQ331448
Metarhizium lepidiotae ARSEF 7412 Coleoptera Australia HQ331455
Metarhizium lepidiotae ARSEF 7488 Coleoptera Australia HQ331456
Metarhizium majus ARSEF 1015 Lepidoptera Japon HQ331444
Metarhizium majus ARSEF 1914 Coleoptera Filipinas HQ331445
Metarhizium pingshaense CBS 257.90 Coleoptera China HQ331450
Metarhizium robertsii ARSEF 727 Orthoptera Brasil HQ331453
Metarhizium robertsii ARSEF 2575 Coleoptera U.S.A. NR_132011
Beauveria bassiana ARSEF 751 Coleoptera Vietnam AY532045

Bajo esta presuncion, se disefié un experimento simple para poner a prueba la hipotesis
de que aislamientos polispdricos deberian ser mas efectivos en cuanto a mortalidad y velocidad

de ataque, que aislamientos monospdricos de la misma especie.

Los aislamientos polispdricos se obtuvieron de muestras de suelo siguiendo la
metodologia de “fungal bait” descripta previamente (seccidn 2.1). Las esporas obtenidas de los
cadaveres de larvas se repicaron en medio de cultivo selectivo (Dobersy y Tribe, 1980).

Posteriormente se seleccionaron solo los aislamientos del género Metarhizium (por ser el mas
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abundante) y se combinaron de a cuatro (Figura 2.7, 2.8 y 2.9). Se colectaron conidios de cuatro
larvas distintas, infectadas con aislamientos de suelos provenientes de distintos sitios. Los 4
aislamientos polispéricos (CEP413, CEP589, CEP590 y CEP591) se hicieron crecer en cajas de Petri
(90 mm) con medio de cultivo (Figura 2.7a-b). Se realizaron tres tratamientos mds un control

como se describe a continuacion.

El primer tratamiento consistié en obtener valores del porcentaje de mortalidad generada
por aislamientos en estado de polisporia natural (aislamientos silvestres). Para este tratamiento,
denominado “Polispdrico completo”, se prepard una suspension de 1-3 x 108 ¢/mL. de cada CEP-
Polispérico (CEP413, CEP589, CEP590 y CEP591). Dichas suspensiones fueron luego
homogeneizadas en una sola suspension (FP en adelante) que fue ajustada a 1-3 x 107 C/mL
mediante la adicién de agua destilada estéril. Con esa suspension se infectaron 10 larvas de T.
molitor aplicandolas por aspersion con 1 mL de la misma, utilizando 5 repeticiones (n=50) que se
mantuvieron en camara humeda durante 12 dias a 30 °C (Figura 2.8c). El tratamiento completo

fue repetido dos veces (n=100).

49



14 Bandejas con

M muestras de suelo

Larvas esporuladas

..y ..y
Py (38 Py (3

CEP-P1

Incubacién de

larvas en camara
humeda

Figura 2.7. Tratamiento polispdrico completo (FP). Las esporas de aislamientos provenientes del proceso de infeccion

en suelo se combinaron en una sola suspension.

El segundo tratamiento, llamado “Polispérico Parcial” (PP en adelante), se realizd para
evaluar la patogenicidad de 4 aislamientos monospdricos aplicados en conjunto. Se sembraron 2

mL de una suspensién de 1 x 102 ¢/mL en medio de cultivo, se distribuyeron con una espatula de
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Drigalsky estéril y se hicieron crecer en oscuridad durante 48 h a 30 °C (Figura 2.8b).
Posteriormente, se evalud bajo lupa y de cada CEP-Polispdrico se tomd una espora germinada
que fue cuidadosamente transferida a una nueva caja de Petri con medio de cultivo y se la dejé
crecer en oscuridad durante 15 dias a 30 °C (Figura 2.8c). Se obtuvieron asi las cepas
monospodricas CEP413, CEP589, CEP590 y CEP591. A continuacién, se prepard una suspension de
1-3 x 108 ¢/mL de cada cepa monospdrica. Dichas suspensiones fueron luego homogeneizadas en
una sola suspension (CEP-PP) que fue ajustada a 1-3 x 107 ¢/mL. De esa suspension, se infectaron
asperjando 1 mL 20 larvas de T. molitor, utilizando 5 repeticiones (n=100) que se mantuvieron en
camara humeda durante 12 dias a 30 °C (Figura 2.8d). El tratamiento completo fue repetido dos

veces (n=200).

Para el tratamiento “Monospérico individual” (Ml), se utilizaron los mismos aislamientos
monospodricos utilizados en el tratamiento CEP-PP. De cada aislamiento se prepard una
suspension ajustada de conidios de 1-3 x 107 ¢/mL, sin embargo en este caso los conidios de
distintas suspensiones no se homogeneizaron como en los tratamientos anteriores (Figura 2.9c).
Cada suspensiéon monospérica (CEP413, CEP589, CEP590 y CEP591) se aplicé en forma individual
a las larvas. Nuevamente, se infectaron por aspersion de 1 mL 20 larvas de T. molitor, utilizando
5 repeticiones (n=100) que se mantuvieron en camara humeda durante 12 dias a 30 °C (Figura
2.9d). El tratamiento completo fue repetido dos veces. El tratamiento control se llevé a cabo
asperjando 20 larvas con 1 mL agua destilada estéril. Se realizaron 5 repeticiones almacenadas
bajo las mismas condiciones. A todas las suspensiones se les agregd Tween® 80 al 0,1%. Las larvas

no fueron alimentadas durante el bioensayo para evitar contaminantes provenientes de la fuente
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de alimento (Posada y Vega, 2005). El conteo de mortalidad se realizé al cuarto dia post infeccidn.

El conteo de proporcidn de larvas esporuladas se llevd a cabo al dia 6 post infeccidn.

«Sgililn  Pandejas con
«mulabllE  muestrasde
l iv = i‘l'l . "1»2"”

Larvas

CEP-M1

Incubacion de larvas
en camara humeda

Figura 2.8. Tratamiento polispérico parcial (PP). De cada aislamiento polispérico se realizé un cultivo monospdrico

que se combind en la suspensién aplicada.
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Figura 2.9. Tratamiento monosporico individual (MI). Cada aislamiento monospérico se aplicé individualmente al

grupo de larvas de T. molitor.
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2.9 PRODUCCION DE BIOPOLIMEROS

Los aislamientos se hicieron crecer en medio Agar Czapek (Agar 15 g; Sacarosa 30 g;
Cloruro de potasio 0,5 g; Sulfato ferroso 0,01 g; Fosfato dipotasico 1 g; Nitrato de sodio 2 g; Sulfato
de magnesio 0,5 g) por 7 dias a 25 °C. Posteriormente se transfirieron 5 circulos (5 mm diam.) de
agar con micelio a medio de cultivo liquido. Para evaluar la produccidn de EPS, los aislamientos
se hicieron crecer durante 7 dias en Erlenmeyers de 250 mL con 50 mL de medio liquido a 25 °Cy

200 rpm. Se utilizaron tres medios de cultivo distintos:

. Medio PMP suplementado (4% Sacarosa, 2,4% Caldo de papa - dextrosa, 1% licor de maiz
fermentado).
. Medio MLP (0,1% Peptona, 0,2% Extracto de levadura; 0,1% K;HPOa, 0,02% MgS04.7H.0,

0,5%NH4 (SOa4)2, 3,9% glucosa).

U Medio MOPT (15% Sacarosa, 0,225% NaNOs, 0,2% K;HPOa, 0,05% KCl, 0,05% MgS04.7H,0,
0,1% Extracto de levadura, 0,07% acido citrico, 0,005% FeSQO4.7H0).

Para recuperar los EPS, se centrifugaron los caldos de cultivo (9,000 g 20 min) y el sobrenadante
resultante se mezclé probando dos volimenes de etanol 96° + 1 g/L CaCl, por un lado e
Isopropanol por otro (Figura 2.10). La biomasa y los EPS se midieron como peso seco. (105 °C —

24hs). Los azUcares residuales se determinaron mediante la reaccion de acido 3,5-dinitrosalicilico.

2.10 SUSCEPTIBILIDAD A FUNGICIDAS
Para estimar el grado de susceptibilidad a algunos de los fungicidas de uso comun, se probaron 4
especies distintas de ETP: Beauveria bassiana (CEP229), Lecanicillium lecanii (CEP063), Isaria
fumosorosea (CEP315) y Metarhizium robertsii (CEP413) con seis fungicidas comerciales (Tabla

2.4).
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Figura 2.10. Métodos utilizados para la recuperacion de EPS.

Tabla 2.4. Fungicidas comerciales y dosis aplicada en los ensayos de susceptibilidad.

Nombre comercial Principio activo Fabricante Dosis Objetivo (género)
Captaff Tomen Dicarboximida Cheminova 1.8g/L Colletotrichum spp.
Rhizoctonia spp.
Plasmopara spp.
RovraP 50 PH Iprodione Pro Agro 1.5¢g/L Rhizoctonia spp.
Botrytis spp.
Sclerotinia spp.
SwitcH® Cyprodinilo Syngenta 1g/L Botrytis cinerea
Fludioxonilo
Teldo® Fenhexamida 50% | Bayer 1g/L Botrytis spp.
Carbendazifh 50 Carbendazim Nufarm 100 pL/L | Penicilium spp.
Fusarium spp.
Botrytis spp.
Systhan@ Forte Miclobutanil 24% p/v| Dow Agrosciences | 100 pL/L | Colletotrichum spp.

Alternaria spp.
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En primer lugar se prepardé medio de cultivo especifico (Dobersky y Tribe, 1980), que fue
esterilizado y fraccionado en Erlenmeyers de 250 mL. Posteriormente, antes que el medio se
solidifique, se afiadieron los fungicidas, se agitaron los frascos manualmente y se colocaron 25
mL de cada mezcla medio + fungicida en diferentes placas de Petri estériles de 90 mm. Todos los
fungicidas tienen diferentes principios activos y, por ello, se tuvo como objetivo cubrir un amplio
rango de accion quimica. En el centro de cada caja de Petriy sobre el medio de cultivo solidificado,
se transfirid un circulo de micelio de 5 mm de didmetro extraido de las respectivas colonias
fungicas utilizando un ansa estéril. Los aislamientos se hicieron crecer durante 20 diasa 28 +2 °C
en oscuridad. El didametro de las colonias se midié en dos direcciones perpendiculares (Weitz et
al., 2001) cada 48 h desde el cuarto dia después de la inoculacién. A los valores de medicion se
les resté los 5 mm de cada disco de micelio. Se realizaron tres réplicas por tratamiento y por
especie fungica (n=72), mas un control constituido por las esporas inoculadas en medio de cultivo
sin fungicida (n=12), a las que solo se les agregd 100 uL de agua destilada estéril. La tasa de

crecimiento se estimé de acuerdo a Kalm y Kalyoncu (2008).

2.11 ENDOFITIZACION DE ETP

Los aislamientos se obtuvieron de la Coleccién de Cultivos de Hongos patégenos de
insectos del CEPAVE (La Plata-Argentina). Para este ensayo, se utilizaron cuatro especies (Tabla
2.5). Para asegurarse de que todos los aislamientos estuvieran en las mismas condiciones, se
reaislaron a partir de larvas de T. molitor (L3-L4), con un simple disefio experimental (Meyling,
2007). Las esporas para todos los ensayos se obtuvieron a partir de los caddveres de T. molitor
esporulados y se cultivaron en un medio de cultivo especifico (Dobersky y Tribe, 1980) antes de
gue se llevaran a cabo los ensayos.
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Tabla 2.5. Lista de especies usadas en los ensayos de endofitizacidn.

Especie Numero de acceso Fuente - origen
Metarhizium robertsii CEP 409 Suelo

Lecanicillium muscarium CEP 063 Delphacodes kuscheli
Isaria fumosorosea CEP 315 Bemisia tabaci
Beauveria bassiana CEP 229 Paisandysia archon

Las plantulas de berenjena (Solanum melongena L.) utilizadas en las pruebas de
inoculacién se obtuvieron de FITOTEC®, San Juan, Argentina. Las plantas se mantuvieron en una
camara de crecimiento a 28 °Cy 65% de humedad relativa con un fotoperiodo de 14: 10 hs L:O y
se dejaron 8 h bajo la luz natural del sol tres veces por semana. Para asegurarse de que ningln
resto del posible agente quimico pudiera permanecer sobre las plantas, las hojas se lavaron
individualmente con agua destilada 30 minutos tres veces por semana durante 30 dias antes de
los ensayos. En el momento de la inoculacidn, las plantas tenian entre cuatro y seis hojas y

alrededor de 13-17 cm de altura.

2.11.1 Inoculacion de Solanum melongena

El método de inoculacidn probado fue inmersidn en un vaso de precipitado de 500 mL que
contenia una suspension de conidios ajustada a 3 x 102 ¢/mL. Para cada aislamiento, las hojas de
berenjena fueron sumergidas individualmente en la suspensién de esporas y se agitaron con un
agitador magnético (Hanna-Hola 190M) en 1500 r.p.m. durante 2 min. Los plantines se
mantuvieron cuidadosamente en posicién horizontal para permitir la inmersién de la hoja
completa sin danar Los tratamientos control se trataron solamente con agua destilada estéril. A
continuacion, las hojas se dejaron escurrir durante 2 min y se cubrieron con una cubierta de

plastico limpio durante 48hs. El ensayo completo se llevd a cabo durante 30 dias. Luego de la

57



inoculacidn, las plantas se mantuvieron en una cdmara de crecimiento a 28 °Cy 65% de humedad
relativa con un fotoperiodo de 14: 10h L:D y, nuevamente, se las expuso durante 8 h a la luz del
sol tres veces por semana. El experimento se llevé a cabo con un disefio completamente al azar.
Se utilizaron cuatro plantas para cada aislamiento, y el experimento completo se repitié dos veces

(Bing y Lewis, 1993; Vega, 2008; Greenfield et al., 2016).

2.11.2 Recuperacion de los hongos endofitizados

La recuperacion de ETP y de otros hongos (Guesmi-Jouini el al., 2014) se realizé sobre
medio de cultivo especifico en el dia 7, 14, 21 y 28. De cada planta se extrajeron dos hojas y sus
correspondientes peciolos con una tijera limpia (esterilizadas con etanol 96°). Para las hojas, se
elimind 10-15 mm del tejido foliar externo, la parte interior de cada hoja se dividié en cuadrados
de 0,5 x 0,5 cm. Los peciolos fueron cortados en cilindros de 0,5 cm utilizando un bisturi estéril.
El proceso de esterilizacidon superficial de las hojas se realizd en tres etapas: Primero en etanol
96° (dos inmersiones independientes de 2 min cada una), a continuacién se las sumergid en
hipoclorito de sodio 0,5% (dos inmersiones independientes de 2 min cada una) y finalmente en
agua destilada estéril (dos inmersiones independientes de 2 min cada una) bajo cdmara de flujo
laminar. Posteriormente, cinco cuadrados de hoja y cinco cilindros de peciolos de cada planta se
colocaron en placas de Petri individuales con medio de cultivo especifico (Dobersky y Tribe, 1980),
se sellaron con Parafilm® y se incubaron a 28 °C en oscuridad durante 48 h. Por ultimo, 200 mL
del enjuague final con agua se transfirio a tres cajas con medio de cultivo estéril para determinar
si el proceso de esterilizacion fue exitoso eliminando los microorganismos epifitos. Los hongos
diferentes a los endofitizados se determinaron como "otros hongos". Se utilizd un total de 40
plantas en el experimento completo. Veinte cajas de Petri se utilizaron para cada periodo y se
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evaluaron 400 submuestras de tejido durante el curso del experimento (dia 7, 14, 21 y 28). El
micelio en crecimiento en el borde de las hojas y peciolos se trasladé de inmediato a medio de
cultivo especifico para obtener cultivos puros de los ETP inoculados y/u otros hongos endéfitos.
Los aislamientos fungicos recuperados se cultivaron a 28 °C en oscuridad durante 15 dias y luego

se clasificaron segiin Humber (2012).

2.12 ANALISIS ESTADISTICO Y TRATAMIENTO DE DATOS
Se realizé un andlisis estadistico con distribucién binomial para determinar diferencias
entre la proporcion de larvas muertas en suelos bajo Agricultura convencional (INTA -Pocito

y Los Olivos) vs. suelos bajo Cultivo organico (Miguel Mds — Tia Nora).

La curva de crecimiento radial a 30 °C de los aislamientos seleccionados se analizdé con

un analisis de la varianza de una via (ANOVA).

Para el analisis de la germinacién de conidios en los aceites se realizd un analisis de la
varianza de dos vias considerando aceites, aislamientos y la interaccion de ambos factores.
Previo al andlisis, los datos fueron transformados al arco-seno de la raiz cuadrada (Saito,
Takatsuka, y Shimazu, 2012). Se utilizé el test de Tukey HSD (nivel de significacién 0,05) para

la comparacién de medias.

La proporcion de ninfas infectadas de B. tabaci de los ensayos se analizd6 mediante un
analisis de la varianza de una via. Los analisis de los bioensayos se contrastaron con la prueba
de LSD de Fisher para comparar las medias (0,05 nivel de significacion). Antes de realizar el
analisis estadistico, la normalidad y la homocedacia fueron evaluados para todos los grupos
de datos.
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El software TREE-PUZZLE 5.2 (Schmidt et al.,, 2002) se utilizd6 para estimar los
parametros especificos establecidos como proporciones de transicion/transversién y el
pardmetro a para la correccion basada en la distribucidn I'- de la tasa de heterogeneidad entre
los sitios. Los modelos mds apropiados de evolucién de secuencias de ADN para la
reconstruccién filogenética fueron elegidos de acuerdo a Posada y Crandall (1998); por lo
tanto, las filogenias fueron reconstruidas con el método de maxima verosimilitud (ML por sus
siglas en Inglés), tal como se aplica en la herramienta de software PhyML (Guindon y Gascuel,
2003), utilizando el modelo de sustitucion de nucledtidos Hasegawa-Kishino-Yano (HKY)
(Hasegawa et al., 1985). Se asumid un modelo basado en la distribucién I- de la tasa de
heterogeneidad (Yang, 1993) permitiendo 8 categorias. Los limites de confianza de Ia
topologia del arbol se evaluaron en un andlisis no paramétrico con un bootstrap de 1000

pseudo-réplicas.

Para el andlisis estadistico, todos los datos de crecimiento radial en fungicidas fueron
relativizados a los valores del control de cada especie. El valor de crecimiento del control de
cada especie se tomé como 100%, y en funcidn de este valor se calcularon los porcentajes de

inhibicidn para cada tratamiento en funcidn de cada especie.
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3. RESULTADOS

3.1 AISLAMIENTO DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Mediante el método cebo o “fungal bait” se obtuvieron 96 aislamientos provenientes de
las muestras de suelo de los sitios seleccionados. En casi todas las muestras pudieron aislarse
ETPs a excepcidn de aquellas provenientes de un suelo bajo agricultura convencional de olivos
(Tabla 3.1). Se realizé una clasificacion morfolégica (Humber 2012) que permitié determinar el
género de los aislamientos obtenidos. Se encontraron tres géneros, dentro de los cuales
Metarhizium fue el mas abundante (97,36%) seguido por Purpureocillium y Beauveria (2,63%)
(Figura 3.1). Los aislamientos obtenidos fueron almacenados en la coleccidn micoldgica del

CEPAVE (La Plata).

Tabla 3.1. Numero de aislamientos obtenidos en cada sitio de muestreo. Se muestra el tipo de

agricultura utilizado y el tipo de cultivo bajo el cual se tomaron las muestras de suelo.

Finca Sist. de Produccion Cultivo N° Aislamientos
Miguel Mas Organico (PO) Vid 37
Granja Tia Nora Organico (PO) Tomate 23
INTA - Pocito Convencional (PC) Parral 36
Los Olivos Convencional (PC) Olivo 0
Total 96

Se realizé un analisis estadistico con distribucidon binomial para determinar diferencias
entre la proporcion de larvas muertas en suelos bajo Agricultura convencional (INTA -Pocito y Los
Olivos) vs. suelos bajo Cultivo organico (Miguel Mas — Tia Nora). El analisis de la distribuciéon
detecto diferencias significativas entre el niUmero y el porcentaje de larvas muertas en PO vs. PC

(p <0,0001). Sin embargo, debido al valor de sobre-dispersion del analisis (6,822) se realizd una
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distribucién binomial negativa (Venables y Ripley, 2002) para corregir este error. Posteriormente,
no se encontraron diferencias significativas en el nimero y tasa de larvas muertas de T. molitor
con EPTs provenientes de suelos bajo PO y PC (p = 0,193). De los 96 aislamientos obtenidos en
primera instancia, un total de 38 aislamientos (Tabla 3.2) pudieron ser correctamente aislados,

purificados, determinados y almacenados en la coleccién del CEPAVE (La Plata).

Figura 3.1 a-b) Micosis de larvas de T. molitor en bandejas de aislamiento. c) Tipica infeccién micética producida

por Metarhizium (se puede observar el color verde oliva). d) Larva infectadas con Beauveria (color blanco
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caracteristico, textura algodonosa). e-f) Foto de montaje en microscopio éptico a 40x de conidiéforos y conidios en

Beauveria sp. (azul) y Metarhizium sp. (rosado).

Seis aislamientos del género Metarhizium fueron elegidos en funcidn del desarrollo de la
colonia y la produccidn de conidios para realizar los ensayos de crecimiento radial y ensayos de
germinacién de aceite (Sahayaraj y Namasivayam, 2008). Posteriormente, y de acuerdo con las
mejores indices de crecimiento radial y valores de germinacidn, se seleccionaron cuatro de esos

seis aislamientos para realizar bioensayos y andlisis molecular.

Tabla 3.2. Aislamientos obtenidos mediante el protocolo de “fungal bait” en suelos bajo distintos
regimenes de produccion. Se muestra el nimero de acceso dentro de la coleccidn micoldgica del
CEPAVE (La Plata) y el total de aislamientos de cada sitio. “M” corresponde a Metarhizium “B” a

Beauveria y “P” a Purpureocillium.

Sitios de Muestreo de suelo - Aislamientos obtenidos

Miguel Mas INTA -Pocito Tia Nora Los Olivos
Cep 413 M Cep374 M Cep391 M -
Cep 403 M Cep410M Cep394P -
Cep 376 M Cep 383 M Cep 407 M -
Cep372 M Cep 399 M Cep 381 M -
Cep 382 M Cep 401 M - -
Cep373 M Cep392 M - -
Cep375M Cep 380 M - -
Cep 397 M Cep 388 M - -
Cep 385 M Cep 406 M - -
Cep4l12 M Cep 409 M - -
Cep 377 M Cep 404 M - -
Cep4ll M Cep 384 M - -
Cep 389 M Cep 400 M - -
Cep 393 M Cep 405 M - -
Cep 390 M Cep 398 M - -
Cep 396 M Cep4158B - -
Cep 386 M - - -
Cep379 M - - -
Cep 387 M - - -
Total 19 15 4 0
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3.2 FILTROS DE TEMPERATURA

Mediante este ensayo pudieron obtenerse los aislamientos que mejor respondieron a
condiciones de elevada temperatura. De acuerdo con Saito et al. (2012) 6 aislamientos fueron
seleccionados (CEP381, CEP413, CEP375, CEP388, CEP401 y CEP409) por presentar las mejores
caracteristicas en cuanto a crecimiento y esporulacion, desde el punto de vista cualitativo. Todos
los aislamientos fueron capaces de crecer y esporular en el rango de 20 — 33 °C. Ningun

aislamiento mostro crecimiento a 37 °C o mas (Tabla 3.3).

En cuanto a la produccién de esporas, en todos los aislamientos se encontré presencia de
conidios para todo el rango de temperaturas, excepto en 37 y 40 °C, lo cual es légico ya que bajo

estas temperaturas no hubo crecimiento.

Tabla 3.3. Evaluacidn cualitativa del crecimiento y esporulacion de los

aislamientos en un rango de temperaturas de 20-40 °C.

Temperatura (°C) Crecimiento Esporulacién
20 Si Si
25 Si Si
28 Si Si
33 Si Si
37 No No
40 No No
3.3 POSTULADOS DE KOCH

La evaluacién del cumplimiento de los postulados de Koch nos permitié certificar la
patogenicidad de los aislamientos obtenidos. Todos los aislamientos pudieron ser recuperados
de cadaveres de larvas de T. molitor luego del periodo de reinfeccién (Figura 3.2). Previo a cada

ensayo, todos los aislamientos fueron reactivados en larvas de T. molitor.
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Figura 3.2. Comprobacién de patogenicidad mediante los postulados de Koch. Infeccién e incubacién en suelo

estéril (a). Re-aislamiento a través de larvas esporuladas (b-c)

3.4 CRECIMIENTO RADIAL

El test ANOVA de una via para la tasa de crecimiento a 30 + 1 °C durante 12 dias mostré
diferencias entre los aislamientos durante el periodo de crecimiento total (p <0,0001). Los
aislamientos CEP401 (52,6 mm) y CEP381 (44,98 mm) mostraron los valores mas altos de
crecimiento y fueron significativamente diferentes de los otros aislamientos (Figura 3.3). El resto
de los aislamientos mostraron valores de tasa de crecimiento entre 24-30 mm, sin diferencias

estadisticas entre ellos.
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Figura 3.3. Curva de crecimiento radial a 30 + 1 °C para los aislamientos seleccionados. Las barras de error
representan la desviacion estandar para 3 réplicas. Letras distintas indican diferencias significativas entre los

aislamientos (LSD-Fisher 0,05).

3.5 GERMINACION EN ACEITES VEGETALES

La germinacidn en aceites vegetales se vio influenciada tanto por el tipo de aceite como
por la concentracidn del mismo. Una interaccidn significativa del modelo (p<0,0001) no permitio
establecer que alguna de las combinaciones aceite/concentracion pueda ser seleccionada como
promotora de germinacién en todos los aislamientos. Posteriormente, se realizdé un ANOVA

particionado con el que se obtuvo el mejor medio para cada aislamiento.

Los valores de germinacion mas altos (Tabla 3.4) se encontraron en aceite de maiz 10%

v/v (CEP409 - 80,74% y CEP381 - 79,47%), aceite de oliva 10% v/v (CEP388 - 91,18% y CEP413 -
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81,13%) y aceite de girasol 10% v/v (CEP388 - 93,25% y CEP381 - 77,06%). Los valores de
germinacion mas bajos se encontraron en aceite de maiz 1% v/v (CEP381 - 9,03% y CEP401 - 3%),

Aceite de oliva 1% v/v (CEP388 - 6,95%) y aceite de girasol 1% v/v (CEP401 - 2,92%).

Los aislamientos CEP381 (Aceite de girasol 10% v/v), CEP401 (aceite de oliva 10% v/v),
CEP413 (Aceite de oliva 10% v/v) y CEP409 (aceite de maiz 10% v/v) fueron seleccionados para
posteriores ensayos, ya que mostraron valores de germinacién similares o superiores en esos
aceites en comparacion con los controles. El criterio de seleccidon para ensayos posteriores no
solo estuvo en funcién de la germinacién en aceites. Si bien, algunos aislamientos como CEP388
mostraron en algunos casos valores de germinacidn cercanos al 90%, al momento de la seleccién
se tuvo encuenta también el crecimiento radial (Fig 3.3). En este caso CEP388 mostro valores de
crecimiento mas bajos. Es por esta razén que CEP381 y CEP401 fueron seleccionados. En la Figura
3.4 puede apreciarse el campo visual y la germinacién de conidios en conjunto con los aceites

utilizados.
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Tabla 3.4. Porcentaje de germinacién (% + DS) de conidios de los aislamientos seleccionados en funcion de distintos tipos de
aceites vegetales y bajo diferentes concentraciones. Letras distintas indican diferencias significativas entre los aislamientos

(Tukey HSD test 0,05).

Concentracion de aceite (% v/v)

Aislamientos

CEP375 CEP381 CEP388 CEP401 CEP409 CEP413
Control (Agua + conidios) 63.43+4° 80.52+1.2F 97.52+1.8F 92.96+4¢ 69.77+2.2¢ 79.09+2.7¢PE
Control + Tween 0,05 % 74+1.8P¢ 67.72+1.1F 63.5243.28 65.09+1.9¢ 78.93+2.6° 86.6913.2F
Maiz 10% 50.67+0.9¢ 79.47+1.6F 73.08+2°¢ 51.36%0.18 80.74+2.3° 63.6312.448
Girasol 10% 15.89+3.8* 77.06x1.3F 93.25+2.8F 69.15+3.1¢ 31.9+1.68 67.79+4.5R8C
Oliva 10% 77.55+1.7¢ 22.23+2.18 91.18+1.4PF 79.46+3P 75.81+1.8P 81.13+1.4P¢
Girasol 1% 32.47+0.28 30.8740.8°¢ 83.36+2.5° 2.92+1.2A 14.83+1.9° 68.98+1.98¢
Maiz 1% 23.04+448 9.03+2A 5.39+1.74 3+0.5% 78.55+1.9P 71.24+3.98CP
Oliva 1% 26.43+3.3A8  45,15+0.5° 6.95+1.74 65.83+2.9¢ 21.84+1.2A 56.97+2.3A
Sign. <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0.0003
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Figura 3.4. Conidios en ensayos de germinacion. a) Conidios germinados de CEP381 en agua (Control). b) Conidios
germinados de CEP 388 en aceite de maiz 1% v/v. c) Conidios germinados de CEP401 en agua (Control). d) Conidios
germinados de CEP401 aceite de oliva 1% v/v. e) Conidios germinados de CEP413 en aceite de girasol 10% v/v. f)

Conidios germinados de CEP388 en aceite de oliva 10% v/v.
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3.6 PATOGENICIDAD EN PRIMULAS

Para los ensayos de patogenicidad, y en funciéon de los datos empiricos obtenidos
previamente, se seleccionaron los cuatro aislamientos que mejores resultados mostraron en
funcion de los ensayos de crecimiento radial y germinacién en aceites (CEP409, CEP401, CEP413
y CEP381). No se observd ninguna epizootia en los sitios muestreados durante los meses de
recoleccion de mosca blanca. En los ensayos de germinacién en aceites se seleccionaron los
mejores valores de germinacién para cada aislamiento seguin cada combinacién tipo de aceite vs.

concentracion vs. aislamiento fungico.

Se encontraron diferencias significativas (P<0.0001) entre los tratamientos de
patogenicidad vs. los tratamientos control. Los tratamientos control mostraron porcentajes de
mortalidad acumulada del orden de 7,22 + 2,41% para el control de agua destilada, del 12,5 +
3,63% para los controles con agua mas aceite de girasol y, por ultimo, aproximadamente 20%

para los controles de oliva (20,28 + 1,27%) y maiz (20,56 + 5,02%).

En los tratamientos de patogenicidad se registrd que los valores mas altos de mortalidad
se dieron en las formulaciones de aceite de girasol (CEP381) y aceite de oliva (CEP401) (46,94% y
45,83%, respectivamente). El aislamiento CEP381 no mostro diferencias estadisticas teniendo en
cuenta la mortalidad acumulada en formulaciones de agua y aceite (Figura 3.5). El resto de los
aislamientos evidencia diferencias de mortalidad entre cada aislamiento para las formulaciones
aceitosas vs. acuosas, siendo las primeras las que muestran valores de mortalidad acumulada mas

elevados. La mortalidad real y especifica de cada aislamiento viene dada por la diferencia entre
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los tratamientos con y sin conidios. Durante los tratamientos se encontraron adultos con signos

de micosis (Figura 3.6) ademas de los conteos de ninfas esporuladas (Figura 3.7).
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Figura 3.5. Mortalidad Acumulada (% * DE) de los aislamientos seleccionados en ninfas del segundo instar de B.
tabaci. Las aplicaciones se realizaron con una suspensién de 107 esporas/mL. Los ensayos de patogenicidad se
realizaron con agua destilada estéril y tres aceites a 10% (con conidios), los tratamientos de control se llevaron a
cabo con agua destilada estéril y tres aceites a 10% (sin conidios) durante 7 dias en 120 ninfas por hoja. El
experimento completo se repitio tres veces a 30°C y 45-65% de humedad relativa. Nota: Letras diferentes indican

diferencias significativas entre tratamientos (Fisher LSD 0,05).
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Figura 3.6. Adulto de B. tabaci mostrando una
infeccién por Metarhizium sp. (CEP381). El
insecto queda adherido a la hoja vy
posteriormente se produce la esporulacion y
liberacién sucesiva de conidios. Fotografia:

Juan Aguilera Sammaritano.

Figura 3.7. Ninfas N2 de B. tabaci con desarrollo externo de micelio (CEP401). Coloracién oscura de ninfa tipica de la

micosis con hongos entomopatdgenos (a). Ninfa esporulada con desarrollo externo de micelio (b). Fotografia: Juan

Aguilera Sammaritano.

3.7 IDENTIFICACION MOLECULAR
Los productos de la amplificacion de la reacciéon en cadena de la polimerasa a partir de

aislamientos fungicos con los cebadores ITSs (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITSs (5'-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') generaron productos de entre 530 y 620 nucledtidos de
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longitud. Las busquedas de BLAST-N revelaron similitudes elevadas con secuencias asignadas a la
especie Metarhizium anisopliae: CEP 381 (100%), CEP 401 (100%), CEP 409 (95%), y CEP 413

(92%).

Las colonias de Metarhizium en medio de cultivo especifico (Figura 3.8) presentaron un
crecimiento de micelio con borde blanco y con grupos de conidiéforos que se tornan coloreados
al multiplicarse los conidios, con diferentes variaciones de color: de olivo a amarillo verdoso, de
olivo a verde, decolorada en el envés, de color miel o amarillo palido y pigmento amarillo que se
difunde en el medio. Sin embargo, aunque desde el punto de vista morfoldgico se puedan apreciar
diferencias (Figura 3.8), la plasticidad fenotipica de algunas especies de Metarhizium nos obliga a

contar con andlisis moleculares para determinar de forma precisa su identidad.

La reconstruccién filogenética basada en el método de Maxima Verosimilitud confirmoé
claramente que los cuatro aislamientos pertenecen al género Metarhizium (Figura 3.9). Sin
embargo, la caracterizacidn a nivel de especie no es inequivoca. Si bien todos los aislamientos se
encuentran dentro de un sub-clado con buen soporte (bootstrap 94%) que comprende cepas de
referencia del grupo nucleo de Metarhizium (M. anisopliae, M. brunneum, y M. robertsii), la
resolucién de delimitacion de especie es baja dentro de este sub-clado. En consecuencia, los
aislamientos carecen de una asociacion firme con una especie en particular. Mientras que los
aislamientos CEP381, CEP401 y CEP413 parecen estar mas estrechamente relacionados con la
especie M. brunneum o M. robertsii, el aislamiento CEP409 se encuentra en una posicion externa

al grupo con respecto a todas las demas secuencias comprendidas en el sub-clado.
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Figura 3.8. Colonias de Metarhizium creciendo en medio especifico para Metarhizium (Dobersky y Tribe, 1987). Se
puede observar la morfologia de cada colonia y sus respectivos conidios (derecha). Escala medida en micrometros.
Fotografia: Juan Aguilera Sammaritano.
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Por otra parte, se ha encontrado que los aislamientos CEP409 y CEP413 forman largas

ramas terminales que podrian ser indicativas de una rapida evolucion en la secuencia.

002 4152 95 — M. brunneum ARSEF 4152
2107 M. brunneum ARSEF 2107
— 413 Isolate 413
2575 M. robertsii ARSEF 2575
401 Isolate 401
727 M. robertsii ARSEF 727
g4 | 281 Isolate 381
| 7487 M. anisoplise ARSEF T487
257.80 M. pingshaense CBS 257.80
_|‘|914 88 — M. majus ARSEF 1814
94 1015 a4 M. majus ARSEF 1015
{ 6238 M. guizhouense ARSEF 6238
258.80 M. guizhousnse CBS 258.90
409 Isolate 409
100 ml M. lepidiotac ARSEF 7488

M. lepidiotae ARSEF 7412
100 M. acridum ARSEF 7486
99 ! M. acridum ARSEF 324
M. globosum ARSEF 2596
98 r M. frigidum ARSEF 4124
M. Ravoviride ARSEF 2133
Beauveria bassiana ARSEF 751

Figura 3.9. Filogenias de Maxima Verosimilitud (ML) del género de hongos Metarhizium reconstruida a partir de
secuencias de espaciadores transcritos internos (ITSs-ITSs). Para mejorar la resolucidn, el filograma se ha ampliado
en un cladograma para el sub-clado que comprende los aislamientos (CEP). La barra de tamafio del filograma
representa una divergencia en la secuencia del 2%. Las ramas terminales han sido etiquetadas por especie y nimero
de acceso (BLAST-N). Los valores de Bootstrap superiores al 90% se indican como nimeros en las ramas internas. La

secuencia de ortdlogos del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana se ha usado como grupo externo.
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3.8 MONOSPORICOS VS. POLISPORICOS

El analisis de la varianza muestra diferencias significativas entre los distintos tratamientos
(p<0,0001). La mayor mortalidad (94%) se generd en el tratamiento “Polispérico completo” (FP)
y la menor (32%) fue observada en la CEP413 del tratamiento Monospérico Individual (Ml) (Figura
3.10). Los efectos en las larvas se encuentran representados en la figura 3.11. El resto de los
aislamientos Ml y el tratamiento Polispdrico Parcial (PP) arrojaron valores de mortalidad

intermedios (56-70%). La mortalidad en los controles fue del 0%.
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Figura 3.10. Porcentaje de mortalidad en larvas de T. molitor ocasionada por distintos tratamientos (FP, PP y Ml). La
mortalidad de midid a los 4 dias. Letras distintas indican diferencias significativas (Test Tukey HSD 0,5). Las barras de

error muestran la desviacidn estandar para 5 repeticiones.
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Figura 3.11. Proceso de infeccion en muestras de suelo en proceso de aislamiento de hongos entomopatdgenos para
Monospdricos vs Polispdricos. a) Bandejas con larvas de T. molitor en camara de cria, b) larvas infectadas con signos

de micosis externa (blanca) y esporuladas (verde) con Metarhizium sp.
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En cuanto al porcentaje de esporulaciéon al sexto dia post infeccién, se observo
nuevamente que el mayor porcentaje de larvas esporuladas (92,39%) se encontré en el
tratamiento FP, encontrdndose diferencias significativas (p<0,0001) con el resto de los
tratamientos (Figura 3.12). El resto de los tratamientos mostraron porcentajes de esporulaciéon
en el rango del 40 al 60%. El menor porcentaje de larvas esporuladas se encontré en el aislamiento

CEP413 (MI) con 37% de larvas esporuladas.
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Figura 3.12. Proporcidn (%) de las larvas de T. molitor esporuladas en el sexto dia post infeccidn. Los tratamientos se
realizaron para FP (Polisporico completa) utilizando cepas silvestres, PP (Polisporico parcial) con 4 cepas
monosporicas combinados y MI (CEP413, CEP589, CEP590, y CEP591) usando aislamientos monospdricos aplicados
de forma individual. El recuento de larvas esporuladas se hizo en el sexto dia post infeccion. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (test Fisher LSD 0,05). Las barras de error representan la desviacion

estandar para 5 repeticiones. El ensayo completo se repitié dos veces.
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3.9 PRODUCCION DE BIOPOLIMEROS

Todos los aislamientos mostraron una gran produccién de micelio en el medio MOPT, con
valores de 11,25 a 15,47 g/L (Tabla 3.5). Por otro lado, la produccion de Polimeros extracelulares
(PEC) también fue mayor cuando los aislamientos se hicieron crecer en medio MOPT, a excepcién
de la CEP388, que mostré una produccién levemente superior en medio PMP. El aislamiento
CEP413 (Metharhizium sp.) alcanzé un valor de produccién de PEC de 7,3 g/L en medio MOPT y
6,93 g/L en medio PMP. Este resultado es bastante mas elevado que el alcanzado por otros

aislamientos de Metarhizium (Ejemplo: 1,73 g/L) descripto previamente por Lillo et al. (2014).

Por otro lado, el otro género que fue evaluado (Lecanicillium sp.) mostrd un valor maximo
de PEC de 4,6 g/L en medio MOPT. Estos valores coinciden con los encontrados por Park et al.
(2001). Desde el punto de vista de la recuperacién de polimeros, el proceso de recuperacién de
PEC fue mas eficiente cuando se utilizd etanol (suplementado con CaCly). Esto permitido una
recuperacién de mayores cantidades de PEC en comparacion con la precipitacién con
Isopropanol. Si bien los valores de azucares residuales fueron menores de lo esperado, los valores
mas altos se encontraron nuevamente en el aislamiento CEP413 cuando se hizo crecer en medio

MOPT (134,42 g/L). Las cantidades de azucares residuales variaron entre 103 y 138 g/L.
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Tabla 3.5. Valores de produccidn de biomasa (g/L) y polisacéridos extracelulares (PEC) de los aislamientos
seleccionados. Los valores de azlcares residuales corresponden a cultivos de 7 dias de fermentacion.

Aislamiento Medio Biomasa (g/L) PEC(g/L) Agente precipitador  Azlcares residuales
CEP381 MLP 1 7,51 3,99 Etanol 26,99
CEP381 MLP 2 0,95 Isopropanol 32,74
CEP381 PMP 1 10,8 1,54 Etanol 40,09
CEP381 PMP 2 1,11 Isopropanol 50,09
CEP381 MOPT 1 11,25 4,04 Etanol 108,97
CEP381 MOPT 2 2,37 Isopropanol 107,52
CEP388 MLP 1 8,58 2,27 Etanol 23,6
CEP388 MLP 2 0,52 Isopropanol 32,28
CEP388 PMP 1 11,56 5,02 Etanol 34,93
CEP388 PMP 2 4,66 Isopropanol 34,07
CEP388 MOPT 1 15,47 4,97 Etanol 108,76
CEP388 MOPT 2 3,98 Isopropanol 105,93
CEP409 MLP 1 9,18 3,57 Etanol 19,66
CEP409 MLP 2 0,74 Isopropanol 17,62
CEP409 PMP 1 12,82 1,34 Etanol 50,79
CEP409 PMP 2 1,18 Isopropanol 46,2
CEP409 MOPT 1 12,06 4,58 Etanol 103,71
CEP409 MOPT 2 2,12 Isopropanol 89,02
CEP413 MLP 1 9,5 1,93 Etanol 32,13
CEP413 MLP 2 0,74 Isopropanol 32,89
CEP413 PMP 1 15,21 6,123 Etanol 41,6
CEP413 PMP 2 6,93 Isopropanol 441
CEP413 MOPT 1 14,27 7,25 Etanol 130,04
CEP413 MOPT 2 7,31 Isopropanol 138,8
LY 72.14 MLP 1 13,51 1,33 Etanol 12,09
LY 72.14 MLP 2 1,09 Isopropanol 16,2
LY 72.14 PMP 1 13,67 2,9 Etanol 23,75
LY 72.14 PMP 2 1,62 Isopropanol 24,12
LY 72.14 MOPT 1 13 4,65 Etanol 103,76
LY 72.14 MOPT 2 4,19 Isopropanol 106,72

3.10 SUSCEPTIBILIDAD A FUNGICIDAS
Cada especie (Lecanicillium, CEPO63; Beauveria, CEP229; Isaria, CEP315 y Metarhizium,

CEP413) mostré una susceptibilidad particular a distintos fungicidas (Figura 3.13). Los fungicidas
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con un primer grado de compatibilidad (aquellos que no fueron significativamente distintos al
tratamiento control) fueron: Teldor® (CEP063, CEP315 y CEP413) y Captan® (CEP063). El Unico
fungicida bajo un segundo grado de compatibilidad (si bien ejerce un efecto negativo, los
aislamientos aun son capaces de crecer) fue Rovral® 50 PH (CEP063, CEP229, CEP315, CEP413).
En un tercer grado de compatibilidad, aquellos en los que se aprecia un efecto negativo en el que
el crecimiento no alcanza el 50% del valor control, se puede citar a Carbendazim® (CEP063,
CEP315 y CEP413). Dentro de los fungicidas incompatibles se encuentra Systhane® (CEP063,
CEP229, CEP315, CEP413), que inhibié completamente el crecimiento de las 4 especies, ademas
en el caso de CEP229, los fungicidas Switch®, Carbendazim® y Captan® también resultaron
incompatibles. En la cepa CEP413 de Metarhizium se encontré que Captan® favorecidé el

crecimiento radial siendo este incluso superior al tratamiento control (Figura 3.13).

3.11 ENDOFITIZACION — DATOS PRELIMINARES

Debido a que los experimentos estan en curso, no se dispone aln de analisis estadisticos;
sin embargo, los primeros datos sugieren que es factible endofitizar y recuperar distintas especies
de ETP en plantas de berenjena via foliar y peciolar. Datos preliminares muestran que al menos
por periodos no superiores a 15 dias los conidios de Beauveria bassiana (CEP229) y de
Metarhizium robertsii (CEP409) han podido recuperarse y ser viables en medio de cultivo
(Dobersky y Tribe, 1980). Los estudios en este tema seguiran desarrollandose hasta obtener los
periodos maximos durante los cuales las esporas pueden permanecer viables dentro del tejido
foliar de Solanum melongena. Posteriormente se pretende realizar pruebas sobre el grado de
patogenicidad sobre B. tabaci que puedan presentar distintas especies de ETP endofitizadas en
berenjenas. En la figura 3.14 puede observarse la obtencién de las cepas endofitizadas.
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Figura 3.13. Crecimiento radial en funcidon del efecto inhibitorio de 6 fungicidas comerciales aplicados en las dosis recomendadas por el fabricante. Letras

distintas representan diferencias significativas entre los tratamientos de cada especie (LSD Fisher 0,05).
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Figura 3.14. Procedimiento de recuperacion de cepas endofitizadas en Solanum melongena. Esterilizacion superficial de hojas

y peciolos (a,b). Re-aislamiento en medio de cultivo completo (c,d). Micelio de dos dias de emergencia (e,f).
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DISCUSION

JUAN AGUILERA SAMMARITANO




4. DISCUSION

4.1 AISLAMIENTO DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS

La técnica de obtencidn de especies fungicas permitié obtener un gran nimero de
aislamientos de hongos entomopatdgenos. Sin embargo, la biodiversidad en cuanto a géneros
fue relativamente baja. Se encontraron tres géneros, uno de los cuales (Metarhizium) fue
mucho mas abundante que los otros (Beauveria y Purpureocillium). Esto no significa
necesariamente que la diversidad de ETP en los suelos aridos sea baja. Algunos autores
(Meyling, 2007) sefialan que el método cebo (“fungal bait”) es util para obtener rdpidamente
las cepas mas virulentas, ya que son las primeras que atacan y generan la muerte de las larvas.
Sin embargo, cada especie de insecto usada como cebo podria tener diferente grado de
susceptibilidad al ataque de distintas especies de ETP, del mismo modo que es ya conocido
que distintas cepas de cada ETP tienen afinidad por distintos insectos hospedantes (Brady,
1979). En el caso puntual de Metarhizium se ha encontrado un gran nimero de especies a las
cuales puede parasitar. Entre estas se puede citar a distintas especies de mosca blanca
(Malsam et al., 2002), langostas (Bateman et al., 1992), moscas de los frutos (Boudjelida y

Soltani, 2011), y escarabajos (Schapovaloff et al., 2014), entre otros.

Hay evidencia que permite afirmar que la aplicacién de algunos fungicidas utilizados
intensivamente en cultivos son capaces de afectar la biodiversidad de microorganismos del
suelo (Turbé et al., 2010; Sutowicz et al., 2016). Sin embargo, en este estudio no se ha
demostrado que las muestras de suelo provenientes de campos bajo agricultura organica
posean mayor diversidad de géneros fungicos (sélo en cuanto a ETP) que aquellas
provenientes de suelos bajo agricultura convencional. La abundancia de Metarhizium spp. en

los suelos agriculturales muestreados (mayor al 90%) es elevada en comparacién con estudios
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de suelos de otras regiones, en las que el género Beauveria es generalmente el mas
representativo (Meyling y Eilenberg, 2006; Ali Derakhshan, 2008). Tal vez esto se deba, en
primer lugar, a que no existen en la actualidad un gran nimero de estudios que analicen la
presencia de ETP provenientes de suelos aridos. En segundo lugar, cabe mencionar que varios
estudios han sefalado a distintas especies del género Metarhizium (Bateman et al., 1992),
como uno de los géneros que mejor tolera altas temperaturas. Se tiene evidencia de que, en
términos generales, las especies del género Metarhizium son capaces de tolerar condiciones
de temperatura mas elevadas que las del género Beauveria. Esta podria ser la razén por la cual

Metarhizium ha sido tan abundante en las muestras de suelo arido colectadas en San Juan.

4.2 FILTROS DE TEMPERATURA

De los ensayos de temperatura pudieron obtenerse datos precisos sobre el
crecimiento radial a 30 °C. Si bien todos los aislamientos fueron capaces de crecer y esporular,
dos aislamientos (CEP381 y CEP401) se destacaron sobre el resto por mostrar una capacidad
de crecimiento mayor a la temperatura mencionada. En la actualidad, hay estudios que han
demostrado que el grado de tolerancia a distintos factores ambientales es fundamental en la
definicidn de virulencia que tiene cada aislamiento. Dentro de las variables mas utilizadas se
encuentran, ademas de la tolerancia térmica, la tolerancia a la desecacién, a la luz UV y
distintos tipos de radiacion, al almacenamiento (en frio o a temperatura ambiente), entre
otros (Lord, 2005; Lord, 2011).

Es importante, antes de definir el grado de patogenicidad de uno o varios aislamientos,
conocer la respuesta que presenta a algunas de las variables mencionadas. Es frecuente
encontrar en la literatura ciertos aislamientos que muestran a priori porcentajes de

patogenicidad y virulencia altamente prometedores (en algunos casos cercanos al 100%), pero
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que solo mantienen esos porcentajes a valores de temperatura no superiores a 25 °C y
humedades relativas cercanas al punto de saturacidn. Es ampliamente aceptado que, en la
mayor parte de los aislamientos probados, el porcentaje de patogenicidad estd
estrechamente relacionado con las condiciones ambientales. De esta manera, la eficiencia se
ve alterada cuando las condiciones ambientales no son las adecuadas o cuando se trabajan a
mayores temperaturas o humedades relativas mas bajas. Esta puede ser la principal barrera
gue no ha permitido una implementacién efectiva y extensiva de formulaciones de ETP para
el control bioldgico a nivel global.

En este estudio, los filtros de temperaturas han permitido seleccionar con anterioridad
a los ensayos de patogenicidad, los aislamientos que mejor respondieron ante condiciones de
estrés térmico. De esta manera, podemos contar con aislamientos que son capaces de ser
biolégicamente activos bajo condiciones que para el resto de los aislamientos constituyen un

claro estrés térmico.

4.3 GERMINACION EN ACEITES VEGETALES

Se puso a prueba el efecto de aceites vegetales en la germinaciéon de los conidios.
Desde el punto de vista estadistico no pudo encontrarse un aceite determinado que, en
distintas concentraciones, favoreciese el porcentaje de germinacién en todos los aislamientos.
Lo que se encontré es que los conidios de cada aislamiento responden de forma distinta segin
el tipo de aceite y concentracidén en los que se evalle la germinacion. Los porcentajes de
germinacién fueron superiores al 80% solo en los tratamientos en los que el aceite se
encontraba en la concentracion de 10%. En estos casos, los valores que se encontraron no
fueron distintos de los controles (agua y agua + Tween® 80), por lo tanto, puede sugerirse que

la aplicacién de conidios en aceites vegetales (girasol, maiz y oliva) no influye negativamente
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en el tiempo y porcentaje de germinacidn siempre que se aplique en una suspensién al 10%.
Algunos autores (Malsam et al., 2002) han utilizado aceites vegetales en concentraciones de
0,1, 0,5 y 1%, obteniendo los mejores resultados en el control de T. vaporariorum con M.
anisopliae con suspensiones de conidios y 1% de aceite. Otros autores (Ummidi y Vadlamani,
2014) han utilizado concentraciones de aceites que van desde el 1 al 3%. Santi et al. 2011
obtuvieron valores de mortalidad del 100% utilizando aceite de soja al 10% para controlar

Dysdercus peruvianus con M. anisopliae.

La capacidad de las esporas de algunos ETP para germinar en formulaciones de aceite
y ser capaces de infectar objetivos especificos es crucial para implementar programas de
manejo integrado de plagas, sobre todo en lugares con altas temperaturas, elevada radiacion

UV y baja humedad atmosférica (Fernandes et al., 2015).

Segun el Banco Mundial, con datos de la FAO, en 2009 el total de tierras cultivadas a
nivel global alcanzaba 1.381.090.000 hectareas, o 13.810.900 kilémetros cuadrados, es decir
el 9,3% de la tierra firme. De ese porcentaje, Argentina ocupa el décimo lugar del ranking de
paises con mayor superficie cultivada (2,3%). Teniendo en cuenta que los climas aridos y
semidridos abarcan el 20% de la superficie terrestre (Figura 4.1), y que solo un 9% de la
superficie es cultivable, es imprescindible optimizar los métodos de control biolégico en
aquellos agro-ecosistemas en los que, por razones climaticas, el Unico control de plagas

posible es el quimico.

Segun el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (UNEP), la
superficie arida y semidrida de la Argentina ocupa un 43% de la totalidad de su territorio
(Figura 4.2). Tener en cuenta los indices de aridez y la distribucion de los agro-ecosistemas es

crucial para la implementacién exitosa de distintos programas para el manejo integrado de
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plagas. En este estudio se han realizado pruebas exitosas que nos permiten aportar
informacién relevante para el uso de ciertos aislamientos de hongos entomopatdgenos en

agro-ecosistemas de zonas aridas.
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Figura 4.1. Distribucidn de aridez a nivel global. Fuente: Millennium Ecosystem Assessment.
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Figura. 4.2. indice de aridez en Argentina, 2010. Fuente: UNCuyo. IADIZA (CONICET)

4.4 PATOGENICIDAD SOBRE MOSCA BLANCA

Los hongos entomopatdgenos son considerados como una herramienta interesante
para el control biolégico de insectos plaga de cultivo. La capacidad de crecer y producir
propagulos infecciosos a altas temperaturas constituye una caracteristica deseable para su
aplicacion en ambientes aridos o semiaridos. Los aislamientos seleccionados fueron capaces
de crecer e infectar ninfas del segundo estadio de B. tabaci a 30 °C y 45-65% de humedad
relativa. Estos datos muestran la capacidad de actuar bajo condiciones de entre 3-10 °C mas y
alrededor de 30-50% menos de humedad relativa en comparacidn con aislamientos que se
han probado para propdsitos de control bioldgico similares a nivel global (Tabla 4.1). La
humedad ha sido considerada como uno de los problemas criticos en relacion al desarrollo de
micelio (tanto en laboratorio como pruebas de campo), al menos en Beauveria bassiana

(Scholte et al., 2004). Si las condiciones ambientales no son adecuadas para la produccion
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externa de micelio y la consecuente produccion y liberacién de conidios en el ambiente, se
presume que las aplicaciones inundativas de conidios han de repetirse con frecuencia. De esto
se desprende que, bajo ciertas condiciones ambientales, el ciclo de los ETPs no se cumple de
manera completa. En este caso, las esporas aplicadas pueden infectar y eliminar los insectos
“blanco”, pero no son capaces de producir micelio externo, esporular sobre los cadaveres y
liberar conidios. Sin embargo, el objetivo en condiciones ambientales hostiles podria ser
infectar y matar por contacto las plagas de los cultivos, como el caso de los pesticidas quimicos
no persistentes, en lugar de establecer ciclos continuos de infeccién como los descriptos en

algunas epizootias naturales (Bateman et al., 1992).

En este estudio, la mortalidad acumulada sugiere que las formulaciones de aceite
pueden aumentar los porcentajes de infectividad. Los aislamientos CEP401, CEP409 y CEP413
han demostrado un ligero aumento de la mortalidad cuando se comparan las formulaciones
de aceite frente a suspensiones de agua. Se sabe que el aumento de la infectividad de
entomopatdgenos pertenecientes al Orden Hypocreales en aceites es debido a su mayor
adhesividad a la cuticula hidrofébica del insecto, mientras que las formulaciones de agua no
se adhieren y se pierden antes de que los conidios puedan germinar e infectar (Bateman et
al., 1992). Una segunda posible explicacion puede ser la distribucion irregular de los conidios
en formulaciones de agua. Esto esta en concordancia con nuestros datos experimentales,
salvo CEP381, que no ha mostrado ninguna diferencia en la mortalidad cuando se aplica en
formulaciones de agua o aceite. Malsam et al. (2002) encontraron que los conidios de M.
anisopliae se pueden distribuir de manera mas uniforme en formulaciones de aceite,
cubriendo de forma mas regular la cuticula de ninfas de T. vaporariorum, pero, sin la adicién

de aceite a la suspension de esporas, los conidios se distribuyen de forma muy irregular en el
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tegumento de las moscas blancas. “Alrededor del 30% de las ninfas y huevos fueron
totalmente cubiertos con masas de conidios y otras ninfas quedaron casi libres de esporas”

(Malsam et al., 2002).

La capacidad de las esporas de ETP para germinar en las formulaciones de aceite e
infectar objetivos especificos es crucial para implementar programas de Manejo integrado de
plagas, sobre todo en lugares con altas temperaturas, alta radiacion UV y baja humedad
atmosférica. Aungque no hay mucha investigacidn sobre este tema en particular, un tipo similar
de eficacia mejorada de M. flavoviride para controlar a la langosta del desierto (Schistocerca
gregaria) a 30 °C y 35% de humedad relativa fue realizada por Bateman et al. (1992),
obteniendo, como en este estudio, una mayor eficacia en las formulaciones de aceite en esas
condiciones ambientales. Yousef (2014) detect6 porcentajes de mortalidad de alrededor del
50% en S. gregaria utilizando B. bassiana a 27 + 2 °Cy 70 + 5% de humedad relativa. Nuestro
estudio también estd en concordancia con Malsam et al. (2002) que informa de porcentajes
de mortalidad que alcanzaron el 44% en B. tabaci y 57,6% en T. vaporariorum usando M.
anisopliae a 25 °C y 80% humedad relativa. Es interesante destacar que en comparacion con
Malsam et al. (2002), en este estudio se obtuvieron porcentajes de mortalidad similares bajo
condiciones de humedad relativa menor. Esto es util ya que desde el punto de vista de la
aplicacion bajo condiciones de estrés térmico e hidrico, estos aislamientos pueden ser mas
versatiles. Si bien Metarhizium no es un género que se asocie frecuentemente como patégeno
para moscas blancas, algunas cepas han demostrado ser virulentas contra esta especie.
Estudios de crecimiento de hongos tales como el crecimiento radial, germinacién y

esporulacién han sido muy utiles en la caracterizacidon de EPF (Almeida et al., 2005), y estos
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pardmetros son importantes en la definicidn de la virulencia de las cepas fungicas (Islam et al.,

2014).

Tabla 4.1. Comparacidn entre las condiciones generales usadas para probar la patogenicidad del EPT en mosca
blanca. Se puede observar el rango de aplicacién efectiva (temperatura y humedad relativa) de otras
investigaciones con las de este estudio. SP/mL (esporas aplicadas por ml); Mort (mortalidad acumulada), HR
(Humedad relativa).

Especie flngica Especie blanco Temp. HR Sp/mL Mort. Aceite Fuente

L. muscarium B. tabaci 20+1°C 95% 1x107 63% 0.02% Agral Cuthbertson et al.,2005b
L. muscarium B. tabaci 20+1°C 85% 1x107 92% Aceite en aerosol Cuthbertson et al., 2008
L. muscarium B. tabaci 20+1°C 85% 1x107 68% - Cuthbertson et al., 2008
M. anisopliae B. tabaci 20+1°C - 5x10° 100% Coco + Soja Batta, 2003

M. anisopliae B. tabaci 18-30°C - 6x10% 100% Coco + Soja Batta, 2003

M. anisopliae T. vaporariorum  25°C 80% 5x108 100% 0.1% girasol Malsam et al., 2002

M. anisopliae T. vaporariorum  25°C 80% 5x10° 70% 0.1% colza Malsam et al., 2002

M. anisopliae T. vaporariorum  25°C 80% 5x108 50% 0.1% oleato de potasio  Malsam et al., 2002

I. fumosorosea B. tabaci 25+2°C 90% 1x107 99% - Murillo et al., 2015

1. javanica B. tabaci 25+1°C - 1x107 90% Cebada Xie et al., 2016

1. javanica B. tabaci 25+1°C - 1x107 96% Cebada + 5% larvas Xie et al., 2016

B. bassiana B. tabaci 27+3°C 75+8% 1x107 67.8% 0.05% Tween" 80 Ruiz Sanchez et al., 2009
M. anisopliae B. tabaci 25+1°C 70+£10% 1x108 73.6% 0.02% Tween"® 80 Islam et al., 2014

M. anisopliae B. tabaci 25+1°C 70+£10% 1x108 54.8% 0.02% Tween"® 80 Islam et al., 2014

M. anisopliae B. tabaci 25+1°C 70+10% 1x108 84.3% 0.02% Tween® 80 Islam et al., 2014
CEP381 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x107 45.55%  0.05% Tween® 80 Este estudio

CEP381 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x10° 46.91%  10% girasol Este estudio

CEP401 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x107 32.77%  0.05% Tween® 80 Este estudio

CEP401 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x107 45.83%  10% oliva Este estudio

CEP413 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x107 35% 0.05% Tween" 80 Este estudio

CEP413 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x107 41.94%  10% oliva Este estudio

CEP409 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x107 30.55% 0.05% Tween® 80 Este estudio

CEP409 B. tabaci 30+1°C 45-65% 1x107 36.11%  10% maiz Este estudio
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Los resultados de nuestro estudio sugieren una relacién entre la tasa de crecimiento y
la patogenicidad. Dos aislamientos (CEP381 y CEP401) han mostrado las tasas mas altas de
crecimiento y estos dos aislamientos han generado los valores mas altos de mortalidad a 30
°C y 45-65% de humedad relativa. Sin embargo, los efectos sobre la mortalidad de
formulaciones con y sin aceite en ambos aislamientos son similares. Aunque tanto CEP381
como CEP401 han mostrado resultados prometedores, se necesitan mas estudios para

mejorar su aplicacion para su uso en control bioldgico de mosca blanca.

4.5 IDENTIFICACION MOLECULAR

Desde el punto de vista de la identificacion molecular de los aislamientos obtenidos se
obtuvieron elevados grados de similitud con tres especies del grupo nucleo de Metarhizium.
Los aislamientos obtenidos presentaron similitudes mayores al 99% con M. anisopliae, M.
robertsiiy M. brunneum. Sin embargo, no pudo encontrarse una asociacion clara a una especie
en particular. Debido a que las diferencias morfoldgicas que separan a las tres especies nucleo
son bastante difusas (Bridge et al., 1993), no alcanzan para separarlas taxondmicamente. Esto
se debe, en parte, al elevado grado de plasticidad fenotipica sumado a una alta tasa de
hibridacién que ocurre continuamente. Fernandes et al. (2009) han realizado andlisis
morfométricos y moleculares con el fin de establecer si distintas especies de Metarhizium
pueden separarse por sus caracteristicas morfoldgicas. Estos autores concluyeron que la
identificacion basada solamente en caracteristicas morfoldgicas es extremadamente dificil,
debido en parte, a la falta de claves de identificacién basadas en morfologia, lo que puede dar
lugar a errores de identificacion. El tamafio y forma de los conidios tampoco es un caracter
gue ayude a discriminarlos de forma clara. Si bien la macro morfologia de la colonia podria

ayudar, nos encontramos con que ésta esta en funcion del medio de cultivo y las condiciones
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bajo las cuales las colonias crezcan (Entz et al. 2005), generando colonias verdes claras, verdes
oscuras, amarillas, blancas e incluso marrones (Fernandes et al., 2009). Otros autores (Rangel
et al., 2005; Fernandes et al., 2008) han observado, ademas de una gran variabilidad
morfoldgica, una alta variabilidad en la termotolerancia de aislamientos de M. anisopliae

cuando los conidios fueron expuestos a temperaturas altas y bajas.

Es fundamental, por lo tanto, que la clasificacion definitiva que nos ayude a diferenciar
a una especie de otra, sea realizada con procedimientos de caracterizacién molecular. Es
necesario, ademas, analizar mas en profundidad el uso de ciertas técnicas moleculares, como
por ejemplo mayor nimero de “primers” para obtener datos de filogenia mas precisos y poder
separar de forma mds clara las distintas especies presentes dentro del gran grupo

Metarhizium.

PROYECCIONES ACTUALES

MONOSPORICOS VS POLISPORICOS

Desde el punto de vista de los analisis de patogenicidad sobre un insecto modelo (T.
molitor) se registraron datos que sugieren claramente el uso de aislamientos polispdricos
sobre cepas monospdricas. No sélo se obtuvo un porcentaje de mortalidad mas elevado en
los tratamientos polispdricos (cercanos al 100%), sino que, ademas, se observé un nivel de
esporulacién mas temprano. Esto apunta a la hipdtesis cldsica de que una mayor diversidad
genética de los aislamientos aplicados proporciona un abanico de mecanismos de ataque
mayor, que resulta en una superacion mas temprana de las defensas del insecto. Al cuarto dia
post inoculacién se observaron valores de mortalidad de casi el 100% de las larvas infectadas.
Al sexto dia, mas del 90% de estas larvas estaban completamente esporuladas. Esto prueba

una evidente eficiencia a favor de los aislamientos polispdricos. Si bien la mortalidad y la
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esporulacién en los tratamientos con cepas monospdéricas llegaron a superar el 90%, lo
hicieron en el doble de tiempo. Continuar estudios bajo esta linea de investigacion puede
generar conocimientos que apunten a modificar la forma de produccién y aplicacién de
bioinsecticidas a base de ETP globalmente.

En los ultimos 20 anos se ha dirigido un gran esfuerzo para determinar la correlacién
entre las caracteristicas fisicas y fisioldgicas de algunos ETPs y su grado de patogenicidad
(Skinner et al., 2014, Fuxa, 1987, Jeffs, 1999, Arthurs y Thomas, 2001, Ali-Shtayeh et al., 2003,
Jackson et al., 2010). De hecho, todos los aislamientos comerciales son estrictamente
purificados, clasificados, probados (germinacion, esporulacidn, virulencia, patogenicidad,
rango térmico, etc.) para la produccién en masa (Seema et al., 2013; Jaronski, 2014) vy
comercialmente distribuidos en su estado monospédrico. Hasta ahora, el pensamiento
predominante ha sido que los aislamientos deben provenir de un cultivo monospdrico por dos
razones principales: En primer lugar, para evitar problemas de virulencia atenuada y, en
segundo lugar, para eliminar posibles contaminantes de la misma especie (Vega et al., 2012).
Sin embargo, Torres de la Cruz et al. (2014) han observado recientemente una amplia
variabilidad intraespecifica entre las cepas monospéricas de M. anisopliae en términos de su
patogenicidad, al menos para las larvas de Galleria mellonella.

Desafortunadamente, no existen numerosas investigaciones que hayan tratado de
elucidar posibles combinaciones polispdricas y su eficacia vs. sus aislamientos monospadricos
derivados. Ademas, los escasos estudios sobre este tema revelan resultados contradictorios.
Samsindkova y Kalalova (1983) postularon una serie de experimentos en los que aislamientos
monospdricos de Beauveria son capaces de mutar y sobrepasar la patogenicidad de sus
aislamientos parentales. Cortez-Madrigal et al. (2003) también recomienda el uso de

aislamientos monospadricos de Lecanicillium lecanii por ser mas estables. Por otro lado, Trotter
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et al. (2004), encontraron que los aislamientos parentales de Pasteuria penetrans fueron
mucho mas patogénicos que sus cepas monosporicas derivadas. Por lo tanto, para mejorar el
potencial de biocontrol de varios ETPs a nivel mundial, es interesante saber si los aislamientos
polispdricos pueden mejorar la eficacia de los aislamientos monospéricos en el control de las
poblaciones de insectos plagas. Gracias a estos ensayos, hemos encontrado datos que apoyan
la hipdtesis de que los aislamientos polispéricos son mas eficaces que las cepas monospdricas.
La eficacia no sélo se da por la velocidad de matar a un insecto “blanco”, sino también por la
capacidad de producir y liberar propdgulos infecciosos. Nuestros datos sugieren que los
aislamientos del tratamiento “Polispdrico Completo” fueron capaces de matar antes y
esporular mas rapido que los aislamientos en los tratamientos “Polispdrico Parcial” vy
“Monosporico Individual”. En Torres de la cruz (2014) pueden encontrarse mas ejemplos de
las ventajas de usar aislamientos polisporicos en lugar de sus derivados monospdricos,
encontrando también, al igual que en nuestro caso, diferencias significativas en ensayos de
patogenicidad y caracteristicas fisioldgicas entre cepas monospéricas y polispdricas de M.
anisopliae. En un hongo fitopatdgeno, Raabe (1972) también encontrd que los aislamientos
parentales de Armillaria eran siempre mas virulentos que sus 11 aislamientos monospodricos
derivados.

La demostracion de la ventaja de aislamientos polisporicos y/o de sus combinaciones
monospdricas de acuerdo con su caracterizacion patogénica podria ayudar a desarrollar
bioinsecticidas mas eficaces contra las plagas de los cultivos. Hasta el momento, los resultados
presentados son alentadores; Sin embargo, es necesario llevar a cabo estudios sobre
similitudes o diferencias moleculares entre los aislamientos polispoéricos inoculados y los
aislamientos emergidos de cadaveres. Determinar si hay algun grado de recombinacién

dentro del cuerpo huésped también podria ayudar a elegir los aislamientos mas eficaces.
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SUSCEPTIBILIDAD A FUNGICIDAS

Desde el punto de vista de la complementariedad con fungicidas, se ha obtenido
informacién que sugiere cierto nivel de adaptacién. Algunos fungicidas como Teldor® vy
Captan® son bastante comunes y han sido usados desde hace al menos diez afios atrds. El
aislamiento CEP413 (Metarhizium sp.) fue aislado de suelo. En este caso puntual, este
aislamiento fue capaz de crecer mas en Captan® que en el tratamiento control. Una posible
explicacion es que CEP413 es capaz de utilizar algin compuesto del fungicida como sustrato.
Yafiez y France (2010) también encontraron que aislamientos de M. anisopliae var. anisopliae
fueron resistentes a varias concentraciones de Captan®. La cepa CEP229 de B. bassiana fue la
mas susceptible presentado una alta dificultad para crecer en Teldor® e Iprodione®, y siendo

incapaz de crecer en alguno de los otros fungicidas testeados.

Para cualquier propuesta de un plan de manejo integrado de plagas utilizando ETP, es
necesario conocer el grado de susceptibilidad de los mismos a los fungicidas de uso comun.

Conocer la susceptibilidad nos permite estimar el grado de compatibilidad.

PRODUCCION DE POLIMEROS
El género Lecanicillium fue capaz de producir un valor maximo de 4,6 g/L de polimeros
extracelulares, siendo éste valor, comparable a los encontrados por otros investigadores en
este género (Park et al., 2001). Sin embargo, uno de los aislamientos de Metarhizium (CEP413)
mostré una gran capacidad de produccion de biopolimeros extracelulares, tanto en medio
MOPT (7,3 g/L) como en PMP (6,93 g/L). Estos valores son bastante mas elevados que los
obtenidos en promedio por otros aislamientos de Metarhizium (Lillo et al., 2014), cuya

producciéon ronda los 1,7 g/L.
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CONCLUSIONES FINALES

Las pruebas de laboratorio para ETPs sobre insectos-plagas son cominmente poco
realistas. La inmersidn en suspensiones altamente concentradas, o los experimentos en
condiciones muy favorables para asegurar la infeccién por hongos, dificultan la estimacion de
lo que podria suceder en el campo o en condiciones de semi-campo. Por lo tanto, es
importante comenzar a discutir las condiciones bajo las cuales los datos de pruebas de
laboratorio son transferibles a situaciones reales. Probablemente, un gran numero de
aislamientos de ETP podria ser capaz de generar tasas de mortalidad cercanas o por encima
de 90% si se prueban a 20-25 ° Cy 90% HR. Sin embargo, éstas no son condiciones frecuentes
en muchos ecosistemas agricolas. Por otra parte, esto toma aln mas relevancia teniendo en
cuenta que, como consecuencia directa del calentamiento global, cada vez es mayor la
cantidad de ecosistemas agricolas que ahora estdn situados en zonas aridas o semiaridas.
Estas condiciones climaticas pueden determinar la efectividad, en términos del éxito o fracaso,
de aislamientos no termotolerantes que estan siendo comercializados y utilizados en
condiciones de campo. La pérdida de eficacia debido a las crecientes temperaturas globales y
el uso de cepas no termotolerantes, puede dejar el camino libre para un incremento en el uso
de pesticidas sintéticos.

Esto nos lleva a suponer que la tasa de mortalidad asociada a un determinado
aislamiento o especie se relativiza por estar estrechamente relacionada con las condiciones
en que se puso a prueba el aislamiento, y que, no necesariamente seran las condiciones en las
gue se va a utilizar. Los aislamientos como los utilizados en este estudio (CEP381 y CEP401),
han generado porcentajes de mortalidad cercana al 50% en ninfas de B. tabacia 30 °Cy HR no
superiores al 65%. En principio, una mortalidad del 50% no parece ser muy eficiente, y mas si

la comparamos con otros estudios que han obtenidos mortalidades cercanas al 100%. Sin
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embargo, creemos que esto no es el simple reflejo de la falta de patogenicidad sino de un
desafio modesto por averiguar lo que podria ocurrir bajo condiciones mas similares a las de
campo. El control biolégico es uno de los componentes principales de un manejo integrado de
plagas, el hecho de obtener aislamientos capaces de ser funcionales bajo las condiciones
probadas, nos acerca la posibilidad de implementar de forma efectiva algunos aislamientos
(CEP381 — CEP401) para controlar B. tabaci. Estos podrian combinarse con ciertos fungicidas
y ayudarnos a disminuir de forma paulatina el uso masivo de insecticidas de origen sintético.

Taxondmicamente, se estan llevando adelante mas estudios de las cepas aisladas para
determinar la identificacion adecuada de las especies dentro del grupo nucleo de
Metarhizium.

Promover un incremento en la efectividad y difusién de técnicas del MIP debera ser
nuestro objetivo, ya que esto es necesario para proteger tanto a los cultivos de los dafios de
las poblaciones de plagas, como al medio ambiente de los dafios del uso excesivo de quimicos

sintéticos.
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