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RESUMEN

La lucha contra plagas se realiza principalmente con productos quimicos. Con ello, se abre la discusién
respecto a la sostenibilidad de dicho método, por los diversos inconvenientes que presenta. Una
alternativa de control y manejo de plagas, enfermedades y malezas es en forma bioldgica, que consiste
en utilizar organismos vivos, como el uso de hongos entomopatdgenos. No obstante, se debe tener en
cuenta el posible impacto negativo de estos organismos en insectos benéficos del agroecosistema. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar, en condiciones controladas, la patogenicidad de distintas
cepas de tres especies de hongos entomopatdgenos procedentes de vifiedos del oeste argentino:
Beauveria bassiana, Metarhizium robertsiiy Paecilomyces lilacinus sobre el enemigo natural Harmonia
axyridis y el polinizador Apis mellifera. Se incluyeron en el ensayo tres cepas comerciales de la especie
B. bassiana, dos de ellas de procedencia italiana. Los bioensayos en laboratorio se realizaron bajo
condiciones controladas de temperatura (24°C), humedad (>60%) y fotoperiodo (16:8), y se
experimentaron tratamientos con suspensiones de 10”. mL! UFC de cada una de las cepas. Las técnicas
de inoculacion fueron por aspersién directa y por contacto para ambas especies de insecto, se incluyé
también el tratamiento por transferencia en A. mellifera, al ser un insecto social. Los resultados
obtenidos en adultos de H. axyridis mostraron que ninguna de las cepas evaluadas en todos los
bioensayos manifesté efecto patogénico, posiblemente por el robusto sistema inmunitario que la
especie ha desarrollado. En el caso de A. mellifera se observé que en los métodos de infeccién por
aspersion y contacto sdlo ciertas cepas tuvieron accion patogénica sobre los adultos del polinizador,
por transferencia no hubo transferencia del hongo. Los resultados obtenidos refuerzan la alternativa
de utilizar las cepas evaluadas para el control de plagas, siendo necesario estudios mas detallados de
la patogenicidad en condiciones de campo.

PALABRAS CLAVE: hongos entomopatégenos, enemigos naturales, polinizadores, control biolégico.
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1. INTRODUCCION

Los vifiedos y la mayoria de los cultivos, tanto a nivel nacional como internacional, estan sufriendo
modificaciones a causa del impacto negativo que genera el cambio climatico. En los cultivos de vid,
estos cambios se relacionan con el aumento de la incidencia de ciertas enfermedades, la induccidn de
plagas existentes, como también la introduccidn de nuevas plagas en territorio nacional. Ejemplo de
esto ultimo, es el caso de Lobesia botrana “polilla de la vid”, que ha obligado a los productores viticolas
afectados a realizar tratamientos fitosanitarios en el vifiedo, principalmente con moléculas de sintesis
no usadas hasta el momento.

La realizacidén de control quimico plantea una discusion respecto a la sostenibilidad del método por los
diversos inconvenientes que presenta su implementacion. Por un lado, existe una preocupacion
publica sobre los efectos de los productos de sintesis en la salud humana y en la biodiversidad del
agroecosistema. Por el otro, el impacto negativo sobre los enemigos naturales (EN), por la escasa o
nula selectividad que poseen y por la induccién del desarrollo de resistencias de otras plagas y
microorganismos fitopatdgenos (Gutiérrez et al., 2013).

La tendencia actual de exigir alimentos inocuos al ser humano y compatibles con el desarrollo de una
agricultura sustentable, conlleva a la disminucién del uso de plaguicidas quimicos y a la busqueda de
alternativas como ser el control biolégico (CB). Los organismos utilizados como CB son los EN y los
microorganismos: virus, bacterias, protozoarios y hongos, siendo estos uUltimos muy estudiados. Los
hongos entomopatogenos (HE) presentan un mecanismo de patogenicidad del cual se conocen todas
las etapas (adhesion, germinacion, penetracion, invasion y proliferacion) (Mena, 2010), lo que permite
establecer distintas estrategias de aplicacién para eficientizar su uso como CB (Franco et al., 2011).

Los Géneros de HE de mayor importancia para el CB son: Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces
(Motta y Murcia, 2011). Esto es debido a que se encuentran con alta frecuencia en la naturaleza, son
efectivos al controlar una amplia diversidad de especies pertenecientes a érdenes de insectos como
Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera y Hemiptera, y han sido formulados para el desarrollo de
productos comerciales destinados al manejo de plagas de insectos (France et al., 2016).

Por otro lado, los EN son organismos que afectan a otros seres vivos, pudiendo actuar sobre el normal
desarrollo de las poblaciones (Garrido et al., 2007). En condiciones adecuadas, pueden regular a ciertas
plagas manteniendo las densidades poblacionales dentro de los rangos econémicamente tolerables
(Vargas y Ubillo, 2001). Existen numerosos EN que pertenecen a la clase Insecta, como ser los
individuos de la familia Coccinellidae dentro del orden Coleoptera. Esta familia se caracteriza por
agrupar especies predadoras que se alimentan de desoves y de los primeros estadios larvales de
lepidépteros de importancia agricola, de trips, y por ser preferentemente afidéfagas (se alimentan de
pulgones), a excepcion de la subfamilia Epilachninae que incluye a especies fitéfagas (Van Driesche et
al., 2007; Nicholls, 2008). Harmonia axyridis es un coccinélido nativo de Asia, considerado eficaz
depredador de afidos y otros insectos de cuerpo blando; y a su vez es un invasor exitoso debido a su
excepcional adaptacién incrementando sus poblaciones y extendiendo su distribucién rapidamente.

Otro grupo de insectos de gran importancia econdmica y ecoldgica en los agroecosistemas son las
abejas, debido a que gran parte de los alimentos que se consumen y se comercializan masivamente,
dependen directa o indirectamente de la polinizacidon que realizan. La polinizacién es la transferencia
de polen desde los estambres hasta el estigma, y hace posible la fecundacidon con la consecuente
produccién de frutos. Aunque puede ser llevada a cabo tanto por vectores bidticos como abiéticos, la
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gran mayoria de las plantas con flores dependen principalmente de los insectos para la polinizacidn,
siendo la abeja comun la mds importante en sistemas agricolas. Existen diferentes especies
polinizadoras, pero la mas reconocida a nivel mundial es Apis mellifera L., “abeja europea”, que es
utilizada para la produccién de miel, cera y resinas, entre otros productos (FAO, 2014).

El uso de HE puede tener efectos negativos sobre la entomofauna al afectar especies de insectos “no
objetivo” (aquellos organismos no considerados plaga en el agroecosistema). Para la propuesta de la
aplicacion de HE en un programa de CB, el producto a desarrollar debe involucrar investigaciones de
base, a fin de determinar el nivel de interaccién del hongo con su hospedero y con el ambiente (Motta
y Murcia, 2011).

1.1 Hipétesis

Los hongos entomopatdgenos afectan de forma diferencial a los insectos, por lo que se espera que su
patogenicidad sea diferente en distintos organismos del agroecosistema. A su vez, algunos insectos
presentan mecanismos de defensa contra estos entomopatdgenos como ser su sistema inmune y
modificaciones en el comportamiento. Por lo anterior se postula que los hongos entomopatégenos
procedentes de vifiedos del oeste argentino Metarhizium robertsii, Beauveria bassiana y
Paecilomyces lilacinus tendran distinto efecto patogénico sobre el enemigo natural de plagas agricolas
Harmonia axyridis y el polinizador Apis mellifera.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar, en condiciones controladas, la patogenicidad de diferentes cepas de tres especies de hongos
entomopatdgenos procedentes de vifiedos del oeste argentino Beauveria bassiana, Metarhizium
robertsii y Paecilomyces lilacinus sobre el enemigo natural de plagas agricolas Harmonia axyridis, y el
polinizador Apis mellifera.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Determinar la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatdgenos
procedentes de vifiedos del oeste argentino sobre individuos adultos de Harmonia axyridis mediante
la técnica de aspersion.

2. Determinar la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatégenos
procedentes de vifiedos del oeste argentino sobre individuos adultos de Harmonia axyridis mediante
técnica de contacto.

3. Determinar la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatdgenos
procedentes de vifiedos del oeste argentino sobre individuos adultos del polinizador Apis mellifera
mediante la técnica de aspersion.

4. Determinar la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatdgenos
procedentes de vifiedos del oeste argentino sobre individuos adultos del polinizador Apis mellifera
mediante la técnica de contacto.

5. Determinacidn de la patogenicidad de las cepas de hongos entomopatdgenos procedentes
de vifiedos del oeste argentino sobre individuos adultos del polinizador Apis mellifera mediante la
técnica de transferencia.



6. Comparar la mortandad ocasionada por los medios de inoculacién en las cepas que
presentaron patogenicidad.



2. MARCO TEORICO

2.1 Control biolégico

El CB es un método de control de plagas, enfermedades y malezas que consiste en utilizar organismos
vivos (EN y microorganismos) para reducir la densidad poblacional de individuos considerados plaga
(Fishbein, 2012). Las plagas agricolas afectan a los cultivos y pueden reducir o anular el rendimiento
de una produccién generando pérdidas econdmicas.

Existen diversos métodos para el manejo de individuos no deseados en el agroecosistema: el uso de
productos de sintesis quimica (plaguicidas), cultivos genéticamente modificados resistentes a plagas,
lucha fisica por radiaciones, lucha cultural, lucha biotecnolégica (con quimioesterilizantes, atrayentes,
feromonas, repelentes, entre otros), el CB, o el manejo integrado de plagas (MIP) que es la
combinacion de una o mas de la técnicas antes mencionadas.

En el caso del CB, pueden identificarse diferentes estrategias que se caracterizan por el tipo de EN a
emplear, por la forma en que el EN se libera o manipula, y por el resultado inmediato o a largo plazo
del manejo de la plaga. Las categorias principales de aplicacion de CB son tres: clasico, aumentativoy
conservativo. El primero se realiza ante la presencia de una plaga exética, es decir, cuando una especie
considerada plaga se establece en dreas que no se corresponden con su habitat nativo y que, por lo
tanto, no cuenta con la presencia de EN que la controle. En consecuencia, para poder regular su
densidad poblacional de manera sostenida en el tiempo se introduce un EN exético a fin de que se
establezca de forma permanente. El CB aumentativo se realiza en dreas donde el nimero de EN no es
suficiente para realizar un control efectivo de la plaga, y tiene como objetivo incrementar la densidad
de los EN presentes en el agroecosistema. La estrategia consiste en liberar periddicamente EN que no
se encuentran en la zona afectada por medio de dos tipos de liberaciones: inundativas o inoculativas.
En la primera se realiza una liberacién masiva de los individuos que consecuentemente produce una
disminucién rapida de la plaga o la extincién de la misma. Por lo tanto, puede esperarse que no se
reproduzcan en el tiempo los individuos liberados y sean necesarias liberaciones posteriores en el caso
de que la plaga reaparezca. Por su parte, la liberacién inoculativa de EN es periédica y de un nimero
menor de individuos por cada evento de liberacién, por lo que se espera una regulacion de la plaga de
una forma mas persistente en el tiempo que la inundativa. Para esto, la poblacion de la plaga debe ser
de un tamafio suficiente como para soportar una segunda o tercera generacion del agente liberado.
Por dltimo, el CB conservativo apunta a utilizar medidas para proteger, aumentar la abundancia y
mejorar las actividades de los EN presentes en el agroecosistema. Para esto, es importante reducir los
factores que limitan a la poblacién de EN o que influyen de manera negativa en su accion reguladora.
Otra aplicacién de esta estrategia consiste en potenciar los recursos que los EN necesitan para su
desarrollo a partir de la manipulacion del agroecosistema (provision de alimento y refugio,
diversificacion de habitat, y otros). Generalmente es necesario implementar de manera simultanea
mas de un método para controlar a la plaga eficazmente, para lo cual podrian combinarse las tres
estrategias de CB entre si o incluso con otras tacticas de control para llevar a cabo un plan de MIP
(Nicholls, 2008; Fischbein, 2012).

2.2 Enemigos naturales

La densidad poblacional de los organismos que causan dafios en los agroecosistemas depende de
factores abiéticos, como la humedad y la temperatura, y de factores biéticos, como los EN. Estos son
definidos como organismos vivos que afectan negativamente el desarrollo normal de una poblaciéon
plaga, o causan la muerte de la misma.



Una de las clasificaciones de los EN se realiza en funcidn del tipo de interaccidn que presentan con los
insectos plaga. Los entomdéfagos depredan o parasitan a la plaga; mientras que el grupo de los
entomopatégenos son microorganismos (bacterias, hongos, nematodos, virus, entre otros) que
provocan enfermedades ocasionando posteriormente la muerte del huésped (Garrido et al. 2007). En
condiciones adecuadas, este grupo de organismos puede mantener la densidad de poblaciones de
insectos plaga dentro de rangos econdmicamente tolerables, logrando consecuentemente una
disminucién de costos, mejora de la calidad del ambiente, disminucidn de la resistencia a pesticidas,
entre otros. Sin embargo, su éxito se fundamenta en la sobrevivencia para relegar el empleo de
pesticidas a situaciones tales como el control de niveles poblacionales criticos o la eliminacién de
plagas con restriccion cuarentenaria. Luego, es fundamental conocer el efecto de los pesticidas y
biocidas sobre los EN para evitar el uso de aquellos que tienen consecuencias negativas y fomentar la
utilizacion de los que tienen caracteristicas selectivas (Vargas y Ubillo, 2001).

2.2.1 Atributos bioecoldgicos de los EN

En general, para que los EN se consideren efectivos y puedan ser usados en programas de CB de plagas
agricolas, tienen que presentar algunas de las siguientes caracteristicas (Bahena, 2008):

1- Alto grado de especificidad a un determinado huésped/presa, lo que indica una buena
adaptacion del EN al huésped y una dependencia ligeramente directa sobre los cambios de la
poblacién del mismo (Nicholls, 2008).

2- Alta capacidad de crecimiento poblacional (o capacidad reproductiva) con respecto a su
huésped/presa, que seria el caso de aquellas especies que tienen un periodo corto de
desarrollo y una fecundidad relativamente alta. De esta manera, pueden producirse varias
generaciones del EN para una generacion del huésped y asegurar un control rapido.

3- Adaptabilidad a los cambios en las condiciones climaticas, de manera que el EN pueda
alcanzar amplias distribuciones, ocupando los mismos nichos habitados por su huésped vy al
mismo tiempo pueda tener una buena supervivencia.

4- Capacidad de busqueda, particularmente a bajas densidades del huésped/ presa, lo que
implica en primer lugar que el EN localice el habitat y luego, que encuentre al huésped o presa.

5- Capacidad de mostrar densidad de dependencia, es decir, que modifique su accién en
funcién de su propia densidad de poblacién y la del huésped/presa. Implica un proceso
regulador, mediante el cual intensifican o disminuyen su actividad en base a distintos
mecanismos:

a) Respuesta funcional, que se refiere al cambio en el comportamiento de los EN en
funcién de los cambios en la densidad del huésped o presa

b) Respuesta numérica, que se define como la respuesta (reproduccién, inmigracion,
sobrevivencia) del EN que resulta de los cambios en la densidad del huésped o presa

c) Un mecanismo de densodependencia, seria un tipo de respuesta funcional, en base a
su propia densidad de poblacidn.

6- Atributos intrinsecos como la sincronizacion con la fenologia del huésped o presa, y la
habilidad de supervivencia durante periodos de disminucion y/o ausencia del huésped o presa.

Una consideracién practica que puede agregarse a la lista anterior, es la factibilidad de que las especies
pudiesen criarse masivamente, en forma practica y econdmica. Esto facilitaria la distribucidn,
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comercializacién y colonizacidn del material criado, y haria posible un control temprano y oportuno de
las plagas (Bahena, 2008).

2.2.2 Depredadores

Los habitos depredadores se distribuyen en las clases Insecta y Arachnida, y se encuentran en gran
numero de ordenes y familias (Nicholls, 2008). Dentro del grupo de artrépodos depredadores
potenciales de plagas agricolas se encuentran los érdenes Coleoptera, Odonata, Neuroptera,
Hymenoptera, Araneae, Diptera y Hemiptera. Existen mas de 30 familias de insectos depredadores, de
las cuales Anthocoridae, Nabidae, Reduviidae, Geocoridae, Carabidae, Coccinellidae, Nitidulidae,
Staphylinidae, Chrysopidae, Formicidae, Cecidomyiidae y Syrphidae son las mds importantes en el
manejo de plagas en un agroecosistema (Van Driesche et al., 2007).

Generalmente los depredadores son mads grandes que sus presas, y deben alimentarse durante todo
su ciclo de vida para llevar a cabo sus funciones esenciales, por lo que buscan el alimento activamente
(Bahena, 2008). Pueden clasificarse en tres grupos dependiendo de la especificidad con respecto a las
presas de las que se alimenta:

e los polifagos consumen un amplio rango de especies presa;

e los oligéfagos se alimentan de un rango mas estrecho de las mismas;

e los mondfagos son aquellos que consumen una sola especie, destacandose por ser altamente
especificos en su alimentacion.

Desde el punto de vista del CB, los depredadores oligéfagos y mondfagos son mejores como agentes
de regulacion. Contrariamente, los polifagos tienen una actividad depredadora que no se concentra
sobre una plaga en particular, sino que tienden a alimentarse de aquellas presas mas abundantes o de
mas facil captura (Van Driesche et al., 2007; Bahena, 2008; Nicholls, 2008).

2.2.2.1 Caracteristicas generales de los coccinélidos

El orden Coleoptera incluye a mas de 110 familias, muchas de las cuales son depredadoras. Entre las
mas importantes para el CB se encuentran: Coccinellidae, Carabidae y Staphylinidae, siendo la primera
el grupo de mayor importancia en cultivos (Nicholls, 2008).

” o«

Los coccinélidos son insectos conocidos cominmente como “vaquitas”, “vaquitas de San Antonio”,
“catarinitas”, “cotorritas”, “mariquitas” o “chinitas” (Nicholls, 2008; Gonzélez, 2014). Se han registrado
6000 especies a nivel mundial, de las cuales 1562 se describen en América del Sur y 160 especies han
sido citadas para la Argentina (Gonzalez, 2014). A continuacién se mencionan los principales aspectos

morfoldgicos y bioldgicos de estos individuos.

2.2.2.1.1 Morfologia

Los coccinélidos adultos pueden tener forma redondeada u oval, convexa y generalmente compacta,
con los tres pares de patas parcialmente ocultos. El tamafio promedio es de 2 a 6 mm, aunque existen
especies de alrededor de 1 mm y otras que superan los 18 mm. Generalmente los élitros son de colores
amarillos, rojos y naranjas, adornados con blanco y negro. Otras especies pueden tenerlos de colores
opacos en tonalidades tierra que varian entre el amarillo pajizo y el castafio oscuro o negro. Los disefios
en el pronoto y en los élitros son variables, y se centran en grandes areas o forman pequeias manchas
ovales o irregulares.

Los huevos poseen forma elongada, y son dispuestos en clisters sobre las superficies de las hojas
(Figura 1). Pueden medir desde 0,25 mm hasta 2,5 mm de largo, siendo el promedio de 1 mm. La
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superficie de los huevos es lisa y brillante, y son de color naranja, amarillo o crema, existiendo pocas
especies con colores verdosos o grisaceos. Al madurar van tomando color oscuro y al salir la larva se
ponen blancos.

Figura 1: Huevos de coccinélidos dispuestos en clusters (Fotografia propia).

El estadio de larva presenta diferentes formas: alargadas u ovales, y normalmente algo aplanadas; con
tres pares de patas bien desarrolladas. Los colores pueden ser negro con rojo, naranja o amarillo, o
colores suaves (crema, rosa o marrdn). Algunas especies son cazadoras voraces muy agiles, y pueden
trasladarse hasta doce metros por dia en busca de su presa. El ultimo estadio larval permanece
relativamente inactivo antes de agarrarse por el abdomen a una hoja u otra superficie para pupar.

La pupa presenta colores claros, naranja o amarillo, con manchas negras (Figura 2) (Gonzalez, 2014).
La pupacion dura de tres a doce dias, segun la especie y la temperatura.

X

Figura 2: Pupas de coccinélidos adheridos por el abdomen a la superficie de hojas de duraznero (Fotografia propia).

2.2.2.1.2 Biologia

La familia Coccinellidae ha sido ampliamente estudiada por las Ciencias Bioldgicas y Agricolas debido
a la importancia que tiene para la agricultura. Los dos aspectos biolégicos mas profundizados tienen
que ver con el comportamiento alimentario y el desarrollo.

Los coccinélidos presentan distintos regimenes alimentarios, siendo el principal la zoofagia (es decir,
son depredadores), aungque hay una subfamilia que es fitéfaga (se alimentan de vegetales) y también
hay grupos menores que incluyen la micofagia (se alimentan de hongos) y polen.



La zoofagia es realizada por especies en estadio adulto y de larva. Las presas habitualmente
consumidas pertenecen al orden Hemiptera, como “pulgones” (familia: Aphidioidea), “cochinillas”
(familia: Coccoidea), “moscas blancas” (familia: Aleyrodoidea), “psilidos” (familia: Psyllidae) vy
“cochinillas algodonosas” (familia: Margarodidae). Algunas especies depredan “arafitas rojas” (Acari:
Tetranychidae), y otras pocas incluyen huevos, larvas y adultos de coledpteros, lepidépteros y trips.
Muchos depredadores son generalistas al incluir gran cantidad de especies diferentes en su
alimentacién, mientras que otras son mas especificas. Los depredadores realizan la bisqueda de su
presa haciendo un recorrido sobre la hoja siguiendo patrones especificos hasta lograr la captura.

El desarrollo es el segundo aspecto biolégico mas estudiado en la familia Coccinellidae. Los individuos
presentan un periodo de desarrollo corto y una larga vida adulta. El tiempo que debe transcurrir para
gue un huevo se desarrolle hasta adulto es de aproximadamente 1 mes, mientras que el adulto puede
vivir hasta 1 afio, pasando en este estadio el periodo invernal. Lo logran agrupandose en troncos
caidos, y resguardandose bajo hojarasca, rocas, corteza de los arboles, o en otros lugares en los que
encuentran proteccién. Una vez llegada la primavera, se dispersan en busca de presas y lugares
adecuados para poner sus huevos.

Las especies pueden ser univoltinas, es decir, presentar una generaciéon anual, o tener dos o mas
generaciones durante el afio. Las hembras ponen de veinte a mas de 1000 huevos en un periodo de
uno a tres meses (Nicholls, 2008).

2.2.2.2 Harmonia axyridis

Phyllum: Artrhopoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Coccinellidae

Harmonia axyridis (Pallas, 1772), “mariquita asidtica” o ”vaquita multicoloreada asiatica” es un
coccinélido nativo de Asia Oriental (Pekin, China) (Saini, 2004). Se lo considera un controlador eficaz
de plagas de afidos y de otros insectos de cuerpo blando. Es una especie altamente estudiada a nivel
mundial por su voracidad y capacidad de competencia en comparacidn a las especies de coccinélidos
nativos (Lannacone y Perla, 2011).

Harmonia axyridis fue introducida con la finalidad de ser utilizado como CB en Europa, Norteamérica,
Sudafrica, y en Sudamérica en paises como Brasil, Chile, Uruguay, Colombia y Argentina. En este ultimo,
ingresd por primera vez en la Provincia de Mendoza a fines de la década del 90" con el objetivo de
mejorar el control de la plaga de pulgones del duraznero, realizado aparentemente de manera
ineficiente por los predadores nativos (Saini, 2004).

El tamafio del esta especie de coccinélido es mayor al de las especies nativas, y su morfologia, variable.
El adulto puede medir de 6,5 a 8 mm de longitud en relacidn a la maxima promedio de la mayoria de
los coccinélidos que es de 6 mm. Otro aspecto morfoldgico distinguible es la marca negra en forma de
“M” que tiene en el centro del pronoto. Los élitros pueden ser de color amarillo, ocre o rojizo y
presentan 9 manchas negras (Figura 3) (lannacone y Perla, 2011; Rivera, 2015). También las larvas son
mas grandes en comparacién a otros coccinélidos, y presentan penachos negros y naranjas
recubriendo su cuerpo. El ciclo de vida es holometabolo, por lo tanto presentan metamorfosis
completa atravesando las etapas de huevo, cuatro estadios larvales, pupa y adulto (Rivera, 2015).



Figura 3: Adulto de H. axyridis (Fotografia propia).

Los factores que determinan la voracidad de este insecto son numerosos. En primer lugar, es una
especie polifaga y generalista, que ademas de afidos incluye en su dieta huevos y larvas de pequeios
lepidopteros y de otros coccinélidos, y polen. Esto la posiciona como una invasora altamente
depredadora con capacidad para competir y desplazar otras especies afidéfagas. En segundo término
presenta alta capacidad de dispersidon llegando a desplazarse de 100 a 500 km cada afio (lannacone y
Perla, 2011). Como tercer factor, la vaquita asidtica posee resistencia vigorosa contra diversos
patdgenos debido a la presencia en la hemolinfa de péptidos antimicrobianos (PAM) (Vilcinskas et al.,
2012). Se destaca por tener varias generaciones al afo, lo cual favorece su rapida reproduccién en
comparacién a otras especies de coccinélidos. Sin embargo la presencia de H. axyridis en el
agroecosistema presenta algunas caracteristicas no deseadas. Como ya se menciond anteriormente,
es capaz de desplazar coccinélidos nativos y otros EN resultando en la disminucién de biodiversidad;
genera danos a cultivos de frutos blandos; y durante el periodo invernal, el invasor se congrega en
viviendas causando molestias a los habitantes (lannacone y Perla, 2011; Rivera, 2015).

2.2.3 Patdgenos

Otro agente utilizado como herramienta de CB de plagas es el que incluye a organismos patdgenos. Su
importancia en los agroecosistemas se fundamenta por causar enfermedades agudas y fatales en
insectos susceptibles, pudiendo regular poblaciones de plagas tanto en el corto como en el largo plazo,
sin que, necesariamente se eliminen las poblaciones dado que pueden mantenerlas en niveles por
debajo del umbral de dafio econémico (Alcides y Cavalcanti, 2012).

Los patégenos son microorganismos parasitarios que se incluyen dentro de distintos grupos: virus,
bacterias, hongos, nematodos y protozoos. La transmisidn se puede producir por contacto, ingestion,
vectores, y poco frecuentemente de padres a la siguiente generacion (Nicholls, 2008). Los avances
cientificos hacen posible la utilizacion de la infeccion como mecanismo de control de especies que son
plaga, o bien, prevenir el efecto patogénico en insectos benéficos (Calvalcanti, 2012.).

2.2.3.1 Clasificacion de los patégenos

No todos los microorganismos causan infeccion en los insectos. Esto puede deberse a la resistencia
caracteristica del hospedero o a la inhabilidad del microorganismo para sobrevivir y multiplicarse en
él. Aquellos capaces de provocar una enfermedad se dividen en patégenos potenciales, facultativos y
obligados. Los primeros son incapaces de invadir al hospedero por medio de la pared cuticular o del
tracto digestivo, por lo que requieren ayuda para que se reduzca la resistencia del hospedero o se
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favorezca su habilidad de penetracidon. Los patdgenos facultativos pueden no invadir al insecto, pero
en caso de hacerlo, su reproduccién puede ocurrir dentro de él. Sin embargo, la sobrevivencia de
ambos, potenciales y facultativos, no depende totalmente del insecto. Estos patégenos son los hongos
y las bacterias, y se pueden cultivar facilmente sobre medios artificiales.

Por ultimo, los patdgenos obligados son microorganismos que requieren un insecto vivo para
sobrevivir y multiplicarse. Pueden permanecer fuera del insecto en estado de dormancia como
esporas, quistes, inclusiones virales, entre otros. Se incluyen en este grupo virus, protozoos y ciertos
hongos y bacterias.

2.2.3.2 Hongos entomopatogenos

2.2.3.2.1 Generalidades y taxonomia de los HE

Los HE son microorganismos que parasitan a diferentes grupos de artrépodos, como las arafas y los
acaros, y a distintos érdenes de insectos, causandoles enfermedades conocidas como “micosis”. Entre
los ordenes de insectos susceptibles se destacan: Hemiptera, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera,
Hymenoptera y Orthoptera (Alean, 2003). La infeccion del insecto por el HE ocurre principalmente en
los estados inmaduros (larvas o ninfas) y de adulto, mientras que los estados de huevo y pupa no son
frecuentemente infectados.

A nivel mundial estos microorganismos han sido ampliamente estudiados, habiéndose citado mas de
750 especies reunidas en 100 géneros diferentes (Pucheta et al., 2006; Téllez et al., 2009;
Schapovaloff, 2012). Estos datos reflejan que son un grupo filogenéticamente diverso; pertenecen al
reino Mycota, y pueden tener reproduccidn sexual y asexual. Las especies patdgenas estan incluidas
principalmente dentro de la division Entomophthoromycota y Ascomycota, con solo algunos
representantes en Blastocladiomycota y Basidiomycota (Tabla 1). La atencidn respecto a su uso como
CB se ha centrado en especies de ascomicetos del orden Hypocreales, con una gama de hospedantes
relativamente amplia y susceptible de produccidon en masa. Dentro de los mas utilizados se encuentran
los géneros Metarhizium, Beauveria y Paecilomyces (Pucheta et al., 2006; Motta y Murcia, 2011).

Tabla 1: Clasificacion de las Divisiones mds importantes de HE (Rios, 2017).

Division Clase Orden Familia Género
Entomophthoromycota Entomophthoromycetes Entomophthorales Entomophthoraceae Batkoa, Entomophaga, Entomophthora, Erynia,
Eryniopsis, Furia, Maossospora, Orthomyces, Pandora,
Ancylistaceae Strongwellsea, Zoophthora,
Completoriaceae Ancylistes, Conidiobulus, Macrobiotophthora
Meristacraceae Completoria
Basidiobolomyctes Basidiobulus Basidiobolaceae Meristacrum, Tabanomyces
Neozygitomycetes Neozygitales Neozygitaceae Basidiobolus
Apterivorax, Neozygites, Thaxterosporium
Ascomycota Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Paecilomyces
Sordariomycetes Hypocreales Clavicipitaceae Archersonia, Hypocrella, Metacordyceps,
Metarhizium, Normurea, Pochonia, Regiocrella, Tipo-
Cordycipitaceae Paecilomyces, Tipo-Verticillium
Beauveria, Cordyceps, Engyodontium, Isaria,
Ophicordycipitaceae Lecanicillium,  Simplicillium,  Microhilum,  Tipo-

Mariannaea, Torrubiello

Culicinomyces, Elaphocordyceps, Hirsutella,
Hymenostibe, Metharhiziopsis, Ophiocordiceps,
Paraisaria, Sorosporella, Syngliocadium, Tipo-
Paecilomyces, Tipo-Verticillium, Tolypocladium

No se incluyen por su caracter minoritario los representantes entomopatdgenos de las divisiones Blastocladiomycota y Basidiomycota.
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2.2.3.2.2 Hongos Entomopatdgenos de interés en Control Biolégico

El uso de HE como CB es un método conocido desde la antigliedad a partir de observaciones realizadas
en ataques producidos por hongos de los géneros Cordyceps e Isaria sobre gusanos de seda y adultos
de homépteros (Kobayashi et al., 1977). Desde entonces, la posibilidad de recurrir a estos organismos
como un método alternativo, ha tomado cierta importancia, destacando que practicamente todos los
ordenes de la clase Insecta son susceptibles a ser afectados por HE (Alean, 2003).

Dentro de las principales propiedades que se le atribuyen a los HE se menciona: la fuerte especificidad
entre patégeno-hospedante, la casi nula presencia de residuos téxicos, la persistencia en el tiempo
luego de la aplicacidn, el bajo costo respecto a los productos de sintesis quimica, el respeto por la
biodiversidad del agroecosistema, el alto potencial como fuente de metabolitos para la creacidn de
productos fitosanitarios alternativos, entre otras (Franco et al., 2011).

Como se menciond con anterioridad, los géneros Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces son los
considerados de mayor importancia para el CB. Esto se debe a que se encuentran con alta frecuencia
en la naturaleza, son efectivos al controlar a especies pertenecientes a 6rdenes de insectos como
Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera y Hemiptera, y han sido utilizados para la formulacion de
productos comerciales destinados al manejo de plagas de insectos (France et al., 2016).

Beauveria
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Beauveria

El género Beauveria es conocido como el HE por excelencia. Fue uno de los primeros HE en ser
descubierto al identificarse como el agente infeccioso causante de la muscardina blanca, una
enfermedad devastadora que provocaba la muerte del gusano de seda (Bombyx mori [Lepidoptera:
Bombycidae]), afectando negativamente a la industria europea de la seda en los siglos XVIII y XIX. Este
evento dio inicio al estudio de la patologia fungica de los insectos.

Las caracteristicas que lo posicionan como uno de los HE mas estudiados y utilizados como agente de
CB se pueden enumerar (Rehner, 2005):

1. Presenta distribucién cosmopolita, es de facil reconocimiento y se encuentra
frecuentemente en la naturaleza.

2. Tiene un amplio rango de hospederos dado que infecta a mas de 700 especies de
insectos.

3. Se puede aislar facilmente de los caddveres de sus huéspedes o del suelo utilizando
medios simples con antibidticos.

Microscépicamente, la morfologia del HE esta dada por presentar células conidiégenas globosas a sub-
globosas (2-3 x 2,0-2,5um) con un cuello muy corto. Las estructuras conidiégenas pueden estar
densamente agrupadas formando sinemas, en espirales o solitarias (Humber, 1998; Castillo et al.,
2012). Los conidios son hialinos, lisos y globosos elipsoidales de 2-3 x 2 -2,3 um. La extensidén apical
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(raquis) es en zig-zag, denticulado, y sostiene un conidio sésil en cada denticula (Figura 4) (Cafiedo y
Ames, 2004).

Figura 4: A. Esquema de conididforos agrupados (B, Cy D), conididforos solitarios (E) y conidios (F) de B.bassiana (Barnett y
Hunter, 1998). B. Microfotografia de conidicforos y conidios de B.bassiana (Tomada por Kouassi, 2001). C. Morfologia de la
colonia de Beauveria.

El desarrollo en medio de cultivo se observa como colonias densas, algodonosas a pulverulentas de
bordes definidos, coloracién blanca que con el tiempo se vuelven amarillentas a cremosas (Castillo et
al., 2012). En el envés de la caja, la colonia se observa rojiza al centro y amarillenta en sus bordes
(Cafiedo y Ames, 2004)

En los insectos infectados por especies de Beauveria, el micelio forma una densa cobertura blanca en
la superficie, similar a un moho, que emerge a través del exoesqueleto (Humber, 1998; Castillo et al..
2012).

Metarhizium
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Metarhizium

El género cosmopolita Metarhizium infecta a mds de 300 especies de insectos de diversos érdenes,
muchos de las cuales son importantes plagas agricolas y forestales (Monzdén, 2001). Es ademas un
microorganismo simbionte de plantas, endofitico y micorriza competente.

Por otro lado, su clasificacion taxondmica aln no estd determinada; la misma requiere estudios de
disciplinas como la genética, y otras que hagan su enfoque en las caracteristicas morfoldgicas. Diversos
autores afirman que este género estaria integrado por especies que satisfacen el concepto bioldgico
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de encontrarse aisladas reproductivamente, pero que es dificil lograr su diferenciacion morfoldgica. A
las especies con esta caracteristica se las denomina “cripticas” (Lopez Plantey, 2018 com personal).

Humber (1998), Garcia et al. (2011) y Torres de la C. et al. (2013) establecieron las caracteristicas
morfoldgicas de aislados de Metharizium anisopliae. Bajo microscopio, se observa que los conidiéforos
nacen del micelio y presentan una medida de 4 -14 x 1,5 - 2,5 um. Son simples o agregados. Las fiadlides
o células conididgenas de M. anisopliae son cilindricas y se contraen en el dpice adquiriendo forma de
botella; miden de 6- 13 x 2- 4 um. Los conidios son unicelulares de forma alargada, ovoide o cilindrica.
La medida es de 3,5- 9 x 1,5- 3,5 um; y estan dispuestos en cadenas compactas paralelas (Cafiedo y
Ames, 2004; Humber 2005, 2012). En medios de cultivo enriquecidos, las colonias se observan
aplanadas, “pegadas al medio;” inicialmente son blancas, y al madurar se tornan de colores que van
del verde oliva, amarillento al marrdn oscuro; y en el envés, del incoloro al marrén (Padilla-Melo et al.,
2000; Cafiedo y Ames, 2004). La colonia presenta aspecto algodonoso, laxo y de textura variable (Figura
5).

C

Figura 5: A. Esquema de conidioforos (B 'y C), y conidios (D) de Metarhizium (Barnett y Hunter, 1998). B. Microfotografia de
conidios en cadena de Metarhizium. C. Morfologia de la colonia de Metarhizium (Fotografia de: Garcia et al 2014).

Paecilomyces (Purpureocillium - Isaria)
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Paecilomyces (Purpureocillium- Isaria)

El hongo Paecilomyces es saprofito y oportunista, habita suelos y ambientes diferentes. Existe una
amplia discusion taxondmica respecto a la posibilidad de clasificar a las especies de este género por
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sus caracteristicas morfoldgicas, dado que pareciera ser un caso mas de especies cripticas, como el
género tratado anteriormente.

La descripcidn morfolégica bajo el microscopio consiste en conidiéforos que pueden ser terminales o
nacer en otras partes del micelio, con fidlides en grupos con forma de botella con base ensanchadasy
largos cuellos. La longitud de los conidios es de 3.5- 4 um y tienen forma de cilindro o de limén
(Humber, 2012). Desde el punto de vista macroscépico, el color de la colonia es blanquecina y achatada
inicialmente, y con el tiempo va tomando una coloracién rosada mate y en el envés de las cajas de
crecimiento, la misma se vuelve amarillento a pardo claro (Figura 6) (Cafiedo y Ames 2004).

Figura 6: Montaje y observacion microscopica del género Isaria (antes Paecilomyces). (a) Sinema. (b-e) Conididforos
(fidlides) con base ensanchada y cuello extendido. Fuente: Humber (2012), p. 177.

2.2.3.2.3 Factores ambientales que influyen en el establecimiento y la accion de Hongos
Entomopatdégenos

Para que una enfermedad causada por un HE inicie y se desarrolle, es necesario que se cumplan ciertas
condiciones ambientales. Los principales factores ambientales que afectan la eficiencia de los HE como
agentes de CB son la humedad relativa (HR), la temperatura (T) y la radiacion solar (RS).

La HR tiene efecto sobre la germinacion, la penetracion y la reproduccidn de los HE. El valor necesario
de este factor para el desarrollo normal depende, en gran medida, de las condiciones climaticas y
microclimaticas de cada hdbitat. Se ha demostrado capacidad de germinaciéon de algunos HE en
ambientes con una baja HR debido a que fue suficiente en el microhabitat donde llevan a cabo su
actividad (Schapovaloff, 2012), o a la presencia del insecto hospedante (Arrubla et al., 2010). En
general, las condiciones de HR del microambiente que rodea a los conidios deben superar el 90 % para
gue ocurra la germinacion y penetracion del hongo (Rios, 2017).

Otro factor ambiental clave es la T, porque puede afectar la germinacion de las esporas, el desarrollo
y la penetraciéon del tubo germinativo, la colonizacidny la reproduccién. Los HE no poseen condiciones

bioldgicas para defenderse de las grandes variaciones de T por lo cual este factor puede actuar como
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limitante. Los requerimientos térmicos de los HE son variables en funcién de la especie, cepa y fase de
desarrollo. En general, las esporas germinan entre 15y 35 °C, siendo el rango 6ptimo entre 20y 30 °C;
sin embargo, existe una temperatura ideal para cada patdgeno y para cada fase del ciclo en la relacion
con su hospedante. La esporulacién es inhibida a temperaturas inferiores a 10 °C y superiores a 35 °C.

Para evaluar el efecto de la RS sobre los patdgenos y sobre la ocurrencia de las enfermedades es
necesario considerar: el espectro de luz visible con sus diferentes longitudes de onda (luz verde,
amarilla, azul, etc.), el fotoperiodo, y la faja de luz ultravioleta (UV) germicida (Lecuona, 1996). Esta
ultima es la banda del espectro solar mas perjudicial y mutagénica para los procesos bioldgicos, por lo
que la exposicion del HE a UV afecta la persistencia de los propdgulos. Se ha observado que el
crecimiento y esporulacidn es retrasado por la RS, y que la nubosidad tiene un papel importante en el
desarrollo de las epizootias causadas por HE (Schapovaloff, 2012).

2.2.3.2.4 Mecanismo de infeccion de los HE

El desarrollo de la micosis se produce por un mecanismo Unico en el cual el patégeno no necesita ser
ingerido por el insecto, dado que puede infectarlo directamente a través de la penetracion de la
cuticula (Motta y Murcia, 2011). El proceso puede ser explicado en tres fases: (1) adhesiéon vy
germinacion de la espora en la cuticula del insecto, (2) penetracion en el hemocele, y (3) desarrollo del
hongo, generalmente con la muerte del insecto (Figura 7).

cemento: cubierta
protéica y polifencles

‘/ -~ hifa penetrando mezcla: hidrocarburos,
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epicuticula 8 epicuticula: lipido y
K = lipoproteina polimerizadas

= estabilizadas por quinonas

—— exocuticula: cubierta
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Figura 7: Estructura de la cuticula del insecto y mecanismo de penetracion del HE (Schapovaloff, 2012, modificado de
Duperchy, 2003).

1. Adhesion y germinacion de los propagulos infectivos en la cuticula del insecto.

El mecanismo inicia cuando los propagulos infectivos (conidios o esporas) se hidratan y posteriormente
se adhieren a la cuticula del insecto, o a las aberturas corporales, como la cavidad bucal, membranas
intersegmentales o espirdculos, entre otros. Esto se debe a las propiedades fisicas, quimicas y
electrostaticas tanto de la superficie del conidio como de la cuticula.
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La adhesion puede o no ser especifica. Hay ciertas especies de HE que presentan glicoproteinas (como
lectinas), mucopolisacaridos o enzimas (esterasas y lipasas) que facilitan la adhesién del propdgulo a
sitios especificos de la capa externa del insecto (Alean, 2003; Schapovaloff, 2012).

Si las condiciones ambientales (HR, T y RS) y nutricionales son favorables, ocurre la germinacién. En
esta fase el propagulo infectivo emite uno o varios tubos germinativos pequefos, y en algunos casos
forma un apresorio (estructura de anclaje). Con ellos el HE ejerce una presién mecdnica hacia el interior
del insecto facilitando la invasion (Motta y Murcia, 2011). El apresorio puede ayudar a la penetraciéon
también por actividad enzimatica en el dpice del mismo (Schapovaloff, 2012). Los tubos germinales al
crecer y alargarse dan origen a las hifas que permitirdn la penetracién. Cuando la germinacién se
produce en los fluidos digestivos, la hifa germinativa puede destruirse, por lo que el insecto no muere
de micosis sino a causa de toxinas.

El éxito de esta primera etapa no depende necesariamente del porcentaje de germinacidn, sino de la
duraciéon y del modo de germinacién, de la agresividad del hongo, del tipo de espora y de la
susceptibilidad del hospedante (Alean, 2003; Cafiedo y Ames, 2004; Schapovaloff, 2012).

2. Penetracion dentro del hemocele

La segunda etapa esta ligada a dos mecanismos, uno fisico y otro quimico. El primero consiste en la
presidon mecanica ejercida por el tubo germinativo generando un quiebre de las dreas esclerotizadas y
membranosas de la superficie externa del insecto, con la consecuente deformacidn de la cuticula. Por
su parte, el mecanismo quimico consiste en la degradacidon enzimatica de la cuticula por medio de
aminopeptidasas, esterasas, proteasas, lipasas y quitinasas.

Otros factores que influyen son las propiedades de la cuticula, como el grosor y la esclerotizacion, la
presencia de sustancias anti fungicas y nutricionales del tegumento, y el estado de desarrollo del
insecto (Schapovaloff, 2012).

3. Desarrollo del hongo que resulta en la muerte del insecto

La ultima fase infectiva se produce cuando el HE alcanza el hemocele del insecto y produce formas
miceliares unicelulares llamadas blastosporas. Estas estructuras se multiplican y dispersan
rapidamente por el interior del insecto, otorgandole al patégeno capacidad para evitar las barreras del
sistema inmune del hospedero. La muerte del insecto ocurre por la secreciéon de sustancias toxicas
denominadas micotoxinas (en Ascomycotas) o por la disminucién de nutrientes en la hemolinfa y la
colonizacién de tejidos (en Entomophthoromycotina).

Previo a la muerte, el insecto comienza a mostrar sintomas fisiolégicos debidos a la infeccion como:
convulsiones, carencia de coordinacién y comportamientos alterados (deja de alimentarse, reduce su
movimiento), entrando en un estado letargico (Alean, 2003; Cafiedo y Ames, 2004; Schapovaloff, 2012;
Téllez et al., 2009).

Finalmente, se desarrolla la fase saprofitica en la cual el hongo crece formando masas miceliares que
salen al exterior principalmente por regiones intersegmentarias y por aberturas (espiraculos, boca y
ano), esporulando y produciendo inéculo para infectar a otros insectos. Como se describid
anteriormente, en esta Ultima etapa se requieren valores de humedad superiores al 90% para que se
produzca la germinacidn y esporulacién, actuando dicho factor como limitante. Posteriormente, si las
condiciones ambientales no son favorables, el hongo permanece dentro del insecto y el tegumento no
sufre modificacidn alguna (Cafiedo y Ames, 2004).
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2.2.3.2.5 Mecanismos de defensa de los insectos

Una vez que la hifa infectiva del HE llega al hemocele del insecto en la segunda etapa del mecanismo
de infeccidn, el microorganismo debe vencer una serie de barreras establecidas por el huésped para
continuar con el desarrollo de la enfermedad.

Téllez et al. (2009) describieron tres posibles mecanismos de defensa establecidos por el insecto. El
primero, como ya se menciond, es la cuticula. La misma es una estructura rigida que recubre la
superficie externa, y estd conformada por dos capas: la epicuticula y la procuticula. La funcién de la
primera es evitar pérdida de agua por transpiracién, y estd compuesta principalmente por grasas, ceras
y lipoproteinas. La procuticula constituye el 95% de la estructura cuticular y su composicion estd dada
por quitinas y proteinas estructurales, que actian como una barrera fisica.

La segunda oposicidn a la micosis es el sistema inmune del insecto, conformado por el sistema humoral
y el sistema celular, que le permite detectar agentes extrafos. El primero estd integrado por PAM y
otras moléculas, que circulan en el hemocele y en la cuticula del insecto, y que tienen la capacidad de
inactivar agentes patégenos cuando ingresan al organismo. Tal como se menciona en el apartado
2.3.1.2, Vilcinskas et al. (2012) descubrieron en la hemolinfa de Harmonia axyridis un metabolito
secundario con actividad antibacteriana de amplio espectro in vitro denominado harmonina ((17R, 92)
-1,17-diaminooctadec-9-eno), y una serie de genes que codifican PAM, los cuales confieren resistencia
a patdgenos fungicos. Por su parte, el sistema celular estd constituido por hemocitos que pueden
reconocer elementos extrafios y activar la produccién de PAM.

Otras estrategias de defensa estan relacionadas con la etologia del insecto y la densidad poblacional.
El fendmeno denominado “profilaxis dependiente de la densidad”, explica que la seleccidn natural
favorece a las poblaciones que crecen hacinadas respecto a las que se desarrollan en bajas densidades.
Esto se debe a que las condiciones de hacinamiento permiten establecer una actividad antimicrobiana
potenciada en los sistemas de defensa. También se han observado individuos infectados por HE
capaces de aumentar el tiempo de exposicion al sol incrementando la temperatura corporal,
deteniendo el desarrollo de las esporas y promoviendo la accidn de su sistema inmune (Téllez et al.
2009).

En insectos sociales se han identificado tres adaptaciones en el comportamiento para sobrevivir a
enfermedades por patdgenos. En el caso de las abejas se ha observado que los individuos de la misma
colmena son capaces de reconocer a los individuos enfermos y eliminarlos. Ademas producen una
“fiebre social”, que consiste en el aglomeramiento de las obreras alrededor del individuo enfermo para
poder eliminar el patégeno. El segundo mecanismo se produce en el individuo infectado, que
abandona la colmena o se aleja de las larvas o de la reina para evitar la transmision del patégeno. Por
ultimo, la tercera adaptacion consiste en una interaccion alterada entre individuos sanos y enfermos,
que puede resultar en un tipo de “vacunacién” colectiva de los sanos, aumentando lainmunidad (Téllez
et al. 2009).

2.3 La polinizacidén y Apis mellifera

La polinizacidn es el proceso de transferencia de polen desde los estambres de una flor hasta
el estigma de la misma u otra flor. De esta manera se produce la fecundacion con la consecuente
produccién de frutos (FAO, 2014). La reproduccidén sexual se realiza por fecundacién cruzada, es decir,
cuando la transferencia de polen ocurre entre individuos diferentes. En cambio, la reproduccién
asexual se produce por autopolinizacion, con la consecuente generacion de clones de la misma planta
(Figura 8).
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Existen vectores o agentes abidticos (viento y agua), y bidticos que llevan a cabo la polinizacién
cruzada. Las plantas anemdfilas son las que dependen del viento como agente dispersor del polen,
mientras que la polinizacién por agua es la menos frecuente, pero necesaria para las plantas acuaticas.

Por su parte, los animales son los agentes bidticos que facilitan la fecundacién cruzada de muchas
especies vegetales. Entre ellos se destacan los mamiferos, las aves y los reptiles, siendo el grupo de los
insectos el mas destacado. Dentro de este grupo, la abeja es considerada como el polinizador universal.

autopolinizacién
polinizacion
bidtica

polinizaciéon

polinizacién

“« por viento

Figura 8: Autopolinizacion y polinizacion cruzada (Observatorio de Agentes Polinizadores, Apolo).

Apis mellifera

Phyllum: Artrhopoda

Subphyllum: Mandibulata
Clase: Insecta
Subclase: Holometabola
Orden: Hymenoptera
Familia: Apidae

Las abejas son insectos de gran importancia econdmica y ecoldgica en los agroecosistemas, debido a
que gran parte de los alimentos que se consumen y se comercializan masivamente, dependen directa
o indirectamente de la polinizacion que realizan. Existen diferentes especies polinizadoras, pero la mas
reconocida a nivel mundial es Apis mellifera L., “abeja europea” (Figura 9), utilizada para la produccién
de miel, cera y resinas, entre otros productos.
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HYMENOPTERA, Apidae HYMENOPTERA, Apidae

Abeja doméstica (Apis mellifera L., 1758) Abeja doméstica (Apis mellifera L., 1758) en vuelo
libando en la inflorescencia de un sauce (Salix L. sp.) cargada de polen

Foto: Juan Manuel Losada Rodriguez, Foto: David Martin Albaladejo,

ribera del rio Mino (Ourense) Torres de la Alameda (Madrid)

Figura 9: Fotografias de A. mellifera realizando la polinizacion (Observatorio de Agentes Polinizadores).

La especie A. mellifera pertenece al orden Hymenoptera, y son insectos sociales que se agrupan en
colonias muy pobladas (una colmena tipo puede tener 60000 abejas), donde recolectan grandes
cantidades de polen y néctar. Presentan un alto grado de organizacién con diferenciacién de castas
(obreras, zdnganos y reinas) y realizan una danza peculiar para establecer comunicacion entre ellas
respecto a la localizacién de alimento (Observatorio de Agentes Polinizadores).

Quero, A (2004) y Dadant et al. (1975) realizan una descripcion morfoldgica de la abeja. La misma
consta, en primer lugar, de la cabeza, donde se sitlan estructuras relacionadas con la visidn y el olfato,
y los érganos implicados en la captura y procesamiento del alimento (Figura 10). En la parte superior
de la cabeza tienen tres ocelos u ojos simples, mientras que en los laterales se situan dos ojos
compuestos. En el centro de esta parte del cuerpo se localizan un par de antenas, en las que residen
los sentidos del tacto y del olfato. La boca estd rodeada por un par de mandibulas, y de ella se extiende
una probdscide o trompa.

Figura 10: Cabeza de A.mellifera y las principales estructuras relacionadas a la vision, el olfato y la alimentacion. Fuente:
Quero, A (2004)

El térax es la parte central del cuerpo, y en él se insertan las 3 pares de patasy los 2 pares de alas. Su
cavidad encierra musculatura relacionada con los apéndices de la locomocién, y los musculos que
mueven la cabeza y el abdomen. Esta parte central del cuerpo estd formada por los segmentos
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protérax, mesotdrax y metatoérax, y el propddeo que es el primer segmento del abdomen que se une
al térax. Un par de patas se inserta en cada segmento, y las alas se ensamblan a partir del segundo y
el tercer segmento.

La parte del cuerpo posterior de la abeja se denomina abdomen, y esta formado por 7 segmentos
visibles que encierran érganos esenciales. Entre ellos se destacan las glandulas céreas, las glandulas
odoriferas, y el aparato defensivo, que consta de dos glandulas productoras de veneno, una vesicula
gue lo almacena, y un aguijén con el que inocula al enemigo. Esta ultima estructura consta de 3 piezas
independientes: el estilete, las lancetas y los I6bulos de la vaina (Figura 11).
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Figura 11: A. Abdomen de la abeja obrera. B. El aguijon de la abeja obrera. Fuente: Quero, A (2004)

En lo que hace al desarrollo, las castas de hembras (reinas y obreras) se reproducen sexualmente,
mientras que en los machos (zanganos) la reproduccion es asexual. El desarrollo postembrionario
también es diferencial segun el tipo de casta. El insecto presenta ciclo holometabolo: comienza su vida
como huevo, que son alargados de aproximadamente 15 mm de longitud, redondeados en las puntas
y convexos. Luego atraviesa una fase de larva que se caracteriza por ser acéfala, dpoda y de color
blanco nacarado; alcanzando posteriormente el estadio de pupa, que dura alrededor de 12 dias y es
cuando se produce la metamorfosis dando origen al adulto o imago.

Existen distintos factores que pueden afectar negativamente la diversidad y abundancia de estos
polinizadores. Entre ellos, se pueden mencionar la fragmentacién y/o pérdida del habitat, la
intensificacion de usos de suelo, la introduccidon de especies exdticas, el cambio climatico y la
utilizaciéon de productos quimicos de sintesis u organismos de CB para un MIP. Esto ultimo es
consecuencia del desconocimiento existente respecto a la interaccion interespecifica entre las
especies utilizadas como CB y los organismos presentes en el agroecosistema, considerando tanto las
poblaciones plagas como los insectos benéficos o no-objetivo.

2.4 Interacciones entre los HE e insectos no-objetivo

Los agroecosistemas presentan estructuras y funcionamientos complejos (Martin Lopez et al. 2007).
Asimismo, no se conoce la totalidad del efecto de las interacciones entre los organismos que lo
componen. No obstante, se han determinado efectos sinérgicos y antagdnicos de los HE en las especies
benéficas o no objetivo (Roy y Pell, 2000). Un organismo no objetivo en el AE es aquel no considerado
plaga, y que por lo tanto, no forma parte de un MIP. Los EN de plagas agricolas y los polinizadores se
ubican dentro de este grupo.

Las interacciones sinérgicas de los HE con especies benéficas resultarian en el aumento de la
mortalidad de los insectos plaga respecto a la suma de las mortalidades individuales debidas a la accién
de cada uno. Por otro lado, las interacciones antagdnicas se verian reflejadas en una disminucién de la
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mortalidad de los insectos plaga respecto al total de las mortalidades individuales ocasionadas por los
agentes de CB (Roy y Pell, 2000).

La accion de HE en los EN depredadores podria tener doble impacto. Por un lado, actuando como
patdégeno del propio individuo, y, por el otro, disminuyendo la cantidad de presas disponibles (Ball et
al. 1994). En el caso de las abejas, podria ocurrir un impacto negativo mas complejo porque la
enfermedad de un individuo podria derivar en la transmisiéon a toda la colmena al ser la abeja un
insecto social.

Vilcinskas et al. (2012) identificaron péptidos antimicrobianos en la hemolinfa del EN H. axyridis que
le confiere resistencia a los patdgenos fungicos. Por su parte, los estudios realizados por Soto (2015)
indican que A. mellifera puede actuar como vector de B. bassiana sin sufrir infeccion debido a la
exposicién directa del hongo.

Por todo lo expuesto, es fundamental estudiar las interacciones especificas que podrian existir entre
distintas cepas de los géneros de HE Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces procedentes de suelos
de vifiedos del Oeste argentino sobre los insectos benéficos H. axyridis y A.mellifera presentes en el
mismo AE.

2.5 Control biolégico y polinizacion como servicios ecosistémicos

Los ecosistemas naturales suministran a la humanidad numerosos recursos y procesos de los cuales el
hombre obtiene beneficios. Estos componentes se denominan colectivamente Servicios Ecosistémicos
(SE) (Rosas, 2016), y pueden clasificarse en cuatro categorias segun la Iniciativa Global Economia de
Ecosistemas y Biodiversidad (TEEB, por sus siglas en inglés):

De provision: son los productos o bienes tangibles y consuntivos obtenidos del ecosistema,
como ser el alimento y el agua, y la produccion de materias primas y energia;

De habitat y soporte: son los componentes relativos al soporte vital para todas las especies;

Culturales: ligados a los valores humanos, su identidad y su comportamiento, como son los
beneficios educativos, cientificos, estéticos y artisticos; y

De regulacion: son funciones no consuntivas que regulan procesos como la calidad del aire,
secuestro de carbono, moderacidon de eventos climaticos, descontaminacion de aguas servidas,
reciclaje de nutrientes, prevencidn de erosidn, polinizacidn y control bioldgico.

La Organizacién de Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) considera a la
polinizacién como un SE vital que posibilita la produccion de alimentos y los medios de vida de los
seres humanos. Por su parte, el aprovechamiento del control bioldgico tiene su origen en los antiguos
agricultores chinos, cuando observaron que las hormigas eran depredadores efectivos de muchas
plagas de los citricos, razén por la cual aumentaban sus poblaciones colectando nidos de hormigas
depredadoras en habitats naturales cercanos y los colocaban en sus huertos, con el propdsito de
controlar las plagas (Abouhamad, 2017).

En la presente Tesina, la especie polinizadora Apis mellifera y la depredadora Harmonia
axyridis han sido consideradas como modelos bioldgicos, al brindar servicios ecosistémicos de
regulaciéon en los agroecosistemas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Determinacion de la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatégenos sobre
Harmonia axyridis mediante la técnica de aspersion

Recoleccidn de adultos de H. axyridis a campo

Se recolectaron en el predio productivo de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) (Universidad Nacional
de Cuyo, Mendoza, Argentina), en los periodos vegetativo e invernal, adultos de la especie H. axyridis
(Coleoptera: Coccinellidae) para su posterior utilizacién en bioensayos. El rastrillaje se inicié desde el
extremo noreste de la parcela experimental de duraznos, finalizando en el extremo suroeste de la
misma.

El material recolectado se llevd al laboratorio de Fitopatologia (Catedra de Fitopatologia,
Departamento de Ciencias Bioldgicas, FCA). Se acondiciond en recipientes plasticos agujereados y
tapados con mallas de tela vegetal para la aireacion, bajo condiciones controladas (Temperatura=
25°C, Humedad 270% y Fotoperiodo=12:12). La finalidad fue obtener un pool de individuos lo
suficientemente importante para el desarrollo de los bioensayos de patogenicidad (Figura 12).

Los adultos se mantuvieron mediante alimentacion artificial (solucion saturada de sacarosa) y presas
vivas (afidos).

Figura 12: Adultos de H. axyridis acondicionados en recipientes pldsticos para la realizacion de bioensayos

Cepas de HE utilizadas

Se estudié la patogenicidad de 10 cepas de HE, de los Géneros Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces
(Tabla 2) aislados de muestras de suelos de vifiedos de distintas provincias del Oeste de Argentina (Rio
Negro, Neuquén, Mendoza, San Juan, La Rioja y Salta). Las mismas fueron encontradas, caracterizadas
morfo-fisiolégicamente e identificadas a nivel molecular por el Director de la presente Tesina, el M.Sc.
Ing. Agr. Lopez Plantey para la realizacidén de su Tesis Doctoral.
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Tabla 2: Listado y nomenclatura de las cepas de hongos entomopatdgenos evaluados sobre adultos de H. axydiris.

Ne CEPA GENERO
1 BsoilAR-4.1(2) Beauveria
2 PsoilAR-24.3 Paecilomyces

3 MsoilAR-2.5(2) Metarhizium

4 MsoilAR-4.3 Metarhizium

5 MsoilAR-18.5(3) Metarhizium

6 MsoilAR-14.3 Metarhizium

7 MsoilAR-18.5(2) Metarhizium

8 MsoilAR-2.3(2) Metarhizium

9 MsoilAR-2.3(4) Metarhizium

10 MsoilAR-16.3 Metarhizium

El crecimiento y la multiplicacion de todos los hongos se realizé en placas de Petri con medio AA (Agar
12 g.L'}, Avena 40 g y estreptomicina 50 mg), y se mantuvieron en oscuridad y a temperatura ambiente
para favorecer el desarrollo micelial y la esporulacién.

Bioensayo de patogenicidad

Las suspensiones de conidios de cada cepa se prepararon en condiciones estériles y se fijaron a una
concentracion de 107 conidios. mL™ en agua destilada estéril y Tween80® (0,01% Y/,) (polisorbato) para
evitar la aglomeracion de conidios. Luego se colocaron 5 adultos de H.axyridis en cajas de Petri de 15
cm de didmetro, los cuales fueron asperjados con 2mL de cada suspension. La determinacion del
numero de conidios por volumen se realizé con la Camara de Neubauer. Se hicieron tres repeticiones
por cada cepa. Dentro de cada caja de Petri se colocd un algoddn estéril embebido en una solucién
saturada de sacarosa con el objeto de brindar alimento a los insectos adultos durante el bioensayo.
Las cajas de Petri se conservaron bajo condiciones controladas de temperatura (242C), humedad (>60%
HR) y fotoperiodo (16:8) por 7 dias.

Se realizé un tratamiento testigo, ejecutado de la misma forma explicada asperjandolo sdlo con agua
estéril y Tween80® (0,001% “/y).

Diariamente se observd la presencia de individuos muertos, realizandose conteo de los mismos. El
individuo que presentd sintomatologias de infeccidn, fue retirado y conservado en cdmara humeda
(HR >80%) para favorecer la emergencia de las fructificaciones.

indice de Mortandad

Los datos de individuos muertos se registraron en una tabla Excel 2013 y se determind posteriormente
el indice de Mortandad (IM) mediante la férmula:
ASt — ASp

IM =
AS;
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Donde (IM): indice de Mortandad, (AS7): nimero de adultos sobrevivientes en el testigo, (ASs): nimero
de adultos sobrevivientes en el bioensayo.

Analisis estadistico

Se analizaron los resultados obtenidos con el software InfoStat 2017p® mediante estadistica
descriptiva por medio de la determinacion de la media muestral (X) y la desviacién estandar (D.E.).

3.2 Determinacion de la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatégenos sobre
Harmonia axyridis mediante técnica de contacto

La metodologia relacionada a la recoleccidon de adultos de H. axyridis a campo, las cepas de HE
utilizadas, el célculo del indice de Mortandad, y los anélisis estadisticos, fue igual a la detallada en el
punto anterior; existiendo diferencia en el bioensayo de patogenicidad. En este caso, se realizo el
método de inoculacién por “Contacto” (Pizzuolo et al., 2002).

Se transfirieron 5 individuos adultos por cada una de las 3 repeticiones, a una caja de Petri de 9 cm de
didmetro con un disco de papel secante (del didmetro de la caja) en el fondo. El mismo fue previamente
asperjado con 2 mL de una suspensién de conidios del orden de 107. mL? (agua destilada estéril,
Tween80® 0,01% Y/,) y secado posteriormente a temperatura ambiente por, al menos, 20 minutos
(Figura 13).

Las cajas de Petri se conservaron bajo condiciones controladas de temperatura (242C), humedad (>60%
HR) y fotoperiodo (16:8) por 7 dias. Dentro de cada caja Petri, se colocd un algoddn estéril embebido
en una solucidn saturada de glucosa con el objeto de brindar alimento a los insectos adultos durante
el bioensayo.

Se realizd un tratamiento testigo, ejecutado de la misma forma explicada usando sélo agua estéril con
Tween80® (0,001% /).

Diariamente se observd y contabilizé la presencia de individuos muertos. El individuo que presenté
sintomatologias de infeccion fue retirado y conservado en cdmara humeda (HR >80%) para favorecer
la emergencia de las fructificaciones del HE.

Figura 13: Método de inoculacién por contacto en adultos de H. axydiris.

3.3 Determinacion de la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatdégenos sobre
Apis mellifera mediante la técnica de aspersion

Recoleccidn de adultos de A. mellifera a campo
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Se recolectaron individuos adultos de A. mellifera de las colmenas ubicadas en el apiario de la FCA
(Figura 14). Los mismos se llevaron al laboratorio en frascos de vidrio para su posterior infeccién. La
manipulacion de los adultos se facilitdé mediante uso de hielo seco para generar una atmdsfera pobre
en O, y asi bajar su actividad y resguardar la seguridad durante todo el bioensayo. Los tiempos de
exposicidn al hielo seco se determinaron previamente para no causar dafos letales a los individuos.

Figura 14: Adultos de A. mellifera recolectados en el apiario de la FCA.

Cepas de HE utilizadas

Se estudid la patogenicidad de 24 aislados de HE de los géneros Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces
(Tabla 3) presentes en suelos de vifiedos de distintas provincias de Argentina (Rio Negro, Neuquén,
Mendoza, San Juan, La Rioja y Salta). Los mismos fueron encontrados, caracterizados morfo-
fisiolégicamente e identificados a nivel molecular por el M.Sc. Ing. Agr. Lopez Plantey para la
realizacion de su Tesis Doctoral. También se evalud una cepa comercial argentina denominada en este
estudio ARG (Beauveria bassiana cepa SP-B/04-42, WP, 10° conidios. g~!) y dos cepas italianas del
género Beauveria aisladas de especies de la familia Curculionidae (Coleoptera), identificadas como
RINCO y CCH.

Tabla 3: Listado y nomenclatura de las cepas de hongos entomopatdgenos evaluados sobre adultos de Apis mellifera.

Ne CEPA GENERO

1 ACA Beauveria

2 ARG Beauveria

3 CCH Beauveria
4 RINCO Beauveria

5 BinsAR-1 Beauveria

6 BinsAR-2 Beauveria

7 BsoilAR-4.1(2) Beauveria

8 PsoilAR-4.1(2) Paecilomyces
9 PsoilAR-2.3(4) Paecilomyces
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10 PsoilAR-24.3 Paecilomyces
11 MsoilAR-2.5(2) Metarhizium
12 MsoilAR-4.3 Metarhizium
13 | MsoilAR-18.5(3) Metarhizium
14 MsoilAR-10 Metarhizium
15 MsoilAR-14.3 Metarhizium
16 MsoilAR-15.1 Metarhizium
17 MsoilAR-15.3 Metarhizium
18 MsoilAR-16.3 Metarhizium

19 | MsoilAR-2.4(2) Metarhizium

20 | MsoilAR-2.3(1) Metarhizium

21 MsoilAR-2.3(3) Metarhizium

22 | MsoilAR-2.3(2) Metarhizium

23 | MsoilAR-2.3(4) Metarhizium

24 MsoilAR-17.9 Metarhizium

Bioensayos de patogenicidad

Se realizaron bioensayos de patogenicidad sobre adultos A. mellifera mediante el método de
inoculacidn por aspersion directa: “Aspersion” (Pizzuolo et al., 2002), ejecutando tres repeticiones por
cada aislado.

Se utilizaron cinco individuos adultos por cada una de las 3 repeticiones. Dentro de una caja de Petri
estéril se los asperjé con 2 mL de una suspension de conidios del orden de 10”. mL? (agua destilada
estéril, Tween80® 0,01% “*) (Figura 15, ejemplo 1). En todos los métodos de inoculacién la
determinacién del nimero de conidios por volumen de agua estéril se realiz6 con la Camara de
Neubauer.

Posteriormente, los individuos adultos infectados se transfirieron a una caja de Petri de 9 cm de
didmetro en la cual previamente se le incorpord un fondo de papel secante estéril, junto con un
algoddn estéril embebido con una fuente alimenticia (solucién saturada de hidromiel) y un algodén
estéril embebido con una fuente de hidratacién (agua destilada estéril).
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Figura 15: Métodos de inoculacion utilizados en el bioensayo de A.mellifera: 1. Infeccién por aspersion directa; 2. Infeccion
por contacto; 3. Infeccion por transferencia (F) alimento; (W) agua. Fuente: Poidatz et al. (2018).

Se realizd un tratamiento testigo, ejecutado de la misma forma explicada usando sélo agua estéril con
Tween80°® (0,001% /).

Los individuos utilizados fueron supervisados previamente que no manifestasen sintomas de
intoxicacién por CO,.

Todas las unidades de muestreo se conservaron por 7 dias consecutivos en condiciones controladas
de temperatura (249C), humedad (>60% HR) y fotoperiodo (16:8). Diariamente se determind la
presencia de individuos muertos, que fueron transferidos a cdmara hiumeda (HR >80%) para favorecer
la emergencia de las fructificaciones del hongo (Figura 16).

Figura 16: Individuos muertos de A.mellifera en cdmara humeda.

indice de Mortandad

El nimero de insectos muertos se registrdé en una tabla Excel 2013 para determinar posteriormente el
indice de Mortandad (IM) mediante la férmula:
AS — ASp

IM =
AS;

Donde (IM): indice de Mortandad, (ASr): nimero de adultos sobrevivientes en el testigo, (ASs): nUmero
de adultos sobrevivientes en el bioensayo.

Andlisis estadistico

Se analizaron los resultados obtenidos con el software InfoStat 2017p® mediante estadistica
descriptiva por medio de la determinacion de la media muestral (X) y la desviacién estandar (D.E.).
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3.4 Determinacion de la patogenicidad de diferentes cepas de hongos entomopatégenos sobre
Apis mellifera mediante la técnica de contacto

Se realizaron bioensayos de patogenicidad sobre adultos A.mellifera mediante el método por contacto
con una superficie inoculada: “Contacto” (Pizzuolo et al., 2002). La Unica variacidn en la metodologia
respecto al item anterior fue la técnica de inoculacién. Se realizaron tres repeticiones por cada
tratamiento.

Se transfirieron 5 individuos adultos por repeticidn a una caja de Petri de 9 cm de didmetro que poseia
en el fondo un disco de papel secante (del diametro de la caja) (Figura 15, ejemplo 2). El mismo fue
previamente asperjado con 2 mL de una suspensidn de conidios del orden de 10”. mL? (agua destilada
estéril, Tween80® 0,01% “/,) y secado a temperatura ambiente por, al menos, 20 minutos (Figura 17).
Dentro de cada unidad de muestreo (caja de Petri), se colocé un algoddn estéril embebido con una
fuente alimenticia (solucion satura de hidromiel) y un algoddn estéril embebido con una fuente de
hidratacion (agua destilada estéril).

Se realizé un tratamiento testigo, ejecutado de la misma forma explicada usando sélo agua estéril con
Tween80® (0,001% /).

Figura 17: Método de infeccion por contacto en A. mellifera.

Los individuos utilizados fueron supervisados previamente que no manifestasen sintomas de
intoxicacion por CO,.

Todas las unidades de muestreo se conservaron por 7 dias consecutivos en condiciones controladas
de temperatura (249C), humedad (>60% HR) y fotoperiodo (16:8). Diariamente se determind la
presencia de individuos muertos, que fueron transferidos a cdmara hiumeda (HR >80%) para favorecer
la emergencia de las fructificaciones del hongo (Figura 17).

3.5 Determinacion de la patogenicidad de las cepas nativas de hongos entomopatégenos sobre
Apis mellifera mediante la técnica de transferencia

Al ser la “abeja europea” un insecto social, se confecciond la forma de inoculaciéon por “Transferencia”,
el resto del ensayo se realizd con la metodologia explicada en el item 3.3. La finalidad de este
tratamiento fue representar otro posible medio de infeccidn. Se realizaron tres repeticiones por cada
capa.

Se asperjdé un individuo adulto de A. millifera (previamente marcado en el mesonoto -térax- con
pintura apta para apicultura), con 400 pL de una suspensién de conidios del orden de 107. mL* (agua
destilada estéril, Tween80® 0,01% “/,) (Figura 16, ejemplo 3). Inmediatamente la abeja inoculada fue
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transferida a un recipiente plastico de 10 cm de alto y 10 cm de didmetro en cuyo interior se
encontraban 4 individuos adultos no tratados, un carton estéril como soporte de los mismos, un
algodon estéril embebido con una fuente alimenticia (solucién saturada de hidromiel) y un algodén
estéril embebido con una fuente de hidratacion (agua destilada estéril) (Figura 18).

Figura 18: Recipientes del método por contacto y por transferencia en condiciones controladas.

Se realizd un tratamiento testigo, ejecutado de la misma forma explicada usando sélo agua estéril con
Tween80° (0,001%Y/).

Los individuos utilizados fueron supervisados previamente que no manifestasen sintomas de
intoxicacidn por CO,.

Todas las unidades de muestreo se conservaron por 7 dias consecutivos en condiciones controladas
de temperatura (249C), humedad (>60% HR) y fotoperiodo (16:8). Diariamente se determiné la
presencia de individuos muertos, que fueron transferidos a cdmara hiumeda (HR >80%) para favorecer
la emergencia de las fructificaciones del hongo (Figura 17).

3.6 Comparacion de la mortandad ocasionada por los medios de inoculaciéon en las cepas que
presentaron patogenicidad

En primer lugar, se realizd la comparacidon de medias del IM para cada cepa que presentd efecto
patogénico en A. mellifera segin el método de inoculacién, por medio de una inferencia basada en dos
muestras con la Prueba de t-Student. Dado que los datos no cumplieron con el supuesto de
normalidad, se recurrié a un procedimiento no paramétrico como alternativa a la Prueba de t de dos
muestras. Se probd laigualdad de las medias de mortandad de los métodos de inoculacion “aspersion”
y “contacto” con la Prueba de dos muestras de Wilcoxon para muestras independientes (a=0,05),
como sugiere Walpole et al. (2012).

29



4. RESULTADOS de la determinacion de patogenicidad de diferentes cepas de hongos
entomopatogenos procedentes de vifiedos del Oeste argentino sobre individuos adultos

4.1 De Harmonia axyridis mediante la técnica de aspersion y contacto

Con el fin de simplificar el andlisis de los resultados obtenidos en H.axyridis, se presentan los dos
métodos de inoculacidn en conjunto, a pesar de corresponderse a objetivos diferentes.

Ninguna de las cepas de HEs evaluadas en los métodos por Aspersion y Contacto sobre adultos de H.
axyridis mostré accion patogénica (X=0). Tampoco se observaron vaquitas muertas por HEs en el
testigo.

4.2 De Apis mellifera mediante la técnica de aspersion

Los valores de promedio del IM y de D.E. para cada cepa obtenidos al implementar el método de
inoculacidn por Aspersién se muestran en la Tabla 4. De los 24 aislados evaluados, ACA, ARG, BinsAR-
1, BinsAR-2, MsoilAR-17.9, MsoilAR-2.3(3) y MsoilAR-2.4(2), no presentaron efecto patogénico sobre
A. mellifera, como asi tampoco el testigo (X=0); por lo cual no se tuvieron en cuenta para analisis
posteriores. Contrariamente, se observd que 6 de los 24 aislados evaluados causaron un indice de
mortandad de 1, mientras que los valores promedio de IM obtenidos para las 11 cepas restantes
fueron variables.

Tabla 4: Valores de media del IM y D.E. obtenidos por cepa mediante el método de inoculacion por Aspersion.

CEPA X + D.E
MsoilAR-15.1 0,13 +0,23
MsoilAR-10 0,2+0,35
BsoilAR-4.1(2) 0,27 £0,31
PsoilAR-24.3 0,27 £0,12
CCH 0,33+0,12

MsoilAR-14.3 0,4+0,2
MsoilAR-15.3 0,47 +0,23
MsoilAR-16.3 0,67 £0,31

MsoilAR-18.5(3) 0,67 + 0,42

MsoilAR-2.3(1) 0,67 +0,58

PsoilAR-2.3(4) 0,67 +0,58
MsoilAR-2.3(2) 10
MsoilAR-2.3(4) 1+0
MsoilAR-2.5(2) 1+0
MsoilAR-4.3 110
PsoilAR-4.1(2) 1+0
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RINCO 1+0

Figura 19: Ejemplo de la evolucion post mortem de la afeccion del hongo M. robertsii cepa MsoilAR-2.5 (2) sobre un
individuo adulto de A. mellifera. (A) 72 h, (B) 120 h, y (C) 168 h. Fotos: Lépez Plantey R.

4.3 De Apis mellifera mediante la técnica de contacto

Los valores de la media del IMy D.E. para cada aislado al realizar el método de inoculacidn por Contacto
se muestran en la Tabla 5. De las 24 cepas evaluadas, MsoilAR-4.3, MsoilAR-15.1, ACA, ARG, BinsAR-1,
BinsAR-2, MsoilAR-17.9, MsoilAR-2.3(3) y MsoilAR-2.4(2), no presentaron efecto patogénico sobre A.
mellifera, como asi tampoco el testigo (X=0); por lo que se descartaron para analisis posteriores. Por
el contrario, se observé que 5 de los aislados evaluados causaron un indice de mortalidad 1 (mortalidad
total), mientras que los 10 restantes presentaron valores de media variables (Tabla 5).

Tabla 5: Valores de media del IM y D.E. obtenidos por cepa mediante el método por Contacto.

CEPA X +D.E
BsoilAR-4.1(2) 0,33+0,58
CCH 0,33+0,23
MsoilAR-10 0,33+0,12
MsoilAR-16.3 0,33+0,58
PsoilAR-2.3(4) 0,33+0,31
RINCO 0,33 +0,31
MsoilAR-14.3 0,47 +0,42
MsoilAR-15.3 0,67 + 0,58

MsoilAR-18.5(3) 0,67 + 0,58

PsoilAR-24.3 0,67 +0,58
MsoilAR-2.3(1) 1+0
MsoilAR-2.3(2) 1+0
MsoilAR-2.3(4) 110
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MsoilAR-2.5(2) 1+0

PsoilAR-4.1(2) 1+0

4

Figura 20: Adultos de A. mellifera infectados por el hongo Paecilomyces lilacinus (A) cepa PsoilAR-24.3, y (B) cepa PsoilAR-

4.1(2). Fotografias propias.

4.4 De Apis mellifera mediante la técnica de transferencia

Ninguna de las cepas evaluadas mostro accidon patogénica (X=0) sobre Apis mellifera al probar la
técnica de transferencia (no se tuvo en cuenta para el calculo del IM al individuo infectado y marcado).

Por lo tanto, estos valores no se tuvieron en cuenta en los andlisis posteriores.

4.5 Comparacion de la mortandad ocasionada por los medios de inoculacién en las cepas que
presentaron patogenicidad

Al considerar Unicamente las técnicas de inoculacién por “Aspersion” y “Contacto” solo para aquellas
cepas que mostraron actividad patogénica en, al menos uno de los dos bioensayos, surge la Figura 21:
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Figura 21: Valores de media de IM de las cepas que mostraron accion patogénica; es decir, porcentaje de abejas muertas

por infeccidn por HE, segtin los métodos de inoculacion (Prueba Wilcoxon a=0,05).
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Se acepto la Hipotesis nula de que no existe diferencia significativa en el IM entre los métodos de
inoculacidn para un a=0,05 (p>0,05) en todas las cepas evaluadas.

Tabla 6: Resultados de la Prueba Wilcoxon para los métodos de inoculacion por Aspersion y por Contacto.

CEPA Media de mortandad * EE Wilcoxon p-
ASPERSION CONTACTO valor
MsoilAR-15.1 0,13 + 0,23 0 + 0 >0,9999
MsoilAR-10 0,2 + 0,35 0,33 + | 0,12 0,8000
BsoilAR-4.1(2) 0,27 + 0,31 0,33 + | 0,58 >0,9999
PsoilAR-24.3 0,27 + 0,12 0,67 + | 0,58 0,8000
CCH 0,33 + 0,12 0,33 + | 0,23 >0,9999
MsoilAR-14.3 0,4 t 0,2 0,47 + | 042 0,8000
MsoilAR-15.3 0,47 + 0,23 0,67 + | 0,58 0,6000
MsoilAR-16.3 0,67 t 0,31 0,33 + | 0,58 0,6000
MsoilAR-18.5(3) 0,67 + 0,42 0,67 * 0,58 >0,9999
MsoilAR-2.3(1) 0,67 + 0,58 1 + 0 >0,9999
PsoilAR-2.3(4) 0,67 t 0,58 0,33 + | 0,31 0,6000
MsoilAR-2.3(2) 1 t 0 1 + 0 sd
MsoilAR-2.3(4) 1 + 0 1 + 0 sd
MsoilAR-2.5(2) 1 t 0 1 + 0 sd
MsoilAR-4.3 1 + 0 0 + 0 0,1000
PsoilAR-4.1(2) 1 + 0 1 + 0 sd
RINCO 1 + 0 0,33 + | 0,31 0,1000

*EE: Error Estandar



5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La interaccion entre HE y organismos benéficos o “no objetivo” puede ser positiva (sinérgica), o
negativa (antagonista) (Roy y Pell, 2000). Una situacién ideal en el manejo de plagas se daria en el caso
de establecerse una interaccion benéfica entre los organismos mencionados, favoreciendo la
utilizacidn de biopesticidas por encima de los plaguicidas sintéticos.

En la presente Tesina de Grado se evalud la patogenicidad de distintas cepas de HE procedentes de
vifledos del oeste argentino, una cepa comercial argentina y dos cepas italianas. Los organismos sobre
los cuales se realizaron los ensayos fueron dos especies benéficas que brindan destacados servicios al
ecosistema: la “abeja europea”, Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) como principal polinizador y
clave para la elaboracién de miel, ceras, y otros productos; y la “vaquita asiatica”, Harmonia axyridis
(Coleoptera: Coccinellidae) como voraz depredador de plagas agricolas.

En los bioensayos ejecutados con las distintas cepas de HE sobre la vaquita asiatica se observé que
ninguno de los tratamientos arrojé indices de mortandad positivos a concentraciones de 107 conidios.
mL?. La falta de efecto patogénico coincide con los resultados de otros investigadores sobre el
coccinélido en estudio (Roy et al., 2008), en los cuales solo se manifestd efecto patogénico a dosis de
10° conidios. mL?. Valores de mortandad positivos se han observado sobre otras especies de
coccinélidos como Coccinella septempunctata, Adalia bipunctata (Roy et al., 2008) e Hippodamia
convergens (Coleoptera: Coccinellidae) (James et al., 1998); que fueron susceptibles al desarrollo de
micosis en condiciones ambientales favorables y concentraciones de conidios del orden de 107. mL™.

Vilcinskas et al. (2012) explican que la fuerte resistencia de H. axyridis a patégenos se deberia al
robusto sistema inmunitario que posee. Esta ventaja natural la posiciona como un invasor voraz que
causaria impactos negativos en la economia y en el nuevo ecosistema colonizado, al desplazar especies
nativas (Holgado et al., 2014). El éxito invasivo de la vaquita asiatica se debe a la accién de péptidos
antimicrobianos presentes en la hemolinfa (Schmidtberg et al. 2015), siendo la harmonina ((17R, 92) -
1,17-diaminooctadec-9-eno) el principal compuesto quimico identificado. Vilcinskas et al. (2012) han
citado otros PAM que participan en el mecanismo de defensa, entre los que se destacan: attacinas,
coleoptericinas, defensinas, y lisozimas.

Ante esto, se ha demostrado que los coccinélidos pueden actuar como “vectores” de agentes de CB.
Estos insectos depredan principalmente poblaciones de afidos, pudiendo desplazarse de colonia en
colonia para alimentarse, resultando el traslado en un dptimo control de la plaga que es su presa (Roy
y Pell, 2000). El mismo rol de vectorizacion se ha observado en A. mellifera (Soto, 2015).

En el caso de la abeja melifera se establecié un disefio experimental en el que se afiadio la técnica de
inoculacidon por “Transferencia” ademas de “Aspersion” y “Contacto”, debido al comportamiento
social que posee. Las interacciones que existen entre las abejas por ser insectos sociales, incrementan
la susceptibilidad a sufrir enfermedades debido a un aumento en las fuentes de infeccion (Cantwell et
al., 1966). Uno de los fendmenos mas estudiados en el comportamiento de las especies sociales del
orden Hymenoptera es la trofalaxia, y consiste en el intercambio de alimento liquido entre individuos
de una misma colonia (De Marco, 2003). Este contacto frecuente entre los organismos podria favorecer
la transferencia de enfermedades (Baverstock et al.,, 2010). Asimismo, el traslado de polen desde el
ambiente y la posterior alimentacion a la colonia, seria un claro ejemplo de la estrategia descrita por
Poidatz et al. 2018, al estilo “caballo de Troya”, promoviendo la entrada de indculo con la consecuente
infeccién de los individuos dentro de la colmena.

Los resultados arrojados en el tratamiento por transferencia muestran ausencia de accién patogénica
sobre adultos de A. mellifera para todas las cepas de HE analizadas, viéndose afectada Unicamente la
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abeja marcada a la que se le asperjo el indculo. Dado que la trofalaxia es un comportamiento mas
complejo que la mera transferencia de alimentos, al incluir el acicalamiento y reconocimiento entre
individuos, podria pensarse que la higienizacién de ellos mismos disminuye el inéculo. Otra causa
podria ser el fenémeno de “fiebre social” postulado por Téllez et al. (2009). En consecuencia, la
transferencia seria una fuente de infeccidon sin impacto.

Respecto a la técnica de inoculacion por Aspersidn sobre adultos de la abeja melifera, se obtuvieron
resultados que concuerdan con gran parte de la bibliografia consultada. Se ha registrado efecto
patogénico de cepas de los géneros Beauveria y Metharizium tanto en A. mellifera (Vandenberg, 1990;
Ball et al. 1994), como en otros himendpteros polinizadores (Goerzen, 1990) e invasores (Poidatz et
al., 2018). Respecto al método de infeccidn por contacto, también se obtuvo concordancia con los
resultados positivos de infeccién causada por Beauveria y Metharizium en himendpteros sociales
rudimentarios (Poidatz et al. 2018). No se ha detectado bibliografia que haga referencia a autores que
hayan realizado bioensayos con Paecilomyces.

De las tres fuentes de infeccion utilizadas, unicamente Aspersion y Contacto mostraron resultados
positivos de IM, por lo que el método por transferencia puede ser descartado al no presentar un riesgo
importante. El mismo andlisis se puede hacer con las cepas de HE, de las cuales algunas no mostraron
efecto sobre los insectos “no-objetivo” en todas las fuentes de inoculacién, y otras cepas tuvieron una
fuerte accién patogénica (y variable) sobre los adultos de la abeja melifera. Cabe aclarar que de las tres
cepas comerciales de Beauveria evaluadas, solo las italianas mostraron efecto, y no asi la cepa
comercial argentina. Esto podria deberse a la baja concentracién de conidios del producto nacional
(10° UFC.g1), y a la contaminacion del mismo con el micoparasito Trichoderma spp.; ambas
determinaciones fueron realizadas en el Laboratorio de Fitopatologia (FCA-UNCuyo).

La discusién a continuacidn se centra en analizar qué sucede con las cepas que poseen actividad
patogénica sobre las plagas agricolas y sobre los organismos benéficos, en este caso las abejas. En este
sentido, es preciso mencionar los conceptos de “patogenicidad fisiolégica y ecolégica” desarrollados
por Roy y Pell (2000). En el primer caso, se daria una interaccién antagdnica entre los HE y el polinizador
solo bajo condiciones ambientales éptimas para el patégeno, que pueden asimilarse a las condiciones
controladas de laboratorio. El concepto de patogenicidad ecoldgica se refiere a la posibilidad de que
el himendptero sea infectado en las condiciones reales de campo, que probablemente son inferiores
al 6ptimo para el HE.

Muchos son los autores que apoyan la teoria de las diferencias en las tasas de infeccidn entre
condiciones de laboratorio y en el campo, entre ellos Mommaerts et al. (2009). Por su parte, James et
al. (1998) estudiaron el efecto de la temperatura y de la humedad en el desarrollo de micosis, dado
que, por ejemplo, ambas influyen en la germinacién de los conidios y en el crecimiento del patégeno.
Es decir, los insectos pueden presentar susceptibilidades diferentes a los HE en condiciones de campo
que dificilmente se pueden simular en condiciones controladas de laboratorio (Roy y Pell, 2000).

Otro factor a tener en cuenta y que remarcan algunos autores como Ball et al. (1994), es la escasa
humedad existente en los vifiedos del Oeste argentino. Esta condicidn ambiental evitaria el desarrollo
de la enfermedad causada por HE sobre los polinizadores. A pesar de esto, se plantea una amplia
discusidn respecto al efecto de los biopesticidas sobre los organismos no objetivos, para lo cual se
puede plantear una posibilidad de manejo de plagas con separacidn temporo espacial de los
tratamientos con biopesticidas y el momento de mayor susceptibilidad de los organismos benéficos
(Roy y Pell, 2000). Para el caso de la vid, deberian evitarse las aplicaciones en los periodos de floracién
y envero que son las épocas de mayor presencia de polinizadores himenépteros.
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Debido a que todos los resultados fueron obtenidos en condiciones de laboratorio, es necesario
continuar con investigaciones que evallen el efecto de las cepas estudiadas en condiciones reales de
campo.
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