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CEP351 CEP352 CEP353

Figura 24. Morfologia de la colonia de los diferentes aislamientos de P. lilacinum.
Se sembraron cada uno de los aislamientos fingicos en medio de cultivo SDYA y se incubaron

a 25 °C en condiciones de oscuridad durante 15 dias.
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Las hifas vegetativas como los conidiéforos presentaron paredes hialinas y lisas.
Los conidioforos fueron ramificados e irregulares, con fidlides que se caracterizan por
constar de una porcidén basal cilindrica o hinchada, adelgazdndose abruptamente a
menudo para formar un cuello muy notorio. Los conidios presentaron una forma ovoide

(Figura 25).

20.0 um

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

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

Las diferencias en el largo de los conidios entre los diferentes aislamientos
fungicos fueron altamente significativas (ANOVA F = 6,36; g1 = 9; p < 0,0001),
observando el valor médximo en CEP 352 (3,06 + 0,22 um) y el valor minimo en CEP
359 (2,51 + 0,38 um); el tamafio promedio de los conidios fue de 2,70 + 0,34 um. Las
diferencias en el ancho de los conidios entre los diferentes aislamientos fiingicos fueron
altamente significativas (ANOVA F = 5,88; g1 = 9; p < 0,0001), observando el valor
maximo en CEP 352 (2,58 + 0,26 um) y el valor minimo en el aislamiento CEP 360
(2,15 £ 0,22 um); el tamaio promedio de los conidios fue de 2,65 £ 0,32 um (Tabla 10).
La viabilidad de los conidios fue medida como porcentaje de germinacién. Las
diferencias entre los aislamientos fungicos fueron altamente significativas (ANOVA F =
7,52; g1 =9; p =0,0001), obteniendo valores superiores al 90 %, (Tabla 10) (Figura
26).
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Tabla 10. Descripcion microscopica de los aislamientos fiingicos de P. lilacinum.

N° Coleccién CONIDIOS

CEPAVE Forma Tamaiio (um)* Germinacién (%)"
Largo Ancho

CEP 351 ovoide 2,79 (0,24) ab 2,33(0,27) a 96,40 (1,10) ab
CEP 352 ovoide 3,06 (0,22) b 2,58 (0,26) b 97,33(0,74) a
CEP 353 ovoide 2,72 (0,33) ab 2,25(0,20) a 100 (0,00) ¢
CEP 354 ovoide 2,66 (0,37) ab 2,27 (0,34) a 100 (0,00) ¢
CEP 355 ovoide 2,55 (0,29) ab 2,17 (0,19) a 100 (0,00) ¢
CEP 356 ovoide 2,55 (0,29) ab 2,22 (0,25) a 98,40 (0,86) ab
CEP 357 ovoide 2,71 (0,38) ab 2,18 (0,27) a 99,06 (0,44) abc
CEP 358 ovoide 2,73 (0,30) ab 2,30 (0,25) a 99,90 (0,14) be
CEP 359 ovoide 2,51 (0,38) a 2,21 (0,26) a 100 (0,00) ¢
CEP 360 ovoide 2,71 (0,28) ab 2,15(0,22) a 100 (0,00) ¢

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

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

p < 0,05).

*Porcentaje de germinacién (error estdndar) determinado a las 24 hs post-inoculacién. Valores

seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey p < 0,05).
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Figura 26. Porcentaje de germinacion de conidios de P. lilacinum a las 24 hs post-

inoculacion.

Las barras indican el porcentaje de germinaciéon y el error estdndar. Las letras distintas

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

individuos de H. betulinus ‘“Taladro de la yerba mate”

3.2.1. Seleccion de los aislamientos fiingicos para las pruebas de patogenicidad de

de hongos Hypocreales contra H. betulinus

Se evalué la patogenicidad de 24 aislamientos de hongos entomopatdgenos
Hypocreales sobre adultos de H. betulinus (Coleoptera: Cerambycidae) en condiciones
de laboratorio, siendo 15 aislamientos de B. bassiana, 2 aislamientos de M. anisopliae y

7 aislamientos de P. lilacinum (Tabla 11).

Tabla 11. Caracteristicas de los aislamientos de hongos Hypocreales utilizados en

las pruebas de patogenicidad contra H. betulinus.

Especie fingica N° Coleccion CEPAVE Viabilidad conidios
Beauveria bassiana CEP 332 99,60 % (0,29)
Beauveria bassiana CEP 333 91,93 % (3,24)
Beauveria bassiana CEP 334 89,46 % (7,48)
Beauveria bassiana CEP 335 98,15 % (0,55)
Beauveria bassiana CEP 336 98,43 % (1,22)
Beauveria bassiana CEP 337 99,43 % (0,66)
Beauveria bassiana CEP 338 99,83 % (0,12)
Beauveria bassiana CEP 339 98,60 % (0,49)
Beauveria bassiana CEP 340 95,83 % (2,94)
Beauveria bassiana CEP 341 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 342 99,33 % (0,74)
Beauveria bassiana CEP 343 97,80 % (0,14)
Beauveria bassiana CEP 344 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 345 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 347 100 % (0,00)
Metarhizium anisopliae CEP 349 97,80 % (0,53)
Metarhizium anisopliae CEP 350 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 352 97,33 % (0,74)
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Purpureocillium lilacinum CEP 353 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 354 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 355 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 356 98,40 % (0,86)
Purpureocillium lilacinum CEP 359 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 360 100 % (0,00)

3.2.2. Evaluacion de la patogenicidad de los aislamientos fingicos seleccionados

Los 15 aislamientos fiingicos de B. bassiana ocasionaron la infeccién y muerte
de los adultos de H. betulinus. Los sintomas de infeccién fueron observados por la
exteriorizacion del hongo, primeramente, en las zonas intersegmentales del abdomen,

aparato bucal, antenas y patas, produciendo conidios de coloracién blanca (Figura 27).

Figura 27. Adultos de H. betulinus infectados con B. bassiana.
Los adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspensién fiingica de 1 x 10°* conidios/ml
y al cabo de 7 dias se observo el desarrollo de micelio blanco que cubrié todo el cuerpo del

insecto en camara humeda.
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Las diferencias en el porcentaje de mortalidad de los adultos de H. betulinus
entre el tratamiento control y los 15 aislamientos fungicos, fueron altamente
significativas (ANOVA F = 6,42; g1 = 15; p < 0,0001). Todos los aislamientos de B.
bassiana ocasionaron un porcentaje de mortalidad superior al 50%, observando el valor
maximo en CEP 334 y CEP 335 (86,67%) y el valor minimo en CEP 347 (53,33%)
(Tabla 12) (Figura 28).

Se estim6 el tiempo letal medio (TLsp) de los 15 aislamientos fingicos
infectando los adultos de H. betulinus. Los valores del TLs, oscilaron entre 8,74 dias
para el aislamiento CEP 340 y 13,59 dias para el aislamiento CEP 345 (Tabla 12)
(Figura 29).

Tabla 12. Determinacion del porcentaje de mortalidad promedio y el tiempo letal

medio (TLs,) de los aislamientos de B. bassiana contra adultos de H. betulinus.

Aislamiento fingico Mortalidad (%)" TLs, (Dias, IC 95 %)*
Control 3,33(4,71) a -
CEP 332 63,33 (4,71) b 11,76 (8,63-16,95)
CEP 333 66,66 (12,47) b 12,99 (7,82-40,35)
CEP 334 86,066 (4,71) b 11,64 (10,23-13,39)
CEP 335 86,66 (12,47) b 10,39 (9,29-11,64)
CEP 336 80,00 (16,32) b 10,19 (8,55-12,23)
CEP 337 66,66 (12,47) b 12,11 (9,65-15,97)
CEP 338 83,33 (4,71) b 9,64 (7,76-12,09)
CEP 339 83,33 (12,47) b 9,70 (7,79-12,10)
CEP 340 70,00 (8,16) b 8,74 (6,52-11,89)
CEP 341 66,66 (4,92) b 9,58 (8,05-11,29)
CEP 342 70,00 (16,32) b 10,29 (7,83-14,03)
CEP 343 73,33 (4,71) b 11,90 (10,47-13,73)
CEP 344 70,00 (8,16) b 11,90 (10,29-14,08)
CEP 345 70,00 (0,00) b 13,59 (12,01-15,88)
CEP 347 53,33 (12,47) b 12,17 (10,34-14,66)

* Porcentaje de mortalidad promedio (error estandar) a los 15 dias posteriores a la inoculacién.

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey p < 0,05).

+ Tiempo letal medio (TLs,) calculado con un programa Probit.
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Figura 28. Porcentaje de mortalidad confirmada de adultos de H. betulinus
infectados con B. bassiana.

Adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspensién de 1 x 10° conidios/ml de B.
bassiana e incubados durante 15 dias bajo condiciones controladas (26 + 1 °C y
fotoperiodo de 14 hs de luz). Diariamente, se cuantificé el nimero de adultos con desarrollo
de micelio externo y se estimé el porcentaje de mortalidad promedio a los 15 dias posteriores a
la inoculacién. Las barras indican el porcentaje de mortalidad confirmada y el error estdndar.

Las letras distintas representan las diferencias altamente significativas obtenidas por el test de

Tukey (p < 0,05).
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Figura 29. Tiempo letal medio (TLsy), en el estudio de la patogenicidad de

aislamientos de B. bassiana contra adultos de H. betulinus.
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Los 2 aislamientos fungicos de M. anisopliae ocasionaron la infeccién y muerte
de los adultos de H. betulinus, el micelio emergié primeramente en las zonas
intersegmentales del abdomen, aparato bucal, antenas y patas. Transcurridos siete dias
se observé sobre todo el cuerpo del hospedador, adoptando un aspecto esporulado de

color verde oliva (Figura 30).

Figura 30. Adultos de H. betulinus infectados con M. anisopliae.
Los adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspension fiingica de 1 x 10°® conidios/ml
y al cabo de 7 dias se observé el desarrollo de micelio verde oliva que cubrié todo el cuerpo del

insecto en camara humeda.

Las diferencias en el porcentaje de mortalidad de los adultos de H. betulinus
entre el tratamiento control y los 2 aislamientos fingicos, fueron altamente
significativas (ANOVA F = 15,57; gl = 2; p = 0,0042). Los aislamientos de M.
anisopliae ocasionaron un porcentaje de mortalidad superior al 70%, observando el
valor médximo en CEP 350 (83,33%) y el valor minimo en CEP 349 (70%) (Tabla 13)
(Figura 31).

Se estim6 el tiempo letal medio (TLsp) de los 2 aislamientos fingicos infectando
los adultos de H. betulinus. Los valores del TLsy oscilaron entre 7,41 dias para el

aislamiento CEP 349 y 7,92 dias para el aislamiento CEP 350 (Tabla 13) (Figura 32).
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Tabla 13. Determinacion del porcentaje de mortalidad promedio y el tiempo letal

medio (TLsy) de los aislamientos de M. anisopliae contra adultos de H. betulinus.

Aislamiento fiingico Mortalidad (%)" TL50 (Dias, IC 95 %)*

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

* Porcentaje de mortalidad promedio (error estdndar) a los 15 dias posteriores a la inoculacién.
Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (Test de Tukey p < 0,05).

+ Tiempo letal medio (TLs,) calculado con un programa Probit.
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Figura 31. Porcentaje de mortalidad confirmada de adultos de H. betulinus
infectados con M. anisopliae.

Adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspensién de 1 x 10° conidios/ml de M.
anisopliae ¢ incubados durante 15 dias bajo condiciones controladas (26 = 1 °C y
fotoperiodo de 14 hs de luz). Diariamente, se cuantific6 el nimero de adultos con desarrollo
de micelio externo y se estimé el porcentaje de mortalidad promedio a los 15 dias posteriores a
la inoculacién. Las barras indican el porcentaje de mortalidad confirmada y el error estdndar.
Las letras distintas representan las diferencias altamente significativas obtenidas por el test de

Tukey (p < 0,05).
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Figura 32. Tiempo letal medio (TLsy), en el estudio de la patogenicidad de

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

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

pero se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Determinacion del porcentaje de mortalidad promedio y mortalidad

corregida de los aislamientos de P. lilacinum contra adultos de H. betulinus.

Aislamiento fingico Mortalidad (%)*

Mortalidad corregida (% )+

Control 11,66 (8,49) -

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

* Porcentaje de mortalidad promedio (error estdndar) a los 15 dias posteriores a la inoculacidn.

+ Mortalidad corregida por la Férmula de Abbott (1925).

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

patogenicidad para el “taladro o tigre de la yerba mate”.

97



Resultados Schapovaloff Maria Elena

Evaluacion de la patogenicidad de los aislamientos fiingicos sobre

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

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

de hongos Hypocreales contra G. spegazziniana

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

condiciones de laboratorio.

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

G. spegazziniana.

Especie fngica N° Coleccion CEPAVE Viabilidad conidios
Beauveria bassiana CEP 332 99,60 % (0,29)
Beauveria bassiana CEP 333 91,93 % (3,24)
Beauveria bassiana CEP 334 89,46 % (7,48)
Beauveria bassiana CEP 335 98,15 % (0,55)
Beauveria bassiana CEP 336 98,43 % (1,22)
Beauveria bassiana CEP 337 99,43 % (0,66)
Beauveria bassiana CEP 338 99,83 % (0,12)
Beauveria bassiana CEP 339 98,60 % (0,49)
Beauveria bassiana CEP 340 95,83 % (2,94)
Beauveria bassiana CEP 341 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 342 99,33 % (0,74)
Beauveria bassiana CEP 343 97,80 % (0,14)
Beauveria bassiana CEP 344 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 345 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 346 98,83 % (0,84)
Beauveria bassiana CEP 347 100 % (0,00)
Beauveria bassiana CEP 348 99,83 % (0,23)
Metarhizium anisopliae CEP 349 97,80 % (0,53)
Metarhizium anisopliae CEP 350 100 % (0,00)
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Purpureocillium lilacinum CEP 351 96,40 % (1,10)
Purpureocillium lilacinum CEP 352 97,33 % (0,74)
Purpureocillium lilacinum CEP 354 100 % (0,00)
Purpureocillium lilacinum CEP 356 98,40 % (0,86)
Purpureocillium lilacinum CEP 357 99,06 % (0,14)
Purpureocillium lilacinum CEP 360 100 % (0,00)

3.3.2. Evaluacion de la patogenicidad de los aislamientos fiingicos seleccionados

Se evalu6 la patogenicidad de 25 aislamientos fungicos, correspondiendo 17
aislamientos a B. bassiana, 2 aislamientos a M. anisopliae 'y 6 aislamientos a P.
lilacinum. En todos los casos, se observé una muy baja mortalidad producida por todos
estos aislamientos. Sin embargo, en los grupos controles la mortalidad fue més alta que
lo esperado. Por esta razdn, al realizar la correccién de la mortalidad de los grupos
controles segin la Férmula Abbott (1925) en la mayoria de los casos se obtuvieron
valores de mortalidad corregida inferiores a cero. Estos resultados carecen de
significado bioldgico pero se muestran en la Tabla 16. La mortalidad de los controles no
fueron superiores al 20%; dentro de los individuos muertos en los controles ninguno
presentd6 mortalidad por patégenos, siendo la causa de la muerte desconocida. La
mortalidad causada por B. bassiana fue comprobada al colocar los psilidos adultos
muertos en cadmaras himedas y medio agar avena los que presentaron un crecimiento de
micelio blanco que cubri6 todo el cuerpo del insecto, adoptando un aspecto esporulado

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

adultos de G. spegazziniana.

Aislamiento fingico Mortalidad (%)* Mortalidad corregida (% )+

Control 20,00 (12,47) -

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

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

CEP 351 3,75 (4,14) - 0,20 (0,05)
CEP 352 2,50 (4,33) - 0,03 (0,22)
CEP 354 1,25 (2,16) - 0,23 (0,03)
CEP 356 1,25 (2,16) -0,16 (0,03)
CEP 357 6,25 (5,44) - 0,16 (0,06)
CEP 360 0,00 (0,00) - 0,25 (0,00)

* Porcentaje de mortalidad promedio (error estdndar) a los 10 dias posteriores a la inoculacién.

+ Mortalidad corregida por la Férmula de Abbott (1925).

100



Resultados Schapovaloff Maria Elena

Figura 33. Adultos de G. spegazziniana infectados con B. bassiana.
Ninfas del quinto estadio de G. spegazziniana fueron tratados con una suspension flingica de 1
x 10° conidios/ml y al cabo de 72 hs se observé el desarrollo de micelio blanco que cubrié todo

el cuerpo del insecto en camara hiimeda.

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

insecto en capsulas de Petri con medio agar avena.
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Identificacion y caracterizacion de los hongos entomopatogenos por

medio de técnicas moleculares

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

suelo de cultivos de yerba mate

Los 17 aislamientos flngicos de B. bassiana fueron identificados segin sus
caracteristicas macroscopicas y microscépicas, sin embargo, se decidié confirmar la
identificaciéon mediante técnicas moleculares. La secuenciacion de la region ITS1 - 5,8S
- ITS2 fue realizado para obtener diferenciacion entre las especies de Beauveria
analizadas, y asi, confirmar su clasificaciéon. De un total de 17 aislamientos fingicos,
16 fueron aislados de suelo de cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones (CEP
332 a CEP 347) y 1 aislamiento de referencia de la colecciéon del CEPAVE aislado de
Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Coccinellidae) (CEP 148) (Tabla 19).

Tabla 19. Aislamientos utilizados en la caracterizacion por técnicas moleculares

N° Coleccion  Especie fliingica  Sustrato/Insecto hospedador  Region geografica

CEPAVE

CEP 148  Beauveria bassiana Cycloneda sanguinea Tucumdén, Argentina
CEP 332 Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 333 Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 334  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 335  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 336  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 337  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 338  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 339  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 340  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 341  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 342  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 343 Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 344  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 345  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 346  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
CEP 347  Beauveria bassiana Suelo yerba mate Misiones, Argentina
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La amplificacién con los primers ITS1 e ITS4 originé un Unico fragmento de
aproximadamente 600 pb en todos los aislamientos fungicos (Figura 40),
correspondiendo al extremo 3’ del ADN ribosomal 18S, la regién espaciadora interna 1
(ITS1), el gen del ADN ribosomal 5,8S, la regién espaciadora interna 2 (ITS2) y el
extremo 5’ del ADN ribosomal 28S.

MC-C+12 3 4 567 891011 M

<+ 600 pb

MC-C+1213 141516 M

<+— 600 pb

Figura 40. Perfil electroforético del producto de amplificacion de la region ITS del
ADNr (ITS1-5.8S-ITS2) utilizando los primers ITS1 e ITS4. M: marcador de peso
molecular Ladder 100 pb. C-: control negativo. C+: control positivo CEP 148. 1: CEP 332. 2:
CEP 333. 3: CEP 334. 4: CEP 335. 5: CEP 336. 6: CEP 337. 7: CEP 338. 8: CEP 339. 9: CEP
340. 10: CEP 341. 11: CEP 342. 12: CEP 343. 13: CEP 344. 14: CEP 345. 15: CEP 346. 16:
CEP 347.
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De los 17 aislamientos de B. bassiana que fueron sometidos al proceso de
secuenciacion de la region intergénica del ADN ribosomal (ITS1-5.8S-ITS2), 15
resultaron en secuencias probables de ser analizadas.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas obtenidas en este trabajo con
aquellas secuencias de diferentes especies de Beauveria, y que estin depositadas en el
Genebank (NCBI) permitié la obtencién de un arbol filogenético (Figura 41). En este
arbol filogenético se observa la agrupacion de algunas de las especies pertenecientes al
género Beauveria, dentro del cual se presenta una politomia entre los diferentes grupos.
De acuerdo con el andlisis de las secuencias ITS de los aislamientos obtenidos de suelo
de cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones, y los linajes utilizados como
referencia, fue observado que los aislamientos de suelo de cultivos de yerba mate (CEP
332, CEP 333, CEP 334, CEP 335, CEP 336, CEP 337, CEP 339, CEP 340, CEP 341,
CEP 342, CEP 343, CEP 344, CEP 345 Y CEP 346) y el aislamiento de referencia de la
colecciéon del CEPAVE (CEP 148) estdan reunidos en un unico grupo monofilético,
confirmando la identidad taxondmica de los aislamientos utilizados en este trabajo.
Todos los aislamientos pertenecen a la especie B. bassiana, se muestran

filogenéticamente idénticos entre si y con los linajes de referencia de B. bassiana.

104



Resultados Schapovaloff Maria Elena
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Figura 41: Arbol filogenético de la regién ITS1-5.8S-ITS2 del ADNr de los aislamientos
obtenidos de muestras de suelo y 31 linajes representativos de Beauveria provenientes del
Genbank (NCBI) con el nimero de acceso indicado. El método utilizado para la

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

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

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

ocurrencia natural sobre G. spegazziniana. Soares et al. (1995) y Soares e Iede (1997)

107



Discusion Schapovaloff Maria Elena

detectaron la ocurrencia natural de los géneros B. bassiana y M. anisopliae en adultos
de H. betulinus, en un yerbal del municipio de Ivai, Parand, Brasil. No existen
referencias bibliograficas de la ocurrencia de epizootias de estos hongos patdégenos en
insectos plaga de la yerba mate en Argentina. Una caracteristica que poseen estos
hongos entomopatdgenos es que pueden desarrollarse tanto como patdgenos en el
interior de los insectos o como sapréfitos en el suelo. Estas estructuras fungicas
distribuidas en el suelo pueden actuar como indculo e infectar a insectos que estén en
contacto directo con la superficie, es por esto que el habito de los insectos seria un
factor importante para determinar la posibilidad de que existan infecciones naturales
ocurridas en el campo. La ausencia de infecciones causadas por estos hongos en este
estudio podria ser justificada desde el punto de vista del comportamiento de los
insectos, ya que raras veces se encuentran en contacto con el suelo evitando asi el
contagio con los hongos entomopatdgenos. Los factores ambientales también cumplen
una funcidn esencial en la iniciacion y desarrollo o en la prevencién y supresion de las
epizootias naturales afectando las condiciones fisiolégicas del hospedante, su densidad
y distribucidn espacial y temporal. Lo anteriormente expuesto conforma un complejo de
factores que interactiian entre si y entre otros componentes del ambiente, siendo los mds
estudiados la temperatura y humedad relativa. El mayor problema es que pocos estudios
se refieren al microclima del cultivo que es el que directamente influye sobre los
patégenos. A diferencia de las condiciones constantes en el laboratorio, en el
agroecosistema se presentan situaciones normalmente fluctuantes del conjunto de
factores climaticos. Esto explica la complejidad del tema y las multiples interacciones
posibles como para poder cuantificar, con mds precision, el efecto del microclima
natural sobre los entomopatogenos (Lecuona, 1996). La ausencia de los hongos
entomopatogenos en los relevamientos de H. betulinus y G. spegazziniana pudo estar
influenciado por diversos factores: condiciones ambientales, disponibilidad de
hospedadores susceptibles, virulencia del patégeno, -caracteristicas del cultivo
hospedante y calidad de manejo del cultivo.

Por otra parte, los hongos entomopatdgenos pueden habitar en el suelo y generar
la infeccidn de insectos. Los géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria fueron detectados
en el suelo de una variedad de hébitats y pueden ser aislados directamente mediante la
utilizacién de medios de cultivos selectivos (Doberski y Tribe, 1980) o indirectamente

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

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

atmosférica (nivel macroclimatico). Las practicas agricolas como la fertilizacién, uso de
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insecticidas, funguicidas y herbicidas afectan la persistencia de los hongos en el suelo.
Sosa-Gémez y Moscardi (1994), observaron que la labranza minima en cultivos de soja
favorece la prevalencia de algunas especies de hongos entomopatégenos como B.
bassiana, M. anisopliae y Paecilomyces spp. en el suelo en comparacién con zonas bajo
labranza convencional, lo que concuerda con nuestros resultados ya que todos los
aislamientos fungicos fueron de muestras de suelo con labranza minima.

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

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

provocaron de 70 a 83,3% de mortalidad y los porcentaje de mortalidad de los
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aislamientos de P. lilaciunum fueron muy bajos. Hafez et al. (1994) sefialan que los
niveles de infeccion son el resultado del contacto entre el in6culo de una cepa virulenta
y la susceptibilidad de la cuticula del insecto a la germinacién, penetracién del tubo
germinativo y finalmente el desarrollo del patégeno en el cuerpo del insecto. St Leger et
al. (1992), sugieren que la susceptibilidad o resistencia de un insecto a un hongo en
particular, puede estar determinada por los componentes de la cuticula al inicio de la
infeccion. Otro aspecto importante en el incremento de la patogenicidad, se debe a que
B. bassiana produce muchas enzimas extracelulares en medios nutritivos tales como
proteasa, lipasa y quitinasa, las cuales estin involucradas en la penetraciéon del
tegumento del hospedante y en consecuencia en la infecciéon y su expresion estd
influenciada por la concentracion de la cuticula y el origen de la misma en el medio de
cultivo (St Leger et al. 1992; El Sayed 1993). Ribeiro (1993) realizé estudios en
laboratorio para el control de H. betulinus testeando cinco cepas de B. bassiana aisladas
de insectos encontrados en yerba mate; los resultados mds promisorios fueron obtenidos
con la cepa 152, aislada a partir de insectos Chrysomelidae; la infectividad de este
aislamiento bajo condiciones de laboratorio fue de 69,62% en adultos y 93,02% en
larvas de H. betulinus. Resultados similares a los obtenidos en nuestro trabajo de
investigacion fueron presentados por Pagliosa et al. (1994), al evaluar el aislamiento de
B. bassiana CG 152 con una concentracion de 2,2 x 108 conidios/ml, cuya infectividad
fue de 73,42 % y un TLsy de 9,65 dias en adultos de H. betulinus, en laboratorio.
Shimazu et al. (2002) evaluaron la patogenicidad de los hongos B. bassiana, M.
anisopliae 'y Paecilomyces (= Isaria) sp. en larvas del cerambicido Anoplophora
glabripennis (Motschulsky, 1853). El hongo fue aplicado sobre las larvas en una
concentracién de conidios de 1 x 10’ conidios/ml, siendo B. bassiana FO003 el mas
infectivo, causando 100% de mortalidad y obtuvieron un TLsy de 16 dias. Leite et al.
(2003) realizaron ensayos en laboratorio con pocas especies de hongos
entomopatdgenos, B. bassiana (cepa CG 716) y Paecilomyces sp., obtenidos de H.
betulinus de campo. Se verific6 que B. bassiana fue mas infectivo, presentando una
mortalidad de 97,5% contra 37,5% del segundo. Los tiempos medios de mortalidad
fueron de 16,8 y 32 dias para B. bassiana y Paecilomyces sp., respectivamente. Leite et
al. (2006b) testearon la cepa (CG 716), en campo, formulada en dos concentraciones de
aceite emulsionable y tres concentraciones de conidios. La concentraciéon y formulacién

mas eficiente fue de 1 x 10’ conidios/ml y 0,5% de aceite, obteniendo una infectividad
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de 76% de los insectos. Los estudios realizados en condiciones de laboratorio, con
Beauveria sp. para el control de orugas de la yerba mate Thelosia camina Sachus, 1920,
y una especie de Hylesia Hubener, 1820 (Lepidoptera: Saturniidae) produjeron una
mortalidad superior a 90 y 49% respectivamente (Dalla Santa e al. 2009). Asimismo,
Leite et al. (2011) probaron siete aislamientos de B. bassiana, un aislamiento de B.
brongniartii, un aislamiento de M. anisopliae y un aislamiento de Paecilomyces (=
Isaria) sp. contra adultos de H. betulinus bajo condiciones de en laboratorio, fue
aplicada una suspensién de conidios en una concentracién de 3,5 x 10’ conidios/ml
sobre los adultos de H. betulinus Los aislamientos de B. bassiana causaron una
mortalidad entre 66 a 100% y un TLsy que varié de 9,8 a 26,4 dias, siendo estos
resultados muy similares a los obtenidos en nuestro trabajo de investigacion en donde
los aislamientos de B. bassiana presentaron una patogenicidad que varid entre 53,3% y
86,7% de mortalidad y un TLsg entre 9,6 y 13,6 dias. El aislamiento de Paecilomyces (=
Isaria) sp. presentd una mortalidad de 37,5% y un TLsy de 32 dias, sin embargo, en
nuestros resultados los aislamientos de P. lilacinum no presentaron patogenicidad. Los
aislamientos de M. a nisopliae y B. brongniartii presentaron una mortalidad que vari6é
de 2.1 a31,2% y un TLspde 17 a 25,8 dias, no concordando con nuestros resultados en
donde los aislamientos de M. anisopliae presentaron una mortalidad de 70 a 83,3% y un
TLsy de 7,4 a 7,9 dias. Normalmente, la rapidez de la mortalidad del hospedador
presenta relacion positiva con la concentracion de los conidios (Fargues y Rodrigues-
Rueda, 1980). El tiempo medio para causar la mortalidad puede estar atribuido a varios
factores, entre ellos la infectividad de los aislamientos y la resistencia del insecto. La
muerte rapida y la produccién temprana de un gran nimero de esporas sobre el cadaver
de insectos pueden facilitar una mayor diseminacién de la enfermedad sobre sus
poblaciones (Heale et al. 1989). De acuerdo con Bidochka y Khachatourians (1990), las
proteasas son, probablemente, las enzimas mas importantes en la patogenicidad de un
aislamiento y su ausencia conduce a la prolongacién del tiempo de mortalidad.

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

alta en los controles, parte de esta mortalidad puede ser explicada por la biologia de esta
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especie. Segun Leite y Zanol (2001) la longevidad de los adultos de G. spegazziniana,
fue de 43,7 dias para los machos y 15,2 dias para las hembras, siendo el ciclo completo
de 82,4 dias para los machos y de 53,9 dias para las hembras. Para Oglobin (1929) el
ciclo completo lleva 40 dias. Morawick et al. (1995) observaron que los machos tenian
una longevidad de 28 a 32 dias y las hembras duraban de 8 a 12 dias; el ciclo completo
llevo 65 dias para los machos y 45 dias para las hembras. Sabedot et al. (1999)
observaron la longevidad de las hembras en 9,24 dias y de los machos 12 dias cuyo
ciclo total fue de 27,29 dias. Chiaradia et al. (2000) observaron una longevidad de 9,24
dias para las hembras y 12 dias para los machos. Esto podria explicar parte de la
mortalidad observada, debido a que el boensayo fue evaluado hasta el décimo dia,
donde todos los insectos ya estaban en la fase adulta. Para confirmar la ausencia de
patogenicidad de estos aislamientos habrian de realizarse nuevos bioensayos. Hasta el
presente no existen referencias bibliograficas de estudios de patogenicidad de hongos
entomopatogenos contra G. spegazziniana. Puterka et al. (1994) evaluaron dos
aislamientos de B. bassiana para el control del psilido de la pera Cacopsylla pyricola
(Foerster), la concentracién de conidios utilizados fue de 1 x 10’ conidios/ml aplicadas
sobre ninfas del tercer estadio, el control obtenido para este psilido de la pera fue de
40,6%, 85,6% 92,5% para el aislamiento (2430), y de 57,4%, 93,8% y 99,6% para el
aislamiento (2860) evaluados en el 3°, 5° y 7° dia después de la aplicacién
respectivamente, el psilido de la pera presento un tiempo medio de mortalidad de 2,9
dias para el aislamiento de B. bassiana (2430) y 3,2 dias para el asilamiento de B.
bassiana (2860). Este mismo autor evalud un aislamiento de L. lecanii para el control
del psilido de la pera Cacopsylla pyricola (Foerster), aplicadas sobre ninfas del 3°
estadio, el control obtenido para este psilido fue de 17%, 81,1% y 98,6% en el 3°, 5° y
7° dia después de la aplicacion, respectivamente. Leite et al. (2005) evaluaron los
aislamientos de L. lecanii CG 902 y CG 904 para el control de Cinara atlantica y
obtuvieron una mortalidad de 67,3% y 64,1% respectivamente. Gassen (2006) evalué la
patogenicidad de los hongos B. bassiana (IBCB 66), M. anisopliae (IBCB 425) y L.
lecanii (JAB 02) sobre el psilido de la guayaba Triozoida sp. (Hemiptera: Psyllidae).
Cada rama de guayaba con los psilidos fue pulverizado con 20 ml con las siguientes
concentraciones del patégeno: 5 x 106, 1x 107, 5 x 107, 1x 108 y5x 10® conidios/ml.
Las tres especies de hongos entomopatogénicos testeadas fueron patogénicas al psilido

de la guayaba, en todas las concentraciones evaluadas. Para el hongo B. bassiana las
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mayores concentraciones testeadas proporcionaron las mayores mortalidades al final de
las evaluaciones, siendo 67 y 77% de mortalidad confirmada en las concentraciones de
1 x 10° y 5 x 10® respectivamente; para M. anisopliae el porcentaje de mortalidad
confirmada fue mucho menor, siendo que las concentraciones fueron las mds elevadas,
presentando 35 y 32% en las mismas concentraciones. La mayor mortalidad fue
obtenida en la concentracién de 5 x 10’ con 44%, para ambas especies fingicas la
concentracién de 5 x 10° fue la que causé menor mortalidad (26%). Sin embargo L.
lecanii demostr6 ser mds patogénico para el psilido de la guayaba, casuando una
mortalidad mucho mayor que para las otras dos especies en todas las concentraciones
utilizadas en el ensayo, logrando con la concentracién de 5 x 10® un porcentaje de
mortalidad del 90%. Favaro (2006) evalué la patogenicidad de dos aislamientos de
Lecanicillum sp. y un aislamiento de Beauveria sp. sobre el psilido del eucalipto
Glycaspis (Glycaspis) brimblecombei (Moore, 1964) (Hemiptera: Psyllidae). Los
aislamientos de Lecanicillum sp. utilizados fueron obtenidos del pulgén gigante de los
pinos, Cinara atlantica (Wilson, 1919) (Hemiptera: Aphididae) en plantaciones de pino
localizados en Parand (CG 904) y Santa Catarina (CG 902) Brasil; el aislamiento de
Beauveria sp. (BF 01) fue obtenido con la captura de adultos muertos en plantaciones
de eucaliptos localizados en la ciudad industrial de Curitiba, Brasil. Cada muda de
eucalipto con ninfas de G. brimblecombei fueron pulverizados con un mini-pulverizador
manual con 1,4 ml de la suspensién fingica ajustada para 1,5 x 10’ conidios/ml. El
aislamiento de Beauveria sp. control6 el 81% de la poblacién inicial, con un tiempo
medio de mortalidad de 4,86 dias; ambos aislamientos de Lecanicillium sp. (CG 904 y
CG 902) infectaron adultos y ninfas de G. brimblecombei, causando una mortalidad de
80 y 66% respectivamente, el tiempo medio de mortalidad fue de 6,52 para CG 904 y
7,03 dias para CG 902, los dos aislamientos de Lecanicillum sp. causaron menor
mortalidad y mayor tiempo medio de mortalidad que el aislamiento de Beuaveria sp.

En Argentina no existen antecedentes previos sobre la utilizacién de hongos
entomopatdgenos para controlar las poblaciones del “taldro de la yerba mate” y el “rulo
de la yerba mate”. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
son el primer registro sobre la accidon de aislamientos nativos de B. bassiana, M.
anisopliae y P. lilacinum en cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones. La
bisqueda de hongos entomopatégenos nativos de las principales plagas de cultivos de

yerba mate, asi como el estudio de la compatibilidad de éstos con otros métodos de
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control merecen ser abordados para ampliar el conocimiento sobre la diversidad y asi
poder encontrar organismos eficientes como agentes de control biolégico en el campo.
La taxonomia fingica es extremadamente importante debido al papel que los
hongos desempefian en la naturaleza particularmente los entomopatégenos, que son
utilizados en el control bioldgico de insectos plaga de la agricultura (Lima, 1989). La
taxonomia clasica del género se basa en criterios morfolégicos, sin embargo en la
actualidad las técnicas de biologia molecular son utilizadas para identificar y
caracterizar la variabilidad genética de los hongos entomopatégenos. En general, una de
las principales desventajas de la caracterizacion morfoldgica es que las caracteristicas a
medir son limitadas en nimero, por lo cual la discriminacién entre aislamientos es
dificil. Por otro lado, la presencia de estas especies en diversos climas y condiciones
agroecoldgicas, indicaria la existencia de una alta variabilidad genética en la especie.
Actualmente, la forma mds certera de determinar los niveles de diversidad y estructura
genética intraespecifica es a través del uso de marcadores moleculares (Becerra, 2007).
Principalmente se han usado cuatro tipos de marcadores moleculares para determinar la
diversidad genética en hongos entomopatdgenos: los fragmentos de restriccion
polimérficos (RFLP) (Maurer et al., 1997), el ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD) (Piatti et al., 1998; Gaitan et al., 2002), las secuencias simples repatidas (SSR)
(Kretzner et al., 2000), ITS 1 y 2 del ADNr (Buscott et al., 1996; Coates et al., 2002).
Las secuencias ribosomales nucleares, especialmente los ITS 1 y 2, han mostrado tasas
diferenciales en cambios nucleotidicos, lo cual permite la comparacién de aislamientos
a nivel inter e intraespecifico en hongos (Neuvéglise et al., 1994; Buscott et al., 1996;
Iturralde, 2005). En este trabajo de investigacion se analizaron 17 aislamientos fingicos
correspondientes a la especie B. bassiana, la caracterizacién consistié en la
amplificacion del gen nuclear (espaciadores transcriptos internos del ADN ribosomal).
Los espaciadores transcriptos internos (ITS1-5,8S-ITS2) fueron amplificados con los
primers ITS1 e ITS4 obteniendo un fragmento de aproximadamente 600 pb, lo cual
coincide con trabajos realizados por otros autores (Carneiro et al., 2008; Santoro et al.,
2008; Costa et. al., 2011). La secuenciacion de la region ITS permitié una comparacion
con secuencias obtenidas de otros linajes de Beauveria ya conocidas; y el alineamiento
y andlisis filogenético confirmaron la identidad taxondémica de los aislamientos
analizados. Nuestros resultados muestran claramente que los 16 aislamientos de suelo

de yerba mate y 1 aislamiento de referencia de la coleccion del CEPAVE se agrupan
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junto con B. bassiana. Rehner et al. (2005) analizaron los genes nucleares (ITS1-5,8S-
ITS2 y EFl-0) para el estudio de 86 aislamientos de hongos entomopatdgenos de
diversos origenes geograficos, habitats e insectos hospedadores; los andlisis
filogenéticos utilizando méaxima parsimonia y métodos bayesianos permitieron la
elaboracién de un drbol filogenético con 6 clados bien definidos dentro de Beauveria,
designados como A-F; demostrando que existe una alta variabilidad genética en B.
bassiana, pudiéndose caracterizar dos clados: clado A y clado C. Asimismo, Santoro et
al. (2008) compararon los andlisis de la secuencia de la regiéon (ITS1-5,8S-ITS2)
obtenida para el aislamiento (UNIOESTE 4) y aquellas secuencias depositadas en la
base de datos NCBI, confirmando su posicién taxondémica como perteneciente a B.
bassiana del clado A. Siendo estos resultados similares a los obtenidos en nuestros
estudios, ya que los 17 aislamientos analizados se agruparon taxondémicamente como
B.bassiana del clado A. Estos resultados reafirman que la variabilidad detectada en las
secuencias ITS1-5,8S-ITS2 del ADNr es una herramienta util para discriminar
diferentes especies de hongos, incluyendo B. bassiana. No obstante, otros genes genes
deberian ser secuenciados, como el gen de factor de elongacion de proteinas (EF1-a),

para confirmar los resultados obtenidos.
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CONCLUSIONES

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

los mismos en condiciones de campo y laboratorio.

e Se obtuvieron 29 aislamientos in vitro de hongos entomopatégenos del Phylum
Ascomycota, Clase Sordariomycetes, Orden Hypocreales, a partir de muestras
de suelo de cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones.
Correspondiendo 17 aislamientos a Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., 2
aislamientos a Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok y 10 aislamientos a

Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Hywel-Jones & Samsom.

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

patogenicidad para los aislamientos nativos de P. lilacinum.

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

anisopliae y P. lilacinum fue nula.

e Los andlisis filogenéticos de la regién ITS1-5.8S-ITS2 del rADN permitié confirmar
la identificacién de los 16 aislamientos de B. bassiana provenientes de suelo de cultivos
de yerba mate y 1 aislamiento de referencia de la colecciéon del CEPAVE, perteneciendo

todos a la misma especie.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

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

de investigacion podran ser orientados hacia los siguientes temas:

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

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

e Realizar la evaluacion de los hongos entomopatdgenos junto a otros enemigos
naturales y evaluar la patogenicidad de estos hongos sobre organismos ‘“no

blanco”.

e Estudiar la interacciéon de los hongos entomopatdgenos con agroquimicos y con
productos derivados de la yerba mate para determinar posibles antagonismos o

sinergismos.

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

suelo, pH, temperatura del suelo y humedad relativa.

121






Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

BIBLIOGRAFIA

Alencar F.R. 1960. Erva-mate. Rio de Janeiro: Servi¢o de Informacao Agricola. 23 pp.

Altieri M.A. 1989. Agroecologia: as bases cientificas da agricultura alternativa. Rio de

Janeiro: PTA/FASE, Cap. 1: Introdugdo a agroecologia. 1-12 pp.

Alves S.B. 1986. Controle microbiano de insectos. Brasil. Editora Manole. 407 pp.

Alves S.B., Almeida J.E.M., Moino J.R. y Alves L.F.A. 1998. Técnicas de laboratdrio.
In ALVES, S.B. Controle Microbiano de Insetos, Ed. Fealq. 637-711 pp.

Alves, S.B.; Lecuona, R.E. 1998. Epizootiologia aplicada ao controle microbiano In:

Controle microbiano de insetos. 2* ed. Piracicaba, SP: FEALQ. 97-170 pp.

Alves S.J., Lopes L., Alves A. y Moino Jr. 1998. Controle microbiano de artrépodos
associados a doencgas de plantas. In 1.S. Melo and J.L. Azevedo (eds.). Controle

Bioldgico. Jaguaritina, CNPMA — Embrapa, Brasil. 264 pp.

Alves S.B. 1998. Controle microbiano de insetos. Piracicaba: FEALQ.

Alves L.F.A., Leite L.G. y Oliveira D.G.P. 2009. Primeiro Registro de Zoophthora
radicans (Brefeld) (Entomophthorales: Entomophthoraceae), sobre Adultos da

Ampola da Erva-Mate (Gyropsylla spegazziniana Lizer & Trelles) (Hemiptera:
Psyllidae), no Brasil. Neotrop. Entomol. 38 (5): 697-698.

Anudrio brasileiro da erva-mate. 1999. Santa Cruz do Sul. Editora Gazeta. 64 pp.
Azevedo A.C.S., Furlaneto M.C., Sosa-Gémez, D.R. y Fungaro M.H.P. 2000.

Molecular characterization of Paecilomyces fumoroseus (Deuteromycotina

Hyphomycetes) isolates. Sci. Agric. 57: 729-732.

123



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Becerra V.V., Paredes C., Rojo C.M. y France A.L. 2007. RAPD e ITS detectan
variacién molecular en poblaciones chilenas de Beauveria bassiana. Agric. Téc.

(Chile). 67 (2): 115-125.

Benny G.L., Humber R.A. y Morton J.B. 2001. Zygomycota: Zygomycetes. En:
McLaughlin, McLauglin, Lemke (Eds.) The Mycota VII. A Systematic and

Evolution. Springer-Verlag, Berlin.

Berryman A. 1999. The theoretical foundations of biological control. En: Hawkins B.A.
y Cornell H.V. (Eds). Theoretical approaches to biological control. Cambridge
University Press, England. 3-21 pp.

Bidochka M.J. y Khachatourians G.G. 1990. Identification of Beauveria bassiana
extracellular protease as a virulence factors in pathogenicity towards the

migratory grasshopper Melanoplus sanguinipes. J. Invert. Pathol. 56: 362-370.

Bidochka M.J., McDonald M.A., St. Leger R.J. y Roberts D.W. 1994. Differentiation of
species and strains of entomopathogenic fungi by random amplification of

polymorphic DNA (RAPD). Curr. Genet. 25: 107-113.

Bidochka M., Kasperski J. y Wild G.A. 1998. Ocurrence of entomopathogenic fungi
Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana in soils from temperate and

near-northern habitat. Can. J. Bot. 76: 1198-1204.

Bidochka M.J., St. Leger R.J., Stuart S. y Gowanlock K. 1999. Nuclear rDNA
phylogeny in the fungal genus Verticillium and its relationship to insect and
plant virulence, extracellular protease and carbohydrases. Microbiology. 145:

955-963.

Bischoff J.F., Rhener S.A y Humber R.A. 2009. A multilocus phylogeny of the
Metarhizium anisopliae lineage. Mycologia. 101 (4): 512-530.

124



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Boman H.G., Faye 1., Gudmundsson G.H., Lee J.Y. y Lidholm D.A. 1991. Cell-free
immunity in Cecropia. A model system for antibacterial proteins. Eur. J.

Biochem. 201: 23-31.

Borges L. 2002. Flutuacido populacional de insetos em dois sistemas de cultivo de erva-
mate, Ilex paraguariensis St. Hil., e andlise de sujidade no produto final.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) Curitiba, Parand. Universidade

Federal do Parana. 76 pp.

Borges L.R. y Lazzari S.M.N. 2008. Flutuacdo populacional de Gyropsylla
spegazziniana (Lizer y Trelles) (Hemiptera: Psyllidae) em dois sistemas de
cultivo de erva-mate, Ilex paraguariensis St.-Hil.(Aqufoliaceae) Floresta,

Curitiba, v. 38, n. 2.

Borges L.R., Noemberg Lazzari S.M., Chapaval Pimente I. y Vila Nova M.X. 2011.
Diversidade de fungos filamentosos em solo de monocultivo de erva-mate, Ilex
paraguariensis St. Hil. Ver. Acad. Ciénc. Agrar. Ambient. Curitiba, 9 (2): 185-
194.

Boucias D.G., Maccoy C.W. y Joslyn D.J. 1982. Isoenzyme differentiation among 17
geographical isolates of Hirsutela thompsonii. J. Invert. Pathol. 39: 329-337.

Boucias D.G. y Pendland J.D. 1998. Principles of insect pathology. Kluwer Academic
Publishers, Boston, Dordrecht, London. 537 pp.

Boucias D.G., Tigano M.S., Sosa-Gémez D.R., Glare T.R. e Inglis P.W. 2000.
Genotypic Properties of the Entomopathogenic Fungus Nomuraea rileyi. Biol.

Control. 19: 124-138.

Bowman B.H., Taylor J.W., Brownlee A.G., Lee J.,, Lu S.D. y White T.J. 1992.
Molecular evolution of the fungi: relationships of the Basidiomycetes,

Ascomycetes and Chytridiomycetes. Mol. Biol. Evol. 9: 285-296.

125



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Brady B.LK. 1979. Beauveria bassiana C.M.1. Descriptions of Pathogenic Fungi and

Bacteria N° 602. Commonwealth Agricultural Bureaux.

Brandao Filho J.S. 1945. Uma broca do mate. Boletim Agricola: sec¢do formacgdo

agricola, Curitiba, 3 (8/9): 55-58.

Burchardtk D. 1994. Psylloidea pests of temperate and subtropical crop and ornamental
plants (Hemiptera: Psylloidea): a review. Trends Agric. Sci. Entomol. 2: 173-
186.

Burtnik O.J. 2003. Manual del pequeiio yerbatero correntino. INTA — Agencia de

Extensiéon Rural Santo Tomé, Corrientes. 1-30 pp.

Buscott F., Wipf D., Di Battista C., Munch J.C., Botton B. y Martin F. 1996. DNA
polymorphism in morels: PCR/RFLP analysis of the ribosomal DNA spacers
and microsatellite-primed-PCR. Mycol. Res. 100: 63-71.

Bustillo A. 2001. Hongos en insectos y posibilidades de uso en el control bioldgico de
plagas en Colombia. En: seminario Uso de entomopatégenos en Colombia.

Sociedad Colombiana de entomologia. Bogota. 30-53 pp.

Candido Filho J. 1929. A broca da erva mate (Hedypathes betulinus, Klug). O Matte,
Curitiba. 1 (2): 13-14.

Cantone F.A. y Vandenberg J.D. 1998. Intraspecific diversity in Paecilomyces
fumosoroseus. Mycol. Res. 102: 209-215.

Carneiro A.A., Gomes E.A., Teixeira Guimaraes C., Tavares Fernandes F., Portilho
Carneiro N. y Cruz 1. 2008. Molecular characterization and pathogenicity of
isolates of Beauveria spp. to fall armyworm. Pesq. Agrop. Bras. Brasilia. 43 (4):

513-520.

126



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Carpanezzi A.A. 1995. Cultura do mate no Brasil: conflitos e lacunas. In: H. Winge
A.G., Ferreira J.E.A., Mariath y L.C. Tarasconi (ed.), Erva-mate: Biologia e
Cultura no Cone Sul. Porto Alegre, Ed. Universidade. 43-47 pp.

Carvalho P.E.R. 1994. llex paraguariensis Saint-Hilaire; erva-mate. In: Espécies
florestais brasileiras: recomendagdes silviculturais, potencialidades e uso da

madeira. Colombo: EMBRAPA-CNPF; Brasilia: EMBRAPA-SPI. 280-287 pp.

Carvalho V.G. 2008. Comunidades de fungos em solo do cerrado sob vegetacdo nativa
e sob cultivo de soja e algodao. 62 f. Dissertagao (Mestrado em Microbiologia

Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Cassanello A.M.L. 1993. Ciclo de vida e aspectos morfolégicos de Hedypathes
betulinus (Klug, 1825) (Coleoptera, Cerambycidae, Lamiinae), broca-da-erva-
mate (llex paraguariensis St. Hil.). Curitiba, 1993. 59f. Dissertacao (Mestrado

em Entomologia) — Universidade Federal do Parand, Curitiba.

Caver M., Gross G.F. y Woodward, T.E. 1991 . Hemiptera (Bugs, leathoppers, cicadas,
aphids, scale insects, etc) p. 429-509 In: Cornell University Press (ed.) The
insect of Australia. A Text book for students and research workers. Vol. 01, 2a

ed., Ithaca New York. 542 pp.

Charnley A.K. 1984. Physiological aspects of destructive pathogenesis in insects by
fungi: A speculative review. En: Anderson J., Rayner A. y Walton D.
Invertebrate-microbial Interactions. Cambridge University Press. Cambridge.

229-270 pp.

Chase M.R., Raina K., Bruno J. y Sugumaran M. 2000. Purification, characterization
and molecular cloning of prophenoloxidases from Sarcophaga bullata. Insect

Biochem. Molec. Biol. 30: 953-967.

127



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Chiaradia L.A. y Milanez J.M. 1997. Atratividade de armadilhas coloridas a Gyropsylla
spegazziniana (Lizer, 1917) (Homoptera: Psyllidae). Pesquisa agropecudria

gadcha. Porto Alegre. 3 (2): 183-185.

Chiaradia L.A. 2000. Aspectos da ecologia de Gyropsylla spegazziniana (LIZER, 1917)
(Hemiptera, Psyllidae) em erva-mate. 2° Congresso Sul-Americano da Erva

Mate e 3* Reunido Técnica da Erva Mate. 469 pp.

Chiaradia L.A., Milanez J.M. y Sabedot S.M. 2000. Caracterizacio e danos da ampola-

da-erva-mate. Pesquisa Agropecudria Gauicha 13(1): 50-53.

Coates B., Hellmich R. y Lewis L. 2002. Allelic variation of a Beauveria bassiana
(Ascomycota: Hypocreales) minisatellite is independent of host range and

geographic origin. Genome 45: 125-132.

Corréa G.S. y Azevedo J.L. 1986. Efeito do solo na germinacdo de conidios de

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin. O Solo. 78 (1): 39-41.

Costa EZM. de M.B., Pimenta F.C., Luz C., Oliveira V., Oliveira M., Bueno E. y
Petrofeza S. 2011. Beauveria bassiana: quercetinase production and genetic

diversity. Braz. J. Microbiol. 42: 12-21

Crocomo W.B. 1990. Manejo de pragas. Botucatu, SP: Ed. Universidade Estadual
Paulista. 157 pp.

d’Avila M. 2002. Influéncia de algunos fatores ambientais sobre o comportamento de
Hedypathes betulinus (Klug, 1825) em erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil.).
Santa Maria, 2002. 142f. Dissertacao (Mestrado em Engenharia Florestal) -

Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria.

Da Croce D.M. 2000. Cadeias produtivas de Santa Catarina: Erva-mate. Epagri,
Florianépolis. 41 pp.

128



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Dalla Santa H.S. 2000. Producdo de esporos de Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin
em residuos agroindustriais para controle biolégico de Thelosia camina (Shaus,
1920) e Hylesia sp.; pragas da erva-mate. Curitiba. Dissertacdo de Mestrado,

Universidade Federal do Parand, Curitiba. 96 pp.

Dalla Santa H.S., Sousa N.J., Pittner E., Dalla Santa O.R. y Soccol C.R. 2009. Controle
biologico em pragas de llex paraguariensis (A. St.-Hil.) com fungo Beauveria

sp. Floresta. 39: 67-76.

De Coll O. y Saini E.D. 1992. Insectos y dcaros perjudiciales al cultivo de la yerba mate

en la Republica Argentina. E.E.A. Montecarlo. Publicacién Nro. 1. INTA. 48
pp-

De Coll O.R. y Saini E.D. 1993. Enemigos naturales de los insectos y acaros
perjudiciales al cultivo de la Yerba Mate em la Republica Argentina. INTA,
E.E.A. Montecarlo, Argentina. 31 pp.

Dent D. 1991. Insect pest management. Wallingford: CAB Internacional. 604 pp.

Diaz C.Y.F. 1997. Perspectiva del manejo integrado de plagas en yerba-mate. In:
Congresso Sul Americano de Erva-Mate. 2. 1997 Curitiba. Anais. Colombo.

EMBRAPA-CNPF. 371-390 pp.

Dobersky J.W. y Tribe H.T. 1980. Isolation of entomogenous fungi from elm bark
beetle and soil with reference to ecology of Beauveria bassiana and

Metarhizium anisopliae. Trans. Br. Mycol. Soc. 74: 95-100.

Domsch H. y Gams W. 1980. Compendium of soil fungi. Academic Press Ltd. New
York, U.S.A. 859 pp.

Driver F., Milner R.J. y Trueman J.W.H. 2000. A taxonomic revision of Metarhizium
based on a phylogenetic analysis of rDNA sequence data. Mycol. Res. 104: 143-
150.

129



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Dunn P.E. 1991. Insect antibacterial protein. In: Warr, G.W., N. Cohen (eds.),

Phylogenesis of Immune Function. Plenum Press. Boca Raton, Florida. 19-44

Pp-

Duperchy E. 2003. Identification of up-regulated genes of the hyphomycete Beauveria
bassiana, during the infection of Leptinoptarsa dicemlineata. Tesis de

Doctorado. Universidad de Ruperto-Carola de Heidelberg. Alemania. 111 pp.

Eilenberg J., Hajek A. y Lomer C. 2001. Suggestions for unifying the terminology in
biological control. BioControl. 46: 387-400.

Ekesi S., Maniania N.K. y Ampong-Nyarko K. 1999. Effect of temperature on
germination, radial growth and virulence of Metarhizium anisopliae and

Beauveria bassiana on Megalurothrips sjostedti. Biocontrol Sci. Techn. 9: 177-
185.

Elrod-Erickson M., Mishra S. y Schneider D. 2000. Interactions between the cellular

and humoral immune responses in Drosophila. Curr Biol. 10: 781-784.

El Sayed G.N., Ignoffo C.M., Leathers T.D. y Gupta S.C. 1993. Cuticular and non-
cuticular substrate influence on expression of cuticle-degrading enzymes from

conidia of an entomopathogenic fungus, Nomuraea rileyi. Mycopathol. 122 (1):

79-87.

EMBRAPA  Erva-mate, 2004. http://www.cnpf.embrapa.br/pesquisa/erva_mate/

ervamate.htm.

Evans H.C. 1982. Entomogenous fungi in tropical forest ecosystems: an appraisal. Ecol.

Entomol. 7: 47-60.

Fargues J. y Rodrigues-Rueda D. 1980. Sensibilite dés larves de Spodoptera litorales
(Lepidoptera: Noctuidae) aux hyphomycetes entomopathogenes Nomuraea rileyi

et Paecilomyces fumosoroseus. Entomophaga. 25: 43-54.

130



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Fargues J., Reisinger O., Robert P.H. y Aubart C. 1983. Biodegradation of
entomopathogenic hyphomycetes: Influence of clay coating on Beauveria

bassiana blastospores survival in soil. J. Invert. Pathol. 41: 131- 142.

Fargues J. y Roberts P.H. 1985. Persistence dos conidiospores des hyphomycetes
entomopathogenes Beauveria bassiana (Bals.) Vuil.,, Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin, Nomurea rileyi (F.) Sanson et Paecilomyces fumoroseus.

Wige dans le sol, en conditions controlees. Agronomie. 5: 73-80.

Fargues J., Ouedraogo A., Goettel A.M.S. y Lomer C.J. 1997. Effect of temperature,
humidity and inoculation method on susceptibility of Schistocerca gregaria to

Metarhizium flavoviride. Biocontrol Sci. Techn. 7: 345-356.

Favaro M.R. 2006. Aspectos biondmicos de Glycaspsis (Glycaspis) brimblecombei
(Moore, 1964) (Hemiptera: Psyllidae) e seu controle com fungos
entomopatogénicos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biolégicas) Curitiba,

Parand. Universidade Federal do Parand. 35-42 pp.

Fernandes G.W.A. y Martins R.P 1985. As galhas. Ciéncia Hoje. 4 (19): 58-64.

Ferron P. 1978. Biological control of insect pests by entomogenous fungi. Ann. Ver.

Entomol. 23: 409-442.

Ferron P. 1985. Fungal control. En: Kerkut G.I y Gilbert L.I. (Eds.). Comprehensive
insect physiology, biochemistry and pharmacology. Oxford, Pergamon. 4: 313-
346.

Fiorentino D.C. y Diodato L. 1997. Manejo de plagas producidas por insectos
forestales. Universidad Nacional de Santiago del Estero. Ed. El Liberal, Santiago

del Estero, Argentina.

131



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Flores R.E. 1983. Control del psilido de la yerba mate (Gyropsylla spegazziniana).
Informe técnico N° 39. Estacién experimental agropecuaria. Misiones.

Argentina. 12 pp.

Gaitan A., Valderrama A., Saldarriaga G., Velez P. y Bustillo A. 2002. Genetic
variability of Beauveria bassiana associated with the coffee Berry borer

(Hypothenemus hampei) and other insects. Mycol. Res. 11: 1307-1314.

Galileo M.H.M., Martins U.R. y Moura L. de A. 1993. Sobre o comportamento,
ontogenia e morfologia do aparelho reprodutor de Hedypathes betulinus (Klug,
1825) (Coleoptera, Cerambycidae, Lamiinae, Aconthoderini) a broca da erva-

mate. Rev. Bras. Entomol. Sdo Paulo. 37 (4): 705-715.

Gallo D., Nakano O., Silveira N.S., Carvalho R.P.L., Batista G.C., Berti F.E., Parra
J.R.P., Zucchi R.A., Alves S.B. y Vendramin J.D. 1988. Manual de Entomologia
Agricola. 2 ed. Sdo Paulo: Agrondmica Ceres. 649 pp.

Gama F.C., Teixeira C.A.D., Garcia A., Costa J.N.M. y Limav D.K.S. 2005. Influéncia
do ambiente na diversidade de fungos associados a Hypothenemus hampei

(Ferrari) (Coleoptera, Scolytidae) e frutos de Coffea canephora. Arq. Inst. Biol.,
Sdo Paulo. 72 (3): 359-364.

Gaseen M.H. 2006. Patogenicidade de fungos entomopatogénicos para o psilideo da
goiabeira Trizoida sp. (Hemiptera: Psyllidae) e compatibilidade de agrotoxicos
utilizados na cultura da goiaba sobre estes agentes de controle bioldgico.
Dissertacdo (Mestrado em Agronimia - Protecdo de Plantas). Botucatu, Sao

Paulo. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Gaugler R., Costa S.D. y Lashomb J. 1989. Stability and efficacy of Beauveria bassiana

soil inoculations. Environ. Entomol. 18: 412-417.

Gliessmann S.R. 2000. Agroecologia: processos ecoldgicos em agricultura sustentavel.

Porto Alegre: Editora Universidade.

132



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Goloboff P.A., Farris J.S. y Nixon K.C. 2008. TNT, a free program for phylogenetic
analysis. Cladistics. 24:774-786.

Gaf V. y Marzagio RM. 1999. Ocuréncia do parasitdde Labena fiorii sp.n
(Hymenoptera, Icheumonidae) em larvas de Hedypathes betulinus (Klug), brica
da erva mate e em Chydarteres striatus (Fabricius), broca da aroeira, (Coleptera,

Cerambycidae). Ver. Bras. Zool. 16 (1): 185-190.

Grunde-Cimerman N., Zalar P. y Jerm S. 1998. Mycoflora of cave cricket Troglophilus
neglectus cadavers. Mycopathol. 144: 111-114.

Guedes J.V.C. 2000. Manejo cultural e agroecoldgico de insetos. In: Guedes, J.V.C.;
Costa, [.D.da; Castiglioni, E. (orgs.). Bases e técnicas do manejo de insetos.

Santa Maria: UFSM/CCR/DEFS: Pallotti. 248: 99-112.

Hafez M., Zaki F.N., Moursy A. y Sabbour M. 1994. Biological effects of the
entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana on the Potato tuber moth
Pthorimaea operculella (Seller). Journal of Islamic Academy of Sciences. Vol.

7, N° 4. Available at http://www.medicaljournal-ias.org/ 7_4/Hafez.htm.

Hajek A.E., Carruthers R.I. y Soper R.S. 1990. Temperature and moisture relation of
sporulation and germination by Entomophaga maimaiga (Zygomycetes:
Entomophthoraceae), a fangal pathogen of Lymantria dispar (Lepidoptera:

Lymontriidae). Environ. Entomol. 19: 85-90.

Hajek A.E. y St. Leger R.J. 1994. Interactions between fungal pathogens and insect
hosts. Ann. Rev. Entomol. 39: 293-322.

Hajek A.E. y Delalibera I. 2010. Fungal pathogens as classical biological control agents
against arthropods. BioControl. 55: 147-158.

Heale J.B., Isaac J.E. y Chandler D. 1989. Prospects for strain improvement in

entomopathogenic fungi. Pestic. Sci. 26 (1): 79-92.

133



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Hibbett D.S. 1992. Ribosomal RNA and fungal systematics. Trans. Mycol. Soc. Jap. 33:
533-556.

Hibbett D.S., Binder M., Bischoff J.F., Blackwell M., Cannon P.F., Eriksson O.E.,
Huhndorf S., James T., Kirk P.M., Lucking R., Thorsten Lumbsch H., Lutzoni
F., Matheny P.B., Mc Laughlin D.J., Powell M.J., Redhead S., Schoch C.L.,
Spatafora J.W., Stalpers J.A., Vilgalys R., Aime M.C., Aptroot A., Bauer R.,
Begerow D., Benny G.L., Castlebury L.A., Crous P.W., Dai Y., Gams W.,
Geiser D.M., Griffith G.W., Gueidan C., Hawksworth D.L., Hestmark G.,
Hosaka K., Humber R.A., Hyde K.D., Ironside J.E., Koljalg U., Kurtzman C.P.,
Larsson K., Lichtwardt, R., Longcore J., Mia Dlikowska J., Miller A., Moncalvo
J., Mozley-Standridge S., Oberwinkler F., Parmasto E., Reeb V., Rogers J.D.,
Roux C., Ryvarden L., Sampaio J.P., SchuBller A., Sugiyama J., Thorn R.G.
Tibell L., Untereiner W.A., Walker C., Wang Z., Weir A., Weiss M., White
M.M., Winka K., Yao Y. y Zhang N. 2007. A higher-level phylogenetic
classification of the Fungi. Mycol. Res. 3: 509— 547.

Hodge K.T. 2003. Clavicipitaceous Anamorphs. En: White, J.F.; Bacon, C.W.; Hywel
Jones, N.L.; Spatafora, J.W (Eds.). Clavicipitaceous fungi, evolutionary biology,

chemistry biocontrol and cultural impacts. Marcel Dekker, NY.

Hodge K.T. 2006. Clavicipitaceous anamorphs. Dekker Reprint Program.

Humber R.A. 1984. Foundations for an evolutionary classification of the
Entomophthorales (Zygomycetes). En: Wheeler Q, Blackwell M, eds.

Fungusinsect relationships. New York: Columbia University Press.

Humber R.A. 1997. Fungi: Identification. En: Manual of Techniques in Insect
Pathology. Ed. L. Lacey. Academic Press. San Diego, California. 53-185 pp.

Humber R.A. 2002. Collection of entomopathogenic fungal cultures, US, Department of
Agriculture, Agricultural Research Service, ARS. 110-177 pp.

134



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Humber R.A. 2012. Entomophthoromycota: a new phylum and reclassification for

entomophthoroid fungi. Mycotaxon. 120: 477-492.

Iede E.T. y Machado D.C. 1989. Pragas da erva-mate (/lex paraguariensis St. Hil.) e
seu controle. EMBRAPA/CNPF. Colombo. Bol. Pesq. Flor. 18/19: 51-60.

Iede E.T., Soares C.M.S., Grigoletti Jr. A. y Auer C.G. 2000. Identificaciao de pragas e
doencas da erva mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) Embrapa/CNPF. Colombo.
24 pp.

Ignoffo C.M., Garcia C., Hostetter D.L. y Pinell R.E. 1978. Stability of conidia of an
entomopathogenic fungus Nomureae rileyi, in and on soil. Environ. Entomol. 7:

724-727.

Ignoffo C.M. 1981. The fungus Nomuraea rileyi as microbial insecticide. En: Burges
H.D (Ed.). Microbial control of pest and plant diseases. London, Academic
Press. 513-538 pp.

Inglis P.W. y Tigano M.S. 2006. Identification and taxonomy of some
entomopathogenic Paecilomyces spp. (Ascomycota) isolates using rDNA-ITS

Sequences. Genet. Mol. Biol. 29 (1): 132-136.

INYM, 2012. http://www.inym.org.ar/inym/imagenes/Estadisticas/stats-04-12.pdf.

Iturralde M.J. 2005. Identificacion genética de hongos. Sociedad Micoldgica de Madrid.

Disponible en http: /www.socmicolmadrid.org/noti/noticias30.html.

James R.R., Buckner J.S. y Freeman T.P. 2003. Cuticular lipids and silverleaf whitefly
stage affect conidial germination of Beauveria bassiana and Paecilomyces

fumosoroseus. J. Invert. Pathol. 84: 67-74.

135



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Jenkins N.E., Heviefo G., Langewald J., Cherry AJ. y Lomer C.H.J. 1998.
Development of mass production technology for aerial conidia for use as

mycopesticides. Biocontrol News and Information. 19: 21-31.

Jensen A.B. y Eilenberg J. 2001. Genetic variation within the insect-pathogenic genus
Entomophthora, focusing on the E. muscae complex, using PCR-RFLP of the
ITS II and the LSU rDNA. Mycol. Res. 103 (3): 307-312.

Joslyn D.J. y Boucias D.G. 1980. Isoenzyme differentiation smong three pathotypes of

entomogenous fungus Nomuraea rileyi. Can. J. Microbiol. 27: 364:366.

Kan H., Kim C.H., Kwon H.M., Park J.W., Roh K.B., Lee H., Park B.J., Zhang R.
Zhang J., Soderhall K., Ha N.C. y Lee B.L. 2008. Molecular control of

phenoloxidase-induced melanin synthesis in an insect. J. Biol. Chem. 283:

25316-23.

Kessler P., Matzke M.H. y Keller S. 2003. The effect of application time and soil
factors on the occurrence of Beauveria brongniartii applied as biological control

agent in soil. J. Invert. Pathol. 84: 15-23.

Kessler P., Enkerli J., Schweizer C. y Keller S. 2004. Survival of Beauveria
brongniartii in the soil after application as biocontrol agent against the European

cockchafer Melolontha melolontha. BioControl. 59: 563-581.

Khachatourians G.G. 1996. Biochemistry and molecular biology of entomopathogenic
fungi. In The Mycota VI. Human and Animal Relationships, Howard/Miller
eds., Springer-Verlag, Berlin. 331-364 pp.

Kirk R.M., Cannon P.F., David J.C. y Stalpers J.A. 2001. Ainsworth & Bisby 's
Dictionary of the fungi. Edited Cabi Publishing. 624 pp.

Klich M.A. 2002. Biogeography of Aspergillus species in soil and litter. Mycologia. 94
(1): 21-27.

136



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Klingel L., Eilemberg J. Meadow R. 2002. Effects of farming system, field margins and
bait insect on the occurrence of insect pathogenic fungi in soils. Agr. Ecosyst.

Environ. 91: 191-198.

Kretzner A.M., Molina R. y Spatafora J.W. 2000. Microsatelite markers for the

ectomycorrhizal basidiomycete Rhizopogon vinicolor. Mol. Ecol. 9: 1190-1191.

Lacey L.A. y Brooks W.M. 1997. Manual of techniques in insect pathology. Ed. Lacey
L.A., Academic Press Inc., San Diego, California. USA.

Lacey L.A., Frutos R., Kaya H.K. y Vails P. 2001. Insect pathogens as biological
control agents: do they have a future?. Biol. Control. 21: 230-248.

Landa Z., Osborne L., Lopez F. y Eyal J. 1994. A bioassay for determining
pathogenicity of entomogenous fungi on whiteflies. Biol. Control. 4: 341-350.

Lane B.S., Humphreys A.M., Thompson K. y Trinci A.P.J. 1988. ATP content of stored
spores of Paecilomyces farinosus and the use of ATP as a criterion of spore

viability. Trans. Br. Mycol. Soc. 90: 109-148.

Lanza L.M., Monteiro A.C. y Malheiros E.B. 2004. Populacdo de Metarhizium
anisopliae em diferentes tipos e graus de compactacdo do solo. Ciéncia Rural,

Santa Maria. 34 (6): 1757-62.

Latge J.P. y Boucias D.G. 1984. Intraespecific variability in Conidiobolus obscurus. J.
Gen. Appl. Microbiol. 30: 135-150.

Lecuona R.E. 1996. Microorganismos Patégenos Empleados en el Control Microbiano

de Insectos Plaga. Ed. Buenos Aires, Argentina: Talleres graficos Mariano.

Lecuona R.E. 1999. Control microbiano con hongos entomopatégenos en la Argentina.

Rev. Soc. Entomol. Arg. 58 (1-2): 301-306.

137



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Leite M.S.P., Soares C.M.S., lede E.T., Penteado S.R.C. y Castellano C. 2000. Selecao
de linhagens de fungos entomopatogénicos para o controle de Hedypathes
betulinus (Klug, 1825) (Coleoptera: Cerambycidae) em laboratério e eficiéncia
da linhagem selecionada em campo. II Congresso Sul-Americano da Erva-Mate

e III Reunido Técnica da Erva-mate. Encantado, Ed. dos Organizadores. 314-

317 pp.

Leite M.S.P y Zanol K.M.R. 2001. Biologia e morfologia de Gyropsylla spegazziniana
(Lizer y Trelles) (Hemiptera, Psyllidae). Acta Biol. Par., Curitiba, 30 (1, 2, 3, 4):
19-34.

Leite M.S.P., Zaleski S.R.M., Penteado S.R.C., Camargo J.M.M. y Ribeiro R.D. 2003.
Patogenicidade de cepas do fungo Verticilium lecanii (Zimm.) Viegas no
controle de Cinara atlantica (Wilson, 1919) (Hemiptera: Aphididae). In:
Simpdsio sobre cinara em Pinus, 1. 2003, Curitiba. Anais... Colombo: Embrapa

Florestas, Cd-Rom.

Leite M.S.P., Penteado S.R.C., Zaleski S.R.M., Camargo J.M.M. y Ribeiro R.D. 2005.
Selecao de isolados de Verticillium lecanii para controle de Cinara atlantica.

Pesq. Agrop. Bras. 40 (11): 1141-44.

Leite M.S.P., Iede E.T. y Penteado S.R.C. 2006a. Manejo Integrado de Pragas em erva-
mate para o controle da broca-da-erva-mate, com é&nfase ao wuso de
entomopatdgenos. 2006. In: IV Congreso Sudamericano de la Yerba Mate. Cd-

Rom.

Leite M.S.P., Iede E.T., Penteado S.R.C., Zaleski S.R.M., Camargo J.M.M. y Ribeiro
R.D. 2006b. Eficiéncia de Beauveria bassiana (BALS) Vuill formulado em 6leo
no controle de Hedypathes betulinus (Klug) (Coleoptera: Cerambycidae) em
campo. In: IV Congreso Sudamericano de la Yerba Mate. 269-272 pp.

Leite M.S.P., Zanol K.M.R., Iede E.T. y Penteado S.R.C. 2007. Flutuacao populacional
de Gyropsylla spegazziniana (Lizer y Trelles) (Hemiptera, Psyllidae) e de seus

138



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

inimigos naturais em erva-mate no municipio de Sdo Mateus do Sul, PR, Brasil.

Rev. Bras. 51 (4): 520-523.

Leite M.S.P., Iede E.T., Penteado S.R.C., Zaleski S.R.M., Camargo J.M.M. y Ribeiro
R.D. 2011. Selecdo de isolados de fungos entomopatogénico para o controle de

Hedypathes betulinus e avaliacao da persisténcia. Rev. Floresta 41 (3): 619-628.

Levitin A. y Whiteway M. 2008. Drosophila innate immunity and response to fungal
infections. Cell. Microbiol. 10: 1021-1026.

Liang Z.A. y Liu J. 1995. A new species of the genus Cordyceps and its Metarhizium
anamorph. Acta Mycologica. 10: 257-262.

Lima E.A.L.A. 1989. Aspectos taxondmicos y citolégicos de Hyphomycetes
(Deuteromycotina) entomopatogénicos. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 84 (Sup.III):

17-20 pp.

Lingg A.J. y Donaldson M.D. 1981. Biotic and abiotic factors affecting stability of

Beauveria bassiana conidia in soil. J. Invert. Pathol. 39: 191-200.

Lopez Lastra C.C. 1988. Nuevas especies de insectos hospedadores para el hongo
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill (Deuteromycotina: Hyphomycetes) en
Argentina y consideraciones sobre su patogenia. Rev. Fac. Agr. UNLP. Tomo

LXIV (entregas 1y 2).

Lopez Lastra C.C. 1989. Primera cita de Cordyceps sobolifera (Ascomycotina:
Pyrenomycetes) patégeno de insectos en la Republica Argentina. Bol. Soc Bot.

Arg. 26 (1-2): 59-60.

Lopez Lastra C.C. 1990. Primer registro de Aphanocladium album (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) como patégeno de insectos en la Republica Argentina. Bol. Soc.

Arg. Bot. 26 (3-4): 259-260.

139



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Lopez Lastra C.C. y Scorsetti A.C. 2006. Hongos Entomophthorales patégenos de
insectos de la Republica Argentina. Rev. Biol. Trop. 52 (4): 311- 315.

Lopez Lastra C.C. y Scorsetti A.C. 2007. Revision de los hongos Entomophthorales
(Zygomycota: Zygomycetes) patogenos de insectos de la Republica Argentina.

Bol. Soc. Bot. Arg. 42 (1-2): 33-37.

Lourenco A.P., Zufelato M.S., Bitondi M.M.G. y Simdes Z.L.P. 2005. Molecular
characterization of a cDNA encoding prophenoloxidase ant its expression in

Apis mellifera. Insect Biochem. Molec. Biol. 35: 541-552.

Lusangsa-ard J., Houbraken J., van Doorn T., Hong S-B., Borman A.M., Hywel-Jones
N.L. y Samson R.A. 2011. Purpureocillium, a new geneus for the medically

important Paecilomyces lilacinus. FEMS Lett. Microbiol. 32: 141-149.

Madelin ML.F. 1963. Diseases caused by hyphomycetous fungi. In: Insect pathology, an
advanced treatise Vol. 2. Steinhaus, E.A. (Ed.). Academic Press, New York. 687

Pp-

Mani 1964. Ecology of plant galls. Dr. W. Junk Deen Haag Xii. 434 pp.

Marchionatto J.B. 1934. Algunos hongos entomdgenos comunes en la Republica
Argentina y las posibilidades de su aplicacion agricola. Rev. Fac. Agr. y Vet.

Univ. Buenos Aires. 7: 571- 584.

Marmaras V.J., Charalambidis N.D. y Zervas C.G. 1996. Immune response in insects:
the role of phenoloxidase in defense reactions in relation to melanization and

sclerotization. Arch. Insect Biochem. Physiol. 31: 119-133.

Maurer P., Coutaeudier Y., Girard P.A., Bridge P.D. y Riba G. 1997. Genetic diversity
of Beauveria bassiana and relatedness to host insect range. Mycol. Res. 101:

159-164.

140



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Mattos N.F. 1982. Estudos preliminares sobre pragas da erva-mate. Instituto de

pesquisas naturais renovaveis. [IPRNR n. 9, Porto Alegre-RS-Brasil. 18 pp.

Mazuchowski J.Z. 1991. Erva-Mate (Ilex paraguariensis St. Hil.). Curitiba, EMATER.
104 pp.

McCoy C.W., Tigano M.S. y Storey J.K. 1992. Enviromental factors affecting
entomopathogenic fungi in the soil. Pesq. Agrop. Bras. 27: 107-112.

Meister M., Lemaitre B. y Hoffmann J.A. 1997. Antimicrobial peptide defense in
Drosophila. Bioassays. 19: 1019-1026.

Meyer W., Koch A., Niemann C., Beyermann B., Epplen J.T. y Borner T. 1991.
Differentiation of species and strains among filamentous fungi by DNA

fingerprinting. Curr. Genet. 19: 239-242.

Meyling N.V. 2008. PCR-based characterization of Entomopathogenic fungi for
ecological studies. Deliverable 5.2 from VegQure. Department of Agriculture

and Ecology Faculty of Life Sciences, University of Copenhagen, Denmark.

Miranda N. y Urban T. 1998. Engenhos e barbaquds. Curitiba, Ed. Posigraf. 120 pp.

Morawicki P.M., Diaz C.LF. y Tricio A.E. 1995. Ciclo de vida de Gyropsylla
spegazziniana (1.,1917) Psyllidae-Homoptera. “Psilideo de la yerba mate”. In:

Congresso Argentino de Entomologia. 3: 299.

Mullis F., Falcoma F., Scharf S., Snikl R., Horm G. y Erlich H. 1986. PCR a practical
approach. Oxford University Press, Oxford.

Murrin F. 1996. Fungi and insects. En: Howard D.H. y Miller J.D. (Eds.). The Mycota
VI. Human and Animal Relationship. Springer- Verlag Berlin Heidelberg. 365-
388 pp.

141



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Neuvéglise C. y Brygoo Y. 1994. Identification of group-I introns in the 28s rDNA of

the entomopathogenic fungus Beauveria brogniartii. Curr. Genet. 27: 38-45.

Nirula K.K. 1957. Observations on the green muscardine fungus in populations of

Oryctes rhinoceros L. J. Econ. Entomol. 50 (6): 767-770.

Obornik M., Stouthamer R., Meekes E. y Schilthuittzen M. 1999. Molecular
characterization and phylogeny of the entomopathogenic fungus Aschersonia sp.

Plant Protect. Sci. 35: 1-9.

Oglobin A.A. 1929. Metamorfosis de Metaphalara spegazziniana, (Liz) Crwf. Ver.
Yerbateira Misiones. N° 3. 15-18 pp.

Oliveira R.C., Alves L.F.A y Neves P.M.0O.J. 2000. Patogenicidade do fungo Beauveria
bassiana ao 4caro vermelho da erva-mate. II Congresso Sul-Americano da Erva-
Mate e III Reunido Técnica da Erva-mate. Encantado, Ed. Dos Organizadores.

318- 321 pp.

Ouedraogo A., Fargues J., Goettel M.S. y Lomer C.J. 1997. Effect of temperature on
vegetative growth among isolates of Metarhizium anisopliae and M. flavoviride.

Mycopathol. 137: 37-43.

Ouedraogo R., Cusson M., Goettel M. y Brodeur J. 2003. Inhibition of fungal growth in
thermoregulating locusts, Locusta migratoria, infected by the fungus

Metarhizium anisopliae var acridum. J. Invert. Pathol. 82: 103-109.

Pagliosa M.M.R., Santos H.R. y Diodato M.A. 1994. Patogenicidade do fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., em Hedypathes betulinus
(Klug, 1825) praga da erva-mate, Illex paraguariensis St. Hill. Agrérias,
Curitiba. 13 (1-2): 229-231.

142



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Papierok B. y Hajek A.E. 1997. Fungi: Entomophthorales. En: Lacey L, (Ed.) Manual
of Techniques in Insect Pathology. San Diego, California: Academic Press. 187-

211 pp.

Papierok B. 2007. Isolating, growing and storing arthropod pathogenic
Entomophthorales. En: Keller S. (Ed.) Arthropod-pathogenic Entomophthorales:
biology, ecology; identification. COST Action 842. Luxembourg. 66-81 pp.

Pedrosa-Macedo J.H. 1993. Manual de pragas em florestas: pragas florestais do sul do

Brasil. Visgosa: IPEF/SIF. 110 pp.

Pell J.K., Eilenberg J., Hajek A.E. y Steinkraus D.C. 2001. Biology, ecology and pest
management potential of Entomophthorales. En: Butt T.M., Jackson C.W.,

Magan N. (Eds.) Fungi as biocontrol agents: progress, problems and potential.

CABI International, Oxon. 71-153 pp.

Penteado S.R.C. 1995. Principais pragas da erva-mate e medidas alternativas para o seu
controle. In: H. Winge, A.G. Ferreira, J. E. A. Mariath e L. C. Tarasconi (ed.),

Erva-mate: Biologia e Cultura no Cone Sul. Porto Alegre, Ed. Universidade. 356

Pp-

Pentado S.R.C., lede E.T. y Leite M.S.P. 2000. Pragas da erva-mate: perspectivas de
controle. In: Congressso Sul-Americano da erva-mate, 2, e reunido técnica da

erva-mate, 3. Encantado. Anais. Porto Alegre, Edicdo dos organizadores. 27-38

Pp-

Pereira R.M., Alves S.B. y Sosa-Gémez D.R. 1998. Utiliza¢do de entomopatégenos no
manejo integrado de pragas. In: Alves, S.B. 1998, Controle Microbiano de

Insetos. 2 ed. Piracicaba, SP: FEALQ.

Persiani A.M. et al. 1998. Diversity and variability in soil fungi from a disturbed

tropical rain forest. Mycologia. 90 (2): 206-214.

143



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Philipovski J.F., Dedereck R.A. y Medrado M J.S. 2003. Conservacao do solo na
cultura da erva-mate (I/lex paraguariensis S. Hill.) pelo uso de coberturas verdes

de inverno. Comunicado Técnico, n. 102, Embrapa.

Piatti P., Cravanzola F., Bridge P. y Ozino O. 1998. Molecular characterization of
Beauveria brongniartii isolates obtained from Melolontha melolontha in Valle

d> Aosta (Italy) by RAPD-PCR. Lett. Appl. Microbiol. 26: 317-324.

Poprawski, T.J.; Riba, G.; Jones, W.A.; Aioun, A. 1988. Variation in isoesterase
profiles of geographical populations of Beauveria bassiana (Deuteromycontina:
Hyphomycetes) isolated from Sitona weevils (Coleoptera: Curculionidae).

Environ. Entomol. 17: 275-279.

Prado H. 2001. Solos do Brasil. 2.ed. Piracicaba : H. Prado. 220 pp.

Prat Kricun S.D. 1986. Informe sobre investigaciones realizadas no periodo de 1984.-

85: INTA. E. E. A. Cerro Azul, 32 p. Missiones, 1984 (Miscelanea, 15).

Puterka G. J., Humber R.A. y Poprawski T.J. 1994. Virulence of fungal pathogens
(Imperfect fungi: Hyphomycetes) to pear psylla (Homoptera: Psyllidae).
Environ. Entomol. 22 (2): 514-520.

Quintela E.D. 1986. Estabilidade de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Hyphomycetes)
no solo e sua patogenicidade ao Chalcodermus aeneus Boheman (Col:
Curculionidae), praga do caupi. Dissertacdo de Mestrado, ESALQ/ USP,
Piracicaba. 101 pp.

Quintela E.D., Lord J.C., Alves S.B. y Roberts D.W. 1992. Persisténcia de Beauveria
bassiana em solo de cerrado e sua interacdo com microorganismos do solo. An.

Soc. Entomol. Bras. 21 (1): 69-81.

144



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Rath A.C., Koen T.B., y Yip H.Y. 1992. The influence of abiotic factors on the
distribution and abundance of Metarhizium anisopliae in Tasmanian pastures

soils. Mycol. Res. 96: 378-384.

Reddy M.P., Sarla N. y Siddiq E.A. 2002. Inter simple sequence repeat (ISSR)
polymorphism and its application in plant breeding. Euphyt. 128: 9-17.

Rehner S.A. y Buckley E. 2005. A Beauveria phylogeny inferred from nuclear ITS and
EF1-a sequences: evidence for cryptic diversification and links to Cordyceps

teleomorphs. Mycologia. 97(1): 84-98.

Ribeiro M.M. 1993. Patogenicidade de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., em
Hedypathes betulinus (Klug, 1925) (Coleoptera: Cerambycidae), em condi¢des
de laboratério e de campo. Dissertacdo de mestrado, Universidade Federal do

Parand, Curitiba. 58 pp.

Ribeiro M.M. 2005. Influéncia da adubac¢do nitrogenada na Incidéncia de Gyropsylla
spegazziniana (Hemiptera: Psyllidae) praga da erva-mate cultivada. Tese

(Doutorado) -UFPR, Curitiba.

Richard F.J., Aubert A.C. y Grozinger M. 2008. Modulation of social interactions by
immune stimulation in honey bee, Apis mellifera, workers. BMC Biology. 6: 1-

13.

Sabedot S. M., Milanez J.M., Garcia F.R.M. y Chiaradia L.A. 1999. Biologia de
Gyropsylla spegazziniana (Lizer, 1917) (Hemiptera: Psyllidae) em laboratorio.
Acta Biol. Leopoldensia. 21(2): 203-212.

Shah P.A., Kooyman C. y Paraiso A. 1997. Surveys for fungal pathogens of locust and
grasshoppers in Africa and Near East. In: Goettel M. y Johnson D. (Eds).
Microbial control of grasshoppers and locusts. Mem. Entom. Soc. Can. 171: 27-

35.

145



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Samson R.A.1974. Paecilomyces and some allied hyphomycetes. Study in Mycology.
N° 6.

Samson R.A. 1975. Paecilomyces and some allied hyphomycetes. Studies in Mycology.

Centrealbureau voor Schimmelcultures, Baarn. 6: 1-119.

Samson R.A., Evans H.C. y Latgé J.P. 1988. Atlas of Entomopathogenic Fungi. Ed.
Springer-Verlag, Berlin. 300 pp.

Samuels R.I. y Paterson L.C. 1995. Cuticle degrading proteases from insect moulting
fluid and culture filtrates of entomopathogenic fungi. Comp. Biochem. Physiol.

110: 661-669.

Sanger F., Nicklen S. y Coulson A.R. 1977. DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proceedings of the National Academy of Sciences. 74: 5463-5467.

Santoro P.H., Oliveira Janeiro Neves P.M., Moretto T., Sartori D., Angeli Alves L.F. y
Pelegrinelli Fungaro M.H. 2008. Selection of Beauveria bassiana isolates to

control Alphitobius diaperinus. J. Invert. Pathol. 97: 83-90.

Schaerffenberg B. 1964. Biological and environmental conditions for the development

of mycoses caused by Beauveria and Metarrhizium. J. Insect Pathol. 6: 8-20.

Scherer R.A. 1997. Early selection of yerba mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) In:

Argentina. Boon: Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat. 58 pp.

Scorsetti A.C. 2007a. Estudios relativos a los hongos patégenos de insectos plaga en
cultivos horticolas como potenciales agentes de control biolégico. Trabajo de
tesis doctoral. FCNyM, UNLP, La Plata, Buenos Aires, Republica Argentina.
151 pp.

Scorsetti A.C., Garcia J.J., Humber R.A. y Loépez Lastra C.C. 2007b. Natural

occurrence of entomopathogenic fungi (Zygomycetes: Entomophthorales) of

146



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

aphid (Hemiptera: Aphididae) pests of horticultural crops in Argentina.
Biocontrol. 52: 641-655.

Scorsetti A.C., Humber R.A., De Gregorio C. y Lopez Lastra C.C. 2008. New records
of entomopathogenic fungi infecting Bemisia tabaci and Trialeurodes
vaporariorum, pests of horticultural crops, in Argentina. BioControl. 53: 787-

796.

SENASA. 2011. http://www.senasa.gov.ar/indexhtml.php.

Shah P.A. y Pell J.K. 2003. Entomopathogenic fungi as biological control agents. Appl.
Microbiol Biotechnol. 61: 413-423.

Shapiro S.L., Astin J.A., Bishop S.R. y Cordova M. 2005. Mindfulness-based stress
reduction for health care professionals: Results from a randomized trial. Int. J.

Stress Manage. 12 (2): 164-176.

Sharapov V.M. y Kalvish T.K. 1984. Effect of soil fungistasis on zoopathogenic fungi.
Mycopathol. 85 (2): 121-128.

Shields M.S. 1981. Identification of a Penicillium urticae metabolite which inhibits

Beauveria bassiana. J. Invert. Pathol. 38 (3): 374-377.

Shimazu M., Zhang B. y Liu Y. 2002. Fungal pathogens of Anoplophora glabripennis
(Coleoptera: Cerambycidade) and their virulences. Bulletin of FFPRI. L1. 1123-
1130 pp.

Soares C.M.S., Santos H.R. e Iede E.T. 1995. Avaliacdo do parasitismo natural de
Eurytoma sp. (Hymenoptera: Eurytomidae) em ovos de Hedypathes betulinus
(Klug, 1825) (Coleoptera: Cerambycidae). In: Congresso de entomologia (15:
1995: Caxambu). Anais. Caxambu: Sociedade Entomolégica do Brasil. 311 pp.

147



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Soares C.M.S. e lede E.T. 1997. Perspectivas para o controle da broca da erva-mate
(Hedypathes betulinus Klug. 1825) (Col.: Cerambycidae). In: Congresso Sul-
americano da erva mate; reunido técnica do cone sul sobre a cultura da erva

mate, 2, Curitiba. Anais, Curitiba. (Documentos 33). 391-400 pp.

Soares C.M.S. 1998. Flutuacdo populacional, aspectos comportamentais e levantamento
de inimigos naturais de Hedypathes betulinus (Klug, 1825) (Coleoptera:
Cerambycidae), em um povoamento puro de erva-mate (I/lex paraguariensis St.
Hil.). Curitiba, 1998. 73f. Tese (Doutorado em Entomologia) - Universidade

Federal do Parana, Curitiba.

Sosa-Goémez D.R. y Alves S.B. 1983. Caracterizacién de once aislamientos de
Metarhizium anisopliae (Metch.) Sorok. I. Estandarizacion, virulencia vy

actividad enzimatica. CIRPON Rev. Invest. 1 (3): 83-102.

Sosa-Goémez D.R. y Alves S.B. 1984. Caracterizacién de once aislamientos de
Metarhizium anisopliae (Metch) Sorok. II. Produccién de conidios en diferentes

medios de cultivo y sobre cadaveres de larvas de Diatraea saccharalis (F.)

Sosa-Gémez D.R., Kitajima E.W. y Rolon M.E. 1994. First records of
entomopathogenic diseases in the Paraguay tea agroecosystem in Argentina.

Florida Entomologist. 7: 378-382.

Sosa-Gémez D.R. y Moscardi F. 1994. Effect of till soybean cultivation on dynamics of

entomopathogenic fungi in the soil. Florida Entomologist. 77: 284-287.

Sosa-Gomez D.R. y Alves S.B. 2000. Temperature and relative humidity requirements
for conidiogenesis of Beauveria bassiana (Deuteromycetes: Moniliaceae). An.

Soc. Entomol. Bras. 29 (3): 515-521.

Sosa-Gomez D.R., Delpin K.E., Moscardi F. y Farias J.R.B. 2001. Natural occurence of
the entomopathogenic fungi Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces in soybean

under till and no-till cultivation systems. Neotrop. Entomol. 30 (3): 407-410.

148



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Sosa-Gomez D.R., Lopez Lastra C.C. y Humber R.A. 2010. An overview of Arthropod-
Asociated Fungi from Argentina and Brazil. Mycopathol. 170: 61-76.

Sousa N.J. 1999. Aspectos bioldgicos, ecoldgicos de microorganismos. In: Memorias
semindrio: Possibilidades del control biolégico en plantaciones forestales de
Colombia — Programa de proteccion forestal. CONIF — MINAMBIENTE -
BIRIF, Santafé de Bogotd, Colombia.

Starks P., Blackie C.A. y Seeley T. 2000. Fever in honeybee colonies.
Naturwissenschaften. 87: 229-231.

St. Leger R.J., Charnley A.K. y Cooper R.M. 1986. Cuticle-degrading enzymes of
entomopathogenic fungi: mechanisms of interaction between pathogen enzymes

and insect cuticle. J. Invert. Pathol. 47: 295-302.

St. Leger R.J., Frank D.C., Roberts D.W. y Saples R.C.1992. Molecular cloning and
regulatory analysis of the cuticle degrading-protease structural gene from
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae. Eur. J. Geochem. 204: 991-

1001.

St. Leger R.J., Allee L.L., May B., Staples R.C. y Roberts D.W. 1992. World-wide
distribution of genetic variation isolates of Beauveria spp. Mycol. Res. 96: 1007-

1015.
Steinhaus E.A. 1985. Microbial disease of insects. Ann. Ver. Microbiol. 165-189 pp.
Storey G.K., Gardner W.A. y Tollner E-W. 1989. Penetration and persistence of
commercially formulated Beauveria bassiana conidia in soil of two tillage

systems. Environ. Entomol. 18: 835-839.

Studdert, J.P.; Kaya, H.K. 1990. Water potencial, temperature and soil type on theation
of Beauveria bassiana soil colonies. J. Invert. Pathol. 56 (3): 380-383.

149



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Sturion J.A. y Resende M.D.V. 1997. Programa de melhoramento genético da erva-
mate no Centro Nacional de Pesquisa de Floresta da Embrapa. In: I Congresso
Sul Americano da Erva-Mate. II Reunido técnica do Cone Sul sobre a cultuta da

erva-mate. 2. Curitiba. Anais. Colombo. EMBRAPA-CNPF. 467 pp.

Sun B.D., Yu Y.H.,, Yen A.J. y Liu X.Z. 2008. Insect-associated fungi in soils of Field
crops and orchards. Crop Protection. 27: 1421-1426.

Sung G.H., Hywel-Jones N.L., Sung J.M., Luangsa-ard J.J., Shreshtha B. y Spatafora
J.W. 2007. Phylogenetic classification of Cordyceps and the Clavicipitaceous
fungi. Stud. Mycol. 57: 5-59.

Sztejnberg A., Doron-Shloush S. y Gerson U. 1997. The biology of the acaropathogenic
fungus, Hirsutella kirchner. Biocontrol Sci. Techn. 7: 577-590.

Tanada Y. y Kaya H. 1993. Insect Pathology. Academic Press, San Diego, California,
USA. 666 pp.

Terrasco E., De Bievre C., Papierok B., Poliseno M. y Triggiano O. 1997. Ocurrence of

entomopathogenic fungi in soils in southern Italy. Entomolégica. 31: 157-166.

Throne J.E., Weaber D.K., Chew V. y Baker J.E. 1995. Probit analysis of correlated
data: multiple observations over time at one concentration. J. Econ. Entomol. 88:

1510-1512.

Tigano-Milani M.S., Gomes A.C.M.M. y Sobral B.W.S. 1995a. Genetic Variability
among Brazilian Isolates of the Entomopathogenic Fungus Metarhizium

anisopliae. J. Invert. Pathol. 65: 206-210.

Tigano-Milani M.S., Honeycutt H.J., Lacey L.A., Assis R., Mc-Clelland M. y Sobral
B.W.S. 1995b. Genetic variability Paecilomyces fumosoroseus isolates revealed

by molecular markers. J. Invert. Pathol. 65: 274-282.

150



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Toledo A.V., Scorsetti A.C., Dikgolz V.E. y Lépez Lastra C.C. 2004. Paecilomyces
fumosoroseus y Nomuraea rileyi (Deuteromycotina: Hyphomycetes), hongos
patégenos de insectos plaga de la agricultura en la Argentina. Bol. Soc. Bot.

Arg. 39 (1-2): 21-26.

Toledo A.V., Giambelluca L., Marino de Remes Lenicov A.M. y Lépez Lastra C.C.
2008. Pathogenic fungi of planthoppers associated with rice crops in Argentina.

Int. J. Pest Manag. 54 (4): 363-368.

Tzean S.S., Hsieh L.S. y Wu W.J. 1997. Atlas of entomopathogenic fungi from Taiwan.

Council of Agriculture, Excetive Yuan.

Valduga E. 1995. Caracterizacdo quimica e anatomica da folha de Ilex paraguariensis
St. Hil. e de algumas espécies utilizadas na adulteragdo do mate. Dissertacao de

mestrado, Universidade Federal do Parand, Curitiba. 97 pp.

Van Lenteren J.C. y Woets J. 1998. Biological and integrated pest control in
greenhouses. Ann. Rev. Entomol. 33: 239-269.

Vinninen I. 1996. Distribution and occurrence of four entomopathogenic fungi in
Finland: effect of geografical location, habitat type and soil type. Mycol. Res.
100: 93-101.

Vinninen 1., Tyni-Juslin J. y Hokkanen H. 2000. Persistence of augmented Metarhizium
anisopliae and Beauveria bassiana in finish agricultural soils. BioControl. 45:

201-222.

Vega E.F. y Blackwell M. 2005. Insect fungal associations. Ecology and Evolution.
Oxford University Press, Inc. USA.

Walstad J.D., Anderson R.F. y Stambaugh W.. 1969. Effects of environmental
conditions on two species of muscardine fungi (Beauveria bassiana and

Metarrhizium anisopliae). J. Invert. Pathol. 16: 221-226.

151



Bibliografia Schapovaloff Maria Elena

Wang S.B., Miao X.X., Zhao W.G., Huang B., Fan M.Z., Li Z.Z. y Huang Y.P. 2005.
Genetic diversity and population structure among strains of the
entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana, as revealed by inter-simple

sequence repeats (ISSR). Mycol. Res. 109: 1364-1372.

White .M. y Hodkinson 1.D. 1985. Ninfal taxonomy and systematic of the Psylloidea
(Homoptera) Bull. Bri. Mus. (Nat. hist) Entomol. 50: 153-301.

White T.J., Burns T., Lee S. y Taylor J. 1990. Amplification and direct sequencing of
fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In PCR Protocols: A guide to
methods and applications. Edited by Innis, M.A.; Gelfand; D.H., Sninsky, J.J.;
White, T.J. Academic Press, San Diego. 315 -322 pp.

Williams J.G.K., Kubelik A.R., Livak K.J., Rafalski J.A. y Tingey S.V. 1990. DNA
polymorphism amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers.

Nucleic Acids Res. 18: 6531-6535.

Wilson K. y Reeson A.F. 1998. Density-dependent prophylaxis: evidence from

Lepidoptera- baculovirus interactions?. Ecol. Entomol. 23: 100-101.

Wilson K., Thomas M., Blanford S., Doggett M., Simpson S. y Moore S. 2002. Density-
dependent disease resistance in desert locusts. Proceedings of the National

Academy of Sciences. 99: 5471-5475.

Yasem de Romero M. 1984. Primera cita de Cordyceps dipterigena Berck. & Br. (=
Hymenostilbe dipterigena Petch) para la Republica Argentina. CIRPON Rev.
Invest. 2 (1-2): 65- 69.

Zietkiewicz E., Fafalski A. y Labuda, D. 1994. Genome fingerprinting by simple
sequence repeat (SSR) anchored polymerase chain reaction amplification.

Genomics. 20: 176-183.

152



Anexo Schapovaloff Maria Elena

ANEXO

Medios de cultivos:

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

- Agar-agar 20g

- Extracto de malta 20g

- Peptona de carne g

- Dextrosa 20g

- Agua destilada 1000 ml

SABOURAUD DEXTROSA AGAR con 1% de extracto de levadura
(SDYA) (Goettel e Inglis, 1997)

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

MEDIO SELECTIVO PARA AISLAR Beauveria bassiana 'y Metarhizium
anisopliae DESDE MUESTRA DE SUELO (Doberski y Tribe, 1980)

-Glucosa 40g
-Peptona (Difco) 10g
-Agar 15¢
-Cristal violeta 0,01g
-Cycloheximida 0,25g
-Dodine (acetato de N-dodecilguanidinio) 0,25¢
-Cloranfenicol 0,5¢g
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-Agua destilada 1000 ml
Los antibidticos y antifingicos se agregan al medio después de esterilizaciéon por

autoclave cuando el medio estd auin liquido a una temperatura por debajo de los 60 °C.

MEDIO DE ESPORULACION (ME)

-Agar 20g

-Mix 4,6g
-Dextrosa 10g
-Extracto de levadura 5¢g

-Agua destilada 1000 ml
-NaNO; 1,58g
-KH,PO4 0,36 g
-MgSO4x 7H,0 0,6g
-Na,HPO,4 x 7H,0 1,05g
-KCL g
MEDIO AGAR AVENA

-Agar 20g
-Dodine 550mg
-Harina de avena 20g

-Agua destilada 1000 ml
Antibiéticos:

* Cloranfenicol 250mg/50ml agua destilada estéril.
* Gentamicina 25mg/50ml agua destilada estéril.

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

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

Azul de algod6n-Lactofenol de Amann (Stevens, 1974):

-Fenol (cristales)
-Acido lactico
-Glicerol

-Azul de algodén
-Agua destilada

Buffer vy soluciones:

Tris HCI 1M (pH=8)

-Tris base
-Agua destilada
Ajustar el pH hasta 8 con HCI concentrado.

SDS 10%

-SDS
-Agua destilada

EDTA 0,5M (pH=8)

-EDTA
-Agua destilada
Ajustar el pH hasta 8 con pastillas de NaOH.

NaCl SM
-NaCl
-Agua destilada

20g

20g (16ml)
40g (31 ml)
0,05-1g
20g (20ml)

121,1g
100 ml

10g
100 ml

18,61¢g
100 ml

29,22¢
100 ml
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Fenol saturado en Tris-HCI
-Fenol 500¢g
-Tris HCI

Ajustar el pH hasta 8.

Cloroformo-Alcohol Isoamilico

-Cloroformo 24 ml
-Alcohol isoamilico 1 ml
Buffer TE

-Tris base 1,21g
-EDTA 0,37¢g
-Agua destilada 1000 ml
Ajustar el pH hasta 8.

Buffer de corrida TEB 10X

-Tris base 108g
-Acido bérico 55g
-EDTA 0,5M pH=8 7,78g
-Agua destilada 1000 ml

Ajustar el pH hasta 8,3.
En el momento de usar diluir 1:10 en agua destilada, para llegar a una concentracién

1X.

Bromuro de etidio (1%)

-Bromuro de etidio 100mg

- Agua destilada 10 ml
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