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Figura 24. Morfología de la colonia de los diferentes aislamientos de P. lilacinum. 

Se sembraron cada uno de los aislamientos fúngicos en medio de cultivo SDYA y se incubaron 

a 25 °C en condiciones de oscuridad durante 15 días. 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados                                                                               Schapovaloff  Maria Elena 
 
 

_______________________________________________________________________ 
88 

Las hifas vegetativas como los conidióforos presentaron paredes hialinas y lisas. 

Los conidioforos fueron ramificados e irregulares, con fiálides que se caracterizan por 

constar de una porción basal cilíndrica o hinchada, adelgazándose abruptamente a 

menudo para formar un cuello muy notorio. Los conidios presentaron una forma ovoide 

(Figura 25).   

 

                         
 

 

Figura 25. Observación microscópica de los conidios, fiálides y conidióforos de P. 

lilacinum. 

A partir de cultivos in vitro de P. lilacinum, se realizaron preparados microscópicos con 

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

 

 

Las diferencias en el largo de los conidios entre los diferentes aislamientos 

fúngicos fueron altamente significativas (ANOVA F = 6,36; g.l = 9; p < 0,0001), 

observando el valor máximo en CEP 352 (3,06 ± 0,22 µm) y el valor mínimo en CEP 

359 (2,51 ± 0,38 µm); el tamaño promedio de los conidios fue de 2,70 ± 0,34 µm. Las 

diferencias en el ancho de los conidios entre los diferentes aislamientos fúngicos fueron 

altamente significativas (ANOVA F = 5,88; g.l = 9; p < 0,0001), observando el valor 

máximo en CEP 352 (2,58 ± 0,26 µm) y el valor mínimo en el aislamiento CEP 360 

(2,15 ± 0,22 µm); el tamaño promedio de los conidios fue de 2,65 ± 0,32 µm (Tabla 10). 

La viabilidad de los conidios fue medida como porcentaje de germinación. Las 

diferencias entre los aislamientos fúngicos fueron altamente significativas (ANOVA F = 

7,52; g.l = 9; p = 0,0001), obteniendo valores superiores al 90 %, (Tabla 10) (Figura 

26).  

20.0 µm 
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Tabla 10. Descripción microscópica de los aislamientos fúngicos de P. lilacinum. 

 

CONIDIOS N° Colección 
CEPAVE Forma Tamaño (µm)+ Germinación (%)* 

    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) c 
CEP 354 ovoide       2,66 (0,37) ab        2,27 (0,34) a        100 (0,00) c 
CEP 355 ovoide       2,55 (0,29) ab        2,17 (0,19) a        100 (0,00) c 
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) bc 
CEP 359 ovoide       2,51 (0,38) a        2,21 (0,26) a        100 (0,00) c 
CEP 360 ovoide       2,71 (0,28) ab        2,15 (0,22) a        100 (0,00) c 

          

 

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

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

p < 0,05). 

*Porcentaje de germinación (error estándar) determinado a las 24 hs post-inoculación. Valores 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Porcentaje de germinación de conidios de P. lilacinum a las 24 hs post-

inoculación. 

Las barras indican el porcentaje de germinación y el error estándar. Las letras distintas 

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

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

 

 

3.2.1. Selección de los aislamientos fúngicos para las pruebas de patogenicidad de 

de hongos Hypocreales contra H. betulinus 

 

Se evaluó la patogenicidad de 24 aislamientos de hongos entomopatógenos 

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. Características de los aislamientos de hongos Hypocreales utilizados en 

las pruebas de patogenicidad contra H. betulinus. 

 

Especie fúngica N° Colección 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. Evaluación de la patogenicidad de los aislamientos fúngicos seleccionados 

 

Los 15 aislamientos fúngicos de B. bassiana ocasionaron la infección y muerte 

de los adultos de H. betulinus. Los síntomas de infección fueron observados por la 

exteriorización del hongo, primeramente, en las zonas intersegmentales del abdomen, 

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

 

 

 

        

 

Figura 27. Adultos de H. betulinus infectados con B. bassiana. 

Los adultos de H. betulinus  fueron tratados con una suspensión fúngica de 1 x 108 conidios/ml 

y al cabo de 7 días se observó el desarrollo de micelio blanco que cubrió todo el cuerpo del 

insecto en cámara húmeda.  
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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 fúngicos, fueron altamente 

significativas (ANOVA F = 6,42; g.l = 15; p < 0,0001). Todos los aislamientos de B. 

bassiana ocasionaron un porcentaje de mortalidad superior al 50%, observando el valor 

máximo en CEP 334 y CEP 335 (86,67%) y el valor mínimo en CEP 347 (53,33%) 

(Tabla 12) (Figura 28).  

Se estimó el tiempo letal medio (TL50) de los 15 aislamientos fúngicos 

infectando los adultos de H. betulinus.  Los valores del TL50 oscilaron entre 8,74 días 

para el aislamiento CEP 340 y 13,59 días para el aislamiento CEP 345 (Tabla 12) 

(Figura 29). 

 

 

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

medio (TL50) de los aislamientos de B. bassiana contra adultos de H. betulinus. 

 

Aislamiento fúngico Mortalidad (%)* TL50 (Días, IC 95 %)+ 

      
Control  3,33 (4,71) a - 

CEP 332 63,33 (4,71) b 11,76 (8,63-16,95) 
CEP 333 66,66 (12,47) b 12,99 (7,82-40,35) 
CEP 334 86,66 (4,71) b 11,64 (10,23-13,39) 
CEP 335 86,66 (12,47) b 10,39 (9,29-11,64) 
CEP 336 80,00 (16,32) b 10,19 (8,55-12,23) 
CEP 337 66,66 (12,47)  b 12,11 (9,65-15,97) 
CEP 338 83,33 (4,71) b 9,64 (7,76-12,09) 
CEP 339 83,33 (12,47) b 9,70 (7,79-12,10) 
CEP 340 70,00 (8,16) b 8,74 (6,52-11,89) 
CEP 341 66,66 (4,92) b 9,58 (8,05-11,29) 
CEP 342 70,00 (16,32) b 10,29 (7,83-14,03) 
CEP 343 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 estándar) a los 15 días posteriores a la inoculación. 

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

+ Tiempo letal medio (TL50) 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 suspensión de 1 x 108 conidios/ml de B. 

bassiana e incubados durante 15 días bajo condiciones controladas (26 ± 1 °C y 

fotoperíodo de 14 hs de luz). Diariamente, se cuantificó el número de adultos con desarrollo 

de micelio externo y se estimó el porcentaje de mortalidad promedio a los 15 días posteriores a 

la inoculación. Las barras indican el porcentaje de mortalidad confirmada y el error estándar. 

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

Tukey (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Tiempo letal medio (TL50), en el estudio de la patogenicidad de 

aislamientos de B. bassiana contra adultos de H. betulinus. 
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Los 2 aislamientos fúngicos de M. anisopliae ocasionaron la infección y muerte 

de los adultos de H. betulinus, el micelio emergió primeramente en las zonas 

intersegmentales del abdomen, aparato bucal, antenas y patas. Transcurridos siete días 

se observó 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 suspensión fúngica de 1 x 108 conidios/ml 

y al cabo de 7 días se observó el desarrollo de micelio verde oliva que cubrió todo el cuerpo del 

insecto en cámara húmeda. 

 
 

 

Las diferencias en el porcentaje de mortalidad de los adultos de H. betulinus 

entre el tratamiento control y los 2 aislamientos fúngicos, fueron altamente 

significativas (ANOVA F = 15,57; g.l = 2; p = 0,0042). Los aislamientos de M. 

anisopliae ocasionaron un porcentaje de mortalidad superior al 70%, observando el 

valor máximo en CEP 350 (83,33%) y el valor mínimo en CEP 349 (70%) (Tabla 13) 

(Figura 31). 

Se estimó el tiempo letal medio (TL50) de los 2 aislamientos fúngicos infectando 

los adultos de H. betulinus.  Los valores del TL50 oscilaron entre 7,41 días para el 

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

medio (TL50) de los aislamientos de M. anisopliae contra adultos de H. betulinus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Porcentaje de mortalidad promedio (error estándar) a los 15 días posteriores a la inoculación. 

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

+ Tiempo letal medio (TL50) calculado con un programa Probit. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Porcentaje de mortalidad confirmada de adultos de H. betulinus 

infectados con M. anisopliae. 

Adultos de H. betulinus fueron tratados con una suspensión de 1 x 108 conidios/ml de M. 

anisopliae e incubados durante 15 días bajo condiciones controladas (26 ± 1 °C y 

fotoperíodo de 14 hs de luz). Diariamente, se cuantificó el número de adultos con desarrollo 

de micelio externo y se estimó el porcentaje de mortalidad promedio a los 15 días posteriores a 

la inoculación. Las barras indican el porcentaje de mortalidad confirmada y el error estándar. 

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

Tukey (p < 0,05). 

Aislamiento fúngico Mortalidad (%)* TL 50 (Días, 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) 
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Figura 32. Tiempo letal medio (TL50), en el estudio de la patogenicidad de 

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

 

 

 

 

Los 7 aislamientos fúngicos de P. lilacinum, no presentaron patogenicidad para 

estos insectos. Todos ellos produjeron una muy baja mortalidad y a esta circunstancia se 

añadió una mortalidad inesperada en los controles. En ninguna situación, fueron 

observados porcentajes de mortalidad mayores que aquellos del grupo control. Dentro 

de los individuos muertos en los controles ninguno presentó mortalidad por patógenos, 

siendo la causa de la muerte desconocida. Al realizar la corrección de la mortalidad 

según la Fórmula de Abbott (1925) en todos los casos se obtuvieron valores de 

mortalidad corregida inferiores a cero. Estos resultados carecen de significado biológico 

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

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

 

Aislamiento fúngico 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 estándar) a los 15 días posteriores a la inoculación. 

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

 

 

 

 

En función 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 ocasionó un 83,3% 

de mortalidad en los individuos adultos de H. betulinus, lo cual destaca su 

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

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

 

 

3.3.1. Selección de los aislamientos fúngicos para las pruebas de patogenicidad de 

de hongos Hypocreales contra G. spegazziniana 

 

En la Tabla 15 se presentan los datos de los aislamientos fúngicos evaluados 

sobre ninfas del quinto estadio de G. spegazzinaina (Hemiptera: Psillidae) en 

condiciones de laboratorio. 

 
 

Tabla 15. Características 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 fúngica N° Colección 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. Evaluación de la patogenicidad de los aislamientos fúngicos seleccionados 

 

Se evaluó la patogenicidad de 25 aislamientos fúngicos, correspondiendo 17 

aislamientos a B. bassiana, 2 aislamientos a M. anisopliae  y 6 aislamientos a P. 

lilacinum. En todos los casos, se observó una muy baja mortalidad producida por todos 

estos aislamientos. Sin embargo, en los grupos controles la mortalidad fue más alta que 

lo esperado. Por esta razón, al realizar la corrección de la mortalidad de los grupos 

controles según la Fórmula Abbott (1925) en la mayoría de los casos se obtuvieron 

valores de mortalidad corregida inferiores a cero. Estos resultados carecen de 

significado biológico 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 

presentó mortalidad por patógenos, siendo la causa de la muerte desconocida. La 

mortalidad causada por B. bassiana fue comprobada al colocar los psilidos adultos 

muertos en cámaras húmedas y medio agar avena los que presentaron un crecimiento de 

micelio blanco que cubrió 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. Determinación del porcentaje de mortalidad promedio y mortalidad 

corregida de los aislamientos de B. bassiana, M. anisopliae y P. lilacinum contra 

adultos de G. spegazziniana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* Porcentaje de mortalidad promedio (error estándar) a los 10 días posteriores a la inoculación.  

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

 
 

 

Aislamiento fúngico 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) 
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Figura 33. Adultos de G. spegazziniana infectados con B. bassiana. 

Ninfas del quinto estadio de G. spegazziniana  fueron tratados con una suspensión fúngica de 1 

x 109 conidios/ml y al cabo de 72 hs se observó el desarrollo de micelio blanco que cubrió todo 

el cuerpo del insecto en cámara húmeda.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Adultos de G. spegazziniana infectados con B. bassiana  

Al cabo de 7 días se observó el desarrollo de micelio blanco que cubrió todo el cuerpo del 

insecto en cápsulas de Petri con medio agar avena.  
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Identificación y caracterización de los hongos entomopatógenos por 

medio de técnicas moleculares 

 

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

suelo de cultivos de yerba mate 

 

Los 17 aislamientos fúngicos de B. bassiana fueron identificados según sus 

características macroscópicas y microscópicas, sin embargo, se decidió confirmar la 

identificación mediante técnicas moleculares. La secuenciación de la región ITS1 - 5,8S 

- ITS2 fue realizado para obtener diferenciación entre las especies de Beauveria 

analizadas, y así, confirmar su clasificación.  De un total de 17 aislamientos fúngicos, 

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 colección del CEPAVE aislado de 

Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Coccinellidae) (CEP 148) (Tabla 19). 

 

Tabla 19. Aislamientos utilizados en la caracterización por técnicas moleculares 

 

N° Colección 
CEPAVE 

Especie fúngica Sustrato/Insecto hospedador Región geográfica 

      
CEP 148 Beauveria bassiana Cycloneda sanguinea Tucumán, 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 amplificación con los primers ITS1 e ITS4 originó un único fragmento de 

aproximadamente 600 pb en todos los aislamientos fúngicos (Figura 40), 

correspondiendo al extremo 3’ del ADN ribosomal 18S, la región espaciadora interna 1 

(ITS1), el gen del ADN ribosomal 5,8S, la región espaciadora interna 2 (ITS2) y el 

extremo 5’ del ADN ribosomal 28S.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Perfil electroforético del producto de amplificación de la región 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. 

M  C- C+ 1  2   3    4    5   6   7    8   9  10  11  MM  C- C+ 1  2   3    4    5   6   7    8   9  10  11  MM  C- C+ 1  2   3    4    5   6   7    8   9  10  11  M
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M  C- C+ 12  13  14  15  16  M
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M  C- C+ 12  13  14  15  16  MM  C- C+ 12  13  14  15  16  M
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De los 17 aislamientos de B. bassiana que fueron sometidos al proceso de 

secuenciación de la región intergénica del ADN ribosomal (ITS1-5.8S-ITS2), 15 

resultaron en secuencias probables de ser analizadas.  

El alineamiento de las secuencias nucleotídicas obtenidas en este trabajo con 

aquellas secuencias de diferentes especies de Beauveria, y que están depositadas en el 

Genebank (NCBI) permitió la obtención de un árbol filogenético (Figura 41). En este 

árbol filogenético se observa la agrupación de algunas de las especies pertenecientes al 

género Beauveria, dentro del cual se presenta una politomía entre los diferentes grupos. 

De acuerdo con el análisis 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 

colección del CEPAVE (CEP 148) están reunidos en un único grupo monofilético, 

confirmando la identidad taxonómica de los aislamientos utilizados en este trabajo. 

Todos los aislamientos pertenecen a la especie B. bassiana, se muestran 

filogenéticamente idénticos entre sí y con los linajes de referencia de B. bassiana.  
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Figura 41: Árbol filogenético de la región 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 número de acceso indicado. El método utilizado para la 

contrucción del árbol fue máxima parsimonia. Bootstrap de 1000 repeticiones. 
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DDIISSCCUUSSIIÓÓNN  

  

  

 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, República 

Argentina, destacó 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, encontrándose presente durante todo el año 

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 año con una mayor abundancia entre los meses de noviembre y 

marzo, donde las temperaturas son más elevadas. Estos registros coinciden con estudios 

citados por Soares (1998) e Iede et al. (2000), donde afirman que los adultos están 

presentes durante todo el año en los yerbales, observándose un gran número entre los 

meses de octubre y finales de junio, con pico poblacional entre febrero y marzo. 

La prospección de hongos patógenos 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 entomopatógenos,  

la ausencia de los hongos entomopatógenos durante este relevamiento podría deberse a 

diversos factores: condiciones ambientales, disponibilidad de hospedadores 

susceptibles, virulencia del patógeno, características del cultivo hospedante y calidad de 

manejo del cultivo. No obstante, Sosa Gómez et al. (1994) citaron que en plantas de 

yerba mate, en Gobernador Virasoro, provincia de Corrientes, Argentina, se registraron 

niveles de infección 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 

asociación, en un yerbal en Cascavel, Paraná, Brasil, con niveles semejantes de 

ocurrencia de la población, siendo los únicos registros de entomopatógenos como 

ocurrencia natural sobre G. spegazziniana. Soares et al. (1995) y Soares e Iede (1997) 
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detectaron la ocurrencia natural de los géneros B. bassiana y M. anisopliae en adultos 

de H. betulinus, en un yerbal del municipio de Ivaí, Paraná, Brasil. No existen 

referencias bibliográficas de la ocurrencia de epizootias de estos hongos patógenos en 

insectos plaga de la yerba mate en Argentina. Una característica que poseen estos 

hongos entomopatógenos es que pueden desarrollarse tanto como patógenos en el 

interior de los insectos o como saprófitos en el suelo. Estas estructuras fúngicas 

distribuidas en el suelo pueden actuar como inóculo e infectar a insectos que estén en 

contacto directo con la superficie, es por esto que el hábito de los insectos sería 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 podría ser justificada desde el punto de vista del comportamiento de los 

insectos, ya que raras veces se encuentran en contacto con el suelo evitando así el 

contagio con los hongos entomopatógenos. Los factores ambientales también cumplen 

una función esencial en la iniciación y desarrollo o en la prevención y supresión de las 

epizootias naturales afectando las condiciones fisiológicas del hospedante, su densidad 

y distribución espacial y temporal. Lo anteriormente expuesto conforma un complejo de 

factores que interactúan entre sí y entre otros componentes del ambiente, siendo los más 

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 

patógenos. A diferencia de las condiciones constantes en el laboratorio, en el 

agroecosistema se presentan situaciones normalmente fluctuantes del conjunto de 

factores climáticos. Esto explica la complejidad del tema y las múltiples interacciones 

posibles como para poder cuantificar, con más precisión, el efecto del microclima 

natural sobre los entomopatógenos (Lecuona, 1996). La ausencia de los hongos 

entomopatógenos en los relevamientos de H. betulinus y G. spegazziniana pudo estar 

influenciado por diversos factores: condiciones ambientales, disponibilidad de 

hospedadores susceptibles, virulencia del patógeno, características del cultivo 

hospedante y calidad de manejo del cultivo.  

Por otra parte, los hongos entomopatógenos pueden habitar en el suelo y generar 

la infección de insectos. Los géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria fueron detectados 

en el suelo de una variedad de hábitats y pueden ser aislados directamente mediante la 

utilización de medios de cultivos selectivos (Doberski y Tribe, 1980) o indirectamente 

con la incorporación de insectos trampas (larvas de Galeria melonella o Tenebrio spp.) 
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a las partículas de suelo (Bidochka et al., 1998). En este trabajo de investigación se 

logró aislar e identificar diecisiete aislamientos de B. bassiana (59%) la especie más 

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 orgánicos y convencionales 

de la provincia de Misiones, siendo estos hongos entomopatógenos también citados por 

otros autores como los más 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 entomopatógenos, los cuales se encuentran en el suelo, pudo deberse 

a la utilización del medio selectivo (Doberski y Tribe, 1980). En contraste, una 

diversidad mucho mayor de hongos entomopatógenos (750 especies) han sido 

registrado en hábitats 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 más frecuentemente que B. bassiana, ya que este 

último parece ser más sensible a la interacción 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 producción agrícola orgánica presentó mayor cantidad de 

hongos entomopatógenos que los suelos de producción 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 provenían de cultivos de yerba mate 

orgánico, y 11 aislamientos provenían de cultivos de yerba mate de producción 

convencional. Tarasco et al. (1997) demostraron que B. bassiana y M. anisopliae fueron 

los hongos entomopatógenos más abundantes en el suelo de sur de Italia. Sin embargo, 

nunca se encontraron simultáneamente 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 más frecuentes 

fueron también M. anisopliae y B. bassiana (Bidochka et al., 1998). Sosa-Gómez et al. 

(2001) citaron la presencia de M. anisopliae, B. bassiana y P. lilacinus en campos de 

soja en Londrina, Paraná, 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 fúngica 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) aisló 26 y 34 géneros de hongos a partir de suelos de 

cultivo de soja y algodón, respectivamente. Este autor cita que la practica sustentable de 

la utilización de los recursos naturales, como la labranza, puede favorecer la mantención 

de la biodiversidad en suelos en que ocurre la substitución de la vegetación nativa por 

plantaciones. Entre otros factores que pueden estar directamente asociados a la baja 

diversidad de la microbiota fúngica del suelo, de acuerdo con Klich (2002), están la 

variedad florística reducida, factores abióticos y manejo inadecuado de las áreas 

cultivadas. Gliessmann (2000) resalta que el manejo correcto del suelo y de los cultivos 

puede influenciar las dinámicas poblacionales de los organismos del suelo y que la 

rotación del cultivo, cultivos de cobertura y el aprovechamiento de residuos (de 

cultivos) y estiércol son prácticas que promueven una población biológicamente 

diversificada en el suelo. En yerba mate, sin embargo, pocas prácticas culturales son 

realizadas y Philipovski et al. (2003) alertan que la práctica 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 

entomopatógenos en el suelo. De acuerdo a Quintela (1986), la temperatura es uno de 

los factores que más compromete la persistencia de B. bassiana en condiciones de 

campo. Alves y Lecuona (1998) corroboran esa información y afirman que esta especie 

fúngica presenta un rango óptimo 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 más tiempo en áreas de clima templado y donde existen huéspedes para tener 

continuidad en su ciclo de infección (Vänninen, 1996). La humedad desempeña un 

importante papel para el patógeno, siendo esencial para las fases de diseminación, 

germinación y penetración, y limitante para la producción de algunos patógenos, siendo 

considerada tan importante en cuanto a la temperatura (Alves y Lecuona, 1998). Sin 

embargo, para estos autores, la humedad relativa que está presente sobre los insectos o 

en los lugares donde ellos viven (nivel microclimático) puede ser más importante para 

la ocurrencia de la enfermedad cuando es comparada con la humedad relativa 

atmosférica (nivel macroclimático). Las prácticas agrícolas como la fertilización, uso de 
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insecticidas, funguicidas y herbicidas afectan la persistencia de los hongos en el suelo. 

Sosa-Gómez y Moscardi (1994), observaron que la labranza mínima en cultivos de soja 

favorece la prevalencia de algunas especies de hongos entomopatógenos como B. 

bassiana, M. anisopliae y Paecilomyces spp. en el suelo en comparación con zonas bajo 

labranza convencional, lo que concuerda con nuestros resultados ya que todos los 

aislamientos fúngicos fueron de muestras de suelo con labranza mínima. 

Las características morfológicas de los 17 aislamientos fúngicos de B. 

bassiana (CEP 332 a CEP 348) con respecto al tamaño de los conidios coincidieron con 

la descripción realizada por (Samson et al. 1988); los diámetros de las colonias fueron 

levemente mayores a las presentadas por (Domsch y Gams, 1980) si bien se encontraron 

diferencias entre los aislamientos, en líneas generales las morfologías de las colonias 

fueron coincidentes con las descripciones realizadas por (Brady, 1979). Al igual que lo 

mencionado por dicho autor, raramente se observó la formación de sinemas por parte de 

los aislamientos estudiados. Las características morfológicas de los 2 aislamientos 

fúngicos de M. anispopliae  (CEP 349 y CEP 350) con respecto al tamaño de los 

conidios coincidieron con la descripción realizada por (Kirk et al., 2001; Domsch et al., 

1980); los diámetros de las colonias fueron mayores a las presentadas por (Domsch y 

Gams, 1980). Las características morfológicas de los 10 aislamientos fúngicos de P. 

lilacinum (CEP 351 y CEP 360) con respecto al tamaño de los conidios coincidieron 

con la descripción realizada por (Samson, 1974); los diámetros 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 

óptima del crecimiento del micelio, la producción de conidios y germinación de los 

conidios de los hongos entomopatógenos, 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 varió 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) señalan que los 

niveles de infección son el resultado del contacto entre el inóculo de una cepa virulenta 

y la susceptibilidad de la cutícula del insecto a la germinación, penetración del tubo 

germinativo y finalmente el desarrollo del patógeno 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 cutícula al inicio de la 

infección. 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 están involucradas en la penetración del 

tegumento del hospedante y en consecuencia en la infección y su expresión está 

influenciada por la concentración de la cutícula y el origen de la misma en el medio de 

cultivo (St Leger et al. 1992; El Sayed 1993). Ribeiro (1993) realizó estudios en 

laboratorio para el control de H. betulinus testeando cinco cepas de B. bassiana aisladas 

de insectos encontrados en yerba mate; los resultados más 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 

investigación fueron presentados por Pagliosa et al. (1994), al evaluar el aislamiento de 

B. bassiana CG 152 con una concentración de 2,2 x 108 conidios/ml, cuya infectividad 

fue de 73,42 % y un TL50 de 9,65 días 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 

concentración de conidios de 1 x 107 conidios/ml, siendo B. bassiana F0003 el más 

infectivo, causando 100% de mortalidad y obtuvieron un TL50 de 16 días. Leite et al. 

(2003) realizaron ensayos en laboratorio con pocas especies de hongos 

entomopatógenos, B. bassiana (cepa CG 716) y Paecilomyces sp., obtenidos de H. 

betulinus de campo. Se verificó que B. bassiana fue más infectivo, presentando una 

mortalidad de 97,5% contra 37,5% del segundo. Los tiempos medios de mortalidad 

fueron de 16,8 y 32 días 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 concentración y formulación 

más eficiente fue de 1 x 107 conidios/ml y 0,5% de aceite, obteniendo una infectividad 
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de 76% de los insectos. Los estudios realizados en condiciones de laboratorio, con 

Beauveria sp. para el control de orugas de la yerba mate Thelosia camina Sachus, 1920, 

y una especie de Hylesia Hubener, 1820 (Lepidoptera: Saturniidae) produjeron una 

mortalidad superior a 90 y 49% respectivamente (Dalla Santa et al. 2009). Asimismo, 

Leite et al. (2011) probaron siete aislamientos de B. bassiana, un aislamiento de B. 

brongniartii, un aislamiento de M. anisopliae y un aislamiento de Paecilomyces (= 

Isaria) sp. contra adultos de H. betulinus bajo condiciones de en laboratorio, fue 

aplicada una suspensión de conidios en una concentración de 3,5 x 107 conidios/ml 

sobre los adultos de H. betulinus Los aislamientos de B. bassiana causaron una 

mortalidad entre 66 a 100% y un TL50 que varió de 9,8 a 26,4 días, siendo estos 

resultados muy similares a los obtenidos en nuestro trabajo de investigación en donde 

los aislamientos de B. bassiana presentaron una patogenicidad que varió entre 53,3% y 

86,7% de mortalidad y un TL50 entre 9,6 y 13,6 días. El aislamiento de Paecilomyces (= 

Isaria) sp. presentó una mortalidad de 37,5% y un TL50 de 32 días, 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 varió 

de 2.1 a 31,2% y un TL50 de 17 a 25,8 días, no concordando con nuestros resultados en 

donde los aislamientos de M. anisopliae presentaron una mortalidad de 70 a 83,3% y un 

TL50 de 7,4 a 7,9 días. Normalmente, la rapidez de la mortalidad del hospedador 

presenta relación positiva con la concentración 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 rápida y la producción temprana de un gran número de esporas sobre el cadáver 

de insectos pueden facilitar una mayor diseminación de la enfermedad sobre sus 

poblaciones (Heale et al. 1989). De acuerdo con Bidochka y Khachatourians (1990), las 

proteasas son, probablemente, las enzimas más importantes en la patogenicidad de un 

aislamiento y su ausencia conduce a la prolongación 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 biología de esta 
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especie. Según Leite y Zanol (2001) la longevidad de los adultos de G. spegazziniana, 

fue de 43,7 días para los machos y 15,2 días para las hembras, siendo el ciclo completo 

de 82,4 días para los machos y de 53,9 días para las hembras. Para Oglobin (1929) el 

ciclo completo lleva 40 días. Morawick et al. (1995) observaron que los machos tenían 

una longevidad de 28 a 32 días y las hembras duraban de 8 a 12 días; el ciclo completo 

llevo 65 días para los machos y 45 días para las hembras. Sabedot et al. (1999) 

observaron la longevidad de las hembras en 9,24 días y de los machos 12 días cuyo 

ciclo total fue de 27,29 días. Chiaradia et al. (2000) observaron una longevidad de 9,24 

días para las hembras y  12 días para los machos. Esto podría explicar parte de la 

mortalidad observada, debido a que el boensayo fue evaluado hasta el décimo día, 

donde todos los insectos ya estaban en la fase adulta. Para confirmar la ausencia de 

patogenicidad de estos aislamientos habrían de realizarse nuevos bioensayos. Hasta el 

presente no existen referencias bibliográficas de estudios de patogenicidad de hongos 

entomopatógenos 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 concentración de conidios utilizados fue de 1 x 107 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° día después de la aplicación 

respectivamente, el psilido de la pera presento un tiempo medio de mortalidad de 2,9 

días para el aislamiento de B. bassiana (2430) y 3,2 días para el asilamiento de B. 

bassiana (2860). Este mismo autor evaluó 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° día después de la aplicación, 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) evaluó 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 patógeno: 5 x 106, 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108 y 5 x 108 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 108 y 5 x 108 respectivamente; para M. anisopliae el porcentaje de mortalidad 

confirmada fue mucho menor, siendo que las concentraciones fueron las más elevadas, 

presentando 35 y 32% en las mismas concentraciones. La mayor mortalidad fue 

obtenida en la concentración de 5 x 107 con 44%, para ambas especies fúngicas la 

concentración de 5 x 106 fue la que causó menor mortalidad (26%). Sin embargo L. 

lecanii demostró ser más 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 concentración de 5 x 108 un porcentaje de 

mortalidad del 90%. Favaro (2006) evaluó la patogenicidad de dos aislamientos de 

Lecanicillum sp. y un aislamiento de Beauveria sp. sobre el psílido del eucalipto 

Glycaspis (Glycaspis) brimblecombei (Moore, 1964) (Hemiptera: Psyllidae). Los 

aislamientos de Lecanicillum sp. utilizados fueron obtenidos del pulgón gigante de los 

pinos, Cinara atlantica (Wilson, 1919) (Hemiptera: Aphididae) en plantaciones de pino 

localizados en Paraná (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 suspensión fúngica ajustada para 1,5 x 107 conidios/ml. El 

aislamiento de Beauveria sp. controló el 81% de la población inicial, con un tiempo 

medio de mortalidad de 4,86 días; 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 días 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 utilización de hongos 

entomopatógenos 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 investigación 

son el primer registro sobre la acción de aislamientos nativos de B. bassiana, M. 

anisopliae y P. lilacinum en cultivos de yerba mate de la provincia de Misiones. La 

búsqueda de hongos entomopatógenos nativos de las principales plagas de cultivos de 

yerba mate, así 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 así 

poder encontrar organismos eficientes como agentes de control biológico en el campo.  

La taxonomía fúngica es extremadamente importante debido al papel que los 

hongos desempeñan en la naturaleza particularmente los entomopatógenos, que son 

utilizados en el control biológico de insectos plaga de la agricultura (Lima, 1989). La 

taxonomía clásica del género se basa en criterios morfológicos, sin embargo en la 

actualidad las técnicas de biología molecular son utilizadas para identificar y 

caracterizar la variabilidad genética de los hongos entomopatógenos. En general, una de 

las principales desventajas de la caracterización morfológica es que las características a 

medir son limitadas en número, por lo cual la discriminación entre aislamientos es 

difícil. Por otro lado, la presencia de estas especies en diversos climas y condiciones 

agroecológicas, indicaría la existencia de una alta variabilidad genética en la especie. 

Actualmente, la forma más certera de determinar los niveles de diversidad y estructura 

genética intraespecífica 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 entomopatógenos: los fragmentos de restricción 

polimórficos (RFLP) (Maurer et al., 1997), el ADN polimórfico 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 nucleotídicos, lo cual permite la comparación de aislamientos 

a nivel inter e intraespecífico en hongos (Neuvéglise et al., 1994; Buscott et al., 1996; 

Iturralde, 2005). En este trabajo de investigación se analizaron 17 aislamientos fúngicos 

correspondientes a la especie B. bassiana, la caracterización consistió en la 

amplificación 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 secuenciación de la región ITS permitió una comparación 

con secuencias obtenidas de otros linajes de Beauveria ya conocidas; y el alineamiento 

y análisis filogenético confirmaron la identidad taxonómica de los aislamientos 

analizados. Nuestros resultados muestran claramente que los 16 aislamientos de suelo 

de yerba mate y 1 aislamiento de referencia de la colección 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 EF1-α) para el estudio de 86 aislamientos de hongos entomopatógenos de 

diversos origenes geográficos, habitats e insectos hospedadores; los análisis 

filogenéticos utilizando máxima parsimonia y métodos bayesianos permitieron la 

elaboración de un árbol 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 análisis de la secuencia de la región (ITS1-5,8S-ITS2) 

obtenida para el aislamiento (UNIOESTE 4) y aquellas secuencias depositadas en la 

base de datos NCBI, confirmando su posición taxonómica 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 taxonómicamente 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 útil para discriminar 

diferentes especies de hongos, incluyendo B. bassiana. No obstante, otros genes genes 

deberían ser secuenciados, como el gen de factor de elongación de proteinas (EF1-α), 

para confirmar los resultados obtenidos.  
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CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  

  

  

• Como resultado de la prospección de hongos patógenos 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 República 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 fúngicas en 

los mismos en condiciones de campo y laboratorio. 

 

• Se obtuvieron 29 aislamientos in vitro de hongos entomopatógenos 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. 

 

• 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 observó 

patogenicidad para los aislamientos nativos de P. lilacinum. 

 

• 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. 

 

• Los análisis filogenéticos de la región ITS1-5.8S-ITS2 del rADN permitió confirmar 

la identificación de los 16 aislamientos de B. bassiana provenientes de suelo de cultivos 

de yerba mate y 1 aislamiento de referencia de la colección del CEPAVE, perteneciendo 

todos a la misma especie.  
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PPEERRSSPPEECCTTIIVVAASS  FFUUTTUURRAASS  
  
  

  

Los resultados de esta tesis abren nuevas posibilidades de estudios con miras a ampliar 

el conocimiento de hongos entomopatógenos como potenciales agente de control 

biológico de Hedypathes betulinus y Gyropsylla spegazziniana insectos plaga de 

cultivos de yerba mate, de importancia económica en nuestro país. Los futuros trabajos 

de investigación podrán ser orientados hacia los siguientes temas: 

 

• Desarrollar la producción in vitro de los hongos aislados y evaluados en el 

presente estudio para llevar a cabo liberaciones a campo en pequeña escala para 

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

 
• Realizar la evaluación de los hongos entomopatógenos junto a otros enemigos 

naturales y evaluar la patogenicidad de estos hongos sobre organismos “no 

blanco”. 

 

• Estudiar la interacción de los hongos entomopatógenos con agroquímicos y con 

productos derivados de la yerba mate para determinar posibles antagonismos o 

sinergismos. 

 

• Profundizar sobre el estudio de la relación de los hongos con distintos tipos de 

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

  

 

Medios de cultivos: 

 

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

 

- Agar-agar      20g 

- Extracto de malta      20g 

- Peptona de carne      1g 

- 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        15g 

-Cristal violeta      0,01g 

-Cycloheximida      0,25g 

-Dodine (acetato de N-dodecilguanidinio)   0,25g 

-Cloranfenicol      0,5g 
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-Agua destilada      1000 ml 

Los antibióticos y antifúngicos se agregan al medio después de esterilización por 

autoclave cuando el medio está aún líquido a una temperatura por debajo de los 60 ºC. 

 

MEDIO DE ESPORULACIÓN (ME) 

 

-Agar        20g 

-Mix         4,6g 

-Dextrosa      10g 

-Extracto de levadura     5g 

-Agua destilada      1000 ml 

 

Mix: 

-NaNO3       1,58g 

-KH2PO4      0,36 g 

-MgSO4 x 7H2O     0,6g 

-Na2HPO4 x 7H2O      1,05g 

-KCL       1g 

 

MEDIO AGAR AVENA 

-Agar        20g 

-Dodine      550mg 

-Harina de avena     20g 

-Agua destilada     1000 ml 

 

 

Antibióticos: 

 

• Cloranfenicol   250mg/50ml agua destilada estéril. 

• Gentamicina   25mg/50ml agua destilada estéril. 

 

Ambos antibióticos fueron esterilizados por filtrado a través de filtros de 20 µm de 

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

 

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

 

-Fenol (cristales)      20g 

-Acido láctico      20g (16ml) 

-Glicerol       40g (31 ml) 

-Azul de algodón      0,05-1g 

-Agua destilada      20g (20ml) 

 

 

Buffer y soluciones: 

 

Tris HCl 1M (pH=8) 

 

-Tris base                121,1g 

-Agua destilada     100 ml 

Ajustar el pH hasta 8 con HCl concentrado. 

 

SDS 10% 

 

-SDS                  10g 

-Agua destilada     100 ml 

 

EDTA 0,5M (pH=8) 

 

-EDTA                 18,61g 

-Agua destilada     100 ml 

Ajustar el pH hasta 8 con pastillas de NaOH. 

 

NaCl 5M 

-NaCl                  29,22g 

-Agua destilada     100 ml 
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Fenol saturado en Tris-HCl 

 

-Fenol                  500g 

-Tris HCl 

Ajustar el pH hasta 8. 

 

Cloroformo-Alcohol Isoamílico 

 

-Cloroformo                 24 ml 

-Alcohol isoamílico     1 ml 

 

Buffer TE 

 

-Tris base                 1,21g 

-EDTA      0,37g  

-Agua destilada             1000 ml 

Ajustar el pH hasta 8. 

 

Buffer de corrida TEB 10X 

 

-Tris base                 108g 

-Ácido bórico      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 concentración 

1X. 

 

Bromuro de etidio (1%) 

 

-Bromuro de etidio                 100mg 

- Agua destilada     10 ml
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