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1. INTRODUCCION

El area de plantacion de eucalipto en Bra-
sil ha alcanzado las 5.102.103 ha en 2012
segun la Asociacion Brasilera de Foresta-
dores (ABRAF, 2013). En los ultimos afios,
nuevas plagas han sido detectadas, ame-
nazando la productividad de las plantacio-
nes. Entre éstas se encuentra la chinche
del eucalipto Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae). Esta plaga
es considerada especie invasora en varios
paises, estando presente en Africa (Sudafri-
ca y Zimbawe), América del Sur (Argentina,
Uruguay, Brasil, Chile y Paraguay) y Europa
(Italia) (Jacobs y Neser, 2005; Carpintero y
Dellapé, 2006; Wilcken et al., 2010; Mar-
tinez y Bianchi, 2010; Laudonia y Sasso,
2012).

En Brasil T. peregrinus fue detectado por
primera vez en el 2008 y rapidamente se
transformé en un problema. Este insecto
cuando ataca plantas de eucalipto reduce
su productividad, disminuyendo el area fo-
liar. Las ninfas y adultos se alimentan suc-
cionando savia, provocando el plateado de
las hojas, que evoluciona a clorosis o bron-
ceado, llevando finalmente a la defoliacion
de los arboles. Entre las estrategias para su
control se encuentra el control quimico, ge-
neralmente utilizado cuando ocurren brotes
poblacionales de esta plaga. Sin embargo
su uso es limitado, no siendo recomenda-
do por el riesgo ambiental, la falta de ingre-

dientes activos registrados y las restriccio-
nes de uso de plaguicidas no permitidos
por las certificadoras nacionales e interna-
cionales. Dentro del control biolégico con
enemigos naturales, fue reportada la ocu-
rrencia de Cleruchoides noackae Lin & Hu-
ber (Hymenoptera: Mymaridae) parasitando
huevos de este insecto, en Sydney (Austra-
lia) (Lin et al., 2007). Cleruchoides noackae
fue introducido por primera vez en Brasil
en noviembre de 2011. Otra alternativa es
el control microbiano utilizando organismos
entomopatégenos. En Brasil fue reportada
la ocurrencia del hongo Zoophthora radi-
cans (Entomophthorales) afectando ninfas
y adultos de T. peregrinus en plantaciones
clonales de eucalipto en el estado de San
Pablo en 2009 (Mascarin et al., 2012). Mas
alla del hallazgo, este grupo de hongos re-
sulta dificil de multiplicar a escala comercial
para su uso a campo (Alves, 1998). Entre
los principales hongos entomopatégenos
empleados para el control de insectos se
encuentran los hongos pertenecientes
a la subdivision Deuteromycotina, clase
Hyphomycetes, con géneros tales como
Paecilomyces, Beauveria, Metarhizium vy
Lecanicillium (Alves, 1998). Los hongos del
género Paecilomyces penetran normalmen-
te via tegumento, usando la presion fisica y
la accién quimica a través del apresorio de
penetracion. Han sido observados afectan-
do lepidépteros, coledpteros, hemipteros y
ortopteros. Existen reportes de aislamientos
de Paecilomyces spp. en Stenoma decora

" Departamento de Produccion Vegetal / Defensa Fitosanitaria, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad Estadual

de San Pablo (UNESP), Botucatu, SP, Brasil.

17



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

18

(Lepidoptera: Stenomidae) en Bahia, Eup-
seudosoma spp. (Lepidoptera: Arctiidae)
en San Pablo y en adultos de Lagria villo-
sa (Coleoptera: Lagriidae), en Mato Grosso
(Alves, 1998).

En estudios realizados en areas afectadas
por T. peregrinus fueron observadas ocu-
rrencias epizodticas en plantaciones de eu-
caliptos en la region de Alegrete, Rio Grande
do Sul. A partir de insectos muertos en esa
epizootia, se aislaron algunos hongos po-
tencialmente entomopatégenos, siendo uno
de ellos identificado como del género Paeci-
lomyces, todavia no registrado como patége-
no de T. peregrinus. Este trabajo tuvo como
objetivo realizar la caracterizacion morfolo-
gica, bioldgica, patogénica y molecular de
Paecilomyces spp. aislado de T. peregrinus.
También se realizé un estudio de infeccién
del insecto, visualizado por medio del uso de
microscopia electrénica de barrido.

Figura 1. A. T. peregrinus sobre hoja de eucalipto en el campo. B. T. peregrinus

2. MATERIALES Y METODOS

Colecta de insectos y aislamiento del
hongo

El estudio fue realizado en el Laboratorio de
Control Biologico de Plagas Florestales de
la Facultad de Ciencias Agronémicas (FCA),
Universidad Estadual Paulista - Campus de
Botucatu. Fueron colectados individuos de T.
peregrinus muertos en epizootia en las plan-
taciones de eucaliptos de la empresa Stora
Enso, en la regidon de Alegrete, Rio Grande
do Sul. La colecta de insectos fue realizada
en noviembre de 2011, directamente de la
copa de los arboles. Se colectaron individuos
muertos y moribundos con presencia de mi-
celio sobre el cuerpo, siendo ésta la princi-
pal caracteristica para la seleccion de las
muestras (Figuras 1y 2). Para determinar el
agente patdgeno causante de mortalidad en
los insectos se siguid la metodologia basada

enfermos (1) y sanos (2), colectados en epizootias a campo.
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Figura 2. T. peregrinus con extrusion de micelio de
Paecilomyces sp. por las articulaciones y

orificio anal.
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en los postulados de Koch. Los insectos co-
lectados fueron acondicionados en camaras
humedas para propiciar la esporulacién de
los hongos. Después de 24 horas los insec-
tos fueron sometidos a esterilizacién con so-
lucion de hipoclorito de sodio al 2%, alcohol
al 70%, agua esterilizada y posteriormente
colocados en medio agar-agua en placas de
Petri. Después de la observacién del creci-
miento de la colonia, ésta fue repicada en
medio PDA (papa-dextrosa-agar) para su
posterior identificacion.

Obtencion de cultivos monosporicos

Para la obtencion de cultivos monosporicos,
las colonias obtenidas de los aislamientos
fueron lavadas con agua destilada esterili-
zada y la concentracion de las suspensio-
nes de esporas fue estandarizada en 102
esporas/mL. Se colocaron 100 ul de la sus-
pension de esporas en placas conteniendo
medio agua/agar enriquecido con 0,005%
de oxitetraciclina. Las esporas fueron indi-
vidualizadas y visualizadas en microscopio
optico, utilizando camara de Neubauer para
el conteo y posterior diluciéon a la concen-
tracion padron (102 esporas/mL). Poste-
riormente, las esporas individuales fueron
transferidas a medio PDA para la formacién
de las colonias.

Test de patogenicidad en T.
peregrinus

El objetivo del test fue evaluar el potencial
entomopatogénico de los hongos aislados.
Para la realizacién de los bioensayos se
utilizaron insectos sanos de T. peregrinus,
obtenidos de la cria en laboratorio. A partir
del aislamiento puro del hongo, obtenido a
partir de los insectos, se escogieron algu-
nas placas para hacer los test de patoge-
nicidad. Se utilizé un disefio experimental
enteramente al azar con dos tratamientos
(patégeno vy testigo) y 4 repeticiones. Cada
repeticion estaba compuesta por una placa
de Petri conteniendo gel estéril y un disco
de hoja de Eucalyptus camaldulensis, en
el cual se colocaban 10 insectos (ninfas y
adultos) de T. peregrinus.

El hongo fue pulverizado con una Torre de
Potter con un volumen de 3 mL de sus-
pension de esporas para cada aislamiento
aplicada a 15 Ib/pul?de presion y con una
concentracion de 10° esporas/mL (diluido
con agua estéril y coadyuvante Tween 20
al 0,02%). Para el testigo fue realizada la
aspersion utilizando agua destilada es-
téril con Tween al 0,02%. Después de la
inoculacién las placas fueron colocadas
en camara BOD a 25°C y un fotoperiodo
de 12 horas de luz/oscuridad. Se realiza-
ron evaluaciones diarias del experimento
contando y retirando los insectos muertos
hasta 6 dias o hasta alcanzar la mortali-
dad total en el tratamiento. Los insectos
muertos fueron colocados en camara hu-
meda para reaislar el hongo causante de
la mortalidad y para confirmar que se trato
del aislamiento inicialmente aplicado.

Proceso de colonizacion del hongo
en el insecto

Para complementar los estudios de pa-
togenicidad se realizé un seguimiento de
la colonizacion del hongo sobre el cuerpo
del insecto. Para esto fue pulverizada una
suspension conteniendo 108 esporas/mL di-
rectamente sobre los insectos vivos. Como
testigo la pulverizacion fue hecha con agua
destilada estéril.

Después de la inoculacién, conforme a la
metodologia descripta para el test de pa-
togenicidad, los insectos tratados fueron
colectados en intervalos de tiempo prede-
terminados (2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96
horas) y fijados en solucion de Karnovs-
ky (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido
2,0%, tampén fosfato 0,05M, pH 7,2), por
un periodo minimo de 24 horas a partir
de la muerte de los insectos. Posterior-
mente, las muestras fueron preparadas y
analizadas en un microscopio electrénico
de barrido LEO435-VP. Se evaluaron cin-
co insectos para cada intervalo de tiempo
predeterminado. La preparacion y obser-
vacién de las muestras fue realizada en el
Centro de Microscopia Electrénica, locali-
zada en la ESALQ/USP.
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Caracterizacion biologica del
crecimiento

La caracterizacién cultural de los aisla-
mientos se basd en la velocidad de creci-
miento micelial, color de la colonia y es-
tructuras producidas en medio de cultivo
PDA. A partir de los cultivos, se obtuvieron
discos de 6 mm de diametro de los bordes
de la colonia cultivada por 10 dias en me-
dio PDAYy los mismos fueron transferidos al
centro de nuevas placas de Petri utilizando
el mismo medio. Posteriormente al repi-
que, las cepas aisladas fueron incubadas a
25+1°C y un fotoperiodo de 12 h luz/oscu-
ridad. La evaluacion del crecimiento de la
colonia fue realizada a diario, midiendo el
didmetro de la misma en la placa Petri con
regla milimetrada. La velocidad media de
crecimiento micelial fue utilizada para los
analisis estadisticos. El experimento fue
conducido siguiendo un disefio al azar con
cinco repeticiones por tratamiento, donde
cada unidad experimental comprendia una
placa.

Caracterizacion morfolégica

Se determiné el tamano de las esporas
producidas por los aislamientos mediante
el sistema de video camara Opton, modelo
TA-0124XS, instalada en microscopio 6pti-
co. La imagen fue trasmitida a un compu-
tador y analizada por medio del programa
EDN-2. Para la calibracién del equipamien-
to se utilizé una lamina micrografiada (Carl
Zeiss®). Se evaluaron 30 esporas de cada
aislamiento.

Caracterizacion molecular

La extraccion de ADN del aislamiento selec-
cionado en el experimento de patogenicidad
se realizé conforme a una adaptacién del
meétodo desarrollado por Murray y Thomp-
son (1980). Para la caracterizacion molecu-
lar se estudio la region ITS del ADN riboso-
mal y parte del gen del factor de elongacién
(EF-1a). La amplificacién de la regién ITS
del ADN ribosomal del hongo seleccionado
se realizo utilizando los pares de primers

ITS 1 e ITS 4 que generan un fragmento
de aproximadamente 750 pares de bases.
Para la PCR, se emplearon 3 ul del ADN
total extraido (30 ng), tampdon 1X de la en-
zima GoTaq ADN polimerasa (Promega®),
2mM MgCiI2, 0,2 mM DNTP, 0,2 uM de cada
primer y 1,25 U de GoTaq DNA polimera-
sa (Promega®), ajustando el volumen de la
reaccion para 50 yl con agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC). En el caso del
PCR relacionado con el factor de elonga-
cion fue usado el primer EF1, que genera
un fragmento de aproximadamente 1300
pares de bases. Para el PCR se emplearon
3 pl de ADN total extraido (30 ng), tampdn
1X de la enzima GoTag DNA polimerasa
(Promega®), 2mM MgClI2, 0,2 mM dNTP, 1
MM del primer y 1,25 U de GoTag DNA poli-
merasa (Promega®), ajustando el volumen
de reaccion para 50 pl con agua tratada con
DEPC.

Los fragmentos de ADN amplificados fueron
visualizados en gel de agarosa coloreado
con bromuro de etidio y observados bajo
luz UV. Previo a su secuenciacion los frag-
mentos amplificados fueron purificados utili-
zando 100 pl del producto de SV Gel y PCR
Clean Up Sistem (Promega®). Las secuen-
cias obtenidas fueron alineadas y procesa-
das con el programa Mega 5.05 para poste-
riormente construir arboles filogenéticos de
los aislamientos de Paecilomyces, utilizan-
do el método “p-distance” (Tamura, 1992).
En cada caso fue realizado un “bootstrap”
con 10.000 réplicas.

Los resultados de PCR fueron comparados
con las secuencias depositadas en el Gen-
Bank, cédigos de acceso Banklt1525016
Paecilomyces JQ957848 (regién ITS);
BanklIt1525018 Paecilomyces JQ957849
(a-elongase).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los insectos colectados se ob-
tuvo una colonia con caracteristicas tipicas
de Paecilomyces spp., que al ser inocula-
da en insectos sanos se mostré altamente
patogénica a la chinche del eucalipto. En
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los bioensayos realizados en los test de
patogenicidad se verificé su capacidad de
causar mortalidad por encima del 50% de
los insectos en dos dias posteriormente a
la inoculacién, en tanto que a partir de los
tres dias fue observada la mortalidad del
100% de los insectos inoculados (Figura 3).
A pesar de observarse mortalidad de insec-
tos 24 horas después de la inoculacién, la
observacion en microscopio electrénico de
barrido permitié comprobar que las esporas
del hongo inician su germinacién y pene-
tracion sobre el cuerpo del insecto a las 4
horas después de la inoculacion (Figura 4).
Alas 24 horas de la inoculacion, fue posible
observar la colonizacién del cuerpo del in-
secto en casi su totalidad, corroborando los
datos de los bioensayos de patogenicidad
(Figura 4).

Segun la literatura, la patogenicidad de
algunas especies de Paecilomyces puede
variar conforme a la forma de propagu-
lo usada en la inoculacién de este hon-
go (Fragues et al., 1994). Estos autores,
estudiando la capacidad de infeccion de
los propagulos de P. fumosoroseus sobre
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noc-
tuidae) observaron que cuando la suspen-

sion de esporas usadas para la inoculacién
se basa en fragmentos de hifas, conidios
germinados y conidios no germinados,
existen diferencias en el nUmero de insec-
tos muertos, ya que las inoculaciones con
esporas germinadas y con hifas del hongo
fueron mas agresivas que con conidios no
germinados. Comparando la bioactividad
de blastosporas de P. fumosoroseus y co-
nidios de Beauveria bassiana, Fragues et
al. (1994) mostraron que las blastosporas
fueron 4 veces mas eficaces en infectar y
matar ninfas de la mosca blanca Bemisia
argentifolli (Hemiptera: Aleyrodidae). En
base a estos resultados se podria asumir
que la cantidad de individuos de T. peregri-
nus muertos a las 24 h podria ser mayor si
éstos fueran inoculados con esporas ger-
minadas e hifas del hongo.

En base a las caracteristicas biolégicas y mor-
folégicas de los cultivos y a las secuencias
de ADN extraidas del hongo, éste fue iden-
tificado como Paecilomyces cateniannulatus
Liang. El hongo estudiado mostré un creci-
miento micelial de 10,7 mm/dia. La colonia
tenia coloracién blanca en la parte superior
y levemente rosada en la cara posterior de la
placa en medio de cultura PDA (Figura 5). El
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Figura 3. Mortalidad de ninfas y adultos de T. peregrinus a lo largo del tiempo después de la
inoculacion con esporas de Paecilomyces spp. en laboratorio (temperatura 25 + 1 oC,

fotoperiodo de 12 h luz/oscuridad).
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Figura 4. Evolucion de la colonizacion del hongo Paecilomyces cateniannulatus en el
cuerpo de T. peregrinus (A=2hs,B=4hs,C=8hs,D=12hs, E =24 hs,
F=48hs, G=72hs, H=96 hs).

hongo presento fialides agrupadas y globosas  (Figura 5). Los conidios son pequefios y ova-
en posicion basal, comprimidas y alargadas al  les con dimensiones de 2,6 (2,0-3,5 pm) x 1,6
final, donde se pudieron observar los conidios  (0,8-2,5 um) largo y ancho respectivamente.

Figura 5. Fidlides y conidios de P. cateniannulatus
(A) y colonia de P. cateniannulatus (B).
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Liang et al. (2005), en un trabajo realizado
en China donde caracterizaron morfologica-
mente y molecularmente especies de Paeci-
lomyces, describen a P. cateniannulatus con
caracteristicas similares a las obtenidas en
este trabajo, donde las colonias tipicas tie-
nen coloracién blanca e hifas aéreas. Las
fialides poseen una porcién basal globosa o
elipsoidal y una proyeccion fina y larga. Pre-
senta asi mismo conidios pequefos, ovales
a elipsoidales de 2 a 3,5 ym x 1-2,5 ym. En
ese estudio los autores reportan ademas a
P. cateniannulatus como entomopatogénico
para algunos lepidopteros.

El presente trabajo constituye el primer re-
porte de P. cateniannulatus para Brasil como
entomopatégeno de T. peregrinus.

Paecilomyces cateniannulatus puede ser
facilmente distinguido de especies es-
trechamente relacionadas, tales como P.
fumosoroseus y P. farinosus, por la colo-
racion blanca de la colonia y cadenas de
conidios imbricados. La variacién genética

de 12 especies de Paecilomyces por RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) ha
sido relatada por Huang et al. (2002). Los
resultados experimentales muestran que
las semejanzas entre P. cateniannulatus
y P. farinosus son apenas de 26 a 38%.
Los test de laboratorio apuntan a la exis-
tencia de algunas razas de P. cateniannu-
latus que tienen alta patogenicidad cuando
fueron inoculadas en pulgones, nematodos
y especies de lepidépteros (Liang et al.,
2005).

En base a las secuencias de ADN (Figu-
ra 6) el aislamiento de P. cateniannulatus
(ISO 39) obtenido de T. peregrinus presentd
99% de homologia de la regién ITS de su
ADN ribosomal con el de [saria catenian-
nulata (= P. cateniannulatus) GZUIFR-xs.4
(GI170774134) reportado en China. Asi mis-
mo la secuenciacion de la region del factor
de elongacién de este mismo aislamiento
presentd 99% de homologia con /saria cate-
niannulata (= P. cateniannulatus) raza IP 218
(GI323145657) de Brasil.

47 is039
94 { gi170774134GZUIFRxs.4
100 { gi170774135GZUIFR-xs.6
70 gi164652064GZUIFR-xsxy4

gi299891110GZU-BCECWC113

IsariafumosoroseaGZU-BCECWC1

69 { IsariatenuipesNHJ12337
99 IsariatenuipesMY01724
50 is039

IsariacicadaeMRCIF45

A

IsariacateniannulatalP218

IsariacateniannulatalP154

 — IsariacateniannulataARSEF6242

100 I IsariacateniannulataARSEF6240

410(1: Beauveriabrongniartii2753
100 { Beauveriabassiana2643 B
100 Beauveriabassiana2590

Beauveriabrongniartii384

Figura 6. A) Arbol filogenético de P. cateniannulatus basado en la region ITS-
5.8S rDNA. B) Arbol filogenético de P. cateniannulatus basado en el

factor de elongacion.
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Los andlisis filogenéticos apuntan valores de
“bootstrap” significativos, encima del 50%,
que confirman la identidad de este hongo,
separando de manera clara P. cateniannula-
tus de otras especies de Paecilomyces (Fi-
gura 6). Como se observa en el arbol filoge-
nético montado en base a las secuencias del
factor de elongacién, los aislamientos brasi-
leros (IP) formaron un grupo bien definido y
diferente de los aislamientos de P. catenian-
nulatus de China (ARSEF).

4. CONCLUSIONES

» Fue identificada la especie de Paecilomy-
ces cateniannulatus infectando T. peregri-
nus, siendo ésta la primera ocurrencia de
este hongo entomopatégeno sobre esta
plaga forestal exdtica en Brasil.

* P. cateniannulatus es capaz de penetrar el
cuerpo del insecto a partir de las 4 horas
posteriores a la inoculacién, principalmen-
te por las aberturas naturales del insecto.
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