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Resumen: En la presente contribucidn, el relevamiento de la diversidad
fingica entomopatégena asociada a cultivos organicos de yerba mate (llex
paraguariensis A. St.-Hil.) permiti6 identificar los hongos con potencial
bioinsecticida de gran importancia para el manejo de plagas en cultivos
organicos. Para ello se analizaron muestras colectadas de 12 sitios
georreferenciados de los yerbales organicos certificados-del distrito de Bella
Vista, Itapua. Se realiz6 el aislamiento y caracterizacién de todas las cepas
fingicas encontradas en muestras de insectos vivos y muertos. Se aplicé la
metodologia de siembra directa en placa y se analizaron las colonias macro
y microscopicamente. Como resultado, y con las condiciones ambientales
favorables se pudo aislar el hongo entomopatégeno Beauveria como asi
también los géneros Alternaria, Rhizopus, Absidia, Mucor, Aspergillus y
Fusarium infectando los tejidos de insectos muertos. En todos los sitios de
muestreo abundaron los géneros Alternaria, Aspergillus y Fusarium que
fueron conservados en cepario para futuros ensayos de patogenicidad. La baja
frecuencia en que se encontraron los hongos entomopatégenos pudo deberse
alas intensas sequias que acontecieron durante los meses de diciembre /2021
a febrero/2022, afectando drasticamente la presencia de insectos plagas y la
de hongos sensibles a los cambios de temperatura y humedad.
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Abstract: In the present contribution, the survey of entomopathogenic
fungal diversity associated with organic yerba mate (Ilex paraguariensis
A. St.-Hil)) crops allowed the identification of fungi with bioinsecticidal
potential of great importance for pest management in organic crops. For this
purpose, samples collected from 12 georeferenced sites of certified organic
yerba mate plantations in the district of Bella Vista, Itaptia, were analyzed.
Isolation and characterization of all fungal strains found in samples of live
and dead insects was performed. The direct seeding plate methodology was
applied and the colonies were analyzed macro and microscopically. As a
result, and with favorable environmental conditions, it was possible to isolate
the entomopathogenic fungus Beauveria as well as the genera Alternaria,
Rhizopus, Absidia, Mucor, Aspergillus and Fusarium infecting dead insect
tissues. In all sampling sites, Alternaria, Aspergillus and Fusarium genera were
abundant and were preserved in straparia for future pathogenicity tests. The
low frequency in which entomopathogenic fungi were found could be due to
the intense droughts that occurred during the months of December/2021 to
February/2022, drastically affecting the presence of insect pests and fungi
sensitive to changes in temperature and humidity.

Key words: diversity, entomopathogenic fungi, organic yerba mate.

1. INTRODUCCION

El cultivo de la yerba mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) tiene gran
importancia comercial y cultural, ya que sus hojas se consumen como una
bebida tradicional llamada mate (infusién caliente) o también en forma fria
denominada tereré®. En este sentido, Paraguay es considerado uno de los
principales productores e industrializadores de esta planta, siendo a su vez
uno de los mayores consumidores mundiales®.

Entre las plagas mas frecuentes de los yerbales se pueden citar, el tigre
o taladro de la yerba mate (Hedypathes betulinus) y el rulo o psilido de la
yerba mate (Gyropsylla spegazziniana) que ocasionan grandes pérdidas
econdmicast*.

Los factores climaticos que afectan los yerbales también impactan
negativamente sobre el crecimiento de los hongos. El rango favorable de
temperatura para los diferentes 21 grupos de entomopatdgenos varia entre
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20 y 30 °C, aunque, existe una temperatura ideal para cada patégeno y para
cada fase del ciclo de la relacién con su hospedante. Incluso la exposicién a la
luz ultravioleta puede ser letal para los conidios de los patégenos®.

Los tres géneros de hongos entomopatégenos mas utilizados en yerbales
de Argentina, Brasil y Paraguay son Beauveria, Paecilomyces y Metarhizium,
ya que tienen una alta especificidad y han demostrado su efecto como
bioinsecticidas atacando insectos que son plagas potenciales de los yerbales®.

Evaluar la potencialidad de la aplicacién de hongos entomopatégenos
mediante el aislamiento y ensayos in vitro y a campo de su capacidad de
biocontrol o bioinsecticida es una estrategia que puede ser aplicada por
la agricultura sostenible, tan buscada para mantener la biodiversidad y
mantener el equilibrio ecolégico®.

Algunas empresas yerbateras que producen yerba organica estan utilizando
esporas comerciales de hongos entomopatégenos como bioinsecticidas, pero
éstos al no estar adaptados a las condiciones edafoclimaticas de la regién,
hacen menos efectivo el proceso de infeccién y control por los hongos
biocontroladores, generando menos protecciéon a los cultivos®. Ante esta
situacién se propuso la presente investigaciéon que tiene como objetivo
principal identificar la diversidad fingica entomopatégena asociada a cultivos
organicos de yerba mate en regiones del Paraguay.

2. MATERIALES Y METODO

Las tomas de muestras de los insectos vivos y muertos se realizaron en 12
puntos georreferenciados de los yerbales organicos certificados (Figura 1)
pertenecientes a una empresa yerbatera localizada en la ciudad de Bella
Vista, departamento de Itapuda, Paraguay. Para la preparacion de las muestras
se utiliz6 la metodologia propuesta por Jerke et al.”). Se evaluaron las areas
del yerbal con mayor ataque por plagas. Para la georreferenciacion se utilizé
la aplicacién GPS Fields Area Measure PRO, con sistema operativo Android.
En el mes de octubre/2021 se tomaron muestras de 3 sitios (P1, P2 y P3),
en noviembre-diciembre/2021 en 4 sitios (P4, P5, P6 y P7) y en enero-
febrero/2022 se tomaron en 5 sitios (P8, P9, P10, P11 y P12).
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PuNTOS COORDENADAS

PUNTO 1 1) [-27.086998, - 5.535283)
PUNTO2(P2) [-27.06673,55.535309)
PUNTO3(P3) [-27.066705,-55.53533%)
PUNTO 4 (P4) (-27.06719%, - 55.535171)
PUNTO 5{P5) (-27.067416,- 55.535163)
PUNTO 6{P6) (-27.067521, - 55.534977)
PUNTO 7(P7) (- 27.067586,- 55.534759)
PUNTOS P8) [-27.067784 - 55.534487)
PUNTO S (P9) [-27.068003,-55.534007)
PUNTO 10 (P10} (-27.068144,.5.533867)
PUNTO 11(P13) (-27.068293,- 55.533676)
PUNTO 12 (P12) (-27.068489,- 55.533381)

Figura 1. Georreferenciacion de los puntos de muestreos en los yerbales
organicos localizados en la ciudad de Bella Vista, departamento de
[tapua, Paraguay.

Las muestras se transportaron al laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Ciencias y Tecnologia de la Universidad Nacional de Itapta, (UNI). Los
insectos muertos fueron colocados en cAmaras himedas para evaluar si fueron
afectados por hongos y favorecer su desarrollo y aislamiento. El aislamiento
de los hongos se realizé por puncién directa apoyando un asa aguja sobre el
cuerpo del insecto, y realizando la siembra en 3 o 4 puntos en placas de Petri
con medio agar papa dextrosa (Britania SA, PDA 3.9 % p/v), adicionadas con
el antibiético cloranfenicol (0,5 mg/L). Todo este procedimiento se realizé
bajo flujo laminar. Las placas fueron rotuladas e incubadas a 25 °C durante 5
a 7 dias®?.

Las colonias flngicas desarrolladas, se observaron macroscépica y
microscépicamente. Para las observaciones microscopicas se utilizd
un microscopio 6ptico Zeiss Primo Stard Trinocular con cidmara digital
incorporada para capturar las imagenes obtenidas con los aumentos de 400X
y 1000X. Para la identificacién microscépica de las especies de hongos se
utilizé la gufa taxonémica del Dr. Ricardo Humber®. La identificacion de las
colonias flngicas se realizé tanto en el laboratorio de la Facultad de Ciencias
y Tecnologia de la UNI, como en el laboratorio del Instituto de Biotecnologia
Misiones, InBioMis-Universidad Nacional de Misiones, Argentina.

Para la preservacién de las colonias fungicas de interés se confecciond
un cepario microbiolégico, se cargd 0,6 mL de PDA a tubos eppendorf de
polipropileno flexible de 2 mL de capacidad con tapa a presion. Se esterilizaron
en autoclave durante 15 min a 121 °C y una atmésfera superior a la normal, y
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se dejaron enfriar en posicién vertical hasta solidificar. Se procedié a extraer
con sacabocados pequefios discos cubiertos de micelio joven de cada colonia
fangicay se colocaron asépticamente en el interior de cada eppendorf. Luego,
se sellaron y se incubaron a 25 °C hasta observar desarrollo para luego
refrigerarlos®19,

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los diferentes puntos donde se recolectaron las muestras, se pudo
observar que la principal plaga que afecta o ataca estos yerbales organicos
es el rulo o psilido de la yerba mate, seguida por el taladro y el 4caro del
bronceado, los cuales han sido relevantes en los dltimos afios como plagas de
los yerbales de la zona. En noviembre y diciembre/2021 se observaron los
mayores dafios por ataques de plagas especialmente por el rulo de la yerba
mate®,

De todos estos muestreos se lograron obtener 48 unidades muestrales
compuestas por insectos vivos y muertos. A partir de los muestreos realizados
durante los meses octubre/2021 (P1, P2 y P3) y noviembre-diciembre /2021
(P4, P5, P6 y P7), se lograron aislar e identificar diversas colonias flingicas
desarrolladas sobre insectos plagas muertos en hojas de yerba. Estas colonias
pertenecieron principalmente a los géneros Alternaria, Rhizopus, Absidia,
Mucor, Penicillium, Aspergillus y Fusarium (Figura 2). Asimismo, se logré
aislar e identificar una cepa del hongo entomopatégeno perteneciente al
género Beauveria como se muestra en la Figura 302,

En yerbales de Misiones, Argentina se realizaron estudios de prospeccién
en insectos jovenes y adultos de G. spegazziniana y H. betulinus y no se
encontraron infecciones fingicas in situ como tampoco en condiciones de
laboratorio, no obstante, lograron aislar Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae y Purpureocillium lilacinum a partir del suelo de los yerbales.
En ensayos de patogenicidad el hongo Beauveria bassiana mostré baja
mortandad frente al psilido G. spegazziniana y M. anisopliae casi nula, aunque
ambas cepas fueron efectivas sobre el coleéptero H. betulinus®.

Puchetaetal. hanreportado quelos insectos del orden Coleéptera presentaron
mayor susceptibilidad al ataque del hongo B. bassiana que los insectos del
orden Hemiptera al que pertenece Gyropsylla spegazziniana®3

Posiblemente esta condicién, sumada a las condiciones extremas de sequias y
temperaturas presentadas en el afio 2021 en los diferentes sitios de muestreos
(1 al 12) hayan determinado la baja frecuencia de B. bassiana en los yerbales
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atacados por el psilido o rulo de la yerba mate.

Las observaciones macroscopicas de la cepa flingica permitieron identificar
una colonia de crecimiento rapido de aspecto algodonosa, elevada y de
color blanco al anverso y color amarillo al reverso, al cabo de 10 dias de
incubacion. Las caracteristicas microscopicas permitieron observar micelio
septado y células conidiégenas con forma de “matraz” o base ensanchada y
de disposicion agrupadas en cimulos. Se pudo observar que en el extremo
terminal de las células conidiégenas emergieron multiples conidias en cadena
en un raquis con una disposicién en zig-zag. Las conidias fueron hialinas y
lisas, de estructura globosa a subglobosa. Todas estas caracteristicas macro
y microscépicas permitieron inferir su pertenencia a la especie Beauveria
bassiana. Sin embargo, es necesario realizar la identificacién molecular de
esta cepa flingica para corroborar su identificacion.

Figura 2. Microfotografias del proceso de identificacién de cepas fungicas
asociadas a yerbales organicos a. Fotografia microscépica de estructuras
reproductivas de Penicillium. Aumento 40X. b. Fotografia microscépica de
estructuras reproductivas de Fusarium. Aumento 100X. c. Fotografia microscépica
de estructuras reproductivas de Aspergillus. Aumento 100X. Barras = 1,2 pm.
Fuente propia.

Figura 3. A. Fotografia de tres colonias flngicas del género Beauveria aislado a
partir del cadaver de una hembra adulta de Gyropsylla spegazziniana B. Fotografia
microscopica del cultivo fingico de Beauveria. Disposicion en zigzag del raquis
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(flecha). Aumento 40X. Barra = 1,2 pm. Fuente propia.

Sin embargo, durante los muestreos realizados en enero-febrero/2022
(P8, P9, P10, P11 y P12) se evidenci6 baja diversidad flingica asociada a los
insectos vivos y muertos de plantaciones de yerba mate. S6lo se lograron
aislar e identificar colonias flingicas pertenecientes a los géneros Aspergillus y
Fusarium. Cabe destacar que en los meses de diciembre /2021 a febrero/2022
se evidenci6 una de las sequias mas importantes por las que ha atravesado
el pais, lo que ha ocasionado grandes pérdidas en los yerbales que se vieron
afectados en su producciéon de biomasa. Debido al muestreo realizado en
el presente trabajo, se puede argumentar que estas condiciones climaticas
extremas también se han reflejado en una disminucién de la poblacién de
insectos plagas, por lo cual la recoleccién en los tltimos meses de muestreo
ha resultado muy escasa.

Como lo referenciaron Garcia et al. respecto al comportamiento de los hongos
entomopatogénicos B. bassiana y M. anisopliae aislados de insectos muertos
encontrados en el mantillo de suelos agricolas, el género B. bassiana ha
tenido muy baja presencia en épocas de escasas lluvias y sequias intensas
aumentando su presencia durante los meses lluviosos con mayor humedad
y temperaturas de 20-30 °C, condiciones propicias para la dispersién de
sus esporas y germinacion. No obstante, el género M. anisopliae se encontrd
invadiendo tejidos de insectos muertos cuando las temperaturas llegaron
a 40 °C. Estos datos evidencian la importancia que tienen las condiciones
climaticas en el desarrollo de algunos patégenos y que deben ser tenidas en
cuenta para futuros estudios de patogenicidad®®.

La prospeccién de hongos entomopatégenos sobre hormigas cortadoras
en condiciones de campo evidencié una baja tasa de recuperacién de estos
hongos llo que podria estar relacionado al tipo de manejo del cultivo,
condiciones ambientales, disponibilidad de hospedadores susceptibles,
virulencia del patégeno, caracteristicas del cultivo hospedante, entre otro®>'9,
También, ha sido reportado que factores climaticos como la temperatura,
lluvia y humedad estdn correlacionados con la infeccién de insectos por
hongos entomopat6ogenos®’1%, Quintela, ha reportado el efecto de las altas
temperaturas sobre la persistencia en el tiempo de las conidias de B. bassiana,
en condiciones de campo®@?, Asi también Silva-Guerra et al. Citado por Bich
reportaron el efecto de la temperatura sobre la persistencia de las conidias
en el suelo siendo Metarhizium anisopliae més resistente que M. acridum®V,

A su vez, en estudios realizados por Klingen et al. cita por Gonzalez-Baca et
al. se report6 una mayor cantidad de hongos entomopatégenos en suelos de
producciéon agricola organica, sobre los convencionales apoyando atin mas
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la relacién entre presencia del hongo en funcién al manejo de los cultivos
.Asi mismo en cultivos de soja de Brasil con labranza minima se favorecié
la prevalencia de algunas especies de hongos entomopatégenos como B.
bassiana, M. anisopliae y Paecilomyces en el suelo, respecto a suelos con
labranza convencional o intensiva®?.

Cepas pertenecientes a los géneros Aspergillus y Fusarium fueron aisladas e
identificadas en la mayoria de las muestras procesadas en el laboratorio. Una
cepa de Fusarium fue incluso recuperada e identificada a partir de un insecto
muerto de Gyropsylla colectado del yerbal muestreado como se observa en la
Figura 4117,

Figura 4. A. Cadaver de una ninfa de Gyropsylla spegazziniana donde se observan
hifas de Fusarium emergiendo del cuerpo (4X) Barra = 35 pm. B. Micrografia de
Fusarium donde se observan las estructuras de reproduccién (100X) Barra = 1,2
pum. Fuente propia.

La gran cantidad de hongos Aspergillus, Fusarium y Alternaria encontrados en
los tejidos de insectos muertos, incluso a pesar de las condiciones extremas
de sequia, ameritaria un estudio posterior de su entomopatogenicidad en
condiciones controladas de laboratorio con la finalidad de profundizar el
conocimiento del posible uso de este hongo nativo como biocontrolador de
plagas

A partir de las cepas fungicas de interés aisladas e identificadas a nivel de
género recuperadas de las muestras de insectos asociados a los yerbales
organicos, se constituyd un cepario para su conservacion. Las cepas fungicas
fueron conservadas en tubos plasticos y en pequefios frascos de vidrio,
todos debidamente rotulados y resguardados en condiciones controladas de
temperatura y humedad hasta el momento de su uso (Figura 5). Considerando
la importancia y necesidad del resguardo de material biolégico, en pasos
posteriores de la investigacidn se procedera a realizar la identificaciéon a nivel
de especie de cada cepa flngica ingresada a cepario.
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Figura 5. Cepario en formacion de hongos asociados a los yerbales. A.
Fotografia de hongos conservados en tubos plasticos. B. Fotografia de hongos
conservados en frascos de vidrio. Fuente propia.

La importancia de confeccionar un cepario ademas de respaldar y evidenciar
el trabajo de investigacién desarrollado radica en la preservacion del
germoplasma y la genética de los hongos encontrados en los yerbales a los
efectos de futuras investigaciones®%2124),

La cepa de Beauveria bassiana aislada fue resguardada en el cepario a
los efectos de realizar futuros pruebas moleculares y las cepas de géneros
Alternaria, Aspergillus y Fusarium conservados en cepario para futuros
ensayos de patogenicidad.

Como lo mencionan Rodriguez et al. es imprescindible someter a los hongos
a ensayos previos a los efectos de garantizar la efectividad y especificidad
frente a los insectos plagas, ademdas se deben considerar las condiciones
climaticas que toleran estas cepas a modo de no afectar su desarrollo y
capacidad infectiva®®,

Con el desarrollo de este trabajo se sentaron las bases para el conocimiento
relacionado al acervo de hongos presentes en yerbales organicos del Sur de
Paraguay. Asimismo, se establecieron nexos entre la Universidad Nacional de
Itapuda y el sector Productivo Primario Yerbatero Paraguayo con la finalidad
de potenciar una cooperacién mutua en temas de investigacién relacionada
al uso de microorganismos nativos para el control de plagas en los cultivos.

4. CONCLUSION

A partir del relevamiento de la diversidad flingica entomopatégena asociada
a cultivos organicos de yerba mate, se encontr6 una cepa del hongo
entomopatégeno del género Beauveria y se aislaron e identificaron hongos
de los géneros Alternaria, Rhizopus, Absidia, Mucor, Penicillium, Aspergillus
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y Fusarium infectando los tejidos de adultos muertos de Gyropsylla
spegazziniana.
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