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RESUMEN 

En los viñedos de Argentina han aparecido nuevas plagas, muchas de ellas 

consideradas “cuarentenarias”, que afectan a la producción en términos 

económicos, cualitativos y cuantitativos. Como la lucha contra dichas plagas es 

principalmente de base química, las investigaciones últimamente se han enfocado 

hacia el desarrollo de métodos alternativos seguros y capaces de sustituir a los 

insecticidas de síntesis. Por ello, la utilización de hongos entomopatógenos, dentro 

de un Manejo Integrado de Plagas (MIP) representa una táctica factible de utilizar. 

Estos microorganismos representan, entre otras propiedades, una fuerte 

especificidad entre patógeno-hospedante, la casi nula presencia de residuos tóxicos, 

su persistencia el tiempo y el bajo coste respecto a los productos de síntesis 

química. Bajo la hipótesis que existen en los viñedos del oeste argentino hongos 

entomopatógenos capaces de ser utilizados en un plan de MIP mediante control 

biológico de Naupactus xanthographus, Lobesia botrana y Brevipalpus spp., la 

presente Tesis posee como objetivo general evaluar, en condiciones controladas, la 

acción de hongos entomopatógenos nativos del oeste argentino en el control 

biológico de las plagas de la vid L. botrana, N. xanthographus y Brevipalpus spp. 

Para ello, se verificó la presencia de hongos entomopatógenos nativos mediante la 

búsqueda de insectos-plaga infectados in vivo y el método de insecto-trampa sobre 

muestras de suelos de viñedos en las provincias de Salta, Catamarca, La Rioja, San 

Juan, Mendoza, Neuquén y Río Negro. Los hongos encontrados se aislaron en 

medios específicos para determinar sus características morfológicas y se 

identificaron en base a técnicas moleculares. Se identificaron tres especies fúngicas 

Beauveria bassiana, Metarhizium robertsii y Paecilomyces lilacinus. Se evaluaron los 

rangos térmicos de crecimiento para las cepas aisladas y su compatibilidad con 4 de 

los principales fungicidas de uso en la viticultura argentina (Mancozeb, Oxicloruro de 

Cobre, Azufre y Quinoxyfen). Se estudió, bajo condiciones controladas, la acción 

patogénica de las cepas nativas aisladas y un producto comercial nacional sobre 

larvas L4 y L5 de L. botrana, adultos de N. xanthographus y juveniles/adultos de 

Brevipalpus spp. Asimismo, se realizaron, en condiciones controladas, bioensayos 

de entomopatogenicidad sobre distintos estados de los individuos benéficos Apis 

mellifera y Harmonia axydiris. Los resultados obtenidos permitieron aceptar la 

hipótesis planteada y abrir la posibilidad a la incorporación de estos 

microorganismos dentro de un plan de Manejo Integrado de Plagas de la vid en 

Argentina.   
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ABSTRACT 

New pests have appeared in the vineyards of Argentina, many of them considered 

"quarantine", affecting production in economic, qualitative and quantitative terms. As 

the fight against these pests is mainly chemically based, research has recently 

focused on the development of safe alternative methods capable of substituting 

synthetic insecticides. Therefore, the use of entomopathogenic fungi within an 

Integrated Pest Management (IPM) represents a feasible tool to use. These 

microorganisms have, among other properties, a strong specificity between 

pathogen-host, the almost null presence of toxic residues, their persistence, time and 

low cost with respect to chemical synthesis products. Under the hypothesis that there 

are entomopathogenic fungi capable of being used in an IPM plan by biological 

control of Naupactus xanthographus, Lobesia botrana and Brevipalpus spp. in the 

vineyards of western Argentina, the present thesis has as a general objective to 

evaluate, under controlled conditions, the action of entomopathogenic fungi native to 

the Argentine west in the biological control of the plagues of the vine L. botrana, N. 

xanthographus and Brevipalpus spp. The presence of native entomopathogenic fungi 

was verified by searching for in vivo infected insect pests and the insect trap method 

on soil samples from vineyards in the provinces of Salta, Catamarca, La Rioja, San 

Juan, Mendoza, Neuquén and Río Negro. The fungi found were isolated in specific 

media to determine their morphological characteristics and were identified based on 

molecular techniques. Three fungal species were identified: Beauveria bassiana, 

Metarhizium robertsii and Paecilomyces lilacinus. The thermal growth ranges for the 

isolated strains were evaluated and their compatibility with 4 of the main fungicides 

used in Argentine viticulture (Mancozeb, Copper Oxychloride, Sulphur and 

Quinoxyfen). It was studied, under controlled conditions, the pathogenic action of 

native strains isolated a national commercial product on larvae L4 and L5 of L. 

botrana, adults of N. xanthographus and juveniles/adults of Brevipalpus spp. Also, 

bioassays of entomopathogenicity on different states of the beneficial individuals 

Apis mellifera and Harmonia axydiris were carried out under controlled conditions. 

The results obtained allowed to accept the hypothesis and to open the possibility to 

the incorporation of these microorganisms within an Integrated Pest Management 

plan of the grapevine in Argentina.   
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PROLOGO 

Posicionamiento Epistemológico 

A partir de la detección en 2010 de la plaga cuarentenaria Lobesia botrana 

(Denis & Schiff.) (Lepidoptera: Tortricidae), en viñedos del departamento de Maipú 

(Mendoza, Argentina), se crea el Programa Nacional de Prevención y Erradicación 

de “Lobesia botrana”, estableciéndose la necesidad de recurrir a tratamientos 

fitosanitarios no contemplados hasta el momento en el manejo cultural del viñedo 

argentino. La incorporación de productos de síntesis con acción insecticida presenta 

el inconveniente, amen del económico, de desequilibrar al agroecosistema vitícola 

favoreciendo la aparición de plagas inducidas y perjudicando a los enemigos 

naturales ya presentes. Debido a que algunos plaguicidas no son fácilmente 

biodegradables y tienden a persistir durante muchos años en el ambiente, como así 

también persisten en los racimos de uva; la tendencia actual se basa en la búsqueda 

de métodos alternativos para el control de plagas de incidencia económica. 

La importancia de este planteo histórico es consecuente a la secuencia de 

hechos precisos: “introducción-detección-alarma-control”, propios de un organismo 

hasta entonces ausente en el agroecosistema, y que fundamentan la búsqueda de 

acciones técnico-científicas capaces de proporcionar posibles alternativas a la 

resolución del o los problemas.  

En este punto pareciera imposible desvincular a cada uno de los actores que 

comprenden el universo socio-político-económico de la viticultura argentina, pues sin 

ir más lejos el ingreso del insecto-plaga al país es consecuencia directa de faltas 

humanas en la protección de la barreras fitosanitarias nacionales, y como país 

federal que es la Argentina, provinciales. Esa realidad en múltiples planos 

compuesta por las acciones y consecuencias de cada ente partícipe, obliga de cierta 

manera a encarar el proyecto de tesis desde los supuestos ontológicos de la 

complejidad. Siendo el caso, tales son las relaciones intrínsecas entre los actores 

del medio vitícola, que la mayoría de las acciones técnicas que se llevan adelante 

son el resultado de decisiones conjuntas, aunque respondiendo siempre a una 

estratificación jerárquica entre los organismos nacionales como el SENASA y el 

INTA, entes provinciales (ISCAMEN, FUNBAPA, entre otros), universidades 

nacionales y los productores de uva de vinificar y de mesa como intérpretes 

primarios de la cadena productiva. Aquí, la posición tomada en la ejecución del 
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proyecto de tesis impone la necesidad de transparencia en los métodos elegidos y 

las conclusiones a realizar con el solo fin de garantizar la objetividad, al ser uno 

mismo un sujeto inmerso en la realidad planteada.  

Asimismo, y en todo momento, nos encontramos dentro de un estudio que 

comprende una ciencia fáctica, desde donde se pretende objetivar la “relación 

entomopatógeno-plaga” a partir de experiencias empíricas y argumentos que 

permitan contrastar de cierto modo los resultados parciales con la intención de 

falsear la hipótesis planteada. 

Pareciera contradictorio posicionarse desde una dimensión epistemológica 

crítica cuando se habla de falsación de la hipótesis propia de una epistemología 

neopositivista más precisamente dentro del racionalismo crítico de Karl Popper. Pero 

es substancial entender que la importancia del porqué de la temática en estudio 

radica en un caso fortuito como es la aparición de una plaga cuarentenaria, 

consecuencia directa de acciones o de las no acciones antropológicas, pero siempre 

sabiendo que su existencia no es previsible en una estructura temporal si se 

mantiene una diligencia normal, en otros términos una contingencia aguda (Bugallo 

2011). Queda claro entonces, la imposibilidad de establecer la ahistoricidad de la 

investigación, cuando ésta es el resultado de una realidad nunca tan actual como lo 

es hoy en día. Simplísimamente, sin la plaga no habría estudio. 

Al mismo tiempo y como se estableció antes, nos encontramos frente a una 

problemática que si bien es nueva en el plano en estudio, la Argentina, ya está 

presente desde hace años en otros lugares, a citar a modo de ejemplo Austria 

donde fue descripta como plaga en el año 1800. Esto permite poder construir 

hipótesis a partir de experiencias ya adquiridas en otros lares y porque no de 

alternativas propias de los viñedos argentinos, pero con base en resultados 

externos.  

Plantear al método hipotético-deductivo pareciera ser el mejor camino a 

tomar, pero no hay que olvidar la amplitud que poseen por esencia propia las 

ciencias biológicas. Ese panorama muestra que existen tantos métodos posibles 

como problemas hay por resolver, es decir, una concepción desde el pluralismo 

metodológico donde la hipótesis planteada será aceptada como posible siempre y 

cuando esta sea capaz de falsearse; dicho de otra manera, la alternativa planteada 

será la adecuada hasta que estudios posteriores demuestren lo contrario. Esta 

corrección del método de Klimovsky por aquel del racionalismo crítico de Popper 

conlleva a que la presente Tesis se postre al falsacionismo.  
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INTRODUCCIÓN 

 

La viticultura argentina 

 

Desde la introducción de la vid a mediados del siglo XVI (Revista de 

Enología, 2018) al territorio argentino, su cultivo ha ido cobrando importancia debido 

al auge de la cultura del vino, hasta ser hoy en día uno de los 10 principales países 

productores de vid (OIV, 2017). Ejemplo preciso de esta absorción cultural, por parte 

de los argentinos, es la Ley 26.870 del año 2014 que declara al vino como bebida 

nacional. 

El modelo vitivinícola argentino empleado, responde a una adaptación de las 

diferentes culturas presentes en el territorio, donde las grandes migraciones 

europeas de principios y mediados del siglo XX tuvieron una gran influencia. Cada 

región vitícola del país posee particularidades típicas, con mejoras en los sistemas 

de conducción en función a las características climáticas e histórico-culturales. Sin 

embargo, en la década de los noventa, las mejoras tecnológicas que se incorporaron 

a lo largo del territorio fueron mayormente propias de la cultura productiva de la 

región de Burdeos (Francia) y los avances técnicos fueron fundamentalmente 

australianos y norteamericanos. El cambio en el sistema de riego parcelario es un 

ejemplo claro de esta readaptación productiva, donde se dejó atrás la práctica de 

irrigación gravitacional por inundación, para dar lugar al riego presurizado conocido 

como “gota a gota” o “por goteo”. En muchos de los casos, las nuevas tecnologías 

importadas respondieron más a una demanda de mercado que a una necesidad 

puntual por parte de la filial productiva. Asimismo, la apertura del mercado nacional 

a la exportación reestructuró al pensar productivo a fin de satisfacer nuevos 

consumidores diferentes al “paladar” nacional que hasta fines de la década de los 70 

era el reinante, mejorando la calidad en pro de los rendimientos. 

Muchas de las nuevas técnicas empleadas, tuvieron un impacto directo tanto 

sobre las plantas de vid como en los artrópodos plagas.  

A las modificaciones que se realizaron en la manera de producir vid y vino, 

se suma el cambio climático global que está teniendo un impacto directo en los 

viñedos argentinos (Aruani, 2011; Deis et al., 2015), ubicados principalmente en el 

oeste argentino (Figura 1). Las mayores temperaturas nocturnas, desfasaje 

fenológico con precocidad en brotación, entre otras, son efectos que actualmente se 

están observando (Deis et al., 2015). En este contexto de alteraciones fisiológicas, 
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no se puede dejar de mencionar que el cambio climático no solo posee un impacto 

directo e indirecto sobre la fisiología de las plantas (Sentis, 2012), sino que también 

sobre los artrópodos, cual seres vivos, en que se ven influenciados. A modo de 

ejemplo, el aumento de la temperatura afecta directamente la velocidad de 

desarrollo de los artrópodos, acortando el tiempo de pasaje de un estado al otro en 

el ciclo de vida, aumentando el número de generaciones por ciclo reproductivo y el 

área de distribución poblacional (Ayres y Lombardero, 2000; Candau, 2008). 

 

 

 

Figura 1: Mapa de distribución de las regiones vitivinícolas del Oeste argentino. Fuente: Wines of 

Argentina (2017). 
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Todo este análisis de la vitivinicultura regional replantea cual es el porvenir 

fitosanitario de la producción puesto que, por años, los viñedos argentinos se 

caracterizaron por poseer una baja presión fitosanitaria, donde las intervenciones en 

el calendario de tratamientos correspondían a periodos precisos con perturbaciones 

climáticas. Años lluviosos y húmedos, presentan problemas con enfermedades 

criptogámicas y años secos presencia de ácaros afectando el follaje.  

 

Plagas presentes en la viticultura argentina 

Según lo reportado por Cucchi y Becerra (2009), en los viñedos de Argentina 

se encuentras diferentes individuos plagas de las Clase Insecta y Arachnida, entre 

otros.  

Dentro de los ejemplares de la Clase Arachnida, las plagas reportadas 

pertenecen a ácaros y eriófidos relacionados a la vid. Las especies de ácaros 

citadas son la “arañuela roja de la vid” Brevipalpus obovatus Donnadieu; la “falsa 

arañuela roja” Oligonychus spp.; respecto a los eriófidos se mencionan a la “erinosis 

de la vid” Eriophyes vitis Pgst. 

En cuanto a la Clase Insecta, el número de individuos que afectan a la vid de 

alguna manera es mucho más diverso y rico. Varios son los Ordenes que poseen 

ejemplares con acción sobre las plantas de vid, citándose aquí algunos de los más 

conocidos: 

- Coleoptera 

o “mulita de la vid” Naupactus xanthographus (Germar) 

o “taladrillo de la vid o de los sarmientos” Micrapate bruchi Lesne 

o Colaspis caligula n.sp.  

- Hymenoptera 

o “hormiga podadora o negra común” Acromyrmex lundi (Guèrin) 

- Lepidoptera 

o “polilla europea de la vid” Lobesia botrana Schiff et Denis 

o “bicho del cesto o canasto” Oiketicus moyanoi Mallea 

o “esfíngido de la vid” Eumorpha analis (Rothschild et Jordan, 1903)  

- Diptera 

o “mosca del Mediterráneo o mosca de la fruta” Ceratitis capitata 

Wiedeman 

o “mosca sudamericana de los frutos” Anastrepha fraterculus 

(Wideman) 

- Hemiptera 

o “chinche hedionda” Edessa meditabunda (F.) 
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o “chicharra de la vid o de los frutales” Chonosia cinnabarina (Berg, 

1879) 

o  “filoxera de la vid” Dactylosphaera vitifoliae Shimer 

o “cochinilla harinosa de la vid” Planococcus ficus Signoret (= 

Coccus vitis, Pseudococcus vitis) 

o “cochinilla café de la vid” Parthenolecanium persicae (Fabricius, 

1776), Parthenolecanium corni (Bouché) 

o “perla de la vid” Margarodes vitium Giard 

o “pulgón de la vid” Aphis illinoisensis Shimer 

- Thysanoptera 

o “trips de la vid” Drepanothrips reuteri Uzel, 1895 

o “trips del ajo y la cebolla” Thrips tabaco Lind. 

o “trips occidental de las flores” Frankliniella occidentalis (Pergande, 

1885) 

o otros “trips” Frankliniella australis (Morgan); F. gemina Bagnall y 

F. schultzei (Trybom) 

- Orthoptera 

o  Scaphura elegans (Serville, 1838) 

 

Otras plagas citadas para la vid son los nemátodos, entre las cuales se 

puede encontrar para los viñedos de la Argentina: “nematodo de la vid” Xiphinema 

spp.; “nematodo de las lesiones radicales” Pratylenchus spp., y el “nematodo del 

nudo de la raíz” Meloidogyene spp. 

 

Paradigma sanitario de la última década 

Si se comparaba la viticultura empleada en la Argentina con aquellas 

realizadas en otros países, pocas eran las intervenciones necesarias para el 

mantenimiento sanitario. Sin embargo, en el año 2010 ocurre un quiebre en ese 

“equilibrio” productivo a partir de la detección de la “polilla europea de la vid”, 

considerada una de las plagas más importantes en la vitivinicultura mundial a partir 

de su adaptación a la vid en los inicios del siglo XX (Thiéry y Moreau, 2005; Gilligan 

et al., 2011).  

Esta plaga recientemente ingresada a la República Argentina fue 

rápidamente declarada plaga cuarentenaria por el Servicio Nacional de Sanidad y 

Calidad Agroalimentaria (SENASA) mediante la Resolución Nº122/2010 y creado el 

Programa Nacional de Prevención y Erradicación de Lobesia botrana mediante la 

Resolución Nº729/2010.  
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Casi todas las medidas profilácticas y terapéuticas que comenzaron a 

realizarse desde que se detectó la plaga en los viñedos de Maipú (Mendoza, 

Argentina), implicaron la incorporación de nuevos productos fitosanitarios que otrora 

no existían en el vademécum argentino. La Ley Nacional 27.227 junto con la 

Resolución 729/2010 del SENSA, establecen la obligatoriedad en la realización de 

los tratamientos fitosanitarios en aquellas zonas consideradas cuarentenarias, 

haciendo entrega de los fitofármacos en los casos comprendidos por las normativas. 

La realización de tratamientos en un agroecosistema donde previamente no 

se hacían, implicó una alteración en el equilibrio ecológico. Holgado et al. (2014), 

comenzaron a identificar casos de nuevas y antiguas plagas que hasta ese tiempo 

no eran un problema, pero que resultaron ser un reflejo de la alteración del equilibrio 

establecido. La introducción de L. botrana a los viñedos, no sólo implicó una 

readaptación fitosanitaria total desde el punto de vista de las plagas, sino que debido 

a sus asociaciones con fitopatógenos, se comenzaron a registrar mayores casos de 

enfermedades. 

Los productores vitivinícolas regionales debieron restructurar sus estrategias 

de manejo a las leyes vigentes y plantearse de facto que la viticultura por ellos 

conocida no sería igual. El cambio climático, las nuevas prácticas culturales y la 

introducción e inducción de plagas en los viñedos, plantea un paradigma crucial en 

la continuidad productiva. Por ello, el estudio de alternativas viables y factibles 

resulta vital.  
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Lobesia botrana (Denis & Schiffermüller) 

 

Phyllum: Arthropoda  

Subphyllum: Mandibulata 

  Clase: Insecta 

   Orden: Lepidoptera 

    Familia: Tortricidae 

 

La “polilla europea de la vid” es un lepidóptero generalista cuyo imago posee 

una envergadura alar próxima a los 12 mm. En los individuos adultos, Gilligan et al. 

(2011) describen al patrón de coloración alar como: alas de color ocre terroso, 

interfascia color gris plomo; pliegue costal crema bien definido; fascia marrón a 

marrón oscuro; fascia sub-basal bien definida con escamas negras; fascia media 

bien definida con una mancha triangular de escamas negras; mancha subterminal 

color marrón, fascia apical con mancha puntiforme color negra y bordes cremas. Si 

bien esta especie no presenta dimorfismo sexual, los mismos autores citan que las 

alas de los machos posen una línea periférica color marrón blancuzca. 

Lobesia botrana es una especie holometábola con reproducción sexual y 

multiplicación ovípara. Los huevos son lenticulares de aproximadamente 0,65-0,90 

mm de largo y 0,45-0,75 mm de ancho (Figura 2). Los mismos son colocados 

individualmente o en grupos de a dos en forma aislada sobre los distintos órganos 

aéreos de la planta de vid. Recién ovipuestos, su coloración es de un amarillo pálido 

translúcido que con el tiempo y contacto con el ambiente se vuelven grisáceos.  

 

 

Figura 2: Huevos de L. botrana recién 
ovipuestos. 
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La eclosión de las larvas es termodependiente, teniendo como mínimo 

biológico los 10ºC (Gilligan et al., 2011; Dagatti y Becerra, 2015). Si las condiciones 

son propicias, a los 5-10 días de ovipuestos, eclosionan larvas neonatas tipo 

polípodas subtipo eruciformes de color amarillento, de 1 mm de largo y un tagma 

cefálico bien distintivo color marrón oscuro. La “polilla europea de la vid” posee cinco 

estadios larvales (denominados L1, L2, L3, L4 y L5), donde el último estadio posee 

un tamaño de 10 a 15 mm de largo. La coloración de las larvas va del verde 

amarillento en los primeros tiempos hasta el marrón pálido para las larvas más 

maduras (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Larva L3 de L. botrana sobre una 
inflorescencia de V. vinífera cultivar Malbec, 
Mendoza, Argentina.  

 

 

La pupa es de tipo obtecta o crisálida (Figura 4). Los machos poseen un 

tamaño de pupa inferior al de las hembras, el cual ronda los 7 mm de largo. En un 

principio las pupas son de coloración marrón verdosa que con el transcurso del 

tiempo se torna marrón castaño oscuro (Gilligan et al., 2011).  
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Figura 4: Puparios de L. botrana en racimos de uva cultivar 
Malbec, Mendoza, Argentina.  

 

 

El ciclo de vida de L. botrana comprende 4 generaciones anuales, donde las 

dos últimas se encuentras solapadas. Esta especie posee un pasaje invernal como 

pupa dentro de un capullo de seda que el último estadio larval construye (Gillilgan et 

al., 2011). El estudio realizado por Dagatti y Becerra (2015) permite comprender el 

desarrollo de las generaciones de la polilla de la vid en Mendoza. Las autoras 

establecen que el primer vuelo ocurre cuando se cumplen 204 ± 11 grados días 

(GD), la segunda generación se presenta a los 728 ± 41 GD y la tercer-cuarta 

generación a los 1329 ± 151 GD. 

Si bien en un principio, los técnicos mencionaban que L. botrana se 

comportaba como una especie monófaga en la región, hoy se sabe que esta especie 

posee un comportamiento generalista teniendo varios hospederos alternativos 

(Stavridis y Savopoulou-Soultani, 1998; Thiéry y Moreau, 2005; Moreau et al., 2007; 

Gilligan et al., 2011) como el arándano (Vaccinium corymbosum L.), el olivo (Olea 

europea L.), el ciruelo (Prunus sp.), entre otros.  

Los daños ocasionados por esta especie pueden ser directos e indirectos. 

Dentro de los daños directos, la primera generación se alimenta de botones florales 

disminuyendo relativamente el potencial de rendimiento en kilos. Las generaciones 

siguientes afectan directamente a los frutos al perforar las bayas. Sin embargo, el 

mayor daño económico es de carácter indirecto por la acción de hongos saprófitos y 

fitopatógenos como Aspergillus sp., Penicillum sp., Botrytis cinerea (de Bary) 

Whetzel 1945, entre otros (Mondy et al., 1998, 2000; Cozzi et al. 2006, 2013). Tasin 
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et al. (2012) observaron como las hembras de L. botrana se veían atraídas por 

plantas afectadas por B. cinerea a partir de señales químicas volátiles. Asimismo, 

Mondy et al. (1998); Mondy y Corio-Costet (2000, 2004) plantearon la existencia de 

un mutualismo entre el hongo y el lepidóptero, quien al alimentarse de bayas 

infectadas veía incrementada su fecundidad junto con una reducción del tiempo de 

diapausa de 4-6 días y una disminución de la tasa de mortalidad de las larvas en un 

20-67%. El grado de relación entre el insecto y el hongo es tal, que la misma larva 

lleva consigo conidios de B. cinerea adheridos a sus cetas, lo cual incrementa la 

incidencia de la “podredumbre gris” en los viñedos con pérdidas que pueden rondar 

el 70%. 

Cozzi et al. (2006, 2013) hacen una estricta relación entre la presencia de L. 

botrana y la presencia de la micotoxina Ocratoxina A, producida por los hongos 

Penicillium verrucosum Dierckx 1901 y Aspergillus sección Nigri. Esta micotoxina es 

considerada como carcinógena, nefrotóxica, teratógena, inmunotóxica y algunas 

veces neurotóxica. Las heridas ocasionadas por la “polilla europea de la vid” son 

puerta de entrada para estos patógenos en las bayas donde producen la micotoxina 

y luego los vinos elaborados con estas uvas presentan estas toxinas, cuya presencia 

es indeseada y genera descartes de partidas de exportación. 

Para el manejo de esta especie, es esencial el monitoreo. Durante el periodo 

invernal, es posible realizar observaciones directas sobre la ritidomis en búsqueda 

de pupas diapausantes. Durante el periodo vegetativo, la presencia de L. botrana se 

puede realizar mediante observación directa de larvas en inflorescencias o racimos. 

Las acumulaciones de flores necrosadas entretejidas con hilos de seda (glomérulos) 

es una manera sencilla y efectiva de estimar la incidencia de la plaga en los viñedos.  

Otra de las técnicas es mediante el monitoreo con trampas Delta de piso 

engomado y feromonas (Figura 5). Al ser una especie que presenta protandria, 

permite poder realizar curvas de vuelo mediante la captura de machos adultos. 

Estas curvas son una herramienta de gran interés para el manejo de la plaga 

mediante la determinación de los momentos oportunos de control (MOC). 

 

 

 

 

 

Figura 5: Trampa tipo Delta para 
la captura de machos adultos de 
L. botrana. Fuente: ServoVendi 
(2018)  
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Naupactus xanthographus (Germar) 

Phyllum: Arthropoda  

Subphyllum: Mandibulata 

  Clase: Insecta 

   Orden: Coleoptera 

    Familia: Curculionidae 

 

El “burrito de la vid y los frutales” es un coleóptero autóctono de Sudamérica 

que se encuentra presente tanto en Argentina como en países limítrofes. Los adultos 

de esta especie pueden alcanzar los 12 a 18 mm de largo (Figura 6), de coloración 

grisácea con dos bandas verde-amarillentas laterales sobre el pronoto y los élitros 

fusionados, de ahí deriva el termino latino xanthographus. Ripa (2008) describe a su 

vez a los adultos recién emergidos, como individuos de coloración rojiza con la 

presencia de ganchos mandibulares (Figura 7), los cuales se pierden a los 2 a 3 días 

de estar en contacto con la superficie (Cucchi y Becerra, 2009).  

Los élitros fusionados recubren la totalidad del abdomen, siendo más ancho 

en el caso de las hembras. Asimismo, los élitros presentan la particularidad de 

poseer “hombros realzados” (Ripa, 2008) y no ser funcionales, por lo que el 

mecanismo de dispersión de esta especie es solamente ambulatorio.  

 

 

Figura 6: Ejemplar adulto de N. xanthographus. 
Escala: 1 mm. Ilustración: Roig, S. (Aragón et al., 
1994). 
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Figura 7: Adulto de N. xanthographus recién emergido, la 
flecha amarilla indica la presencia de ganchos mandibulares. 

Mendoza, Argentina.  

 

 

Al ser individuos holometábolos (Figura 8), poseen todos los estados: huevo, 

larva, pupa y adulto. Los huevos son ovales, de coloración amarillo intenso, de 1 mm 

de largo y son colocados de forma agregada en la parte aérea de la planta, 

cementados por una especie de gelatina que endurece y actúa como capa 

protectora de los mismos. 
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Figura 8: Esquema del ciclo de vida de N. 
xanthographus. Ilustración: C. Tobar (Ripa y Luppichini, 
2010) 

Las larvas son de tipo ápodas, subtipo curculioniforme (Figura 9), de 

coloración blanca a levemente amarillenta a excepción del tagma cefálico, el cual es 

de coloración castaño oscuro. El desarrollo de las larvas es subterráneo y consta de 

seis estadios larvales, donde el último puede alcanzar los 15 mm de longitud (Cucchi 

y Becerra, 2009). 

 

 

Figura 9: Larvas N. xanthographus en distintos estadíos. Fuente: Ripa y Luppichini (2010) 
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La pupa es de tipo exarada o libre, donde los apéndices no se encuentran 

fusionados al cuerpo. Esta pupa se encuentra en el suelo, dentro de una cámara 

pupal construida por la misma larva.  

La biología de esta especie consta de dos etapas que se pueden 

correlacionar con la fenología de la vid (Figura 10). Una primera etapa aérea, donde 

los adultos se alimentan del follaje realizando comeduras irregulares del limbo. Los 

daños causados a nivel de follaje, salvo infestaciones considerables, no son de 

importancia económica para la viticultura destinada a la vinificación. Por el contrario, 

en el caso de uva de mesa, esta plaga es considerada cuarentenaria para la 

mayoría de los países importadores, por lo cual la sola presencia de excrementos es 

no deseada. Si bien la bibliografía menciona la presencia de daños ocasionados por 

los adultos sobre los brotes tiernos (Ripa, 2008), estos son considerados de poca 

importancia para las regiones vitícolas argentinas. 

 
 
 

Figura 10: Esquema de la presencia de los distintos estados de N. xanthographus en función de la 
fenología de la vid. Fuente: C. Tobar (Ripa y Luppichini, 2010) 

 

 

Una vez que los adultos copulan, colocan los huevos (hasta un número de 

100 huevos por postura) en la parte aérea de la planta, pudiendo encontrarse 

protegidos por las resquebrajaduras de la corteza de la vid, o expuestos. Si las 
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condiciones primavera-estivales son adecuadas, las larvas eclosionan a los 35 días 

(Ripa, 2008), dejándose caer al suelo. 

La segunda etapa, corresponde al desarrollo de la larva y de la pupa. Este 

período tiene lugar en el suelo a profundidades variables según el tipo de suelo y la 

presencia de raíces. Por ejemplo, es posible encontrar larvas a profundidades que 

superan el metro cuando se trata de suelos livianos y con raíces profundas. 

Las larvas neonatas se alimentan de raicillas superficiales. Seguidamente, 

para el transcurso de los 6 estadios larvales, los individuos descienden en búsqueda 

de raíces medianas y gruesas. Los daños ocasionados son un inconveniente 

importante, sobre todo en plantaciones jóvenes. Las comeduras realizadas a nivel 

radicular no sólo disminuyen la superficie de absorción real y eficaz, sino que actúan 

como puerta de ingreso para un gran número de microorganismos fitopatógenos y 

saprófitos. El estado larval no sólo es considerado como el pasaje invernal de la 

plaga, sino que es posible encontrar larvas a lo largo de todo el año. 

En el sexto estadio de larva, el individuo realiza una cámara pupal en donde 

poder desarrollar el pasaje de estado. Ripa (2008) establece una estrecha relación 

entre la emergencia de adultos y las temperaturas del suelo, comenzando cuando 

esta alcanza los 13,5ºC.  

Para el monitoreo de esta especie, es necesario considerar la ubicación de 

los diferentes estados metafórficos (Figura 11). Los monitoreos son por observación 

directa. Respecto a los niveles de daño económico, la Cátedra de Zoología Agrícola 

de la Facultad de Ciencias Agrarias (UNCuyo) establece como nivel de tolerancia 

para el caso de ejemplares adultos: la observación de 2 o más individuos en 

plantaciones jóvenes, y en el caso de plantaciones con vides desarrolladas la 

presencia de 12 adultos. 

 

 



17 
 

Figura 11: Esquema de zonas de monitoreo en función del estado metafórfico de N. xanthographus. 
Fuente: Ripa y Luppichini (2010)  
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Brevipalpus spp. 

 

Phyllum: Arthropoda  

 Subphyllum: Chellicerata 

  Clase: Arachnida 

   Subclase: Acari 

    Familia: Tenuipalpidae 

 

La “falsa arañuela roja” es poco conocida para la región vitícola argentina, 

citándose como especies presentes a Brevipalpus obovatus y en algunos casos a 

Brevipalpus chilensis, siendo esta última cuarentenaria para el país. Sin embargo, el 

género Brevipalpus es reconocido por incluir las arañuelas más perjudiciales de la 

agricultura (Childers et al. 2003). 

Los individuos adultos de este género se caracterizan por presentar un ligero 

dimorfismo sexual. Las hembras adultas pueden tener un tamaño entre 0,3 a 0,6 

mm, cuerpo ovoidal (Figura 12), aplanado dorsoventralmente y en el caso de B. 

obovatus carecer en el propodosoma de retículos en la región media (Cucchi y 

Bercerra, 2009; Ripa y Luppichini, 2010). En el caso de los adultos machos, los 

individuos son de menor tamaño que las hembras, con cuerpos menos ovalados, 

tendiendo a triangulares al tener el abdomen más aguzado (Cucchi y Bercerra, 

2009; Ripa y Luppichini, 2010). 

 

 

Figura 12: Adulto hembra de Brevipalpus sp. oviponiendo 
en hojas de vid cultivar Malbec, Mendoza, Argentina. 
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El ciclo de vida está caracterizado por tener diferentes estados metamórficos 

(Figura 13). Si bien dentro del género Brevipalpus existen especies que presentan 

partenogénesis tipo telitoquia (Childers et al. 2003), en el caso de las especies 

citadas para la viticultura argentina existe también la reproducción sexual.  

 

 

Figura 13: Ciclo de vida de Brevipalpus spp. 

Ilustración: C. Tobar (Ripa y Luppichini, 2010) 

 

 

Los huevos son ovalados de coloración roja intensa. La larva o ninfa neonata 

presenta la particularidad de poseer tres pares de patas lo que puede prestar a 

confunsión a campo con los artrópodos hexápodos. Las ninfas en el caso de la 

familia Tenuipalpidae presentan solamente dos estadios: Deutoninfas y Protoninfas, 

ambas ya poseen cuatro pares de patas y varían básicamente en tamaño y 

coloración. 

En la biología que cita este género, se menciona como pasaje invernal a las 

hembras adultas fecundadas, las cuales se refugian en la ritidomis y brácteas de las 

yemas formando colonias de varios individuos. Cuando las temperaturas comienzan 

a ser propicias y la vid posee el estado fenológico de yema hinchada, las hembras 

ovipositan hasta 20 huevos cada una. Asimismo, las posturas pueden tener lugar en 

brotes tiernos y en el envez de las hojas recién formadas. Presentan 5 a 6 

generaciones en el año, siendo las primaverales de origen partenogenético y las 

otras sexuales. La Figura 14 esquematiza el desarrollo del ciclo en conjunto con la 

fenología de la vid. 
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Los daños producidos por todos los estados móviles de la arañuela se 

manifiestan en los órganos afectados. En hojas se observa bronceado, curvamiento 

de los bordes hacia abajo y, en el caso de varietales tintas, un aumento en la 

concentración de antocianos en pleno periodo vegetativo, dando como resultado 

coloraciones violaceas del limbo semejante a la coloración típica otoñal. Cuando se 

producen infestaciones importantes, el raquis de los racimos presentan 

puntuaciones necróticas y los frutos manchas amarillo-verdosas (Cucchi y Becerra, 

2009). 

 

 

Figura 14: Esquema de la presencia de las distintas generaciones de Brevipalpus spp. en función de la 
fenología de la vid. Fuente: C. Tobar (Ripa y Luppichini, 2010) 

 

 

Para el monitoreo de esta especie, es necesario considerar la ubicación de 

los diferentes estados del ciclo morfológico (Figura 15). Los monitoreos ser realizan 

por observación directa. Cucchi y Becerra (2009) recomiendan en invierno 

muestrear sarmientos para verificar la presencia de colonias de hembras 

fecundadas invernantes. En primavera, los mismos autores mencionan que el 

muestreo cotidiano de hojas y ocasionalmente brotes es una medida profiláctica a 

tener en cuenta. Para nuestro país, en el caso de la vid, no se citan niveles de daño 

económico sino la presencia y/o ausencia de individuos. 
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Figura 15: Esquema de monitoreo de Brevipalpus spp. en función a los distintos periodos del ciclo 
vegetativo. Fuente Ripa y Luppichini (2010). 

 

 

Manejo Integrado de Plagas (MIP) 

El manejo de las plagas agrícolas (MIP), mal llamado control, implica la 

utilización de diferentes métodos que permitan mantener los niveles poblaciones por 

debajo de los rangos de daño económico. Desde la revolución verde en los años ´50 

el método elegido por excelencia ha sido el uso de productos químicos, cuyos 

residuos producen problemas a la salud del ser humano y perjudican al medio 

ambiente ya que muchos de ellos no son fácilmente biodegradables, persistiendo 

durante muchos años en el ambiente. Estos motivos hacen discutible la 

sostenibilidad del método químico (Elmer y Michailides, 2007). Por ello, la actual 

tendencia de la población mundial es exigir alimentos de calidad, en los cuales no 

hayan sido tratados con este tipo de productos o cuyo uso sea mínimo, situación 

que ha llevado a disminuir el uso de estas sustancias. Por ello, las actuales 

investigaciones han sido enfocadas hacia el desarrollo de métodos alternativos de 

control de plagas, seguros y capaces de sustituir a los insecticidas de síntesis, 

considerados altamente tóxicos por la Organización Mundial de la Salud.  

Todos estos planteos sobre la imperiosa necesidad de producir alimentos 

inocuos al ser humano, compatibles con el desarrollo de una agricultura sustentable 

y no contaminante del medio ambiente, motiva la continua búsqueda de tácticas de 

manejo que cumplan con los actuales estándares de calidad. 

Los productos que cumplen con estos requerimientos serían los 

bioplaguicidas y que muchos de ellos entran en el control biológico. 
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Por ello, la utilización de hongos entomopatógenos (HE) en el control 

biológico de plagas representa una alternativa viable (Badilla, 1990; Ferron, 1991; 

García García et al., 2008; Rai et al. 2014) y en el caso del agroecosistema vitícola, 

podría representar una valiosa herramienta. 

 

 

Uso de bioplaguicidas para el control biológico de plagas de la vid 

 

El término “control biológico de plagas” implica el manejo de poblaciones de 

artrópodos perjudiciales a una producción agrícola, mediante el uso de organismos 

vivos (enemigos naturales, hongos, bacterias, nemátodos y virus) con el fin de 

mantenerlos por debajo de los niveles de daño económico (Fischbein, 2012). 

Cuando se hace mención del uso de “bioplaguicidas” generalmente se está 

haciendo referencia al uso de microorganismos patógenos para el control de las 

plagas.  

Eilenberg et al. (2001) intentan poner sobre la mesa de discusión la 

utilización de los diferentes términos que conlleva el control biológico o biocontrol, 

dado la interdisciplinariedad que presentan las prácticas. Los autores plantean que 

los “bioplaguicidas” hacen referencia exclusivamente al uso de organismos vivos 

para el manejo de poblaciones (incluyen a los virus a pesar de no ser considerados 

seres vivos), y excluyen del término al uso de metabolitos obtenidos de insectos, 

patógenos vegetales, extractos vegetales o antagonistas. Estos mismos autores van 

más allá y proponen una subunidad dentro del control biológico denominada “control 

microbiológico” para hacer referencia exclusivamente al empleo de microorganismos 

como bioplaguicidas, entre ellos los HE. 

Lacey et al. (2015) citan que a nivel mundial existen más de 50 productos 

comerciales como bioplaguicidas, donde los hongos representan alrededor del 19% 

de las ventas en 2010. Los mismos autores remarcan que la tendencia actual de 

este tipo de productos en el mercado se ha visto incrementada en los últimos años, 

situación contraria a lo que se observa en los productos de síntesis química, los 

cuales ha mermado la oferta internacional. Glare (2004) reafirma la tendencia de 

aumento en la oferta de bioplaguicidas a base de HE, pero remarca que, si bien el 

número de productos aumenta, la variabilidad de especies utilizadas no es muy 

grande. 

En la Argentina existen bioplaguicidas registrados para su uso, sobre todo en 

las industrias frutihortícolas. Se han desarrollado baculovirus específicos para el 
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control de plagas del manzano y el peral, bacterias y nematodos para el control de 

lepidópteros, entre otros. En cuanto a los HE, existen varios trabajos en a la 

búsqueda y evaluación de cepas nativas para el control de plagas, sobre todo de la 

región Pampeana y el NOA (Noroeste Argentino). Sosa Gómez et al. (2010) 

observaron la presencia de HE en la Argentina y Brasil, identificando 114 especies 

fúngicas pertenecientes a 53 géneros. La potencialidad de los HE como agentes de 

control microbiano fue también evaluada por muchos trabajos, a modo de ejemplo, 

para el control de acrídidos (Rodríguez y Lecuona, 2002; Pelizza et al., 2010; 

Schapovaloff, 2012), plagas sinantrópicas y de importancia médica (López Lastra et 

al., 1999; Lecuona et al., 2001, 2005; Marti et al., 2006; López Lastra y García, 

2019), control de lepidópteros (Lecuona y Díaz, 2001; Edelstein y Lecuona, 2003), 

control de dípteros de importancia agronómica (Porras y Lecuona, 2008), control de 

hemípteros de importancia agrícola (Scorsetti et al., 2006, 2007; Toledo y Manfrino, 

2019), entre otros. Estos estudios permiten la existencia de un enfoque hacia la 

búsqueda de alternativas para el control de plagas agrícolas y sinantrópicas (Marti et 

al., 2005; Siri et al., 2005). 

En el caso de los viñedos del oeste argentino, son pocos los estudios sobre 

los entomopatógenos para el control microbiológico debido, entre otras razones, a 

que hasta no hace mucho las plagas vitícolas no representaban un inconveniente. 

Aguilera Sammaritano et al. (2018) evaluaron, bajo condiciones controladas, la 

acción de cepas de Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokïn sobre larvas de 

Lobesia botrana Denis & Schiff., observando que existían cepas con acción 

patogénica con una mortalidad del 81 al 98% de las larvas tratadas. Asimismo, si se 

tiene en cuenta las condiciones edafo-climáticas de la región vitícola del oeste 

argentino, estas difieren considerablemente de otras regiones del país. Suelos con 

un importante contenido salino, irrigación como aporte a las carencias hídricas, gran 

amplitud térmica (día-noche), alta radiación ultravioleta, entre otros factores, 

condicionan la presencia, distribución y especificidad de los entomopatógenos; por 

cual continuar con su estudio resulta de interés.  

 

Los hongos entomopatógenos 

El reino Fungi representa el mayor grupo de micoorganismos eucarióticos, 

con una diversidad estimada entre 1,5 a 5 millones de especies (Araújo y Hughes, 

2016). Asimismo, dentro de este grupo, los HE conforman el mayor porcentaje de 

organismos utilizados en el control microbiológico de las plagas agrícolas (Lacey et 

al., 2015; García-García et al., 2015). Estos se encuentran clasificados 

principalmente en las Clases Oomycetes, Chytridiomycetes, Ascomycetes y 
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Zygomycetes, siendo esta última división, con el orden Entomophtohorales la que 

más especies agrupa (Goettel et al., 2010). Más inusualmente, es posible encontrar 

algunos hongos con acción parasítica causando infección en artrópodos, pero no 

necesariamente la muerte de estos. Goettel et al. (2010) citan como ejemplos de 

este último grupo a las especies parásitas obligadas pertenecientes a la división 

Laboulbeniomycetes (ectoparásito) y dentro de los Basidiomycota a los géneros 

Septobasidium y Urendinella.  

García-García et al. (2015) citan que se conocen cerca de 100 géneros y 

alrededor de 700 especies de HE. Sin embargo, la actual mirada hacia los HE no se 

encuentra exclusivamente centrada a su rol como agentes de control microbiológico, 

sino también en la importancia que estos organismos tienen en otros ámbitos del 

ecosistema como, por ejemplo, organismos endófitos, antagonistas de 

enfermedades, conformadores de la rizosfera y generadores de promotores de 

crecimiento vegetal (Landa et al., 2013; Jaber, 2015; Lacey et al., 2015; Barelli et al., 

2016; Butt et al., 2016; Jaber y Ownley, 2017; Rondot y Reineke, 2018). Junto con 

esta mirada holística de las funciones que estos microorganismos realizan en un 

ecosistema, el número de géneros y especies sigue siendo incierto. El uso de 

técnicas moleculares en los estudios filogenéticos ha permitido poder echar luz 

sobre muchos géneros a los cuales no se le conocía su forma perfecta (Humber, 

2012).  

En los planes de control microbiológico, prácticamente todos los órdenes de 

la clase Insecta son susceptibles de ser afectados (Alean, 2003; Rodríguez et al., 

2006), pudiendo utilizarse diferentes especies de HE, pero su uso depende del 

medio de donde son, de la especie blanco a controlar y del ambiente donde esta 

última se desarrolla. Por ejemplo, aquellos HE presentes en el medio acuático se 

usan en el control de larvas de mosquitos, en los agroecosistemas las especies 

edáficas cobran mayor importancia en el control de plagas. Así, el suelo se convierte 

en un reservorio vivo de especies potencialmente capaces de ser utilizadas en los 

planes de manejo (Klingen y Haukeland, 2006; Goettel et al., 2010; Lacey et al., 

2015).  

Al uso de HE, como la mayoría de los controladores microbiológicos se le 

atribuyen las siguientes ventajas: fuerte especificidad entre patógeno-hospedante 

(sobre todo a nivel de cepa y no de especie), casi nula presencia de residuos 

tóxicos, persistencia en el tiempo luego de la aplicación, bajo coste (a largo plazo) 

respecto a los productos de síntesis química, poca acción sobre la biodiversidad de 

un ecosistema, alto potencial como fuente de metabolitos para la creación de 

productos fitosanitarios alternativos, entre otras (Franco et al., 2011) 
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Salvo pequeñas variantes ocasionadas por la influencia del ambiente sobre 

la fisiología del organismo, el mecanismo de acción de los hongos en el proceso 

infectivo se podría considerar como generalizado. El ciclo de vida de estos hongos 

conlleva, generalmente, una fase patogénica y una fase saprofítica. Una infectiva 

como espora (sexual o asexual) la cual al entrar en contacto con el hospedero (bajo 

condiciones ambientales adecuadas) desencadenando comunicaciones químicas a 

partir de proteínas hidrofóbicas de la espera que actúan a nivel de la cutícula cerosa 

del exoesqueleto (Bidochka y Small, 2005). La espora se adhiere a la cutícula y da 

lugar a la formación de un tubo germinativo y un apresorio, el cual penetra mediante 

mecanismos físicos y químicos hasta alcanzar al hemocele. La liberación de 

enzimas proteasas, lipasas y quitinasas son las responsables de comenzar con la 

degradación de los componentes de la cutícula de los artrópodos, dando lugar a una 

presión ejercida por la hifa que se ve favorecida para poder penetrar entre las 

diferentes capas y colonizar los tejidos interiores (Goettel et al., 2010; Ortiz-Urquiza 

y Keyhani, 2013; García-García et al., 2015; Sosa Gómez y D´Alessandro, 2019).  

Dentro del insecto, el hongo comienza a multiplicarse invadiendo los tejidos 

musculares, cuerpos grasos y órganos presentes. En el hemocele, como los 

artrópodos presentan un sistema circular abierto, la mayoría de los hongos (sobre 

todo los pertenecientes al orden Hypocreales) pasan a formar blastosporas 

unicelulares con multiplicación por gemación (Araújo y Hughes, 2016).  

Si las condiciones son propicias, el hongo invade todo el interior liberando al 

medio (hemolinfa) toxinas que producen la muerte del individuo. Cuando ocurre el 

deceso del artrópodo, los hongos dejan el estado de blastospora y comienzan a 

conformar hifas que en sentido inverso traspasaran el exoesqueleto para tomar 

contacto con el exterior, a esta fase se la denomina como saprofítica (Araújo y 

Hughes, 2016). Una vez en el exterior, el hongo conforma las estructuras de 

reproducción (sexual o asexual) con la liberación de una gran cantidad de esporas 

(o conidios en el caso de hongos mitospóricos). Cada división posee esporas de 

origen sexual características, pudiéndose encontrar: oosporas, zigosporas, 

basidiosporas, ascosporas, entre otras.  

Este mecanismo de acción, por parte de los hongos, propicia una ventaja 

como bioplaguicida respecto a las bacterias y virus, puesto que, a diferencia de 

estos últimos, los hongos son capaces de infectar al hospedero directamente, 

mientras que los otros agentes deben ser ingeridos (Rai et al., 2014). 
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Orden Hypocreales 

Humber (2015) plantea que los avances que se han suscitado en estos 

últimos años respecto a la taxonomía de los HE resultaron reveladores. Gracias a 

los estudios filogenéticos, Humber (2015) afirma que se han reclasificado un vasto 

número de especies que pertenecían a los Hyphomycetes (forma imperfecta) dentro 

de la división Ascomycota. Estos cambios han hecho de la clase un grupo variopinto 

de individuos que no se encuentran uniformemente distribuidos. La división 

Ascomycota es el mayor grupo dentro del reino Fungi, donde gran parte de sus 

integrantes son hongos filamentosos que regularmente producen hifas septadas 

(Araújo y Hughes, 2016). La característica principal que distingue a esta División es 

la de formar esporas sexuales dentro de sacos denominados ascos. 

Dentro de Ascomycota, los órdenes que engloban a los agentes 

entomopatógenos son: Pleosporales, Myriangiales, Hypocreales y Ascophaerales. El 

orden Hypocreales es el que presenta la más importante diversidad fúngica 

entomopatogénica (Chaverri, 2006, Araújo y Hughes, 2016). La mayoría de los 

individuos entomopatógenos se encuentran agrupados en tres familias: 

Clavicipitaceae, Cordycipitaceae y Ophiocordycipitaceae (esta última recientemente 

dividida por razones filogenéticas) (Humber 2005, 2012).  

El orden Hypocreales se caracteriza por presentar cuerpos de reproducción 

sexual esféricos solitarios, denominados peritecios (cuerpos fructíferos que poseen 

forma globosa más o menos cerrada, que al llegar a la madurez presentan un orificio 

“ostíolo” por donde se liberan las ascosporas (Agrios, 2008). Estos ascocarpos se 

pueden encontrar sobre o inmersos en estromas más o menos globosos de colores 

brillantes, aunque ocasionalmente pueden ser de colores oscuros (Kirk et al. 2008; 

Raymundo et al., 2017). Los ascos son cilíndricos de paredes delgadas, que pueden 

presentar en su ápice un pequeño anillo o “capuchón” apical (Kirk et al., 2008). La 

diversidad de ascosporas es importante, pudiendo ir de ascosporas hialinas a 

verdes.  
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Beauveria 

Reino: Fungi 

 División: Ascomycota 

  Clase: Sordariomycetes (Anamorfo: Hyphomycetes) 

   Orden: Hypocreales 

    Familia: Cordycipitaceae 

     Género: Beauveria 

 

El género Beauveria es por demás el hongo entomopatógeno conocido por 

excelencia. Cosmopolita, presente en los suelos y de fácil producción, lo que lo hace 

hoy en día uno de los géneros más utilizados comercialmente para el control 

microbiológico de plagas.  

Rehner (2005) menciona que fue uno de los primeros HE en ser descritos, 

hace ya casi 200 años. Este mismo autor cita tres características del género que lo 

hacen ser uno de los principales agentes de control microbiológico: 

1. Su distribución cosmopolita, fácil reconocimiento y frecuente 

presencia en la naturaleza. 

2. Su gran espectro de hospederos, conociéndose más de 700 especies 

de insectos que puede infectar, con una amplia variación en el grado 

de virulencia y alta especificidad a nivel de cepa (Rai et al., 2014). 

Características que lo hacen uno de los géneros más versátiles como 

candidato para el control biológico de insectos. 

3. Beauveria es un organismo fácilmente trazable. Sencillo de aislar de 

cadáveres de insectos o del suelo, usando medios simples con 

antibióticos.  

A modo anecdótico, el género fue descrito por primera vez por Agostino 

Bassi (1773-1856), quien estudiaba las enfermedades que dañaban a las larvas del 

gusano de seda (Bombyx mori [Lepidoptera: Bombycidae]) y afectaban el comercio 

de Francia e Italia en los siglos XVIII y XIX (Glare, 2004; Rehner, 2005; Rai et al., 

2014). En un principio, Bassi describe a esta enfermedad como un musgo, 

“muscardina”, que se desarrollaba sobre las larvas de forma “espontánea”, donde 

luego de varios años de observaciones supone que la enfermedad de las orugas 

provendría de un agente exterior. Ante esta hipótesis, Bassi resuelve utilizar el 

“polvillo blanquecino” que se presentaba sobre las larvas afectadas y aplicarlo en 

larvas sanas. Para sorpresa de Bassi, las larvas inoculadas presentaban la misma 

sintomatología (Glare, 2004). Este descubrimiento lo lleva, a este autor, a concluir 

que el agente causal era un germen vivo cuya “semilla” era muy pequeña, 



28 
 

relacionandolo a un hongo al cual clasifica como Botrytis paradoxa. Todas estas 

observaciones, permitieron a Bassi desarrollar métodos profilácticos para evitar la 

presencia de la enfermedad en la industria de la seda. Tiempo después Balsamo-

Crivelli (1835) retoma los estudios de Bassi y renombra al hongo como Botrytis 

bassiana en honor a los trabajos realizados por Agostino Bassi. En 1912 Vuillemin 

finalmente describe el género y lo renombra como Beauveria, que al observar 

solamente que se comportaba como un hongo mitospórico lo clasifica dentro de la 

clase Hyphomycetes división Deutoromycota.  

Lejos de esos días, las técnicas moleculares han podido rearmar la filogenia 

del género, relacionándolo con su forma perfecta o teleoforma Cordyceps.  

Humber (2005, 2012) caracteriza al género como un hongo que forma un 

moho denso y blanco sobre el exoesqueleto de los artrópodos afectados. Cañedo y 

Ames (2004) caracterizan a las colonias como: densas, algodonosas a pulverulentas 

de bordes definidos, coloración blanca que con el tiempo se vuelven amarillentas a 

cremosas. En el envés de la caja de cultivo, la colonia es rojiza al centro y 

amarillenta en sus bordes. Microscopicamente (Figura 16) Humber (2005, 2012) 

describe a los conidióforos densamente unidos o en solitario, hialinos, con base 

globosa como una botella. La extensión apical (raquis) es denticulado con un conidio 

sésil en cada dentícula, generando una imagen de conidios dispuestos en forma de 

zigzag (simpodioconidios). 

Beauveria pertenece a la clase Sordariomycetes. Si bien es posible asignar 

Beauveria a esta clase, es sumamente complejo establecer un conjunto de 

caracteres exclusivos que definan a este género, por lo que algunos autores 

plantean que es un grupo polifilético. Sumado a ello, los clados establecidos dentro 

del género están justificados por caracteres que aparentemente son homoplásicos 

por lo que algunas especies, dependiendo de las reconstrucciones filogenéticas, 

pueden pertenecer a uno u otro clado (Rehner, 2005; Rehner et al., 2011). 
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Figura 16: Montaje y observación microscópica del género Beauveria. (a) 
Condensaciones globosas típicas de conidios. (b-d) Conidióforos con bases en 
forma de botella y esterigmas denticulares con conidios dispuestos en zigzag. 
Fuente: Humber (2012), p. 172. Las imágenes cuentan con permiso explícito del 
autor para su uso en la presente Tesis. 
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Metarhizium 

 
Reino: Fungi 

 División: Ascomycota 

  Clase: Sordariomycetes (Anamorfo: Hyphomycetes) 

   Orden: Hypocreales 

    Familia: Clavicipitaceae 

     Género: Metarhizium 

 

Este género cosmopolita ha tenido mucho reconocimiento en los últimos 

años, debido a su potencial en el control microbiológico de plagas agrícolas. 

Bidochka y Small (2005) mencionan cómo, en un corto periodo de tiempo (2000-

2003), el género despertó gran interés en la comunidad internacional con más de 

150 publicaciones.  

Metarhizium es uno de los primeros géneros estudiados para el control de 

plagas agrícolas (Kepler et al., 2012), cuya clasificación taxonómica sigue aún 

siendo dificultosa. 

Morfológicamente el género presenta, en medios de cultivo enriquecidos, 

colonias aplanadas, “pegadas al medio”, circulares de aspecto algodonoso, laxo con 

bordes blanquecinos y centro de colores que van del verde oliva, amarillento al 

marrón oscuro; y en el envés, del incoloro al castaño (Padilla-Melo et al., 2000; 

Cañedo y Ames, 2004). Las variaciones de color pueden presentarse de un repique 

a otro, Pattermore et al. (2014) mencionan variaciones fenotípicas en medios 

artificiales aún proviniendo de colonias monospóricas, sin poder explicar bien el 

porqué, aunque en hipótesis se debería a la presencia de transposones que afectan 

la virulencia de la cepa. Bajo ciertas condiciones de cultivo, las colonias pueden 

presentar sinemas de color blanquecino y ápices pardo-claros (Padilla-Melo et al., 

2000), o zonas infértiles como signo de envejecimiento de la colonia (Wang et al., 

2005) 

Bajo el microscopio (Figura 17), las principales características de 

Metarhizium son la presencia de conidióforos ramificados, similares a candelabros, 

que nacen a su vez de hifas ramificadas, generando un himenio denso. Fiálides 

cilíndricas truncas en forma de clavas y conidios unicelulares cilíndricos truncados, 

que forman cadenas muy largas unidas lateralmente conformando columnas 

prismáticas (Cañedo y Ames, 2004; Humber 2005, 2012). 

La clasificación taxonómica del género requiere de estudios 

pluridimensionales, con enfoques en las características morfológicas, pero sobre 
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todo a partir de estudios genéticos. Bidochka et al. (2001); Bidochka y Small (2005) 

profundizan en este aspecto, correlacionando los datos obtenidos a partir de 

caracterizaciones morfo-fisiológicas y genéticas a fin de poder establecer un estudio 

filográfico de Metarhizium. Los autores establecen que “el género Metarhizium está 

compuesto de un número de grupos genéticos y complejos de especies crípticas”, 

es decir, especies que satisfacen el concepto biológico de encontrarse aislados 

reproductivamente pero que, desde la morfología, es difícil distinguirlos. Esta 

complejidad de especies cripticas es defendida por Steinwender et al. (2014). 

Bidochka y Small (2005) sugieren que los grupos genéticos de Metarhizium que 

provienen de habitat templados poseen un amplio rango de hospederos, 

contrariamente a los grupos genéticos provenientes de habitat tropicales o 

subtropicales, donde presentan especificidad respecto a los hospederos.  

En cuanto a la forma perfecta, a partir de estudios genéticos, fue posible 

relacionar al anamorfo Metarhizium con el teleomorfo del género Metacordyceps 

(Sung et al., 2007; Bischoff et al., 2009; Kepler et al., 2012, 2014).  

 

 



32 
 

Figura 17: Montaje y observación microscópica del género Metarhizium. (a) 
Masas de conidios agrupadas en largas cadenas paralelas que conforman 
columnas prismáticas. (b) Cadenas de conidios donde se puede observar la 
disposición de las cadenas unidas por sus laterales. (c) Conidióforos ramificados 
muy próximos unos de otros sobre una superficie fértil plana (himenio). (d) 
Ápices truncos donde las fiálides van conformando progresivamente los conidios. 
Fuente: Humber (2012), p. 179. Las imágenes cuentan con permiso explícito del 
autor para su uso en la presente Tesis. 
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Paecilomyces (Purpureocillium) 

Reino: Fungi 

 División: Ascomycota 

  Clase: Sordariomycetes (Anamorfo: Hyphomycetes) 

   Orden: Hypocreales 

    Familia: Ophicordycipitaceae 

     Género: Paecilomyces (Purpureocillium) 

 

Este género es, dentro de los presentes en el orden Hypocreales, uno de los 

que más estudios filogenéticos ha recibido, puesto que se trata de una rama 

polifilética con reclasificaciones de especies constantemente entre los órdenes de la 

división Ascomycota: Eurotiales e Hypocreales (Luangsa-ard et al., 2004, 2011). 

Muchas de las especies que estaban incluidas en el género Paecilomyces, 

fueron reclasificadas, en el año 2005, en el género Isaria (Sordariomycetes: 

Hypocreales: Cordycipitaceae), por presentar similitudes dentro del clado y por 

poseer su forma teleomorfica al género Cordyceps (Luangsa-ard et al., 2005). Otras 

especies aún no se han diferenciado y se sigue usando como sinonimia el género 

Paecilomyces (Humber, 2012). Trabajos recientes de Luangsa-ard et al. (2011) han 

estudiado más profundamente a la especie Paecilomyces lilacinus, hongo conocido 

por su potencial como agente de control microbiológico. En estos trabajos, los 

autores plantean reasignar P. lilacinus por sus similitudes genéticas al género 

Purpureocillium lilacinum.  

Estas discusiones taxonómicas plantean la dificultad de clasificar a las 

especies de este género por sus características morfológicas debido a que pareciera 

ser un caso más de especies crípticas, como los géneros tratados anteriormente. 

Desde el punto de vista macroscópico, Cañedo y Ames (2004) describen a 

las colonias de coloración blanquecina y achatadas, “pegadas al medio” 

inicialmente. Con el comienzo de la conidiogénesis, la colonia va adquiriendo una 

coloración rosada mate y en el envés de las cajas de crecimiento, la misma se 

vuelve amarillento a pardo claro.  

Bajo el microscopio (Figura 18), los conidióforos pueden ser terminales o 

nacer en otras partes del micelio, con fiálides en grupos con forma de botella con 

base ensanchadas y largos cuellos. Los conidios son cilíndricos a fusiformes, unidos 

en forma de cadenas muy frágiles, que se rompen fácilmente al realizar los 

montajes. 
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Figura 18: Montaje y observación microscópica del género Isaria (antes 
Paecilomyces). (a) Sinema. (b-e) Conidióforos (fiálides) con base ensanchada y 
cuello extendido. Fuente: Humber (2012), p. 177. Las imágenes cuentan con 
permiso explícito del autor para su uso en la presente Tesis. 
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Objetivo general 

La presente Tesis tiene por objetivo evaluar, bajo condiciones 

controladas, la acción de hongos entomopatógenos nativos del Oeste 

argentino en el control biológico de las plagas de vid: Lobesia botrana, 

Naupactus xanthographus y Brevipalpus spp. 

 

Objetivos específicos 

 
A fin de alcanzar el objetivo general, la Tesis se estructuró en varios 

objetivos específicos establecidos por capítulos: 
 
Capítulo I: 
 
1. Verificar la presencia de hongos entomopatógenos nativos en los viñedos del 

oeste argentino mediante muestreos de suelos y/o de individuos infectados. 

2. Establecer las características morfológicas y fisiológicas de las cepas de 

hongos entomopatógenos encontradas. 

3. Caracterizar molecularmente a los hongos entomopatógenos aislados. 

 

Capítulo II: 

4. Evaluar el crecimiento de las cepas entomopatógenas aisladas a diferentes 

temperaturas. 

5. Evaluar el efecto de los principales fungicidas utilizados en la viticultura argentina 

sobre los entomopatógenos identificados. 

 

Capítulo III: 

6. Evaluar la acción de diferentes cepas de los hongos entomopatógenos encontrados 

y un producto comercial nacional sobre distintos estadios larvales de L. botrana. 

7. Evaluar la acción de las cepas de los hongos entomopatógenos encontrados y un 

producto comercial nacional sobre distintos estadios juveniles y adultos de N. 

xanthographus. 

8. Evaluar la acción de las cepas de los hongos entomopatógenos encontrados y un 

producto comercial nacional sobre distintos estadios de Brevipalpus spp. 

 

Capítulo IV: 

9. Evaluar, bajo condiciones controladas, la acción del conjunto de cepas aisladas 

sobre distintos estados de desarrollo de individuos benéficos (Apis mellifera L. 1758 

y Harmonia axydiris Pallas 1773). 



36 
 

Hipótesis 

 

Los artrópodos plagas de los viñedos argentinos son susceptibles de ser 

parasitados por distintos microorganismos presentes en el agroecosistema. Los 

hongos entomopatógenos representan una herramienta alternativa al control 

químico. Por ello, existen en los viñedos del Oeste argentino hongos 

entomopatógenos nativos, capaces de ser utilizados para el control biológico 

de Lobesia botrana, Naupactus xanthographus y Brevipalpus spp. 

 

 

Principio metodológico general 

 

El trabajo de Tesis Doctoral presenta una investigación del tipo aplicada, 

cuyo alcance es descriptivo-explicativo al otorgar características específicas a los 

individuos estudiados, con una obtención de datos de carácter observacional-

experimental y un tratamiento cuali-cuantitativo de los mismos. El alcance temporal 

será sincrónico ya que el tiempo, en general, no es un factor tenido en cuenta. 
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CAPÍTULO I 

Estudio de la presencia de hongos entomopatógenos en 

zonas vitícolas del Oeste argentino: aislamiento e 

identificación 

1.1 Resumen 

 

La búsqueda de nuevas alternativas para el control de plagas implica la exploración de la 

presencia de agente de control en las regiones agrícolas pertinentes. El aislamiento de hongos 

entomopatógenos nativos favorece por un lado a la generación de conocimiento sobre la 

ocurrencia, distribución y dinámica de las comunidades fúngicas entomopatógenas, como así 

también ayuda a crear una reserva de potenciales agentes para el control de diferentes plagas. 

La identificación de las cepas aisladas requiere de observaciones macro y microscópicas junto 

con el empleo de claves taxonómicas específicas a los organismos en estudio. En muchos 

agentes de control biológico de origen fúngico, las identificaciones mediante características 

morfológicas solo permiten alcanzar al grado de género, sin poder diferenciar a las cepas que 

componen un grupo morfológico. El desarrollo de nuevas técnicas moleculares junto con los 

estudios filogenéticos son herramientas que permiten aumentar el grado de robustez en la 

identificación de cepas entomopatógenas. En el presente Capítulo se presentará el muestreo de 

insectos infectados in vivo y suelos vitícolas del Oeste argentino. Con casi 1945 km recorridos a 

lo largo de las 7 principales provincias vitícolas argentinas, se recolectaron muestras que luego 

se analizaron en laboratorio mediante la técnica de insecto trampa. Un total de 30 cepas 

monospóricas fueron aisladas, conformando una colección de hongos entomopatógenos. A 

partir de las características morfológicas se pudieron identificar tres morfo-grupos que 

correspondieron a los géneros Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces. Mediante técnicas 

moleculares, se evaluó la performance de 6 cebadores específicos citados en la bibliografía. 

Tanto para el caso de los géneros Beauveria como Metarhizium la sección correspondiente al 

factor de elongación 1-alfa de la subunidad ribosomal resultó ser lo suficientemente robusto 

como para poder diferenciar a las cepas aisladas de otras cepas de referencia presentes en 

GenBank®. Las especies identificadas fueron Beauveria bassiana y Metarhizium robertsii. 

Respecto al género Paecilomyces, el estudio filogenético se realizó a partir de los cebadores 

ITS 4 y 5, el cual no fue lo suficientemente robusto como para mostrar diferencias finas 

intragrupo. A partir del estudio de comparación por BLAST®, la especie identificada fue 

Paecilomyces lilacinus.   
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1.2 Introducción 

 

El suelo es el componente vivo más importante de todo ecosistema. Su 

complejidad en la interacción con todos los agentes bióticos y abióticos, hacen de 

este un sostén primordial para el normal funcionamiento del flujo ecológico. El 

agroecosistema, como tal, no escapa a esta realidad, aunque por muchos años el 

suelo fue visto como un mero sustrato para el cultivo. Sin embargo, los 

conocimientos que se han logrado sobre el comportamiento de la microflora y fauna 

en el suelo han permitido desmitificarlo como un componente inerte, aunque aún 

falta mucho por entender.  

Una de las principales características que se destacan, es que el suelo 

cumple la función de ser el hábitat de un innumerable complejo de plantas, animales 

y microorganismos (Klingen y Haukeland, 2006). Dentro de estos organismos 

presentes, los hongos entomopatógenos (HE) edáficos son enemigos naturales de 

artrópodos, con un rol importante en la regulación de las poblaciones de plagas 

agrícolas (Jaronski 2007, Meyling, 2007, Quesada-Moraga et al. 2007). Algunos 

autores establecen que las características edáficas de la textura, estructura, tenor de 

materia orgánica, pH, humedad, temperatura, UV, entre otras, son factores que 

intervienen directamente sobre la ocurrencia de infecciones de artrópodos in vivo 

(Klingen y Haukeland, 2006; Meyling y Eilenberg, 2007; Quesada-Moraga et al., 

2007). En el suelo, los HE pueden sobrevivir en la rizosfera, infectando otros 

insectos o como esporas de resistencia por largos periodos de tiempo. Mismo, los 

insectos no susceptibles tienen una acción como dispersante, como es el caso de 

los Colémbolos, quienes transportan consigo conidios sin ser ellos mismos 

afectados (Goettel et al., 2011) 

La presencia de estos microorganismos en los suelos agrícolas representa 

un reservorio para el aislamiento de agentes potenciales de biocontrol (Hasan et al., 

2012, Goettel et al., 2011; Quesada-Moraga et al., 2007). Las prácticas agrícolas 

que se desarrollan cada año poseen, a su vez, un importante impacto en la 

diversidad fúngica entomopatógena presente. A pesar de ello, poco se conoce en 

profundidad sobre el comportamiento estructural de las comunidades de HE en los 

cultivos y las prácticas culturales realizadas. Este desconocimiento, puede acarrear 

la pérdida de un servicio agroecosistémico de importancia para el productor. 

Para el caso de la viticultura argentina, la mayor parte (>99%) se encuentra 

concentrada en el Oeste del país, donde las características edafoclimáticas son muy 

específicas. Grandes amplitudes térmicas (con temperaturas estivales que superan 

los 35ºC), baja humedad relativa, alta radiación ultravioleta y sobre todo la presencia 
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de vientos secos provenientes del Oeste, son algunas de las condiciones 

predominantes en la región vitícola argentina. El viento Zonda es un fenómeno 

climático capaz de incrementar la temperatura en varios grados y disminuir la 

humedad relativa a menos del 30% en un corto lapso, a veces pocas horas.  

A estas condiciones climáticas extremas se suman prácticas agrícolas 

particulares, como la irrigación por goteo o por inundación, las enmiendas químicas 

y orgánicas, las labores de suelo, etc. Dentro de este contexto productivo, la 

búsqueda de alternativas a las prácticas fitosanitarias de base de química requiere 

de un mayor conocimiento de la diversidad de HE nativos de los viñedos del Oeste 

argentino. 

El presente Capítulo parte de la exploración de suelos vitícolas de más de 15 

años de plantación en las principales provincias productoras de vid. La presencia de 

hongos adaptados a las condiciones climáticas regionales proporcionaría una mayor 

ventaja en la aplicación de un microorganismo como agente de biocontrol. 

Asimismo, la búsqueda de cepas nativas se extendió a la colecta de artrópodos 

infectados in vivo. 

Dentro del proceso de aislamiento e identificación de cepas adaptadas 

provenientes de las zonas productivas, se requiere de técnicas taxonómicas clásicas 

como la caracterización a partir de atributos macro y microscópicos. En muchos de 

los casos, las especies de HE (sobre todo aquellas pertenecientes al orden 

Hypocreales) representan complejos de cepas con características morfológicas muy 

similares, donde la diferenciación por técnicas clásicas resulta limitada (Rehner et 

al., 2011; Rehner y Buckley, 2005). Esta dificultad en la diferenciación de cepas 

dentro de los complejos de especies requiere de técnicas moleculares capaces de 

ser lo suficientemente robustas como para poder observar divergencias intragrupo.  

El presente Capítulo posee como objetivos: 1. Verificar la presencia de HE 

nativos en los viñedos del Oeste argentino mediante muestreos de suelos y/o 

individuos infectados in vivo. 2. Establecer las características morfológicas de las 

cepas de hongos entomopatógenos aisladas, y 3. Identificar los hongos 

entomopatógenos aislados mediante técnicas moleculares y determinar su filogenia. 
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1.3 Materiales y Métodos 

1.3.1 Aislamiento de hongos entomopatógenos 

Obtención de aislados a partir de suelos vitícolas 

Se determinaron 29 zonas de muestreo a lo largo de la mayor región vitícola 

del Oeste argentino (>98% del total de los viñedos del país), comprendiendo las 

provincias de Mendoza, San Juan, Catamarca, La Rioja, Salta, Neuquén y Río 

Negro. Se consideró como única condición que los viñedos muestreados tuviesen, 

en lo posible, 15 años de plantación. No se discriminó el tipo de producción 

(convencional, orgánica y/o biodinámica), sistema de conducción, riego, presencia 

de verdeo, etc. En todos los casos, esta información se registró por posibles 

correlaciones con la presencia de HE. En la Tabla 1 se presentan las zonas de 

muestreos relevadas y en la Tabla 2 las principales características de las mismas. 

Se procedió a realizar para cada zona un muestreo compuesto de una 

hectárea a fin de garantizar una mejor representación de la misma. Se recolectaron 

4 submuestras por zona, las cuales comprendían de al menos 200 g de los primeros 

20 cm de suelo al pie de la viña, procurando eliminar presencia de rocas, hojarasca, 

raíces, etc. Las submuestras recolectadas fueron rotuladas y conservadas a 4ºC y 

obscuridad hasta su tratamiento en laboratorio (Klingen et al. 2002; Quesada-

Moraga et al., 2007; Inglis et al., 2012; Marques, 2012;). 

Bajo condiciones controladas, cada submuestra fue tamizada hasta los 45 

orificios.cm2-1, y se colocó el tamizado obtenido sobre hojas de papel periódico en 

exposición con la temperatura y humedad ambiente por al menos 4 horas o hasta 

lograr un secado uniforme de las mismas, de manera de evitar la presencia de 

nemátodos entompatógenos. 

El aislamiento de HE a partir de suelos vitícolas se basó en la técnica del 

“insecto trampa” propuesta por Meyling (2007). Esta metodología plantea colocar en 

condiciones controladas de humedad y temperatura, insectos en estado juvenil en 

contacto con la tierra tamizada con el objeto de ser infectados por HE. Se utilizaron 

estados juveniles de Lobesia botrana (Lepidoptera: Tortricidae) y Plodia interpuctella 

(Lepidoptera: Pyralidae) en los estadios de larva L4 y L5 (por su facilidad de 

manipulación). La elección de estas especies recayó en la relevancia que posee L. 

botrana en la presente Tesis y la facilidad de cría y similitud morfológica de P. 

interpuctella. 

Las submuestras tamizadas se unificaron y homogenizaron por zona. En 

cajas de Petri de 9 cm de diámetro, se colocaron 20 g de suelo homogenizado y 

humedecido con agua estéril (hasta capacidad de campo). Seguidamente, se 
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colocaron por caja de Petri de 9 cm de diámetro, 5 individuos L4 u L5, con 5 

repeticiones por zona (Klingen et al. 2002; Meyling, 2007; Quesada-Moraga et al., 

2007). Se realizó un testigo con suelo tamizado estéril. 

 

Tabla 1: Datos y coordenadas de las zonas de muestro relevadas 

Zona Provincia Departamento Localidad Latitud Longitud 

1 Mendoza Las Heras El Algarrobal S32 50.272 O68 45.934 

2 Mendoza Luján de Cuyo Las Compuertas S33 01.879 O68 57.731 

3 Mendoza Luján de Cuyo Vistalba S33 01.824 O68 53.770 

4 Mendoza Luján de Cuyo Perdriel S33 05.119 O68 54.521 

5 San Juan San Martín San Martín S31 31.433 O68 24.812 

6 San Juan San Martín San Martín S31 29.793 O68 22.913 

7 San Juan Caucete Caucete S31 41.290 O68 18.361 

8 San Juan Caucete Caucete S31 41.014 O68 16.487 

9 San Juan 25 de Mayo 25 de Mayo S31 43.248 O68 18.115 

10 Salta Cafayate Cafayate S26 05.952 O65 57.957 

11 Salta Cafayate Cafayate S26 06.019 O65 57.633 

12 Salta Cafayate Cafayate S26 06.252 O65 57.535 

13 Salta Cafayate Tolombón S26 12.062 O65 56.406 

14 Salta Cafayate Tolombón S26 12.151 O65 56.334 

15 Salta Cafayate Tolombón S26 12.029 O65 56.509 

16 La Rioja Chilecito Tilimuqui S29 09.235 O67 23.349 

17 La Rioja Chilecito Malligasta S29 11.992 O67 25.108 

18 La Rioja Chilecito Anguinar S29 15.392 O67 25.868 

19 La Rioja Chilecito Nonogasta S29 21.558 O67 26.553 

20 La Rioja Chilecito Vichigasta S29 29.491 O67 29.020 

21 Catamarca Tinogasta Tinogasta S28 03.512 O67 35.246 

22 Neuquén Confluencia San Patricio S38 36.343 O68 17.002 

23 Neuquén Confluencia San Patricio S38 36.306 O68 17.028 

24 Neuquén Confluencia San Patricio S38 36.181 O68 16.787 

25 Río Negro Gral. Roca Peñas Blancas S37 39.511 O67 52.224 

26 Río Negro Gral. Roca Peñas Blancas S37 39.515 O67 52.229 

27 Río Negro Gral. Roca Gral. Roca S39 03.159 O67 38.799 

28 Río Negro Gral. Roca Gral. Roca S39 03.519 O67 37.917 

29 Río Negro Gral. Roca Gral. Roca S39 03.749 O67 38.489 
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Tabla 2: Relevamiento de las principales características agronómicas de las zonas muestreadas 

Zona Suelo Riego Cobertura Conducción Herbicida Manejo 

1 A Mixto SC Espaldero S/D Convencional 

2 FA Goteo SC Espaldero S/D Convencional 

3 FA Goteo SC Espaldero S/D Convencional 

4 FA Goteo SC Espaldero S/D Convencional 

5 FA Superficial SC Parral S/D Convencional 

6 FA Superficial SC Parral S/D Convencional 

7 FAr Superficial SC Espaldero S/D Convencional 

8 F Superficial SC Espaldero S/D Convencional 

9 Ar Superficial SC Espaldero S/D Convencional 

10 FA Goteo G Parral bajo Si Convencional 

11 FA Goteo O Espaldero Si Convencional 

12 FA Goteo G/O Parral Si Convencional 

13 FA → A Mixto C Parral Si Convencional 

14 FA → A Mixto C Parral Si Convencional 

15 FA → P Goteo N Espaldero Si Convencional 

16 FL Goteo N (+++) Parral No Orgánico 

17 FLA Superficial N Parral Si Convencional 

18 FLA Goteo N Parral No Orgánico 

19 FA Superficial N (-) Parral No Convencional 

20 FL Superficial N Parral No Convencional 

21 FA → A Goteo N (-) Parral Si Convencional 

22 FLA Goteo N (--) Espaldero Si Convencional 

23 FA Goteo N (--) Espaldero Si Convencional 

24 FA Goteo N (--) Espaldero Si Convencional 

25 FAr Superficial N (-) Espaldero No Convencional 

26 FAr Superficial N (-) Espaldero No Convencional 

27 FA Superficial N Espaldero Si Convencional 

28 FL Superficial N Espaldero Si Convencional 

29 FL Superficial N (-) Espaldero Si Convencional 

Referencias: Suelo: A: Arenoso; F: Franco; L: Limoso; Ar: Arcilloso; P: Pedregoso; →: Tendencia / 

Cobertura: SC: Sin cobertura; C: Centeno, G: Gramíneas; O: Orujo, N: Vegetación; (-): medianamente 

pobre; (--) pobre; (---) muy pobre; (+) medianamente abundante; (++) abundante; (+++) muy abundante 

/ Herbicida: S/D: Sin datos 
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Todas las cajas se conservaron a temperatura (24ºC) y fotoperiodo (16:8), 

por 7 días consecutivos (incubadora construida por el CONICET). Se observó 

diariamente la presencia de individuos muertos, los cuales fueron retirados y 

colocados por al menos 48h en cámara húmeda para favorecer emergencia de 

micelio y formación de conidios. 

Los individuos que presentaron síntomas de infección y/o emersión del 

micelio fueron sumergidos en una solución de hipoclorito de sodio al 1% v/v por 30 

segundos para desinfectar la superficie y evitar la presencia de organismos 

saprófitos. Seguidamente, se seccionó cada individuo en dos mitades las cuales 

fueron colocadas en cajas de Petri de 5 cm de diámetro con medio Agar Papa 

Glucosado (APG) (agar 15 g.L-1; caldo de papa 200 g.L-1; glucosa 20 g.L-1), con 

agregado de estreptomicina (50 mg.L-1), y conservados a 24ºC por un periodo de 10 

días consecutivos. Posteriormente, se realizaron repiques sucesivos de las colonias 

obtenidas hasta garantizar la ausencia de posibles contaminantes. 

Una vez obtenidas colonias puras, se procedió a realizar un cultivo 

monospórico de cada cepa aislada, para ello, se utilizó la técnica descrita por 

Cañedo y Ames (2004). Dicha técnica se basa en recoger directamente de las cajas 

de Petri los conidios y realizar una suspensión de los mismos en agua estéril con un 

tensioactivo (Tween80® al 0,1% v/v), para lo cual se colocó 1 mL del agua y 

tensioactivo y una pequeña porción de los conidios recogidos, se agitó en vortex® y 

se cuantificó en cámara de Neubauer la concentración de conidios por mL. 

Seguidamente se realizó una dilución de la suspensión, colocando 100 µL de la 

misma en 900 µL de agua estéril y tensioactivo. Se repitieron las diluciones hasta 

obtener una concentración menor a 100 conidios/mL. Seguidamente, se sembró la 

dilución final en cajas de Petri de 9 cm de diámetro con medio APG con agregado de 

estreptomicina (50 mg.L-1), las cuales se conservaron a la obscuridad a 24ºC 

durante 96h. Finalmente, se observó bajo el microscopio estereoscópico bajo 

cámara de flujo laminar vertical la presencia de colonias, las cuales se repicaron a 

nuevas cajas de Petri con medio APG con agregado de estreptomicina (50 mg.L-1) y 

se las conservaron a 24ºC. 

 

Obtención de aislados a partir de artrópodos infectados in vivo 

El aislamiento de HE a partir de artrópodos infectados in vivo implica la 

búsqueda de individuos a campo que presenten síntomas o síndrome de infección. 

En los diferentes recorridos a campo para la recolección de muestras de suelo y/o 

material entomológico se procuró la búsqueda de individuos con las características 

antes mencionadas. 
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De encontrarse un individuo infectado, el mismo era conservado en un tubo 

plástico para colectas a campo con tapa de algodón. En laboratorio, se procedió a 

sumergir a los mismos en una solución de hipoclorito de sodio al 1% v/v por 30 

segundos para desinfectar la superficie y evitar la presencia de organismos 

saprófitos. Seguidamente, se seccionó cada individuo en dos mitades las cuales 

fueron colocadas en cajas de Petri de 5 cm de diámetro con medio APG con 

agregado de estreptomicina (50 mg.L-1), y conservados a 24ºC por un periodo de 10 

días consecutivos. Posteriormente, se realizaron repiques sucesivos de las colonias 

obtenidas hasta garantizar la ausencia de posibles contaminantes. 

Una vez obtenidas colonias puras, se procedió a realizar un cultivo 

monospórico de cada cepa aislada, para ello, se utilizó la técnica descrita por 

Cañedo y Ames (2004). Dicha técnica se basa en recoger directamente de las cajas 

de Petri los conidios y realizar una suspensión de los mismos en agua estéril con un 

tensioactivo (Tween80® al 0,1% v/v), para lo cual se colocó 1 mL del agua y 

tensioactivo y una pequeña porción de los conidios recogidos, se agitó en vortex® y 

se cuantificó en cámara de Neubauer la concentración de conidios por mL. 

Seguidamente se realizó una dilución de la suspensión, colocando 100 µL de la 

misma en 900 µL de agua estéril y tensioactivo. Se repitieron las diluciones hasta 

obtener una concentración menor a 100 conidios/mL. Seguidamente, se sembró la 

dilución final en cajas de Petri de 9 cm de diámetro con medio con agregado de 

estreptomicina (50 mg.L-1), las cuales se conservaron a la obscuridad a 24ºC 

durante 96h. Finalmente, se observó bajo el microscopio estereoscópico bajo 

cámara de flujo laminar vertical la presencia de colonias, las cuales se repicaron a 

nuevas cajas de Petri con medio APG con agregado de estreptomicina (50 mg.L-1) y 

se las conservaron a 24ºC. 

 

Trazabilidad de las cepas aisladas 

Se estableció una nomenclatura especial para el tratamiento y trazabilidad de 

las cepas aisladas. Una primera letra mayúscula correspondiente al género 

identificado (B: Beauveria, M: Metarhizium, P: Paecilomyces), seguida de la 

identificación de procedencia en inglés (“soil” para cepas aisladas de muestras de 

suelo e “ins” para aquellas aisladas directamente de artrópodos), la referencia del 

país “AR” y el código numérico compuesto de la zona de colecta y el punto de 

muestreo. La única excepción en la nomenclatura corresponde a la cepa 

denominada “ACA”, la cual fue la primera cepa aislada de un artrópodo y se registró 

en GenBank® con ese nombre. 
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1.3.2 Identificación de cepas aisladas  

A modo ilustrativo, la Figura 19 resume los pasos empleados para la 
identificación de las especies aisladas. 
 
 

Figura 19: Esquema del procedimiento efectuado para la identificación de cepas de hongos 
entomopatógenos aislados 

 

 

Identificación morfológica: caracterización micro y macroscópica 

Todas las especies y sus cepas aisladas, tanto de muestras de suelo como 

de artrópodos infectados, fueron caracterizadas micro y macroscópicamente en el 

proceso de identificación del género fúngico al cual pertenecían. 

Para la caracterización macroscópica, cada cepa fue repicada en una caja de 

Petri con medio APG con agregado de estreptomicina (50 mg.L-1). Las cajas fueron 

incubadas a 24ºC durante al menos 7 días consecutivos o hasta una superficie 

mayor a ½ de la caja de Petri. En todos los casos se caracterizaron las colonias por: 

color, aspecto, bordes tal como describe Humber (2005).  
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Respecto a la caracterización microscópica, el procedimiento empleado fue 

simplemente un montaje en tricolorante de Gueguen entre portaobjeto y cubreobjeto. 

Los montajes fueron observados en un microscopio Carl Zeiss© Axioplan® con una 

magnificación al 1000X, caracterizando a las cepas por el aspecto y tamaño de los 

conidios, disposición de los mismos y de sus conidióforos (Humber, 2005; Humber, 

2012) 

 

Identificación molecular 

Extracción de ADN 

Previa a la extracción de ADN, cada cepa monospórica obtenida fue repicada 

en microtubos de 1,5 mL con 500 µL de medio líquido papa glucosado (caldo de 

papa 200 g.L-1; Glucosa 20 g.L-1) e incubados durante 72 a 96 h a 24ºC en cámaras 

de cultivo acondicionadas. Pasado el tiempo de incubación se observó cada 

microtubo para determinar desarrollo miceliar. Seguidamente, los microtubos fueron 

centrifugados durante 10 minutos a 13.000 rpm eliminando el sobrenadante obtenido 

y conservando el pellet a -80ºC en ultrafreezer por 3 h como mínimo. Los pellets 

conservados fueron liofilizados mediante un Liofilizador Christ© Alpha 1-4LD plus® 

por al menos 16 h continuas. 

Para la extracción de ADN propiamente dicha se modificó la técnica de Zola 

y Pukkila (1986) sin la utilización de Proteinasa K. Los pellets liofilizados fueron 

lacerados mecánicamente por agitación mediante el uso de microesferas de vidrio 

(30 ciclos/segundo), y resuspendidos en buffer de extracción CTAB 1X precalentado 

a 65ºC (2M Tris HCl pH 8; 0,7M ClNa; 0,5M EDTA; 13,7 mM CTAB y 1% m/v PVP-

40). Los microtubos se colocaron a baño María a 65ºC por 60 minutos agitando 

enérgicamente cada tubo en vortex® cada 10-20 minutos. Trascurrido el tiempo en 

baño María, se agregó a cada tubo 400 µL de Cloroformo-Isoamílico (24:1) agitando 

a 200 rpm durante 10 minutos. Seguidamente, los tubos se centrifugaron a 13.000 

rpm a 4ºC durante 10 minutos; se recuperaron los sobrenadantes transfiriendo cada 

uno a un nuevo microtubo rotulado junto con 330 µL de alcohol Isopropílico (98,5% 

v/v), y se conservaron a -24ºC por 2h. Pasado el tiempo establecido, los microtubos 

se centrifugaron a 13.000 rpm a 4ºC por 10 minutos eliminando los sobrenadantes. 

En el fondo de cada microtubo se formó un pellet de ADN el cual fue lavado 

mediante el agregado de 800 µL de alcohol etílico al 70% v/v y agitando suavemente 

a 200 rpm por 10 minutos. Posteriormente, los microtubos se centrifugaron a 13.000 

rpm a 4ºC durante 10 minutos eliminando los sobrenadantes. Los pellets fueron 

secados mediante el uso de un secador Speed Vac Concentrator® (Savant©) por 7 

minutos, resuspendiendo el ADN en 50 µL de agua miliq®. 
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La calidad del ADN obtenido se verificó mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 2% m/v a 100 V por 35 minutos. Asimismo, la concentración (ng.µL-1) y 

pureza (relación absorbancia 260/280) de cada ADN obtenido fue medida mediante 

espectrofotometría con un equipo Nanodrop®. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Se evaluó la performance de 6 pares de primers (cebadores) en el ADN 

extraído del micelio de los aislamientos identificados como pertenecientes a los tres 

géneros de HE caracterizados morfológicamente. Se realizaron para cada par de 

primer tres ensayos: ADN extraído puro, una dilución en agua miliq de 10 veces el 

ADN extraído y una dilución en agua miliq de 100 veces el ADN extraído. Estos 

últimos ensayos se realizaron con el fin de poder evaluar la performance de cada 

cebador. 

Para la amplificación de los espaciadores internos transcritos del ADN 

ribosomal (~600 pb) se utilizaron los primer ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3´) e ITS5 (5´-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3´) siguiendo las condiciones de 

termociclado descritas en la Tabla 3. 

 

 

Tabla 3: Condiciones de termociclado para la amplificación de la región ADN ribosomal 

ITS5/ITS4 

Temperatura (ºC) Tiempo (minutos) Ciclos 

94 4  

94 1  

55 1 35 

72 2  

72 5  

4 ∞  

Fuente: Informe Técnico 2014 del Departamento de Biología Molecular del Centro Nacional de Referencia 

de Control Biológico (México) 

 

 

En cuanto a la amplificación de la región intergénica Bloc (~1500 pb) se 

utilizaron los primers B5.1F (5´-CGACCCGGCCAACTACTTTGA-3´) y B3.1R (5´-

GTCTTCCAGTACCACTACGCC-3´) siguiendo las condiciones de termociclado 

descritas en la Tabla 4. 
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Tabla 4: Condiciones de termociclado para la amplificación de la región intergénica Bloc 

B5.1F/B3.1R 

Temperatura (ºC) Tiempo (segundos) Ciclos 

94 120  

94 30  

56 30 35 

72 120  

72 15 (minutos)  

4 ∞  

Fuente: Informe Técnico 2014 del Departamento de Biología Molecular del Centro Nacional de Referencia 

de Control Biológico (México) 

 

 

 

 

Asimismo, se evaluó la performance de la región RNA polimerasa II 

subunidad larga “a” (RPB1a) (~1400 pb) con los cebadores RPB1A (5´-

GARTGYCCDGGDCAYTTYGG-3´) y RPB1A_VH6R (5´-

ATGACCCATCATRGAYTCCTTRTG-3´). Las condiciones de termociclado fueran las 

mismas que para la región intergénica Bloc (Tabla 4). 

En la región RNA polimerasa II subunidad larva “b” (RPB1b) (~1500-1600 pb) 

se utilizaron los primers RPB1B_UVH6Fa (5´-CAYAAGGARTCYATGATGGGTCAT-

3´) y RPB1B_G2R (5´-GTCATYTGDGTDGCDGGYTCDCC-3´). En este caso en los 

primeros ciclos de elongación de la cadena se empleó la técnica de Touchdown con 

disminución de 1ºC en la temperatura de apareamiento entre ciclos, según se 

describe en la Tabla 5. 
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Tabla 5: Condiciones de termociclado para la amplificación de la región RPB1b con Touchdown 

RPB1B_UVH6Fa/RPB1B_G2R 

Temperatura (ºC) Tiempo (minutos) Ciclos 

94 2  

94 0,5  

66   

65   

64   

63   

62   

61 0,5 10 

60   

59   

58   

57   

72 1  

94 0,5  

56 0,5 36 

72 1  

72 10  

4 ∞  

Fuente: Informe Técnico 2014 del Departamento de Biología Molecular del Centro Nacional de Referencia 

de Control Biológico (México) 

 

 

 

 

 

Respecto a la región RNA polimerasa II segunda subunidad larga “a” 

(RPB2a) (~1200 pb) se realizó también mediante la técnica Touchdown en los 

primeros ciclos con los primer fRPB2_5F (5´-GAYGAYMGWGATCAYTTYGG-3´) y 

RPB2:7cR (5´-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3´) siguiendo las condiciones de 

termociclado descritas en la Tabla 6. 
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Tabla 6: Condiciones de termociclado para la amplificación de la región RPB2a con Touchdown 

fRPB2_5F/RPB2_7cR 

Temperatura (ºC) Tiempo (minutos) Ciclos 

94 2  

94 0,5  

60   

59   

58   

57   

56   

55 0,5 10 

54   

53   

52   

51   

72 1  

94 0,5  

50 0,5 36 

72 1  

72 10  

4 ∞  

Fuente: Informe Técnico 2014 del Departamento de Biología Molecular del Centro Nacional de Referencia 

de Control Biológico (México) 

 

 

 

Finalmente, se procedió a amplificar la región parcial de la secuencia de 

naturaleza conservada del factor de elongación 1-alfa (EF-1α) (~1200 pb) mediante 

PCR touchdown en los ADN de las cepas caracterizadas dentro de los géneros 

Beauveria y Metarhizium. En el caso del género Beauveria se utilizaron los primers 

983F (5´-GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT-3´) y 2218R (5´-

ATGACACCRACRGCRACRGTYTG-3´) (Rehner y Buckley, 2005). Para el género 

Metarhizium los cebadores fueron EF1T (5´-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3´) y 

EF2T (5´-GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3´) (Bischoff et al., 2009). Las 

condiciones de termociclado son las descritas en la Tabla 7. 
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Tabla 7: Condiciones de termociclado para la amplificación de la región (EF-1α) con Touchdown 

PCR touchdown región EF-1α 

Temperatura (ºC) Tiempo (minutos) Ciclos 

94 2  

94 0,5  

66   

65   

64   

63   

62 0,5 9 

61   

60   

59   

58   

57   

72 1  

94 0,5  

56 0,5 36 

72 1  

72 10  

4 ∞  

Fuente: Rehner y Buckley 2005 

 

 

En todos los casos, las amplificaciones resultantes fueron evaluadas 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% m/v durante 35 minutos a 100 V. 

 

Secuenciación 

Todas las muestras tratadas fueron luego enviadas a secuenciar por 

Beckman Coulter Genomics© mediante el método de secuenciación Sanger. Se 

trataron las secuencias mediante el uso del programa MEGA 6.1® (Tamura et al., 

2013), removiendo los extremos de baja calidad que pudieran estar presentes (se 

verificaron esos extremos mediante los cromatogramas correspondientes). 

Finalmente, las secuencias tratadas se alinearon mediante el software CLUSTAL 

W® (Thompson et al., 1994). 

 

Estudios filogenéticos 

A partir de las secuencias depuradas y alineadas, se procedió a realizar el 

estudio filogenético de las mismas en conjunto con secuencias obtenidas da la base 

de datos NCBI GenBank® con grados de similitud superiores al 99% y otras 
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pertenecientes a aislamientos del mismo género con menor grado de similitud 

(Tablas 9, 10 y 11). El estudio comprendió la construcción de un árbol de Neighbor-

Joining construido por la técnica Maximum Composite Likelihood con el programa 

MEGA 6.1® (Tamura et al., 2013). El gráfico resultante (Bootstrap) presentó 

ramificaciones con relaciones superiores al 70% en 2.000 réplicas. Se fijó como 

“raíz” (root) de cada Bootstrap la secuencia obtenida de NCBI GenBank® 

correspondiente a la fase que se considera perfecta (Teleomorfa) de cada género 

evaluado; en el caso del género Beauveria se fijó como raíz a Cordyceps militaris 

(HQ881020), para el género Metarhizium a la especie Metacordyceps taii 

(AB550734), finalmente para el género Paecilomyces se utilizó la especie Cordyceps 

ningxiaensis (NR137117). 
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Tabla 8: Lista de especies del género Beauveria utilizadas para el estudio filogenético de las cepas aisladas. 

Código 
GenBank 

Especie Autores Journal / Institución 

HQ881006 B. amorpha Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
HQ881008 B. amorpha Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
HQ880994 B. australis Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
HQ880996 B. australis Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
KJ500423 B. bassiana Rehner, S.A. et al. Systematic Mycology and Microbiology Laboratory, USA (2014) 
EF193187 B. bassiana Meyling, N.V. et al. Insect Biocontrol Laboratory, USA (2006) 
EF193185 B. bassiana Meyling, N.V. et al. Insect Biocontrol Laboratory, USA (2006) 
JQ867149 B. bassiana Cai, Y. & Huang, B. Anhui Provincial Key Laboratory, Anhui Agr. Univer., China (2012) 
AY883706 B. bassiana Rehner, S.A. et al. Insect Biocontrol Laboratory, USA (2004) 
AY531965 B. bassiana Rehner, S.A. & Buckley, E. Mycologia 97 (1), 84-98 (2005) 
FJ545732 B. bassiana Marquez, M. et al. Entomología Agrícola, U. de Córdoba, Spain (2008) 
EF193180 B. bassiana Meyling, N,V, et al. Insect Biocontrol Laboratory, USA (2006) 
AY883696 B. bassiana Rehner, S.A. et al. Insect Biocontrol Laboratory, USA (2004) 
HQ880976 B. brongniartii Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
HQ880989 B. brongniartii Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
HQ880991 B. brongniartii Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
JN689371 B. lii Zhang, S.L. et al. Mycotaxon 121, 199-206 (2012) 
HQ881002 B. varroae Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
LT220766 B. varroae Sharma, L. Deparamento de Agronomia , UTAD, Portugal (2016) 
HQ881020 Cordyceps militaris Rehner, S.A. et al. Mycologia 103 (5), 1055-1073 (2011) 
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Tabla 9: Lista de especies del género Metarhizium utilizadas para el estudio filogenético de las cepas aisladas. 

Código GenBank Especie Autores Journal / Institución 

KC561893 M. anisopliae Quan, Y. et al. Guizhou Key Laboratory of Agricultural Biotechnology 
KP027953 M. anisopliae Rezende, J.M. et al. Biocontrol (2015) 
AB807793 M. brunneum Nishi, O. et al. Lett. Appl. Microbiol. 57(6):554-560 (2013) 
KF233885 M. brunneum Razinger, J. et al. Agricultural Institute of Slovenia, Slovenia (2013) 
KM391924 M. brunneum Steinwender, B.M. et al. J. Invertebr. Pathol. 123:6-12 (2014) 
KM091888 M. pinghaense Juliya, R.F. & Suresh, C.K. No publicado 
AB550717 M. pinghaense Nishi, O. et al.. Appl, Entomol. Zool. (Jpn) 46:301-309 (2011) 
KC561894 M. pinghaense Quan, Y. et al. Guizhou Key Laboratory of Agricultural Biotechnology 
KC870072 M. pinghaense Kirubakaran, S.A. et al. No publicado 
KC870067 M. pinghaense Kirubakaran, S.A. et al. No publicado 
AB550713 M. robertsii Nishi, O. et al. Lett. Appl. Microbiol. 57(6):554-560 (2013) 
KJ542151 M. robertsii Steinwender, B.M. et al. J. Invertebr. Pathol. 123:6-12 (2014) 
KM391926 M. robertsii Steinwender, B.M. et al. J. Invertebr. Pathol. 123:6-12 (2014) 
KP027974 M. robertsii Rezende, J.M. et al. Biocontrol (Dordrecht) (2015) in Press 
KP027976 M. robertsii Rezende, J.M. et al. Biocontrol (Dordrecht) (2015) in Press 
KP027978 M. robertsii Rezende, J.M. et al. Biocontrol (Dordrecht) (2015) in Press 
KP178555 M. robertsii Kepler, R.M. et al. Environ. Microbiol. 17(8):2791-2804 (2015)  
AB807797 Metacordyceps taii Nishi, O. et al. Lett. Appl. Microbiol. 57(6):554-560 (2013) 
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Tabla 10: Lista de especies utilizadas para el estudio filogenético de las cepas aisladas del género Paecilomyces. 

Código 
GenBank 

Especie Autores Journal / Institución 

GU979977 Paecilomyces lilacinus Ridkaew, R. et al. Phylogenetics Laboratory, NCGEB, Khlong Luang, Thailand 
GU979987 Paecilomyces lilacinus Ridkaew, R. et al Phylogenetics Laboratory, NCGEB, Khlong Luang, Thailand 
FR734158 Paecilomyces lilacinus Perdomo, H. et al. Unitat de Microbilogia, Universitat Rovira i Virgili, Spain 
FR734150 Paecilomyces lilacinus Perdomo, H. et al. Unitat de Microbilogia, Universitat Rovira i Virgili, Spain 
LC008342 Paecilomyces lilacinus Ban, S. et al. National Institute of Technology and Evaluation, Kisarazu, Japan 
EF468790 Paecilomyces lilacinus Sung, G.H. et al. Stud. Mycol. 57:5-59 (2007) 
AY526477 Paecilomyces variotii Luangsa.ard, J.J.D et al. Mycologia 96(4):773-780 (2004) 
AY526475 Paecilomyces lilacinus Luangsa.ard, J.J.D et al. Mycologia 96(4):773-780 (2004) 
AY526470 Paecilomyces ghanensis Luangsa.ard, J.J.D et al Mycologia 96(4):773-780 (2004) 
DQ522559 Isaria tenuipes Spatafora, J.W. et al. Mol. Ecol. 16(8):1701-1711 (2007) 
EF468989 Paecilomyces carneus Sung, G.H. et al. Stud. Mycol. 57:5-59 (2007) 
AY526474 Paecilomyces farinosus Luangsa.ard, J.J.D et al. Mycologia 96(4):773-780 (2004) 
GU980023 Paecilomyces lilacinus Ridkaew, R. et al. Phylogenetics Laboratory, NCGEB, Khlong Luang, Thailand 
HQ842818 Paecilomyces lilacinus Luangsa.ard, J.J.D et al. FEMS Microbiol. Lett. 321(2):141-149 (2011) 
HQ842825 Paecilomyces lilacinus Luangsa.ard, J.J.D et al. FEMS Microbiol. Lett. 321(2):141-149 (2011) 
JF896088 Isaria takamizusanen Luangsa.ard, J.J.D et al. FEMS Microbiol. Lett. 321(2):141-149 (2011) 
NR137117 Cordyceps ningxiaensis Bau, T. y Yan, J.Q. Nova Hedwigia 100(1-2):251-258 (2015) 
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1.4 Resultados 

1.4.1 Aislamiento de hongos entomopatógenos  

Aislamiento a partir de suelos vitícolas 

 

De las muestras obtenidas a campo, se pudieron aislar un total de 27 cepas 

fúngicas tal cual figura en la Tabla 11. 

Los cultivos “Testigo” (suelo tamizado estéril), no presentaron sintomatología 

de afección fúngica. Una vez las larvas sucumbían por inanición, se observaba, 

generalmente, la presencia de hongos saprófitos de los géneros: Aspergillus, 

Penicillium y Rhizopus. 

Ciertas cajas de Petri con muestras de suelo presentaron larvas infectadas 

con hongos del género Fusarium. Este género esta citado como agente 

entomopatógeno, pero dado su carácter de fitopatógeno, no fue considerado como 

resultado positivo.  

Las muestras de suelo de la zona 19 presentaron 100% de mortandad de las 

larvas en ausencia de síndrome. Esta particularidad, donde las larvas recién 

muertas no mostraban sintomatología típica de afecciones fúngicas, hizo suponer la 

presencia a algún agroquímico en la muestra. Se consultó al productor de donde se 

extrajo el suelo, quien informara la utilización de Clorpirifos para el control de 

formícidos. Dicha información no fue señalada al momento de la toma de muestras. 

No se observó diferencia estadística (p > 0,05) en la presencia de cepas 

entomopatógenas respecto a las prácticas agrícolas empleadas: riego por goteo o 

superficial, suelo descubierto o presenciad de verdeo (permanente o temporario). 
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Tabla 11: Resultados de aislamientos de cepas a partir de muestras de suelos vitícolas 

Zona Provincia Departamento Localidad Presencia Nº cepas 

1 Mendoza Las Heras El Algarrobal Negativo 0 

2 Mendoza Luján de Cuyo Las Compuertas Positivo 5 

3 Mendoza Luján de Cuyo Vistalba Negativo 0 

4 Mendoza Luján de Cuyo Perdriel Positivo 3 

5 San Juan San Martín San Martín Negativo 0 

6 San Juan San Martín San Martín Negativo 0 

7 San Juan Caucete Caucete Negativo 0 

8 San Juan Caucete Caucete Negativo 0 

9 San Juan 25 de Mayo 25 de Mayo Negativo 0 

10 Salta Cafayate Cafayate Positivo 1 

11 Salta Cafayate Cafayate Negativo 0 

12 Salta Cafayate Cafayate Negativo 0 

13 Salta Cafayate Tolombón Negativo 0 

14 Salta Cafayate Tolombón Positivo 1 

15 Salta Cafayate Tolombón Positivo 3 

16 La Rioja Chilecito Tilimuqui Positivo 6 

17 La Rioja Chilecito Malligasta Positivo 5 

18 La Rioja Chilecito Anguinar Positivo 2 

19 La Rioja Chilecito Nonogasta Negativo 0 

20 La Rioja Chilecito Vichigasta Negativo 0 

21 Catamarca Tinogasta Tinogasta Negativo 0 

22 Neuquén Confluencia San Patricio Negativo 0 

23 Neuquén Confluencia San Patricio Negativo 0 

24 Neuquén Confluencia San Patricio Positivo 1 

25 Río Negro Gral. Roca Peñas Blancas Negativo 0 

26 Río Negro Gral. Roca Peñas Blancas Negativo 0 

27 Río Negro Gral. Roca Gral. Roca Negativo 0 

28 Río Negro Gral. Roca Gral. Roca Negativo 0 

29 Río Negro Gral. Roca Gral. Roca Negativo 0 
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Aislamiento a partir de artrópodos infestados in vivo 

A partir de los relevamientos de artrópodos que pudieran presentar 

sintomatología de afección por HE por afección natural (Tabla 12), se lograron aislar 

3 cepas del género Beauveria.  

 

Tabla 12: Resultados de aislamientos de cepas a partir de artrópodos 

Artrópodo/Orden Provincia Localidad Latitud Longitud 

Tetranychus urticae Mendoza Chacras de Coria S32 50.272 O68 45.934 

Naupactus xanthographus Mendoza Chacras de Coria S33 00.261 O68 52.398 

Cicadidae Jujuy Ingenio Ledesma S23 49.130 O64 47.250 

 

 

1.4.2 Identificación de las especies y de sus cepas aisladas 

Identificación morfológica: caracterización micro y macroscópica 

Tanto las cepas aisladas de suelos como aquellas obtenidas a partir de 

aislamientos de artrópodos, se dividieron en tres grupos.  

El primer grupo, perteneciente al género Beauveria, presentaba 

macroscópicamente colonias circulares de color blanquecinas, bordes definidos y 

aspecto algodonoso compacto (Figura 20 A). Microscópicamente, se observaban 

conidios semiesféricos a elípticos incoloros dispuestos en zigzag (Figura 20 B y C) 

sobre el conidióforo con base en forma de botella. Los conidios presentaban un 

largo medio de 2,3 µm (1,17 – 3,45 µm), un ancho medio de 1,84 µm (1,08 – 2,81 

µm) y una relación media entre largo y ancho de 1,23 (0,86 – 1,75). 

 

 

Figura 20: Aspectos macroscópicos y microscópicos de las cepas correspondientes al primer 
grupo. (A) detalle de la colonia; (B) detalle del conidióforo (1000X); aumento digital detalle 

disposición zigzag de los conidios sobre el conidióforo con base en botella. 

 

 

A B C 



68 
 

El segundo grupo, perteneciente al género Metarhizium, presentaba 

macroscópicamente colonias circulares de color verde oliva, bordes poco definidos e 

irregulares y aspecto algodonoso laxo (Figura 21 A). Microscópicamente, se 

observaban conidios ovoides alargados verde oliva dispuestos en cadena densas de 

forma basípeta sobre conidióforos hialinos (Figura 21 B). Los conidios presentaban 

un largo medio de 6,58 µm (5,12 – 8,58 µm), un ancho medio de 2,65 µm (1,68 – 

3,53 µm) y una relación media entre largo y ancho de 2,51 (1,82 – 3,78). 

 

Figura 21: Aspectos macroscópicos y microscópicos de las cepas correspondientes al 

segundo grupo. (A) detalle de la colonia; (B) detalle de la masa de conidios dispuestos en 

cadena (100X). 

 

El tercer grupo, perteneciente al género Paecilomyces, presentaba 

macroscópicamente colonias circulares de color rosa mate, bordes poco definidos y 

aspecto pulverulento (Figura 22 A). Microscópicamente, se observaban conidios 

semiesféricos a esféricos dispuestos en cadena laxas sobre conidióforos hialinos 

con fiálide extendida (Figura 22 B). Los conidios presentaban un largo medio de 2,1 

µm (2 – 3,5 µm), un ancho medio de 3,2 µm (2,5 – 4,5 µm) y una relación media 

entre largo y ancho de 1,19 (0,55 – 2,1). 

 

 

 

 

A B 
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Figura 22: Aspectos macroscópicos y microscópicos de las cepas correspondientes al 
tercer grupo. (A) detalle de la colonia; (B) detalle de los conidióforos con fiálides extendidas 

(100X). 

 

 

 

En la figura 23 se pueden observar larvas de L. botrana afectadas por cada 

género fúngico aislado. 

 

 

 

Figura 23: Larvas de L. botrana utilizadas en la técnica de insecto trampa para el aislamiento de 

hongos entomopatógenos a partir de muestras de suelos. (A) Primer grupo Beauveria; (B) Segundo 

grupo Metarhizium; (C) Tercer grupo Paecilomyces. 

 

 

A partir de las caracterizaciones macroscópicas y microscópicas de las 

cepas aisladas de suelos, se pudo realizar una clasificación según su zona de 

recolección (Tabla 13). 

 

 

 

A B 

A B C 
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Tabla 13: clasificación del número de cepas aisladas de muestras de suelos vitícolas en función a los 
grupos morfológicos identificados 

Zona Provincia Departamento Localidad Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 

2 Mendoza Luján de Cuyo Las Compuertas 0 4 1 

4 Mendoza Luján de Cuyo Perdriel 1 1 1 

10 Salta Cafayate Cafayate 0 1 0 

14 Salta Cafayate Tolombón 0 1 0 

15 Salta Cafayate Tolombón 0 3 0 

16 La Rioja Chilecito Tilimuqui 0 6 0 

17 La Rioja Chilecito Malligasta 0 5 0 

18 La Rioja Chilecito Anguinar 0 2 0 

24 Neuquén Confluencia San Patricio 0 0 1 

 

 

Identificación molecular 

El protocolo de Zola y Pukkila (1986) modificado, resultó ser una técnica 

adaptada para la extracción de ADN total de todas las muestras tratadas. Las 

relaciones de absorbancia 260/280 fueron próximas a 2, lo cual muestra que la 

técnica además de ser sencilla de ejecutar proporciona resultados de calidad (Figura 

24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Ejemplo de una fotografía con el resultado de electroforesis sobre gel de agarosa con 
una muestra del ADN total de algunas de las cepas aisladas. (A) PsoilAR4.1(2); (B) MsoilAR4.3; 
(C) MsoilAR2.5(2); (D) BinsAR1; (E) BinsAR2; (F) Testigo 
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Del estudio de la performance de los 6 pares de primers utilizados se pudo 

observar que: 

- El par de primers utilizado para amplificar la región ITS mostró resultados 

positivos para los tres grupos morfológicos de hongos entomopatógenos 

aislados, mismo a diluciones de 100 veces la concentración de ADN 

extraída. 

- El par de primers utilizado para amplificar la región BLOC arrojó resultados 

positivos solamente en los grupos morfológicos 1 y 2 cuando la 

concentración de ADN extraída era pura o hasta una dilución de 10 veces de 

la concentración pura. 

- El par de primers utilizado para amplificar la región RPB1a no mostró 

resultados positivos para ninguno de los grupos morfológicos de hongos 

entomopatógenos aislados. 

- El par de primers utilizado para amplificar la región RPB2a mostró resultados 

positivos para dos cepas del grupo morfológico 1, solamente cuando se 

trabajó con una concentración de ADN extraído puro. 

- El par de primers utilizado para amplificar la región RPB1b solamente arrojó 

resultados positivos para los aislados pertenecientes al grupo morfológico 1. 

- El par de primers utilizado para amplificar la región EF-1α mostró resultados 

positivos para los grupos morfológicos 1 y 2, mismo a diluciones de 100 

veces la concentración de ADN extraída.  
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Figura 25: Ejemplo de una fotografía con el resultado de electroforesis sobre gel de 
agarosa de la reacción PCR para (A) EF-1α para Beauveria; (B) EF-1α para Metarhizium. 
1. 1Kb, 2. 100bp, 3. ACA, 4. RINCO, 5. BinsAR1, 6. CCH, 7. BinsAR2, 8. BsoilAR4.1(2), 9 
a 11. Cepas francesas, 12. MsoilAR2.5(2), 13. MsoilAR2.3(1), 14. PsoilAR24.3, 15. 
MsoilAR18.5(3), 16. MsoilAR2.3(2), 17. MsoilAR18.5(2), 18. MsoilAR2.3(4), 19. 
MsoilAR4.3, 20. MsoilAR14.3, 21. MsoilAR15.1, 22. Cepa francesa, 23. Psoil2.3(4) y 24. 
Blanco. Las cepas francesas presentes en esta imagen no forman parte de la presente 
Tesis. 

 

Estudios filogenéticos 

 

Con los resultados obtenidos de las secuenciaciones realizadas por 

Beckman Coulter Genomics© y el análisis BLAST® realizado para cada cepa se 

pudo establecer el género taxonómico de cada grupo morfológico aislado.  

Para el primer grupo morfológico, el género identificado fue Beauveria 

(Sordariomycetes: Hypocreales: Cordycipitaceae), el segundo grupo morfológico 

correspondió al género Metarhizium (Sordariomycetes: Hypocreales: 

Clavicipitaceae) y el tercer grupo morfológico al género Paecilomyces 

(Sordariomycetes: Hypocreales: Clavicipitaceae).  

1    2     3    4     5    6     7    8    9   10   11  12   13  14  15  16   17  18  19   20   21  22  23  24 

1    2     3    4     5    6     7    8    9   10   11  12   13  14  15  16   17  18  19   20   21  22  23  24 

A 

B 



73 
 

Respecto a los gráficos Bootstrap realizados para cada género en función a 

las secuencias obtenidas en GenBank® (Tablas 8, 9 y 10), los resultados obtenidos 

son los que aparecen en las Figuras 26, 27 y 28. 

 

 

 

Figura 26: Bootstrap obtenido del análisis de Maximum Likelihood para las cepas aisladas del género 
Beauveria. Los valores en las ramificaciones corresponden a Maximum Likelihood y Maximum 
Parsimony (en negrita) (≥60). La cepa marcada con asterisco indica origen de muestra de suelo. 
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Figura 27: Bootstrap obtenido del análisis de Maximum Likelihood para las cepas 
aisladas del género Metarhizium. Los valores en las ramificaciones corresponden a 
Maximum Likelihood y Maximum Parsimony (en negrita) (≥60) 
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Figura 28: Bootstrap obtenido del análisis de Neighbor-Joining por la técnica Maximum Composite 
Likelihood con ramificaciones mayores al 70% para las cepas aisladas del género Paecilomyces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



76 
 

1.5 Discusión 

 

Mucho se ha podido esclarecer en estos últimos años sobre los aspectos 

ecológicos de los HE gracias al considerable incremento en el uso de técnicas 

moleculares (Enkerli y Widmer, 2010). El empleo de esta herramienta proveyó de 

nuevas vías de investigación y permitió descifrar ciclos de vida, ocurrencias 

naturales e interacciones entre los HE y los factores ambientales (Enkerli y Widmer, 

2010). Asimimso, Quesada-Moraga et al. (2007) platean que el aislamiento de HE 

nativos de una región no solo provee datos sobre la distribución, ocurrencia y 

biodiversidad de estos microorganismos, sino que también ofrece un reservorio de 

potenciales agentes de biocontrol de plagas agrícolas. Toda esta nueva información 

es esencial y necesaria para profundizar el entendimiento de la diversidad genética y 

la estructura de las comunidades de las especies entomopatógenas presentes en un 

agroecosistema, para entonces así poder desarrollar y proponer nuevas alternativas 

en el control de plagas (Steinwener et al., 2014). 

A partir del muestreo realizado a lo largo de los casi 1945 km transcurridos 

en las principales áreas vitícolas del Oeste argentino (180 submuestras de suelos y 

recolección de artrópodos infectados), se pudo caracterizar a las especies de HE 

encontradas en los agroecosistemas mediante criterios morfológicos y genéticos.  

La mayoría de las cepas de las especies entomopatógenas nativas aisladas 

fueron las pertenecientes al segundo grupo morfológico (77% - 23 de un total de 30 

cepas) las cuales se identificaron mediante las observaciones macro y 

microscópicas dentro del género Metarhizium. Como describe Humber (2012) en sus 

claves, se observaron conidióforos ramificados con ápices cónicos conformando un 

himenio denso en el cual se encontraban los conidios cilíndricos a ovoides en largas 

cadenas unidas entre si por sus laterales cual columnas. La coloración de las 

columnas de conidios vario del ver oliva a un amarillo verdoso (Padilla-Melo et al., 

2000). La predominancia del género Metarhizium en los agroecosistemas vitícolas 

argentinos es consistente con los resultados obtenidos en estudios previos, donde 

se reporta una mayor abundancia de este género en los suelos agrícolas en 

comparación con suelos no utilizados para la agricultura en la misma región 

(Steinwener et al., 2014). 

Al igual que en otros géneros de la Clase Hyphomycetes, las especies de 

Metarhizium son difíciles de distinguir morfológicamente (Rehner y Buckley, 2005; 

Tsui et al., 2006). Esta similitud morfológica entre cepas de Metarhizium 

íntimamente relacionadas y otras especies emparentadas se asemeja a lo que 

Taylor y Berbee (2006) describen como una posible ocurrencia de aislamiento 
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reproductivo y por ende una divergencia genética, lo cual sería la causante de los 

cambios morfológicos. El uso de herramientas y análisis moleculares es considerado 

como la más fiable técnica de aproximación para diferenciar entre especies dentro 

de un grupo taxonómico. A partir de los resultados obtenidos por el uso de los 

cebadores del factor de elongación 1-alfa, las 23 cepas aisladas de Metarhizium 

fueron identificadas como Metarhizium robertsii. Esta prevalencia de la especie M. 

robertsii es también concordante con los resultados obtenidos en Canada por 

Bidochka et al. (2001) y Bidochka y Small (2005), donde esta especie fue la más 

frecuente en los suelos agrícolas. Sin embargo, en suelos agrícolas y borduras 

verdes de Dinamarca la situación descrita fue diferente, con la coocurrencia de al 

menos cuatro especies del género Metarhizium: M. brunneum fue el más frecuente 

(78,8%), M. majus y M. flavoviride los menos frecuentes (3,3% cada uno) y M. 

robertsii sólo representó un 14.6% del total (Steinwener et al., 2014).  

Respecto a la evaluación de la performance de los cebadores utilizados, los 

resultados obtenidos son coincidentes con otros estudios realizados, como los de 

Kepler et al. (2014) quienes remarcan que, si bien los primers ITS muestra 

resultados positivos en la amplificación de los espacios transcriptos de las 

subunidades ribosomales, estos son muy poco variables como para mostrar 

diferencias dentro del grupo taxonómico. Lo mismo ocurriría con los otros cebadores 

evaluados, siendo el factor de elongación de la subunidad 1-alfa el único lo 

suficientemente robusto como para mostrar diferencias en el estudio filogenético.  

En cuanto a las cepas pertenecientes al primer grupo morfológico (13% - 4 

de un total de 30 cepas), las mismas fueron identificadas a partir de las 

observaciones macro y microscópicas dentro del género Beauveria. Humber (2005) 

describe a la principal característica morfológica del género como la presencia de 

conidios en zigzag (simpodulosporas), lo cual fue observado microscópicamente en 

todas las cepas del grupo 1.  

La presencia de este género en el muestreo realizado se soporta de la 

hipótesis de ser un género ampliamente distribuido geográficamente, como así 

también, ser un género de los hyphomycetes entomopatógenos edáficos que mayor 

interés presenta como modelo para el control de especies plaga (Bidochka y 

Khachatourians, 1991; Rehner y Buckley, 2005). En cuanto a su presencia en suelos 

agrícolas, El Kichaoui et al. (2017) informaron haber aislado especies de los géneros 

Beauveria y Metarhizium a partir de colectas de insectos infectados y muestreos de 

suelos en plantaciones de palmas en Gaza, donde las características edafo-

climáticas podrían considerarse como similares a las presentes en los viñedos del 

Oeste argentino. Sin embargo, la presencia y distribución de estos dos géneros en 
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suelos agrícolas es muy variable. Meyling y Eilenberg (2006, 2007) observaron que 

tanto la distribución de Beauveria y Metarhizium, como sus dinámicas poblacionales, 

se encuentran muy relacionadas a las prácticas agrícolas. El uso a agroquímicos, 

los laboreos de suelo y las rotaciones de cultivos juegan un rol primordial como 

factores preponderantes en la presencia de estos hongos. Los mismos autores 

concuerdan que Metarhizium posee mayor plasticidad a las prácticas agrícolas que 

el género Beauveria, razón por la cual es más frecuente su presencia en los 

agroecosistemas. Asimismo, Quesada-Moraga et al. (2007) plantean que no 

pudieron observar efectos significativos entre el hábitat y la presencia de B. 

bassiana, pero si una fuerte asociación entre la presencia de M. anisopliae y los 

suelos cultivados. Los mismos autores establecen que existiría una predominancia 

de B. bassiana en suelos con alto contenido en arcilla, alto pH y bajo contenido de 

materia orgánica, aunque Asensio et al. (2003) establecen que no observaron 

diferencias significativas respecto a las características fisicoquímicas del suelo. 

Respecto a los modelos de prácticas culturales, Klingen et al. (2002) observaron que 

cuando se compara la ocurrencia de HE edáficos en un cultivo convencional y uno 

orgánico, la presencia es mayor en los suelos laboreados de las prácticas orgánicas. 

Sin embargo, los autores destacan que no se puedo observar diferencia alguna en la 

ocurrencia de los HE sobre las borduras, sin importar el modelo agrícola empleado. 

En lo que respecta a la diferenciación de especies dentro del género 

Beauveria, se han propuesto varías técnicas. En algunas ocasiones las diferencias 

entre las especies son más marcadas, pero en la mayoría de los casos estas 

variantes son muy sutiles y se vuelven imposible distinguirlas (Rehner et al., 2011; 

Oda et al., 2014). Esta dificultad es atribuible a la existencia de un complejo de 

especies del género Beauveria, donde el reconocimiento es difícil debido a la falta 

de información de las características taxonómicas. Ante dicha dificultad, los factores 

de elongación 1-alfa utilizados fueron lo suficientemente robustos para diferenciar a 

las cepas aisladas de otras especies de Beauveria presentes en el banco génico 

GenBank®. Todas las cepas encontradas correspondieron a la especie Beauveria 

bassiana. Al igual que en caso del género Metarhizium, Rehner et al. (2011) 

coinciden en que, si bien los cebadores ITS utilizados arrojan resultados positivos en 

la reacción PCR, la información que otorga el fragmento replicado es limitada, 

mostrando dificultades en los alineamientos de los pares de base tanto intra como 

extra-grupo, lo cual genera ambigüedad en los estudios filogenéticos. Este planteo 

de la falta de robustez por parte de los cebadores ITS es ya presentada por Rehner 

y Buckley en 2005. A excepción del primer EF-1-alfa, los otros cebadores evaluados 

en el presente capítulo y que dieron positivo para la amplificación de la zona génica 
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de interés en Beauveria, tampoco resultaron lo suficientemente robustos para 

mostrar las diferencias intragénero. 

El tercer grupo morfológico y menos frecuente (10% - 3 cepas de un total de 

30), mostro características macro y microscópicas similares a las especies 

pertenecientes al género Paecilomyces. Humber (2005), describe como distintivo del 

género, la presencia de conidióforos con forma de botellas y cuellos extendidos 

(fiálides) donde los conidios globosos a alimonados se disponen en cadenas laxas 

muy frágiles. La coloración de las colonias es también distintiva del género, teniendo 

al color rosa mate como la pigmentación por excelencia, aunque pueden 

presentarse casos diferentes. En este caso, los cebadores ITS 4 y 5 no fueron lo 

suficientemente robustos para diferenciar las secuencias de ADN obtenidas de otras 

secuencias similares presentes en GenBank®. El análisis BLAST® de GenBank® 

arrojó que las 3 cepas aisladas poseen gran similitud con la especie Paecilomyces 

lilacinus. Sin embargo, estudios filogenéticos como los realizados por Luangsa-ard 

et al. (2004, 2011) proponen al género Purpureocillium como el más adecuado para 

la especie, denominándola como Purpureocillium lilacinum, tomándose a 

Paecilomyces como una posible sinonimia. Humber (2005, 2012) plantea a Isaria 

como otra sinonimia del género. Aún, los conocimientos sobre este género fúngico 

no están del todo desarrollado, por ello ensayos con factores de elongación 1-alfa 

adecuados a la especie serían necesarios, tendiendo a incrementar la robustez en 

los árboles filogenéticos realizados y así poder observar si existen diferencias entre 

las cepas aisladas. 
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CAPÍTULO II 

Caracterización de las cepas de hongos entomopatógenas 

nativas: rangos térmicos y comportamiento frente a 

fungicidas de síntesis 

 Resumen 

El uso de microorganismos en el Manejo Integrado de Plagas supone, entre otros aspectos, 

contar con agentes capaces de poder desarrollarse y tener acción patogénica en el 

agroecosistema donde se los empleará. Por ello, previa a su utilización se requieren estudios 

que, en cierta medida, permitan generar los conocimientos necesarios para garantizar el éxito 

de la técnica. Los factores abióticos y bióticos influyen en el normal desarrollo de los hongos 

entomopatógenos y en su prevalencia en el sistema. Del mismo modo, las acciones 

antropológicas en el medio poseen un impacto directo sobre los agentes de uso para el control 

biológico de plagas. El presente capítulo posee como objetivos: 1. Evaluar las características 

fisiológicas (rangos térmicos de crecimiento) de las cepas de hongos entomopatógenos 

aisladas, y 2. Evaluar el efecto de los principales fungicidas utilizados en la viticultura argentina 

sobre los entomopatógenos aislados. Para el primer objetivo se realizaron bioensayos para la 

determinación de los rangos térmicos de crecimiento mediante la evaluación del desarrollo radial 

micelial a 5 temperaturas diferentes (4, 17, 21, 24 y 35ºC), durante 10 días consecutivos. En el 

segundo objetivo, se realizaron bioensayos en medios de cultivo conteniendo con cuatro 

productos fitosanitarios de uso corriente: azufre 80% WG, Mancozeb 80% WP, Quinoxyfen 25% 

SC y oxicloruro de cobre 84% WP. Las dosis utilizadas correspondieron a las recomendadas por 

INTA. Luego se evaluó el desarrollo radial micelial durante 15 días. Los resultados obtenidos 

mostraron que las tres especies de hongos entomopatógenos evaluadas poseen un rango 

térmico óptimo entre los 20 y 25ºC, por lo que se las considera mesófilas. Existió variación 

intraespecífica en el género Metarhizium y una alta plasticidad térmica en el género 

Paecilomyces. Algunas cepas de Metarhizium y Paecilomyces fueron capaces de desarrollarse 

a temperaturas superiores a los 24ºC. Los resultados de los bioensayos con productos de 

síntesis química mostraron que, para las tres especies evaluadas, el azufre resultaría inofensivo, 

el oxicloruro de cobre ligeramente tóxico, el Quinoxyfen modernamente tóxico y el Mancozeb 

tóxico. En ninguna de las cepas evaluadas el efecto de los principios químicos fue fungicida, 

sino que se observó un efecto fungistático. Asimismo, se observó la capacidad de ciertas cepas 

de solubilizar al cobre presente en el medio.  
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2.1 Introducción 

 

Los factores abióticos y bióticos que actúan en un agroecosistema juegan un 

rol primordial en la viabilidad de los hongos entomopatógenos (HE), por ende, sus 

efectos son sumamente importantes, y por su implicancia en el posible uso de los 

HE como bioplaguicidas. Por ello, el éxito en la propuesta de un microorganismo 

como agente de control biológico en un programa de MIP implica, sobre todos los 

aspectos, contar con una especie capaz de poder desarrollarse y tener acción 

patogénica en el agroecosistema donde se empleará (Fargues et al., 1992, 1997; 

Majchrowicz y Poprawski, 1993; Uma Devi et al., 2005; Rachappa et al., 2007).  

Dentro de los factores abióticos que poseen mayor influencia, se cita a la 

temperatura como la limitante sobre el buen desarrollo de los HE (McClatchie et al., 

1994). Fargues et al. (1992,1997) hacen hincapié en que el manejo de plagas 

mediante el uso de HE, requiere de la búsqueda de microorganismos que posean 

una gama de tolerancia compatible con las condiciones climáticas del 

agroecosistema donde se utilizarán. Estos mismos autores junto con Uma Devi et al. 

(2005), citan cepas de HE capaces de tolerar temperaturas inferiores a los 15ºC 

para su uso en zonas templadas e indican el interés por seleccionar cepas 

tolerantes a temperaturas superiores a los 25ºC para zonas cálidas.  

Las condiciones térmicas son necesarias tanto para el desarrollo vegetativo 

del hongo como así también para la viabilidad de los propágulos (conidios) y su 

capacidad infecciosa. McClatchie et al. (1994) menciona en su trabajo estudios 

realizados sobre la viabilidad de los conidios de Beauveria bassiana y Metarhizium 

anisopliae, que pocos minutos a 50-70ºC son suficientes para afectar letalmente a 

los conidios de Beauveria, mientras que 10 minutos a 49-50ºC son suficientes para 

generar el mismo efecto en Metarhizium.  

Del mismo modo que con la temperatura, otros factores abióticos son 

estudiados por su importancia en el desarrollo de los HE. Por ejemplo, diferentes 

autores listan a la humedad relativa (HR) y a la luz ultravioleta (UV) junto con la 

temperatura como factores limitantes en la eficacia de la acción patogénica (Yáñez y 

France, 2010; Parker et al., 2015). Asimismo, Yañez y France (2010) hacen mención 

de otras condiciones que influyen sobre la eficacia de los agentes 

entomopatogénicos como son el uso de agroquímicos en el sistema y a la existencia 

y condiciones del hospedero. 

En relación al uso de agroquímicos en un agroecosistema donde se plantea 

el recurrir a agentes de control biológico para el manejo de plagas, Rachappa et al. 

(2007) mencionan que la eficacia en la elección de los HE requiere que haya 
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compatibilidad con los productos autorizados que se usan para el manejo de plagas, 

enfermedades y malezas. Martins et al. (2012) remarcan a la compatibilidad de los 

HE con los productos de uso agrícola, como un punto de gran importancia y que 

debe ser tenido en cuenta por los productores a la hora de realizar cualquier 

intervención en el cultivo. Por ello es necesario discriminar los efectos que los 

productos químicos de uso cotidiano pudieran tener sobre los HE (Majchrowicz y 

Poprawski, 1993). 

Para el caso de la viticultura del oeste argentino, los funguicidas resultan los 

insumos de mayor demanda y empleo por el sector puesto que los mismos, en 

ciertos casos, actúan con doble propósito al ser utilizados para el control de plagas 

como los ácaros mediante los tratamientos con azufre.  

Teniendo en cuenta lo expuesto, el presente capítulo posee dos objetivos 

precisos dentro del estudio de cepas nativas de hongos entomopatógenos. Primero, 

evaluar las características fisiológicas (rangos de temperaturas óptimas de 

crecimiento) de las cepas de hongos entomopatógenos aisladas y, en segundo 

lugar, evaluar el efecto de los principales fungicidas utilizados en la viticultura 

argentina sobre los entomopatógenos aislados. 
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2.2 Materiales y Métodos 

2.2.1 Estudio de los rangos térmicos de crecimiento 

Para cada una de las cepas de HE aisladas se extrajo con un sacabocados 

de 0,5 cm de diámetro, un trozo de la zona en activo crecimiento de colonias de 7 

días de crecimiento a 24ºC y oscuridad. Dicho material se repicó en cajas de Petri 

de 5 cm de diámetro con medio APG (agar 15 g.L-1; caldo de papa 200 g.L-1; glucosa 

20 g.L-1), con agregado de estreptomicina (50 mg.L-1). Para el estudio se realizaron 

tres repeticiones por cepa y por cada rango térmico ensayado (4ºC, 17ºC, 21ºC, 

24ºC y 35ºC).  

Diariamente se evaluó el desarrollo micelial de la colonia durante 10 días 

consecutivos y a total obscuridad. Al décimo día, se dio por finalizado el ensayo 

fotografiaron las cajas de Petri con una cámara Canon© PowerShot G11® a la 

misma distancia de foco. Las imágenes fueron analizadas por el software 

AxioVision® de Carl Zeiss© para determinar la superficie en cm2 de la colonia al 

décimo día de crecimiento. 

Se analizaron los datos del décimo día mediante el software Infostat 2017p® 

para determinar la media de crecimiento/cepa en cm2 y las diferencias estadísticas 

mediante un ANOVA y un análisis de las medias por el test LSD Fisher con α=0,05. 

 

2.2.2 Estudio de la acción de diferentes fungicidas de síntesis sobre los aislados 

nativos  

Se evaluó la posible acción de diferentes fungicidas de uso vitícola sobre el 

crecimiento de los aislados nativos de los géneros Beauveria, Metarhizium y 

Paecilomyces. La técnica empleada fue la del medio de cultivo adicionado con la 

sustancia problema (Mónaco et al., 2001; Castellanos González et al., 2011).  

Para el estudio se seleccionaron 4 productos de síntesis, representantes de 

las principales familias de fungicidas utilizados en los viñedos de Argentina. Los 

mismos se utilizaron a las dosis recomendadas por INTA (100 L.ha-1): Quinoxyfen 

25% SC, Mancozeb 80% WP, Oxicloruro de Cobre 84% WP y Azufre 80% WG. 

En cajas de Petri de 5 cm de diámetro, se agregaron 5 mL de medio APG. 

Mientras el medio aún se encontraba líquido, se adicionó a cada caja 1 mL de las 

suspensiones acuosas de los fungicidas evaluados a fin que cada fungicida 

mantuviera la dosis correspondiente en los 6 mL finales. Una vez solidificado el 

medio, se colocó en el centro de la caja un trozo de medio con hongo estudiado, el 

cual fue extraído con un sacabocados de 0,5 cm de diámetro de la zona de activo 

crecimiento de una e colonia de 7 días de edad crecidas a 24ºC y oscuridad. Luego 

las cajas fueron incubadas a 24ºC y oscuridad por 10 días. Se realizaron tres 
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repeticiones por tratamiento y se utilizó un testigo para cada cepa evaluada, al cual 

al medio se le agregó 1 mL de agua estéril.  

Diariamente se marcaba el crecimiento de la colonia y a la finalización del 

esayo se fotografiaron las cajas de Petri con una cámara Canon© PowerShot G11®. 

Las imágenes fueron analizadas por el software AxioVision® de Carl Zeiss© para 

determinar la superficie en cm2 de la colonia al décimo día de crecimiento. 

Se determinó el porcentaje de inhibición (%I) entre los periodos de 

crecimiento evaluados (días) para cada una de las cepas mediante la estimación del 

crecimiento/cepa en cm2/día para cada tratamiento y su testigo. La ecuación 

adaptada de Abbot fue: 

 

 

%𝐼 =  
𝐶𝑡𝑛 − 𝐶𝑇𝑛

𝐶𝑡𝑛
 

 

Donde (%I) Porcentaje de inhibición, (Ctn) área en cm2 de crecimiento de la colonia testigo en el 

día n, (CTn) área en cm2 de crecimiento de la colonia del tratamiento “x” en el día n. 

 

 

Se ajustó mediante el software Infostat 2017p® un Modelo Lineal Mixto 

(MLM) donde se consideraron como efectos fijos los tratamientos (fungicida), las 

cepas (aislados), el tiempo (días) [considerado como covariable] y todas sus 

interacciones. Asimismo, en el modelo se incluyó un efecto de la unidad 

experimental (caja de Petri) como aleatorio, que se utilizó para modelar las 

correlaciones temporales entre observaciones que provienen de una misma unidad 

experimental en distintos momentos de tiempo. Se consideró un término de error 

aleatorio con distribución normal.  

Las comparaciones estadísticas realizadas a partir del MLM se realizaron 

mediante un Test DGC (α= 0,05) para dos momentos precisos; se comparó el %I en 

el último día de registro, a fin de estimar diferencias entre cepas y, además, se 

evaluó el efecto del tratamiento a lo largo del estudio. 

Se clasificó la acción de los fungicidas evaluados mediante la escala 

confeccionada por la Organización Internacional de Lucha Biológica (Viñuela et al., 

1993) (Tabla 15) y el %I calculado para el décimo día de crecimiento. 
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Tabla 14: Clasificación de la acción de los fungicidas según el %I obtenido a los 10 días de incubación 

%I Clasificación 

<30 Inofensivo 

30-75 Ligeramente tóxico 

75-90 Moderadamente tóxico 

>90 Tóxico 

Fuente: Viñuela et al., 1993 
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2.3 Resultados 

2.3.1 Estudio de los rangos térmicos de crecimiento 

 

A continuación, se muestran los resultados de crecimiento de la colonia de 

cada cepa de HE aislada obtenidos para cada temperatura ensayada (Tabla 15, 16, 

17, 18 y 19). Asimismo, las Figuras 29, 31 y 33 muestran a modo de ejemplo, el 

crecimiento de una cepa “tipo” para cada género aislado.  

Las Figuras 30, 32, 34, 35 y 36 representan a modo gráfico el crecimiento 

para cada cepa de HE aislada obtenido en las temperaturas ensayadas, respecto al 

crecimiento medio del género evaluado. 

 

 

Tabla 15: Valores de media de crecimiento (cm2) en el décimo día de incubación y resultados Test LSD 
Fisher (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género Beauveria 

Beauveria 

ºC ACA 

p < 0,0001 

BsoilAR-4.1(2) 

p 0,0001 

BinsAR-1 

p < 0,0001 

BinsAR-2 

p < 0,0001 

4 0,24 A 0,33 A 0,21 A 0,26 A 

17 1,44±0,1 B 6,61±1,2 C 1,21 B 2,69 B 

21 7,62±0,2 D 8,89±1,3 CD 8,83±0,9 D 13,57±1,6 D 

24 4,54±0,3 C 9,97±0,6 D 6,32±0,5 C 10,36±0,9 C 

35 0,31±0,1 A 3,6±0,2 B 0,54 AB 0,11 A 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes  

(p > 0,05) 

 

 

Figura 29: Ejemplo de áreas de crecimiento (cm2) a diferentes temperaturas de la cepa BinsAR-1. (A) 
4ºC; (B) 17ºC; (C) 21ºC; (D) 24ºC; (E) 35ºC.  

 

 

 

 

 

 

 

A B C D E 
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Figura 30: Curvas de crecimiento de las cepas de Beauveria respecto a la media del género (primera 
parte): (A) ACA; (B) BinsAR1; (C) BinsAR2; (D) BsoilAR4.1(2). La línea continua indica el valor medio 
para todas las cepas aisladas del género Beauveria.  
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Tabla 16: Valores de media de crecimiento (cm2) en el décimo día de incubación y resultados Test LSD 
Fisher (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género Paecilomyces 

Paecilomyces 

 PsoilAR-4.1(2) 

p 0,0001 

PsoilAR-2.3(4) 

p < 0,0001 

PsoilAR-24.3 

p < 0,0001 

4ºC 0,31 A 0,27 A 0,29 A 

17ºC 11,13 ± 1,2 B 9,99 ± 0,7 BC 10,23 ± 0,5 C 

21ºC 16,45 ± 2,5 C 16,68 ± 1,4 D 19,26 ± 1,9 E 

24ºC 15,6 ± 1,3 C 13,13 ± 1,9 CD 14,53 ± 0,6 D 

35ºC 8,16 ± 0,4 B 7,75 ± 0,3 B 7,19 ± 0,3 B 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes 

(p > 0,05) 

 

 

Figura 31: Ejemplo de áreas de crecimiento (cm2) a diferentes temperaturas de la cepa PsoilAR24.3. 
(A) 4ºC; (B) 17ºC; (C) 21ºC; (D) 24ºC; (E) 35ºC.  

 
 

 

Figura 32: Curvas de crecimiento de las cepas de Paecilomyces respecto a la media del género: (A) 
PsoilAR4.1(2); (B) PsoilAR2.3(4); (C) PsoilAR24.3. La línea continua indica el valor medio para todas 
las cepas aisladas del género Paecilomyces.  
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Tabla 17: Valores de media de crecimiento (cm2) en el décimo día de incubación y resultados Test LSD Fisher (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género 
Metarhizium. Primera parte 

Metarhizium 

 MsoilAR-14.3 

p 0,0001 

MsoilAR-18.5(3) 

p 0,0002 

MsoilAR-2.5(2) 

p 0,0015 

MsoilAR-4.3 

p < 0,0001 

MsoilAR-2.3(1) 

p < 0,0001 

MsoilAR-2.3(2) 

p 0,0012 

MsoilAR-2.3(4) 

p 0,0015 

MsoilAR-18.5(2) 

p < 0,0001 

MsoilAR-10 

p < 0,0001 

4ºC 0,18 A 0,24 A 0,24 A 0,20 A 0,19 A 0,24 A 0,17 A 0,27 A 0,31 A 

17ºC 1,57±0,1 A B 0,97 A 2,15±0,1 A 1,70±0,1 B 1,59 A B 1,57 A 2,17 A 6,33±0,1 B 8,51 ±0,8 B 

21ºC 8,81±0,9 C 3,77±0,9 B 11,95±3,3 B 5,80±0,3 D 12,02±1 C 8,12±2 B 9,95±2,4 B 7,98±0,2 C 11,79 ±0,6 C 

24ºC 7,33±1,6 C 5,45±0,8 C 9,00±0,7 B 4,91±0,4 C 12,65±0,9 C 9,10±1,8 B 10,72±2,3 B 8,29±0,5 C 12,13±0,4 C 

35ºC 3,61±0,2 B 2,92±0,1 B 3,18±0,6 A 2,48±0,3 B 2,74±0,2 B 3,85±0,2 A 3,07±0,2 A 10,63±0,1 D 11,12±0,2 C 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

Tabla 18: Valores de media de crecimiento (cm2) en el décimo día de incubación y resultados Test LSD Fisher (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género 
Metarhizium. Segunda parte 

Metarhizium 

 MsoilAR-15.1 

p < 0,0001 

MsoilAR-15.3 

p < 0,0001 

MsoilAR-15.7 

p < 0,0001 

MsoilAR-16.1 

p < 0,0001 

MsoilAR-16.3 

p < 0,0001 

MsoilAR-16.7 

p < 0,0001 

MsoilAR-16.8 

p < 0,0001 

MsoilAR-16.9 

p < 0,0001 

MsoilAR-16.10 

p < 0,0001 

4ºC 0,32 A 0,29 A 0,22 A 0,29 A 0,23 A 0,23 A 0,27 A 0,27 A 0,23 A 

17ºC 10,53±0,1 B 7,82±0,7 B 6,50±0,3 B 7,34±0,4 B 8,62±0,3 BC 7,46±0,6 BC 7,19±0,2 B 7,19±0,5 B 7,76±0,6 B 

21ºC 12,41±3 B 9,08±0,7 B 8,16±0,3 C 9,65±0,5 C 14,34±0,4 D 10,82±0,8 D 12,73±1,8 D 12,73±0,6 D 9,45±0,8 C 

24ºC 14,31±0,2 B 9,28±1,2 B 8,87±0,6 C 9,24±0,6 C 9,28±0,3 C 8,29±0,1 C 9,64±0,2 BC 9,64±0,5 BC 9,87±0,5 C 

35ºC 3,65±0,3 A 9,38±0,7 B 11,06±0,4 D 11,50±0,1 D 7,89±0,2 B 6,81±0,2 B 12,15±0,4 CD 12,15±0,4 CD 12,75±0,3 D 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Tabla 19: Valores de media de crecimiento (cm2) en el décimo día de incubación y resultados Test LSD 
Fisher (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género Metarhizium. Tercera parte. 

Metarhizium 

 MsoilAR-17.2 

p < 0,0001 

MsoilAR-17.4 

p < 0,0001 

MsoilAR-17.5 

p < 0,0001 

MsoilAR-17.7 

p < 0,0001 

MsoilAR-17.9 

p < 0,0001 

4ºC 0,28 A 0,28 A 0,27 A 0,27 A 0,23 A 

17ºC 9,55±0,5 B 9,59±0,3 B 8,11±0,6 B 9,64±0,7 B 13,41±0,7 BC 

21ºC 14,52±0,9 D 11,54±0,4 C 11,98±1,2 C 17,11±1,3 D 15,69±0,4 C 

24ºC 10,08±0,8 BC 11,76±0,3 C 11,30±0,6 C 11,42±0,5 BC 11,42±1,7 B 

35ºC 11,93±0,4 C 11,54±0,3 C 12,62±0,4 C 12,89±0,1 C 12,24±0,5 B 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes 

(p > 0,05) 

 

Figura 33: Ejemplo de áreas de crecimiento (cm2) a diferentes temperaturas de la cepa MsoilAR-4.3. 
(A) 4ºC; (B) 17ºC; (C) 21ºC; (D) 24ºC; (E) 35ºC.  

 

 

 

Figura 34: Curvas de crecimiento de las cepas de Metarhizium respecto a la media del género (Primera 
parte): (A) MsoilAR2.3(1); (B) MsoilAR2.3(2); (C) MsoilAR2.3(4); (D) MsoilAR2.5(2). La línea continua 
indica el valor medio para todas las cepas aisladas del género Metarhizium.  

A B 

C D 

A B C D E 

Temperatura de incubación en grados Celsius 

S
u

p
e
rf

ic
ie

 e
n

 c
m

2
 



108 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Curvas de crecimiento de las cepas de Metarhizium respecto a la media del género 
(segunda parte): (A) MsoilAR4.3; (B) MsoilAR10; (C) MsoilAR15.1; (D) MsoilAR15.1; (E) MsoilAR15.3; 
(F) MsoilAR15.7; (G) MsoilAR16.1; (H) MsoilAR16.3; (I) MsoilAR16.7; (J) MsoilAR16.8 La línea continua 

indica el valor medio para todas las cepas aisladas del género Metarhizium. 
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Figura 36: Curvas de crecimiento de las cepas de Metarhizium respecto a la media del género (tercera 
parte): (A) MsoilAR16.9; (B) MsoilAR16.10; (C) MsoilAR17.2; (D) MsoilAR17.4; (E) MsoilAR17.5; (F) 
MsoilAR17.7; (G) MsoilAR17.8; (H) MsoilAR18.5(2); (I) MsoilAR18.5(3). La línea continua indica el valor 

medio para todas las cepas aisladas del género Metarhizium. 
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Los resultados de crecimiento de la colonia de cada género de HE estudiado, 
obtenidos para cada temperatura ensayada son mostrados en las Tablas 21, 22, y 
23. 

Las Tablas 23, 24, 25, 26 y 27 muestran los resultados obtenidos de los 
análisis estadísticos efectuados (Test LSD Fisher) para los tres géneros en cada 
temperatura evaluada. 
 
Tabla 20: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para los distintos Tratamientos (p < 
0,0001) para el género Beauveria en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

TRATAMIENTO (ºC) MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

4 0,25±0,01 A 

17 2,59±0,49 B 

21 9,67±0,68 D 

24 8,15±0,77 C 

35 0,84±0,3 A 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Tabla 21: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para los distintos Tratamientos (p 
<0,0001) para el género Paecilomyces en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

TRATAMIENTO (ºC) MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

4 0,29±0,01 A 

17 10,45±0,47 C 

21 17,46±1,08 E 

24 14,42±0,79 D 

35 7,70±0,23 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Tabla 22: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para los distintos Tratamientos (p 
<0,0001) para el género Metarhizium en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

TRATAMIENTO (ºC) MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

4 0,25±0,01 A 

17 6,39±0,42 B 

21 10,92±0,44 E 

24 9,66±0,3 D 

35 8,30±0,49 C 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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Tabla 23: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para el Tratamiento a 4ºC (p 0,0268) 
para para todos los géneros en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

GENERO MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

Beauveria 0,25±0,01 A 

Metarhizium 0,25±0,01 A 

Paecilomyces 0,29±0,01 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 
 
Tabla 24: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para el Tratamiento a 17ºC (p < 0,0001) 
para para todos los géneros en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

GENERO MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

Beauveria 2,59±0,49 A 

Metarhizium 6,39±0,47 B 

Paecilomyces 10,45±0,42 C 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

Tabla 25: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para el Tratamiento a 21ºC (p < 0,0001) 

para para todos los géneros en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

GENERO MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

Beauveria 9,67±0,68 A 

Metarhizium 10,92±1,08 A 

Paecilomyces 17,46±0,44 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 
 
Tabla 26: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para el Tratamiento a 24ºC (p < 0,0001) 
para para todos los géneros en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

GENERO MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

Beauveria 8,15±0,77 A 

Metarhizium 9,66±0,79 B 

Paecilomyces 14,42±0,3 C 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 
 
Tabla 27: Resultados obtenidos del Test LSD Fisher (α=0,05) para el Tratamiento a 35ºC (p < 0,0001) 

para para todos los géneros en función a la media del tamaño de la colonia (cm2) 

GENERO MEDIA (cm2) TEST LSD Fisher (α=0,05) 

Beauveria 0,84±0,3 A 

Metarhizium 7,70±0,23 B 

Paecilomyces 8,30±0,49 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
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2.3.2 Estudio de la acción de diferentes fungicidas de síntesis sobre los aislados 

 

A continuación, se muestran los resultados de porcentaje de inhibición (%I) 

para cada cepa de HE aislada en los tratamientos empleados (Tabla 28, 30, 32, 34 y 

36). Asimismo, las Tablas 29, 31, 33, 35 y 37 muestran la clasificación de la acción 

de los funguicidas según el %I.  

Las Figuras 37 y 40 muestran, a modo de ejemplo, el crecimiento a los 10 

días de incubación para una cepa del género Beauveria y una para el género 

Metarhizium. Las Figuras 38, 39, 41, 42 y 43 representan a modo gráfico el %I de 

cada tratamiento para cada cepa de HE aislada a lo largo de los 10 días de 

incubación. 

 

 

Tabla 28: Valores de media de porcentaje de inhibición (%I) a los 10 días de incubación y resultados 

Test DGC (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género Beauveria 

Beauveria 

 ACA 

p 0,0502 

BsoilAR-4.1(2) 

p < 0,0001 

BinsAR-1 

p < 0,0001 

BinsAR-2 

p < 0,0001 

Azufre 0,38 A 0,01 A (0,09) A 0,04 A 

Quinoxyfen 0,40 A B 0,44 B 0,07 A 0,45 C 

Mancozeb 0,88 BC  0,92 C 0,92 B 0,94 D 

Oxi. de Cu 0,93 C 0,37 B 0,76 B 0,35 B 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes  

(p > 0,05) 

 

Tabla 29: Clasificación de la acción de los fungicidas según el %I obtenido a los 10 días de incubación 
para cada una de las cepas evaluadas del género Beauveria 

Beauveria 

 ACA BsoilAR-4.1(2) BinsAR-1 BinsAR-2 

Azufre + - - - 

Quinoxyfen + + - + 

Mancozeb ++ +++ +++ +++ 

Oxi. de Cu +++ + ++ + 

Valores: (-) Inofensivo, (+) Ligeramente tóxico, (++) Moderadamente tóxico, (+++) Tóxico 
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Figura 37: Ejemplo de áreas de crecimiento (cm2) en los diferentes tratamientos para la cepa BsoilAR-

4.1(2). (A) Testigo; (B) Azufre; (C) Quinoxyfen; (D) Oxicloruro de Cobre; (E) Mancozeb.  

 

 

 

 

 

Figura 38: Gráficos de correlación entre el efecto de inhibición (%) y el tiempo (días) para cada 
tratamiento: Azufre (azul), Quinoxyfen (gris), Oxicloruro de cobre (naranja), Mancozeb (amarillo). (A) 
ACA; (B) BinsAR2; (C) CCH y (D) BsoilAR4.1(2). Los valores de %I representan los valores estimados 
mediante el MLM ejecutado, valores negativos indican posibles efectos sinérgicos.  
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Tabla 30: Valores de media de porcentaje de inhibición (%I) a los 10 días de incubación y resultados 
Test DGC (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género Paecilomyces 

Paecilomyces 

 PsoilAR-4.1(2) 

p 0,0002 

PsoilAR-2.3(4) 

p < 0,0001 

PsoilAR-24.3 

p < 0,0001 

Azufre 0,53 A 0,42 A 0,31 A 

Quinoxyfen 0,89 B 0,83 B 0,78 B 

Mancozeb 0,98 B 0,97 C 0,97 B 

Oxicloruro de Cu 0,53 A 0,42 A 0,33 A 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes 

(p > 0,05) 

 

Tabla 31: Clasificación de la acción de los fungicidas según el %I obtenido a los 10 días de incubación 
para cada una de las cepas evaluadas del género Paecilomyces 

Paecilomyces 

 PsoilAR-4.1(2) PsoilAR-2.3(4) PsoilAR-24-3 

Azufre + + + 

Quinoxyfen ++ ++ ++ 

Mancozeb +++ +++ +++ 

Oxicloruro de Cu + + + 

Valores: (-) Inofensivo, (+) Ligeramente tóxico, (++) Moderadamente tóxico, (+++) Tóxico 

 

 

Figura 39: Gráficos de correlación entre el efecto de inhibición (%) y el tiempo (días) para cada 
tratamiento: Azufre (azul), Quinoxyfen (gris), Oxicloruro de cobre (naranja), Mancozeb (amarillo). (A) 
PsoilAR2.3(4); (B) PsoilAR4.1(2) y (C) PsoilAR24.3. Los valores de %I representan los valores 
estimados mediante el MLM ejecutado, valores negativos indican posibles efectos sinérgicos.  
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Tabla 32: Valores de media de porcentaje de inhibición (%I) a los 10 días de incubación y resultados Test DGC (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género 
Metarhizium. Primera parte 

Metarhizium 

 MsoilAR-14.3 

p 0,0008 

MsoilAR-18.5(3) 

p 0,0119 

MsoilAR-2.5(2) 

p 0,0001 

MsoilAR-4.3 

p 0,0002 

MsoilAR-2.3(1) 

p 0,0021 

MsoilAR-2.3(2) 

p 0,0178 

MsoilAR-2.3(4) 

p 0,0248 

MsoilAR-18.5(2) 

p 0,0053 

MsoilAR-10 

p < 0,001 

Azufre 0,41 A 0,19 A 0,20 B (0,13) A 0,35 A 0,46 A 0,47 A 0,45 A 0,12 A 

Quinoxyfen 0,79 B 0,95 B 0,45 C 0,36 B 0,86 B 0,95 B 0,95 B C 0,95 B 0,94 C 

Mancozeb 0,89 B 0,94 B 0,89 D 0,87 C 0,91 B 0,97 B 0,97 C 0,88 B 0,93 C 

Oxi. de Cu 0,15 A 0,48 A (0,04) A 0,16 B 0,37 A 0,46 A 0,62 A B 0,39 A 0,22 B 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

 

Tabla 33: Clasificación de la acción de los fungicidas según el %I obtenido a los 10 días de incubación para cada una de las cepas evaluadas del género Metarhizium. 

Primera parte 

Metarhizium 

 MsoilAR-14.3 MsoilAR-18.5(3) MoilAR-2.5(2) MsoilAR-4.3 MsoilAR-2.3(1) MsoilAR-2.3(2) MsoilAR-2.3(4) MsoilAR-18.5(2) MsoilAR-10 

Azufre + - - - + + + + - 

Quinoxyfen ++ +++ + + ++ +++ +++ +++ +++ 

Mancozeb ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ ++ +++ 

Oxi. de Cu - + - - + + + + - 

Valores: (-) Inofensivo, (+) Ligeramente tóxico, (++) Moderadamente tóxico, (+++) Tóxico 
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Tabla 34: Valores de media de porcentaje de inhibición (%I) a los 10 días de incubación y resultados Test DGC (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género 
Metarhizium. Segunda parte. 

Metarhizium 

 MsoilAR-15.1 

p < 0,0001 

MsoilAR-15.3 

p < 0,0001  

MsoilAR-15.7 

p < 0,0001  

MsoilAR-16.1 

p 0,0004  

MsoilAR-16.3 

p 0,0005 

MsoilAR-16.7 

p 0,0299 

MsoilAR-16.8 

p 0,0329 

MsoilAR-16.9 

p 0,0001 

Azufre (0,24) A (0,14) A (0,02) A 0,43 A 0,18 A 0,40 A 0,45 A 0,23 A 

Quinoxyfen 0,90 C 0,90 C 0,91 B 0,84 B 0,85 C 0,85 B 0,82 B C 0,80 B 

Mancozeb 0,88 C 0,90 C 0,91 B 0,86 B 0,88 C 0,84 B 0,87 C 0,90 B 

Oxi. de Cu 0,53 B 0,26 B 0,01 A 0,37 A 0,46 B 0,67 A B 0,51 A B 0,41 A 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

 

 

Tabla 35: Clasificación de la acción de los fungicidas según el %I obtenido a los 10 días de incubación para cada una de las cepas evaluadas del género Metarhizium. 
Segunda parte 

Metarhizium 

 MsoilAR-15.1 MsoilAR-15.3 MsoilAR-15.7 MsoilAR-16.1 MsoilAR-16.3 MsoilAR-16.7 MsoilAR-16.8 MsoilAR-16.9 

Azufre - - - + - + + - 

Quinoxyfen ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Mancozeb ++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Oxi. de Cu + - - + + + + + 

Valores: (-) Inofensivo, (+) Ligeramente tóxico, (++) Moderadamente tóxico, (+++) Tóxico 
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Tabla 36: Valores de media de porcentaje de inhibición (%I) a los 10 días de incubación y resultados 
Test DGC (α = 0,05) para cada una de las cepas evaluadas del género Metarhizium. Tercera parte. 

Metarhizium 

    MsoilAR-16.10 

     p < 0,001 

MsoilAR-17.2 

p 0,0006 

MsoilAR-17.4 

p < 0,001 

MsoilAR-17.5 

p 0,0073 

MsoilAR-17.7 

p < 0,001 

MsoilAR-17.9 

p < 0,001 

Azufre 0,11 A 0,06 A 0,10 A 0,22 A 0,16 A 0,36 A 

Quinoxyfen 0,94 C 0,73 B 0,92 B 0,92 B 0,89 B 0,89 B 

Mancozeb 0,95 C 0,87 B 0,97 B 0,89 B 0,97 B 0,93 B 

Oxi. de Cu 0,22 B 0,34 A 0,28 A 0,51 A 0,11 A 0,41 A 

Dentro de una misma columna, medias con una letra común no son significativamente diferentes  

(p > 0,05) 

 

Tabla 37: Clasificación de la acción de los fungicidas según el %I obtenido a los 10 días de incubación 

para cada una de las cepas evaluadas del género Metarhizium. Tercera parte. 

Metarhizium 

 MsoilAR-16.10 MsoilAR-17.2 MsoilAR-17.4 MsoilAR-17.5 MsoilAR-17.7 MsoilAR-17.9 

Azufre - - - - - + 

Quinoxyfen +++ + +++ +++ ++ ++ 

Mancozeb +++ ++ +++ ++ +++ +++ 

Oxi. de Cu - + - + - + 

Valores: (-) Inofensivo, (+) Ligeramente tóxico, (++) Moderadamente tóxico, (+++) Tóxico 

 

 

Figura 40: Ejemplo de áreas de crecimiento (cm2) en los diferentes tratamientos para la cepa MsoilAR-

4.3. (A) Testigo; (B) Azufre; (C) Quinoxyfen; (D) Oxicloruro de Cobre; (E) Mancozeb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C D E A B C D E 



118 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41: Gráficos de correlación entre el efecto de inhibición (%) y el tiempo (días) para cada 
tratamiento: Azufre (celeste), Quinoxyfen (azúl), Oxicloruro de cobre (verde), Mancozeb (marrón). (A) 
MsoilAR2.3(1), (B) MsoilAR2.3(2), (C) MsoilAR2.3(4), (D) MsoilAR2.5(2), (E) MsoilAR4.3, (F) 
MsoilAR10, (G) MsoilAR14.3, (H) MsoilAR15.1, (I) MsoilAR15.7 y (J) MsoilAR16.1. Los valores de %I 
representan los valores estimados mediante el MLM ejecutado, valores negativos indicas posibles 
efectos sinérgicos. 
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Figura 42: Gráficos de correlación entre el efecto de inhibición (%) y el tiempo (días) para cada 
tratamiento: Azufre (celeste), Quinoxyfen (azúl), Oxicloruro de cobre (verde), Mancozeb (marrón). (A) 
MsoilAR16.3, (B) MsoilAR16.7, (C) MsoilAR16.8, (D) MsoilAR16.9, (E) MsoilAR16.10, (F) MsoilAR17.2, 
(G) MsoilAR17.4, (H) MsoilAR17.5, (I) MsoilAR17.7 y (J) MsoilAR17.9. Los valores de %I representan 
los valores estimados mediante el MLM ejecutado, valores negativos indican posibles efectos 
sinérgicos. 
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Figura 43: Gráficos de correlación entre el efecto de inhibición (%) y el tiempo (días) para cada 
tratamiento: Azufre (celeste), Quinoxyfen (azúl), Oxicloruro de cobre (verde), Mancozeb (marrón). (A) 
MsoilAR18.5(2), (B) MsoilAR18.5(3). Los valores de %I representan los valores estimados mediante el 
MLM ejecutado, valores negativos indican posibles efectos sinérgicos. 

 

 

En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos mediante el MLM Test 

DGC (α= 0,05) para la interacción CEPA x TRATAMIENTO a lo largo de todo el 

ensayo. 
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Figura 44: Dendograma de los efectos de CEPA y TRATAMIENTO mediante el MLM y el Test DGC (α=0,05). Ramificaciones superiores a la línea transversal indican 
diferencias significativas entre los clusters.  
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Los resultados obtenidos del análisis MLM Test GDC (α= 0,05) para la interacción GENERO frente a todos los tratamientos ensayados, 
son presentados en la Figura 45. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 45: Dendograma de los efectos de GENERO mediante el 
MLM y el Test DGC (α=0,05). Ramificaciones superiores a la 
línea transversal indican diferencias significativas entre los 
géneros evaluados. 
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Los resultados obtenidos del análisis MLM Test GDC (α= 0,05) para la interacción TRATAMIENTO frente a todas las cepas evaluadas, 
son presentados en la Figura 46. 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 46: Dendograma de los efectos de TRATAMIENTO mediante el MLM y el Test DGC (α=0,05). La ausencia de una línea transversal indica la 
presencia de diferencia significativa entre e intra cluster. 
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2.4 Discusión 

La utilización de microorganismos en el manejo de plagas agrícolas supone 

la realización de estudios previos que puedan, en cierta medida, generar los 

conocimientos necesarios para garantizar el éxito de la técnica. En este Capítulo de 

la Tesis, se estudiaron dos factores que poseen un rol considerable en el posible 

establecimiento de los HE como agentes de control biológico: el rango térmico de 

desarrollo y la acción de algunos fungicidas de síntesis utilizados en la viticultura 

argentina.  

Los resultados obtenidos de los bioensayos de rangos térmicos mostraron 

que los tres géneros evaluados poseen un rango de crecimiento óptimo entre los 20 

y 25ºC, similar al de la mayoría de los hongos mesófilos. Estos resultados son 

coincidentes con los obtenidos por Fargues et al. (1992) y Hallsworth y Magan 

(1999), quienes observaron asimismo variabilidad interespecífica a nivel de rangos y 

temperaturas de actividad entre las cepas por ellos evaluadas. En este sentido y a 

partir de las comparaciones realizadas entre cepas, el género que mayor variabilidad 

mostró fue Metarhizium, donde algunas cepas mostraron mayor crecimiento a 

temperaturas superiores a los 24ºC (MsoilAR-18.5(2) y MsoilAR-16.10). Esta 

variabilidad interespecífica se revela en el trabajo de Klingen y Haukeland (2006), 

quienes establecen que la distribución geográfica de las especies/cepas de HE está 

sujeta a los requerimientos térmicos de las mismas, teoría mencionada también por 

Bidochka y Small (2005). Este planteo hace suponer que, si se considera, por 

ejemplo, el origen de cada una de las cepas evaluadas del género Metarhizium se 

podría sospechar que aquellas provenientes de las provincias de Salta y La Rioja 

son capaces de desarrollarse aún en temperaturas superiores a los 24ºC, mientras 

que las cepas provenientes de Mendoza estarían más adaptadas a temperaturas 

próximas a los 21ºC. 

Esta misma hipótesis no resultaría correcta para el caso de las cepas del 

género Paecilomyces quienes, en comparación con los otros dos géneros 

estudiados, mostraron un mayor desarrollo en todas las temperaturas evaluadas sin 

importar el origen de las mismas. Ante esta dicotomía, Uma Devi et al. (2005) 

señalan que ellos no observaron correlación entre las zonas de origen y la habilidad 

de las cepas para desarrollarse a altas temperaturas, oponiéndose en cierto modo a 

los resultados de Fargues et al. (1992) quienes si mencionan una débil correlación. 

Del mismo modo, Rath et al. (1995) indican que algunos aislados no poseen su 

máximo crecimiento a la temperatura dominante de la región de origen, sino que su 

presencia y prevalencia se encontraría sujeta a la presencia de hospederos 
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susceptibles. Este último punto es contrastado por los trabajos de Bidochka et al. 

(2001) y Bidochka y Small (2005) quienes, para el caso de la especie Metarhizium 

anisopliae, establecen que su distribución si se encontraría ligada a las condiciones 

ambientales y no a la presencia de hospederos susceptibles, mencionando la 

posibilidad de encontrarse frente a una especie críptica.  

A partir de la importancia de encontrar cepas de HE nativas capaces de 

tolerar las condiciones térmicas del agroecosistema vitícola argentino, los resultados 

obtenidos muestran dos grupos que comparten una temperatura óptima de 

crecimiento, pero que se pueden diferenciar por la amplitud de sus rangos. En un 

primer lugar se encontraría el género Beauveria con un rango (17-24ºC) acotado a 

temperaturas inferiores a los rangos de los géneros Metarhizium y Paecilomyces 

(17-35ºC), por lo cual, su utilización estaría recomendada para regiones templadas. 

En segundo lugar, se encuentran los géneros con capacidad de desarrollo en zonas 

cálidas, donde si bien tanto Metarhizium como Paecilomyces poseen un mismo 

rango de desarrollo, los análisis estadísticos realizados mostraron que el género 

Paecilomyces sería más plástico, con un desarrollo significativamente superior al 

resto tanto a temperaturas templadas (17 y 21ºC), como en el caso de 24ºC.  

El otro factor evaluado para el establecimiento de los aislados nativos de HE 

como control biológico, fue la acción de algunos fungicidas de síntesis utilizados en 

la viticultura argentina. Se evaluaron cuatro fungicidas de uso corriente en los 

viñedos argentinos: Azufre, Quinoxyfen, Mancozeb y Oxicloruro de Cobre. Los 

resultados obtenidos a partir de los bioensayos mostraron que, para las tres 

especies evaluadas, el Azufre resultaría inofensivo, el Oxicloruro de Cobre 

ligeramente tóxico, Quinoxyfen moderadamente tóxico y Mancozeb tóxico (según la 

escala planteada por Viñuela et al. 1993).  

Si bien sobre el total de cepas evaluadas, los tratamientos poseyeron 

interacciones estadísticamente diferentes entre sí, en ninguna de las cepas 

evaluadas se observó una acción del tipo fungicida sino más bien fungistática, dado 

que al transcurrir el tiempo (próximo a los 15 días de finalizado el ensayo), las cepas 

retomaban su crecimiento. Este parámetro es también citado por Rachappa et al. 

(2007) y por Martins et al. (2012). 

La acción de los fungicidas evaluados concuerda con las observaciones 

realizadas por diversos autores. Majchrowicz y Poprawski (1993) mencionan que el 

azufre tendría un efecto promotor en el crecimiento de algunas cepas de Beauveria 

bassiana, tal como se observó en los resultados de las cepas BinsAR-1, RINCO y 

CCH y en la cepa MsoilAR15.1 de la especie Metarhizium robertsii. Asimismo, estos 

autores junto con Castellanos González et al. (2011) establecen que el Mancozeb 
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inhibe completamente a las cepas por ellos estudiadas y junto con Martins et al. 

(2012) que el Oxicloruro de Cobre tiene un efecto fuertemente fungistático. 

D´Alessandro et al. (2010) observaron que las cepas de Isaria fumosorosea Wize 

que el Oxicloruro de Cobre no afectaba la germinación de los conidios, pero que si 

poseía un efecto antagónico sobre la acción patogénica de esta especie sobre ninfas 

de Trialeurodes vaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae). 

En cuanto a la interacción CEPA x TRATAMIENTO a lo largo de todo el 

ensayo, el Modelo Lineal Mixto efectuado permitió identificar 4 cluster 

estadísticamente diferentes. La composición de estos clusters fue variada, con 

representantes de los distintos géneros evaluados, mostrando por ejemplo que como 

reportan Castellanos González et al. (2011), la acción de Mancozeb para la mayoría 

de las cepas evaluadas es de una fuerte inhibición que aumenta a lo largo del 

tiempo (pudiendo alcanzar el 100%), aunque no llegue a tener acción fungicida per 

se.  

El conocimiento de la compatibilidad entre el uso de microorganismos como 

agentes de control biológico y los plaguicidas de base sintética, es un punto clave en 

la técnica del MIP mediante HE (Meyling y Eilenberg, 2007). Los bioensayos 

realizados mostraron que existen productos de uso corriente en la viticultura 

argentina compatibles con las cepas nativas aisladas, al no mostrar acción fungicida 

sobre las mismas. En este sentido, la planificación de un correcto calendario 

fitosanitario dentro de un manejo integrado de plagas y enfermedades permitiría 

dilucidar que producto de base sintética es más recomendable a partir de los 

momentos oportunos de aplicación (enfermedad) y del desarrollo del agente de 

biocontrol. Asimismo, tanto Majchrowicz y Poprawski (1993) como Meyling y 

Eilenberg (2007) aclaran que los resultados obtenidos mediante estudios in vitro 

pueden no poseer el mismo resultado en ensayos a campo ni podrían extrapolarse 

directamente, dado que no necesariamente los principios tóxicos en laboratorio 

pueden serlo bajo otras condiciones. En este sentido, Meyling y Eilenberg (2007) 

enfatizan que las complejas interacciones entre los componentes de un 

agroecosistema permitirían realizar tratamientos conjuntos con fungicidas dentro de 

un plan de MIP. 

Desde otra óptica, al considerar el tratamiento realizado con Oxicloruro de 

Cobre, se pudo observar que algunas cepas de los géneros Beauveria y 

Metarhizium (ver Figura 38 D y Figura 41 D) eran capaces de generar un halo 

incoloro en la zona de crecimiento (con grosor variable entre cepas). Dicha 

decoloración del medio (en un principio azul-verdoso), implicaría que existe una 

interacción entre el hongo y el medio ante la presencia de metales tóxicos. Fomina 
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et al. (2005) plantean que, durante el crecimiento del micelio, los hongos tienen la 

habilidad de producir exudados como ácidos orgánicos, protones y otros metabolitos 

capaces de erosionar minerales, rocas y otros materiales. Estos autores observaron 

que ciertas especies de Beauveria podían solubilizar y transformar cadmio, zinc, 

cobre en precipitados insolubles. Esta transformación, según los mismos autores, se 

debe a la excreción en el medio de ácido acético, ácido cítrico y ácido oxálico, entre 

otros, inducidos por la presencia de metales tóxicos. 

Del mismo modo, Martins et al. (2012) observaron como cepas de B. 

bassiana fueron capaces de solubilizar fungicidas de base cúprica con la producción 

de halos incoloros, resultando estos mayores en medios con Oxicloruro de Cobre e 

Hidróxido de Cobre que con la mezcla conocida como “caldo bordelés”. Estos 

autores mencionan, que de hecho la presencia de cobre en el medio resultaría en un 

elicitor liberador/disparador para la producción de ácidos orgánicos, aunque aún no 

se haya explicado bien la presencia de tolerancia al cobre, con posibles mecanismos 

de acción: la biosorción del metal en la superficie celular, la absorción activa del 

cobre, la quelación extracelular o precipitación mediante metabolitos secretados al 

medio y la complejización intracelular.  

De hecho, estas observaciones en la solubilización de metales presente en el 

medio abrirían una puerta más a la utilización de los HE en los agroecosistemas, 

puesto que como bien mencionan Fomina et al. (2005) el uso de estos 

microorganismos podría ser otro que el control de plagas, en términos de 

biotecnología se podría estudiar su utilización en los procesos de biorremediación, 

estudio no realizado en esta Tesis.  
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CAPÍTULO III 

Evaluación, bajo condiciones controladas, de la 

patogenicidad de las especies de hongos entomopatógenos 

nativos aislados y un producto comercial sobre las plagas 

Lobesia botrana, Naupactus xanthographus y Brevipalpus 

spp. 

Resumen 

 

La propuesta de utilización de microorganismos como agentes de biocontrol, requiere de 

la evaluación in vitro de patogenicidad sobre individuos que generen daños en los cultivos. Al 

igual que los efectos abióticos, existen efectos bióticos capaces de influenciar el proceso de 

infección, por ello el presente Capítulo presenta como objetivos: 1) Evaluar la acción de 

diferentes cepas de los hongos entomopatógenos aislados y un producto comercial nacional 

sobre distintos estadíos larvales de L. botrana; 2) Evaluar la acción de diferentes cepas de 

los hongos entomopatógenos aislados y un producto comercial nacional sobre individuos 

adultos de N. xanthographus; y 3) Evaluar la acción de diferentes cepas de los hongos 

entomopatógenos aislados y un producto comercial nacional sobre estadíos juveniles y 

adultos de Brevipalpus sp. Se realizaron bajo condiciones controladas, bioensayos de 

patogenicidad donde se utilizaron suspensiones de conidios del orden de 107 conidios.mL-1 

de las diferentes especies entomopatógenas aisladas y caracterizadas en el Capítulo. Para 

los bioensayos sobre larvas L4 y L5 de L. botrana y estadios juveniles/adultos de Brevipalpus 

spp., se realizaron las inoculaciones mediante la aspersión de la suspensión de conidios 

sobre los individuos. Para los bioensayos realizados sobre adultos de N. xanthographus, se 

realizaron inoculaciones mediante aspersión directa de la suspensión de conidios sobre los 

individuos y mediante contacto con una superficie previamente inoculada. Los resultados 

mostraron que existen cepas aisladas con capacidad infectiva sobre las especies L. botrana 

y N. xanthographus, con índices de mortalidad de hasta el 100% de individuos inoculados. 

Para el caso de la inoculación por contacto de adultos de N. xanthographus, este mecanismo 

fue menos eficiente que por aspersión. No fue posible evaluar la acción patogénica de las 

cepas utilizadas sobre los individuos de Brevipalpus spp.   
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3.1 Introducción 

 

El estudio de la búsqueda de nuevas alternativas al control químico de plagas 

agrícolas implica evaluar la acción que poseen estos métodos sobre los individuos 

plaga. En el caso de los hongos entomopatógenos (HE) como microorganismos de 

manejo bioecológico de plagas, las evaluaciones que se deben efectuar se 

encuentran circunscriptas a estudios patológicos. 

La patogenicidad de un microorganismo es definida por distintos autores como 

una habilidad cualitativa de producir infección en un organismo, en este caso 

artrópodos; diferenciándose de la virulencia, la cual resulta de una característica 

cuantitativa del grado de patogenicidad que posee el microorganismo en estudio 

(Vega et al., 2012). En este sentido, los bioensayos en laboratorio para la selección 

de cepas de HE es un estudio tradicionalmente empleado, basado principalmente en 

ensayos de patogenicidad y no de virulencia, dado que las posibles diferencias que 

se podrían reportar en laboratorio se podrían ver afectadas por los cambios entre las 

condiciones in vitro y el pasaje in vivo (Vega et al., 2012). 

Como se estableció en el Capítulo II, la acción de los HE sobre otros organismos 

se encuentra sujeta a factores bióticos y abióticos que influyen en la regulación de 

los mecanismos de infección. Dentro de los factores bióticos, se encuentra la 

susceptibilidad del posible hospedero a ser infectado, y para ello entran en juego 

diversos factores como ser el estado de desarrollo del individuo, la etología de este 

(por ejemplo, la existencia de hábitos sociales), la presencia de estructuras de 

defensa en el exoesqueleto (pilosidad, etc.), y el sistema inmunitario del insecto, el 

cual aún no es del todo bien comprendido. 

Araujo y Hughes (2016) describieron que para la mayoría de los individuos del 

Orden Coleoptera y Lepidoptera, el estado más susceptible es el de la larva. Estos 

mismos autores mencionan diferentes características que comparten ambos órdenes 

y que permiten comprender la susceptibilidad como larva: 1) al ser insectos 

holometábolos, existe una diferencia a nivel de nicho con los individuos adultos, 2) 

los estadíos larvales poseen mayor tasa alimentaria que los adultos (en el caso de 

los Lepidopteros, muchas veces el régimen alimentario es diferente), y su movilidad 

es mucho más reducida encontrándose generalmente próximos a las fuentes de 

nutrición, y 3) las larvas como estados juveniles de los insectos, presentan 

constantes procesos de mudas, por lo cual requieren de la presencia de un 

exoesqueleto no muy rígido que les permita crecer de forma más rápida para evitar 

estar por largos periodos de tiempo bajo una forma susceptible de ser presa.  
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Estas características son fácilmente identificables en dos de los organismos 

plagas en estudio. En el caso de Lobesia botrana, los estadíos juveniles (larvas tipo 

polipoda, subtipo eruciforme) se encuentran próximos a las fuentes de nutrición 

(flores y racimos), para luego pasar a pupa; mientras que los adultos poseen 

movilidad y un régimen alimentario reducido (ver Introducción, pag. 8). Respeto a 

Naupactus xanthographus, al igual que otros coleopteros, sus larvas (tipo apoda, 

subtipo curculioniforme) desarrollan sus estadíos bajo tierra, alimentándose de las 

raíces de las plantas de vid y otros frutales, mientras que los adultos se alimentan de 

hojas en la canopia. Esta diferencia de nichos tan marcada obliga a que el estudio 

de microorganismos como posibles agentes de biocontrol se vea más enfocada a 

evaluaciones de patogenicidad sobre los adultos recién emergidos y adultos sin 

ganchos mandibulares (ver Introducción, pag. 12).  

Para el caso de los ácaros, estos poseen una metamorfosis diferente a los 

ejemplos antes citados, pueden coexistir distintos estados en un mismo nicho, 

compartiendo incluso el régimen alimentario. Por ello, la bibliografía no discrimina en 

susceptibilidad entre larva, ninfa y adulto de estos arácnidos, sino más bien la 

posibilidad de infección de individuos y/o huevos u oocitos.  

A partir de las cepas aisladas y descritas en el Capítulo I y debido a la 

importancia que posee la presencia de un producto comercial de origen nacional a 

base de la especie B. bassiana, que si bien no cuenta con el registro obligatorio 

requerido por el SENASA (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria), 

es de uso recurrente en la provincia de Mendoza por los productores vitivinícolas; el 

presente Capítulo presenta como objetivos: 1) Evaluar la acción de diferentes cepas 

de los hongos entomopatógenos aislados y un producto comercial nacional sobre 

distintos estadíos larvales de L. botrana; 2) Evaluar la acción de diferentes cepas de 

los hongos entomopatógenos aislados y un producto comercial nacional sobre 

individuos adultos de N. xanthographus; y 3) Evaluar la acción de diferentes cepas 

de los hongos entomopatógenos aislados y un producto comercial nacional sobre 

estadíos juveniles y adultos de Brevipalpus sp.  
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3.2 Materiales y Métodos 

3.2.1 Estudio de la patogenicidad de cepas nativas sobre individuos juveniles de L. 

botrana  

 
Se evaluó la acción patogénica de aislados nativos de HE aisladas en el 

Capítulo I (Tabla 38) y una cepa aislada del producto comercial nacional 

denominado en la presente Tesis como “ARG” (Beauveria bassiana cepa SP-B/04-

42, WP, 109 conidios.g-1). 

En todos los casos se evaluó la acción patogénica de una suspensión de 107 

conidios.mL-1. Para ello, se asperjaron individuos de L. botrana en estadio L4 o L5 

(Wraight et al., 2010; Pires et al., 2010; Safavi et al., 2010; Sahayaraj et al., 2010). 

Se utilizaron cinco individuos adultos por repetición (3 repeticiones por 

tratamiento), a los cuales se los sometió a una aspersión dentro de una caja de Petri 

estéril con 2 mL con una suspensión de conidios del orden de 107 conidios.mL-1 

(agua destilada estéril, Tween80® 0,01% v/v). Seguidamente, los individuos 

infectados se transfirieron a una caja de Petri de 9 cm de diámetro en la cual 

previamente se le incorporó un fondo de papel secante estéril, una fuente alimenticia 

estéril (un cubo de 1 cm3 de alimento artificial según Ferreira et al., 2003). 

Las cajas de Petri fueron conservadas bajo condiciones controladas de 

temperatura (24ºC), humedad (>60% HR) y fotoperiodo (16:8) por un periodo de 7 

días, en los cuales diariamente se observó la presencia de individuos muertos. Todo 

individuo que presentase sintomatologías de infección era retirado y conservado en 

cámara húmeda (HR >80%) para favorecer la emersión del micelio.  

Se determinó el Índice de Mortalidad (IM) mediante la siguiente ecuación: 

 

 

𝐼𝑀 =  
𝑆𝐿𝑡 −  𝑆𝐿𝑇

𝑆𝐿𝑡
 

 

Donde (IM) Índice de Mortalidad, (SLt) número de larvas sobrevivientes testigo, (SLT) número de larvas 

sobrevivientes tratamiento 
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Tabla 38: Listado de cepas nativas utilizadas en el estudio de patogenicidad sobre individuos juveniles 
de L. botrana  

Nº CEPA GÉNERO 

1 ACA Beauveria 

2 BinsAR-1 Beauveria 

3 BinsAR-2 Beauveria 

4 BsoilAR-4.1(2) Beauveria 

5 PsoilAR2.3(4) Paecilomyces 

6 PsoilAR4.1(2) Paecilomyces 

7 PsoilAR24.3 Paecilomyces 

8 MsoilAR2.3(1) Metarhizium 

9 MsoilAR2.3(2) Metarhizium 

10 MsoilAR2.3(4) Metarhizium 

11 MsoilAR2.5(2) Metarhizium 

12 MsoilAR4.3 Metarhizium 

13 MsoilAR10 Metarhizium 

14 MsoilAR14.3 Metarhizium 

15 MsoilAR15.1 Metarhizium 

16 MsoilAR15.3 Metarhizium 

17 MsoilAR15.7 Metarhizium 

18 MsoilAR16.1 Metarhizium 

19 MsoilAR16.3 Metarhizium 

20 MsoilAR16.7 Metarhizium 

21 MsoilAR16.8 Metarhizium 

22 MsoilAR16.9 Metarhizium 

23 MsoilAR16.10 Metarhizium 

24 MsoilAR17.2 Metarhizium 

25 MsoilAR17.4 Metarhizium 

26 MsoilAR17.5 Metarhizium 

27 MsoilAR17.7 Metarhizium 

28 MsoilAR17.9 Metarhizium 

29 MsoilAR18.5(2) Metarhizium 

30 MsoilAR18.5(3) Metarhizium 
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3.2.2 Estudio de la patogenicidad de cepas nativas sobre individuos adultos de N. 

xanthographus 

 

Se evaluó la acción patogénica de aislados nativos de HE aisladas en el 

Capítulo I (Tabla 39), y una cepa aislada de un producto comercial nacional 

denominado en la presente Tesis como “ARG” (Beauveria bassiana cepa SP-B/04-

42, WP, 109 conidios.g-1), sobre individuos adultos de N. xanthographus  

 

 

Tabla 39: Listado de cepas nativas utilizadas en el estudio de patogenicidad sobre adultos de N. 
xanthographus 

Nº CEPA GÉNERO 

1 BsoilAR-4.1(2) Beauveria 

2 BinsAR-2 Beauveria 

3 PsoilAR-24.3 Paecilomyces 

4 PsoilAR-4.1(2) Paecilomyces 

5 MsoilAR-4.3 Metarhizium 

6 MsoilAR-10 Metarhizium 

7 MsoilAR-14.3 Metarhizium 

8 MsoilAR-15.1 Metarhizium 

9 MsoilAR-15.3 Metarhizium 

10 MsoilAR-16.3 Metarhizium 

 

 

En todos los casos se evaluó la acción patogénica de una suspensión de 107 

conidios.mL-1. Se utilizaron dos metodologías de infección diferentes: aspersión y 

contacto. 

Para la infección por aspersión directa (Ihara et al., 2009; Speranza et al., 

2009; Gindin et al., 2006; Pizzuolo et al., 2002; Ripa y Rodríguez, 1989), se utilizaron 

cinco individuos adultos por repetición (3 repeticiones por tratamiento), a los cuales 

se los asperjó dentro de una caja de Petri estéril con 2 mL de una suspensión del 

orden de conidios de 107 conidios.mL-1 (agua destilada estéril, Tween80® 0,01% v/v). 

Seguidamente, los individuos adultos infectados se transfirieron a una caja de Petri 

de 9 cm de diámetro en la cual previamente se le incorporó un fondo de papel 

secante estéril, junto con un algodón estéril embebido con una fuente alimenticia 

(solución saturada de glucosa). 

El segundo método de infección utilizado fue por, donde se utilizaron 5 

individuos adultos por repetición (3 repeticiones por tratamiento), los cuales fueron 
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transferidos a una caja de Petri de 9 cm de diámetro que poseía un fondo de papel 

secante previamente infectado por aspersión de 2 mL de una suspensión del orden 

de conidios de 107 conidios.mL-1 (agua destilada estéril, Tween80® 0,01% v/v) y 

secados a temperatura ambiente por al menos 20 minutos. Dentro de cada unidad 

de muestreo (caja de Petri) se colocó un algodón estéril embebido con una fuente 

alimenticia (solución saturada de glucosa). 

Las cajas de Petri fueron conservadas bajo condiciones controladas de 

temperatura (24ºC), humedad (>60% HR) y fotoperiodo (16:8) por un periodo de 7 

días, en los cuales diariamente se observó la presencia de individuos muertos. Se 

colocó en cada caja de Petri un algodón estéril embebido en una solución saturada 

de glucosa con el objeto de brindar alimento a los adultos durante el periodo del 

bioensayo. Todo individuo que presentase sintomatologías de infección era retirado 

y conservado en cámara húmeda (HR >80%) para favorecer la emergencia micelial. 

Se determinó el Índice de Mortalidad (IM). 

Se analizaron los resultados de las diferentes metodologías de inoculación 

obtenidos con el software InfoStat 2017p® mediante un ANOVA y un análisis de las 

medias por el test LSD Fisher con α=0,05. 

 

3.2.3 Estudio de la patogenicidad de cepas nativas sobre individuos adultos de 

Brevipalpus spp. 

 

Se evaluó la patogenicidad de aislados nativos de HE aisladas en el Capítulo 

I (Tabla 40), y una cepa aislada del producto comercial nacional denominado en la 

presente Tesis como “ARG” (Beauveria bassiana cepa SP-B/04-42, WP, 109 

conidios.g-1), sobre individuos adultos de Brevipalpus spp. 

En todos los casos se evaluó la acción patogénica de una suspensión de 107 

conidios.mL-1. Para ello, se asperjaron individuos de Brevipalpus sp. (Amjad et al., 

2012; Draganova y Simova, 2010; Cavalcanti et al., 2008; Shi y Feng, 2004). 

Se recolectaron a campo hojas de vid (Vitis vinífera L.) con alto grado de 

infestación de la plaga Brevipalpus sp. En el laboratorio se observó bajo microscopio 

estereoscópico Carl Zeiss© la presencia de adultos y se determinó la densidad de 

posibles acarófagos presentes. Se seleccionaron aquellas hojas que presentaban la 

particularidad de poseer alta densidad poblacional de Brevipalpus sp. y baja 

densidad poblacional de acarófagos.  
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Tabla 40: Listado de cepas nativas utilizadas en el estudio de patogenicidad sobre adultos de 
Brevipalpus spp. 

Nº CEPA GÉNERO 

1 BsoilAR-4.1(2) Beauveria 

2 BinsAR-2 Beauveria 

3 PsoilAR-24.3 Paecilomyces 

4 PsoilAR-4.1(2) Paecilomyces 

5 MsoilAR-4.3 Metarhizium 

6 MsoilAR-10 Metarhizium 

7 MsoilAR-14.3 Metarhizium 

8 MsoilAR-15.1 Metarhizium 

9 MsoilAR-15.3 Metarhizium 

10 MsoilAR-16.3 Metarhizium 

 

 

Las hojas seleccionadas fueron recortadas de forma que cupiesen en cajas 

de Petri de 9 cm. Seguidamente, las mimas fueron asperjadas con 1 mL de una 

suspensión de 107 conidios.mL-1 en agua destilada estéril y Tween80® (0,01% v/v). 

Se utilizó como testigo una solución de agua destilada estéril y Tween80® (0,01% 

v/v). Se realizaron tres repeticiones por tratamiento. 

Los cultivos en cajas de Petri fueron conservados bajo condiciones 

controladas de temperatura (24ºC), humedad (>60% HR) y fotoperiodo (16:8) por un 

periodo de 7 días (incubadora construida por el CONICET), en los cuales 

diariamente se observó la presencia de individuos muertos. Pasado el periodo de 

incubación, se retiraron las hojas y se las colocó en cajas de Petri de 15 cm de 

diámetro junto con un algodón estéril embebido en agua destilada estéril, de modo 

de generar un ambiente con HR alta y favorecer la emersión del micelio. Se 

determinó el Índice de Mortalidad (IM). 
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3.3 Resultados 

3.3.1 Estudio de la patogenicidad de cepas nativas sobre individuos juveniles de L. 

botrana  

 

La Tabla 41 muestra los resultados obtenidos de IM para cada cepa 

evaluada. La Figura 47 muestra un ejemplo de larva de L. botrana afectada por 

cepas nativas de Beauveria bassiana. 

 

Tabla 41: Valores de media de IM sobre L. botrana clasificados por cepa 

CEPA IM 

ACA 0,67 

BinsAR-1 0,67 

BinsAR-2 0,56 

BsoilAR-4.1(2) 0,56 

PsoilAR2.3(4) 0,56 

PsoilAR4.1(2) 0,56 

PsoilAR24.3 0,44 

MsoilAR2.3(1) 0,56 

MsoilAR2.3(2) 0,00 

MsoilAR2.3(4) 0,22 

MsoilAR2.5(2) 0,89 

MsoilAR4.3 0,56 

MsoilAR10 0,33 

MsoilAR14.3 0,67 

MsoilAR15.1 0,44 

MsoilAR15.3 0,33 

MsoilAR15.7 0,33 

MsoilAR16.1 0,44 

MsoilAR16.3 0,56 

MsoilAR16.7 0,44 

MsoilAR16.8 0,67 

MsoilAR16.9 0,33 

MsoilAR16.10 0,67 

MsoilAR17.2 0,33 

MsoilAR17.4 0,00 

MsoilAR17.5 0,22 

MsoilAR17.7 0,33 

MsoilAR17.9 0,33 

MsoilAR18.5(2) 0,44 

MsoilAR18.5(3) 0,67 

ARG 0,00 
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Figura 47: ejemplos de larvas de L. botrana infectadas con cepas de Beauveria (A) ACA, (B) 

BsoilAR4.1(2) 

 

 

3.3.2 Estudio de la patogenicidad de cepas nativas sobre individuos adultos de N. 

xanthographus 

 

La Tabla 42 muestra los resultados obtenidos de IM para cada cepa 

evaluada mediante el tratamiento por aspersión. La Tabla 43 muestra los resultados 

obtenidos de IM para cada cepa evaluada mediante el tratamiento por contacto 

 

 

Tabla 42: Valores de media de IM por aspersión sobre N. xanthographus clasificados por cepa 

CEPA IM 

BsoilAR-4.1(2) 0,00 

BinsAR-2 0,00 

PsoilAR-24.3 0,20 

PsoilAR-4.1(2) 0,07 

MsoilAR-4.3 0,00 

MsoilAR-10 0,07 

MsoilAR-14.3 0,00 

MsoilAR-15.1 0,00 

MsoilAR-15.3 0,13 

MsoilAR-16.3 0,27 

ARG 0,00 

A B 
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Tabla 43: Valores de media de IM por contacto sobre N. xanthographus clasificados por cepa (p = 
0,0311) 

CEPA IM 

BsoilAR-4.1(2) 0,00 A 

BinsAR-2 0,00 A 

PsoilAR-24.3 0,07 A 

PsoilAR-4.1(2) 1,00 B 

MsoilAR-4.3 0,00 A 

MsoilAR-10 0,00 A 

MsoilAR-14.3 0,00 A 

MsoilAR-15.1 0,00 A 

MsoilAR-15.3 0,00 A 

MsoilAR-16.3 0,00 A 

ARG 0,00 

 

 

Si se analizan los IM por tratamiento sin discriminar a las cepas existen 

diferencias significativas (Tabla 44). 

 

 

Tabla 44 : Análisis ANOVA con Test de Fisher (α=0,05) para los tratamientos “Aspersión” y “Contacto” 
(p=0,0409) sobre N. xanthographus. 

TRATAMIENTO MEDIA IM LSD FISHER (α=0,05) 

Contacto 0,02 A 

Aspersión 0,08 B 

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 

 

 

La Figura 48 y 49 muestran, a modo de ejemplo, adultos de N. 

xanthographus afectados por cepas de M. robertsii y P. lilacinus respectivamente. 
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Figura 48: ejemplos de individuos adultos de N. xanthographus 
infectados con cepas de Metarhizium robertsii. (A) MsoilAR-10; (B) 

MsoilAR-15.3 

 

 

Figura 49: ejemplos de individuos adultos de N. xanthographus infectados con cepas de Paecilomyces 

lilacinus. (A) PsoilAR-4.1(2); (B) PsoilAR-24.3. 
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3.3.3 Estudio de la patogenicidad de cepas nativas sobre individuos adultos de 

Brevipalpus spp. 

 

La Tabla 45 muestra los resultados obtenidos de IM para cada cepa 

evaluado sobre adultos de Brevipalpus spp. 

 

 

Tabla 45: Valores de media de IM sobre Brevipalpus spp. clasificados por cepa 

CEPA IM 

BsoilAR-4.1(2) 0,00 

BinsAR-2 0,00 

PsoilAR-24.3 0,00 

PsoilAR-4.1(2) 0,00 

MsoilAR-4.3 0,00 

MsoilAR-10 0,00 

MsoilAR-14.3 0,00 

MsoilAR-15.1 0,00 

MsoilAR-15.3 0,00 

MsoilAR-16.3 0,00 
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3.4 Discusión 

 

En el presente Capítulo se realizó la evaluación de la acción patogénica de 

las diferentes cepas aisladas en el Capítulo I y un producto comercial de origen 

nacional sobre individuos juveniles de Lobesia botrana, adultos de Naupactus 

xanthographus y juveniles/adultos de Brevipalpus spp., a fin de poder determinar su 

posible uso como agentes de biocontrol. 

Para el caso de la “polilla europea de los racimos” los resultados obtenidos 

mostraron que la cepa comercial de origen nacional y dos cepas de Metarhizium 

robertsii no presentaron patogenicidad alguna sobre los estadíos L4 y L5. El resto de 

las cepas mostraron ser capaces de infectar a las larvas de L. botrana, hasta un 

máximo de mortalidad del 67%. Estos resultados coinciden en cierta medida con lo 

reportado por Aguilera Sammaritano et al. (2018), quienes también realizaron 

estudios sobre larvas de L. botrana con una mortalidad de 81 a 98% para cepas de 

Metarhizium anisopliae.  

Otros estudios mencionan la posibilidad de utilizar a los géneros Beauveria y 

Metarhizium como agentes de biocontrol sobre lepidópteros. Sahayaraj y Borgio 

(2010) observaron cepas de la especie Metarhizium anisopliae afectando noctuidos, 

quienes resultan una plaga de importancia económica para la agricultura extensiva. 

Ioriatti et al. (2011) mencionan a los géneros Beauveria y Paecilomyces como 

enemigos naturales de pupas invernales de L. botrana, sin referirse al estado larval. 

Para nuestro entorno vitícola, la presencia de cepas nativas capaces de 

infectar larvas de una plaga introducida como es L. botrana es un dato prometedor 

en la búsqueda de alternativas complementarias en el Manejo Integrado de Plagas 

vitícolas; sobre todo por la importancia que conlleva el control de una plaga 

cuarentenaria con presencia de un comensalismo con microorganismos saprófitos 

como Botrytis cinerea (ver Introducción, pag. 10). Como mencionan Wraight et al. 

(2010), los daños ocasionados en los cultivos por las plagas no resultan de la 

actividad de una sola especie en particular, sino más bien de un complejo de 

especies plagas, por lo cual se podría pensar en utilizar más de una cepa de hongo 

entomopatógenos como agente de biocontrol.  

En cuanto a los adultos del coleóptero N. xanthographus, ambos tratamientos 

evaluados (aspersión y contacto) mostraron la presencia de algunos aislados 

capaces de producir infección, hasta llegar a mortalidad del 100% de los individuos 

inoculados, como también fue reportado por Gindin et al. (2006) para el caso de 

cepas de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana. Asimismo, fue posible 

observar que los resultados fueron significativamente diferentes para los dos 
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tratamientos evaluados, presentándose un mayor número de infecciones en los 

individuos que fueron inoculados mediante aspersión directa. Sin embargo, se puede 

destacar a la cepa PsoilAR4.1(2), que presentó un IM de 1 mediante el tratamiento 

por contacto. Este tipo de cepas, pueden ser seleccionadas para complementar los 

tratamientos que se realizan sobre el tronco principal de las cepas de Vid, por 

ejemplo, en los anillos de retención que se colocan como manejo cultural, a fin de 

alcanzar al adulto recién emergido que se traslada mecánicamente desde el suelo 

hasta la canopia. Tanto Pieres et al. (2010) como Wraight et al. (2010) concluyen 

que es necesario incorporar a los HE escogidos, con otras herramientas o prácticas 

de manejo de plagas, con el objetivo de un efecto sinérgico entre los métodos 

empleados.  

Un apartado interesante podría ser preguntarse por qué si tanto Naupactus 

xanthographus como los hongos evaluados poseen un origen geográfico común, no 

se observan epizootias naturales en los viñedos argentinos. Para ello, hay que 

remitirse en la etología que posee esta especie, con una fase edáfica en su ciclo de 

vida. Por lo cual, si los individuos susceptibles (larvas) se encuentran enterradas en 

la rizosfera de la vid, su afección es poco detectable a simple vista. Esto requerirá de 

estudios más específicos en la temática, a fin de poder determinar el valor del 

posible servicio ecosistémico que estarían, naturalmente, proporcionando los HE. 

Finalmente, en esta Tesis no fue posible medir la patogenicidad de los 

hongos aislados sobre individuos juveniles y adultos de Brevipalpus spp. Se 

realizaron diferentes ensayos para poder llevar a cabo los bioensayos, pero no se 

observaron muertes debida a infecciones fúngicas. Amjad et al. (2012) comentan 

que el tamaño de estos individuos dificulta el diagnóstico de enfermedades, sin 

embargo, existen estudios que citan a las especies B. bassiana, M. anisopliae y P. 

fumosoroseus como agentes de control del ácaro Tetranychus cinnabarinus (Shi y 

Feng, 2004). Estos autores observaron patogenicidad sobre huevos, pero 

mencionan que les fue también dificultoso de analizar los resultados debido al 

tamaño de los individuos objetivos. Nuevos bioensayos son necesarios de efectuar, 

readecuando las técnicas de cría e inoculación, a fin de evitar la deshidratación de 

las hojas que actuán como soporte, y con el mínimo manipuleo posible. 
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CAPÍTULO IV 

Evaluación, in vitro, de la patogenicidad de las cepas nativas 

de hongos entomopatógenos sobre organismos benéficos: 

Apis mellifera y Harmonia axydiris 

Resumen 

 

Previa a la propuesta de una nueva herramienta para el manejo de plagas agrícolas, 

se deben llevar a cabo estudios precisos que evalúen el posible impacto que esta 

estrategia tendrá en el agroecosistema. En el caso de microorganismos 

entomopatógenos como agentes de control biológico es importante evaluar su 

accionar hacia organismos “no-objetivo” que pudieran llegar a poseer acciones 

benéficas reflejadas como servicios agroecosistémicos. Apis mellifera es el polinizador 

por excelencia con altas implicancias en la industria agrícola y que junto a sus 

características etológicas hacen de esta especie un caso de estudio del impacto de 

hongos entomopatógenos para el control biológico. Asimismo, los depredadores 

presentes en un agroecosistema ofrecen servicios en el manejo de plagas. Harmonia 

axydiris es un voraz coccinélido presente en los viñedos de Argentina, cuya 

susceptibilidad a los bioplaguicidas deber también ser estudiada. El objetivo del 

presente capítulo fue evaluar la acción de un conjunto de cepas aisladas de los 

géneros Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces sobre individuos benéficos: enemigos 

naturales (H. axydiris) y polinizadores (A. mellifera). Se realizaron bioensayos con 

cepas nativas aisladas de viñedos del Oeste Argentino. Se utilizaron suspensiones 

conocidas de conidios de las cepas evaluadas en tratamientos de aspersión y contacto 

para ambas especies, y tratamientos por ingesta y transferencia en A. mellifera al ser 

una especie social. Los resultados obtenidos muestran que ciertas cepas poseen 

acción patogénica sobre individuos adultos de A. mellifera en los tratamientos por 

aspersión y contacto, no arrojando resultados positivos por ingesta y transferencia. En 

el caso de H. axydiris ninguna de las cepas mostró acción patogénica sobre individuos 

adultos de esta especie, sin importar el tratamiento efectuado, posiblemente debido a 

su robusto sistema inmunitario. Los resultados obtenidos no invalidan al uso de las 

cepas nativas dentro de un plan de manejo de plagas de la vid, por el contrario, 

estudios más detallados in planta son necesarios previa su propuesta como agentes 

de biocontrol. 
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5.1 Introducción 

En un programa de Manejo Integrado de Plagas (MIP) existen varias 

herramientas que pueden ser usadas a fin de intervenir en las poblaciones de 

artrópodos perjudiciales para la agricultura. Dentro de estos instrumentos se 

encuentra el Control Biológico (CB), que desde 1980 ha sido valorado por la 

población debido a la concientización del uso desproporcionado de insecticidas de 

síntesis que provocan daños a la salud humana y ambiental. Por ello, desde esa 

década, las investigaciones han sido enfocadas hacia el desarrollo de métodos 

alternativos de control de plagas, seguros y capaces de sustituir a las moléculas de 

síntesis, consideradas altamente tóxicas por la Organización Mundial de la Salud. 

Todos estos planteos sobre la imperiosa necesidad de producir alimentos 

inocuos al ser humano, compatibles con el desarrollo de una agricultura sustentable, 

motiva la continua búsqueda de estrategias de control que cumplan con los actuales 

estándares de calidad. Por ello, la utilización de hongos entomopatógenos (HE) en el 

control biológico de plagas representa una alternativa viable (Badilla, 1990; Ferron et 

al., 1991; García García et al., 2008; Marques, 2012; García García et al., 2015). 

Además, en el imaginario colectivo de la población, la palabra “Control Biológico” 

lleva consigo una imagen positiva de “inocuidad” (James et al., 1998). Sin embargo, 

el uso de microorganismos nativos y más aún introducidos a un agroecosistema, no 

representa una ausencia de riesgo hacia los actores presentes en le ambiente. 

Flexner et al. (1986) plantea muy claramente esta dicotomía en el pensamiento de la 

inocuidad en términos del uso de microorganismos entomopatógenos, haciendo 

mención a que mismo dentro del mundo académico los pensares son divergentes y 

hasta a veces laxistas […] “algunos científicos sostienen que varios 

microorganismos tienen acción propia en la naturaleza sin presentar efectos dañinos 

a las especies no-objetivo, por tanto para ellos no sería necesario realizar una 

evaluación exhaustiva en el registro previa a su autorización” […].  

Comprendiendo que el agroecosistema es un ambiente complejo, donde las 

interacciones entre sus actores no están aún del todo definidas, pensar que el uso 

de HE pudieran afectar a organismos benéficos es del todo descabellado (Ball et al., 

1994). Dentro de este planteo, Roy y Pell (2000) califican a los posibles efectos 

sobre organismos benéficos en: sinérgicos y antagonistas.  

Los efectos sinérgicos se presentarían cuando hay un incremento en la 

mortalidad del o los insectos plagas respecto a la suma de las mortalidades 

individuales resultantes de la acción de los enemigos naturales y los HE.  
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El efecto antagónico se entendería como un resultado antagónico a la 

disminución en la mortalidad del o los insectos plagas respecto a la adición de las 

mortalidades individuales de los artrópodos benéficos y el agente de CB. 

Fuera de toda divergencia ideológica, dentro de los requisitos que se exigen 

para el registro de un plaguicida, es demostrar la falta o baja afección en organismos 

benéficos o no-objetivo (Vandenberg, 1990). La Organización Internacional para el 

Control Biológico desarrolló protocolos de evaluación teniendo como primer paso los 

estudios in vitro, y a posteriori en aquellos productos que presentasen posibles 

efectos adversos, realizar exhaustivos estudios in vivo (Smith y Krischik, 2000). 

Como organismos no-objetivos se entiende a todo individuo que no forma 

parte de un plan e MIP y, por ende, su presencia no sería perjudicial para la práctica 

agrícola que se realizará. Los organismos benéficos son organismos no-objetivos 

que prestan servicios agroecosistémicos al cultivo a partir de su diversidad funcional 

(Martín López et al., 2007). Dentro de este grupo encontramos a los predadores, 

parasitoides y polinizadores. Los depredadores son aquellos individuos que poseen 

un accionar de depredación per se, como aquellos que realizan una depredación 

indiscriminada. La mayoría de las especies de la familia Coccinellidae (Coleoptera), 

es un ejemplo claro depredador benéfico, al punto tal de que se incluya su imagen 

en los planes de MIP. Dentro de los polinizadores en la agricultura, la “abeja 

europea”, Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), es la especia por excelencia 

(Goerzen et al., 1990). En el caso de los parasitoides, se describen individuos 

especializados que presentan una acción directa sobre un grupo de artrópodos 

plaga. El accionar de los parasitoides es un servicio agroecosistémico de excelencia 

donde su estudio es complejo y escapa a los objetivos de la presente Tesis. 

La acción de los HE varía en función del grupo de organismos benéficos en 

el cual actúan. En el caso de los depredadores, la posible afección de los HE tendría 

una doble acción. Por un lado, actuando directamente sobre el individuo y por otro 

disminuyendo la disponibilidad de presas. Sobre las abejas, su accionar es más 

complejo, debido a que son organismos sociales y existen mayores riesgos debido a 

que afecciones individuales pueden dar lugar a enfermedades en la colonia 

(Cantwell et al., 1966). Sin embargo, dicha complejidad no impide la selección de HE 

capaces de ser utilizados como agentes de biocontrol sobre organismos 

ectoparásitos de las abejas, como ser Varroa destructor Oudemans (Acari: 

Varroidae), donde trabajos como los des Rodríguez et al. (2009) o Hamiduzzaman et 

al. (2012) muestran que el potencial de uso de diferentes cepas entomopatógenas. 

Por todo lo expuesto, el presente Capítulo de Tesis posee como objetivo 

evaluar la acción de un conjunto de cepas aisladas de los géneros Beauveria, 
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Metarhizium y Paecilomyces sobre individuos benéficos: depredadores (Harmonia 

axydiris Pallas) y polinizadores (Apis mellifera L.).  
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5.2 Materiales y Métodos 

5.2.1 Estudio de la patogenicidad de cepas aisladas sobre individuos adultos de Apis 

mellifera 

 

Se evaluó la patogenicidad de 20 aislamientos nativos de HE de los géneros 

Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces (Tabla 46).  

 

Tabla 46: Listado y nomenclatura de cepas de hongos entomopatógenos nativos evaluados sobre 
adultos de A. mellifera 

Nº CEPA GÉNERO 

1 ACA Beauveria 

2 BinsAR-1 Beauberia 

3 BinsAR-2 Beauveria 

4 BsoilAR-4.1(2) Beauveria 

5 PsoilAR-4.1(2) Paecilomyces 

6 PsoilAR-2.3(4) Paecilomyces 

7 PsoilAR-24.3 Paecilomyces 

8 MsoilAR-2.5(2) Metarhizium 

9 MsoilAR-4.3 Metarhizium 

10 MsoilAR-18.5(3) Metarhizium 

11 MsoilAR-10 Metarhizium 

12 MsoilAR-15.1 Metarhizium 

13 MsoilAR-15.3 Metarhizium 

14 MsoilAR-16.3 Metarhizium 

15 MsoilAR-2.4(2) Metarhizium 

16 MsoilAR-2.3(1) Metarhizium 

17 MsoilAR-2.3(3) Metarhizium 

18 MsoilAR-2.3(2) Metarhizium 

19 MsoilAR-2.3(4) Metarhizium 

20 MsoilAR-17.9 Metarhizium 

 

Al ser la “abeja europea” individuos sociales, los bioensayos se diseñaron de 

manera tal de poder representar todos los medios posibles de infección tanto in vivo 

como in vivo. En post de ello, se confeccionaron cuatro diferentes formas de 

inoculación: directa, por contacto, por ingesta y por transferencia. Estas 

metodologías fueron publicadas en conjunto con otros autores para el himenóptero 

Vespula velutina (Hymenoptera: Vespidae) (Poidatz et al., 2018). 

Se recolectaron individuos adultos de A. mellifera dentro de las colmenas 

ubicadas en la Facultad de Ciencias Agrarias (Mendoza, Argentina). Los mismos 

fueron llevados al laboratorio para su infección. La manipulación de los adultos 
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requirió del uso de hielo seco para generar una atmósfera pobre en O2 y así bajar su 

actividad y resguardar la seguridad durante todo el bioensayo. Los tiempos de 

exposición al hielo seco se determinaron previamente para no causar daños letales 

a los individuos. 

Para la infección directa (Figura 50 ejemplo 1), se utilizaron cinco individuos 

adultos por repetición (3 repeticiones por tratamiento), a los cuales se los sometió a 

una aspersión dentro de una caja de Petri estéril, con 2 mL de una suspensión de 

conidios del orden de 107 conidios.mL-1 (agua destilada estéril, Tween80® 0,01% 

v/v). Seguidamente, los individuos adultos infectados se transfirieron a una caja de 

Petri de 9 cm de diámetro en la cual previamente se le incorporó un fondo de papel 

secante estéril, junto con un algodón estéril embebido con una fuente alimenticia 

(solución saturada de hidromiel) y un algodón estéril embebido con una fuente de 

hidratación (agua destilada estéril). 

Para la infección por contacto (Figura 50, ejemplo 2), se utilizaron 5 

individuos adultos por repetición (3 repeticiones por tratamiento), los cuales fueron 

transferidos a una caja de Petri de 9 cm de diámetro que poseía en el fondo un disco 

de papel secante (del diámetro de la caja) previamente asperjado con 2 mL de una 

suspensión de conidios del orden de 107 conidios.mL-1 (agua destilada estéril, 

Tween80® 0,01% v/v) y secados a temperatura ambiente por al menos 20 minutos. 

Dentro de cada unidad de muestreo (caja de Petri), se colocó un algodón estéril 

embebido con una fuente alimenticia (solución saturada de hidromiel) y un algodón 

estéril embebido con una fuente de hidratación (agua destilada estéril). 

La infección por ingesta (Figura 50, ejemplo 3), se realizó sobre 5 individuos 

adultos por repetición (3 repeticiones por tratamiento), los cuales fueron transferidos 

a cajas de Petri de 9 cm de diámetro en la cual previamente se le incorporó un fondo 

de papel secante estéril, junto con un algodón estéril embebido con una fuente de 

hidratación (agua destilada estéril). Como fuente alimenticia se incorporó un algodón 

estéril embebido con 2 mL de una solución saturada de hidromiel la cual contenía 

una concentración del orden de 107 conidios.mL-1.  

Finalmente, en el método de infección por transferencia (Figura 50, ejemplo 

4), se asperjó un individuo adulto de A. millifera (previamente marcado en el 

mesonoto (tórax) con pintura apta para apicultura), con 400 µL de una suspensión 

de conidios del orden de 107 conidios.mL-1 (agua destilada estéril, Tween80® 0,01% 

v/v). Inmediatamente la abeja inoculada fue transferida a un recipiente plástico de 10 

cm de alto y 10 cm de diámetro en cuyo interior se encontraban 4 individuos adultos 

no tratados, un cartón estéril como soporte de los mismos, un algodón estéril 
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embebido con una fuente alimenticia (solución saturada de hidromiel) y un algodón 

estéril embebido con una fuente de hidratación (agua destilada estéril). 

En todos los métodos de inoculación se realizaron tratamientos controles, los 

cuales se ejecutaron de la misma forma explicada utilizando sólo agua estéril con 

Tween80® (0,001%v/v). 

Los individuos utilizados en los bioensayos fueron supervisados previamente 

que no manifestasen síntomas de intoxicación por CO2. 

Todas las unidades de muestreo se conservaron por 7 días consecutivos en 

condiciones controladas de temperatura (24ºC), humedad (>60% HR) y fotoperíodo 

(16:8). Diariamente se determinaba la presencia de individuos muertos, los cuales 

fueron transferidos a cámara húmeda (HR >80%) para favorecer la emersión de las 

fructificaciones del hongo. 

 

 

Figura 50: Representación de los diferentes métodos de infección de adultos de V. velutina donde: 1. 
Infección por aspersión directa; 2. Infección por contacto; 3. Infección por ingesta y 4. Infección por 

transferencia (F) alimento; (W) agua. Fuente: Poidatz et al. (2018).  

 

 

Con el número de insectos muertos, se determinó el Índice de Mortalidad 

(IM) para cada tratamiento mediante la siguiente ecuación: 

 

𝐼𝑀 =  
𝑆𝐿𝐶 −  𝑆𝐿𝑇

𝑆𝐿𝐶
 

Donde (IM) Índice de Mortalidad, (SLC) número de adultos sobrevivientes en el control, (SLT) número de 

adultos sobrevivientes tratamiento 

 

Se analizaron los resultados obtenidos para cada modo de tratamiento con el 

software InfoStat 2017p® mediante un ANOVA y se diferenciaron las medias por el 

test LSD Fisher con α=0,05. 

1 2 3 4 
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La metodología empleada en esta sección fue objeto de una publicación 

Poidatz et al. (2018, 2019) las cuales se adjuntan a los anexos del presente capítulo. 

 

5.2.2 Estudio de la patogenicidad de cepas aisladas sobre individuos adultos de H. 

axydiris 

 

Se evaluó la patogenicidad de 10 aislados nativos de HE de los géneros 

Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces (Tabla 47).  

 

Tabla 47: Listado y nomenclatura de cepas de hongos entomopatógenos nativos evaluados sobre 
adultos de H. axydiris 

Nº CEPA GÉNERO 

1 BsoilAR-4.1(2) Beauveria 

2 PsoilAR-24.3 Paecilomyces 

3 MsoilAR-2.5(2) Metarhizium 

4 MsoilAR-4.3 Metarhizium 

5 MsoilAR-18.5(3) Metarhizium 

6 MsoilAR-14.3 Metarhizium 

7 MsoilAR-18.5(2) Metarhizium 

8 MsoilAR-2.3(2) Metarhizium 

9 MsoilAR-2.3(4) Metarhizium 

10 MsoilAR-16.3 Metarhizium 

 

En todos los casos se evaluó la acción patogénica de una suspensión de 

conidios del orden de 107.mL-1. Para ello, se asperjaron individuos de la familia 

Coccinellidae (Coleoptera) en estado adulto (Roy et al., 2008; Smith y Krischik, 

2000).  

En cajas de Petri de 15 cm de diámetro se colocaron 5 adultos los cuales 

fueron asperjados con 2 mL de una suspensión de 107 conidios.mL-1 en agua 

destilada estéril y Tween80® (0,01% v/v). Se utilizó como testigo una solución de 

agua destilada estéril y Tween80® (0,01% v/v). Se realizaron tres repeticiones por 

tratamiento. 

Las cajas de Petri fueron conservadas bajo condiciones controladas de 

temperatura (24ºC), humedad (>60% HR) y fotoperiodo (16:8) por un periodo de 7 

días, en los cuales diariamente se observó la presencia de individuos muertos. Se 

colocó en cada caja de Petri un algodón estéril embebido en una solución saturada 

de glucosa con el objeto de brindar alimento a los adultos durante el periodo del 

bioensayo. Todo individuo que presentase sintomatologías de infección era retirado 
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y conservado en cámara húmeda (HR >80%) para favorecer la emergencia micelial. 

Se determinó el Índice de Mortalidad (IM). 

Se analizaron los resultados obtenidos con el software InfoStat 2017p® 

mediante un ANOVA y se diferenciaron las medias por el test LSD Fisher con 

α=0,05. 
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5.3 Resultados 

5.3.1 Estudio de la patogenicidad de cepas aisladas sobre individuos adultos de Apis 

mellifera 

 

Del análisis de los datos obtenidos de IM se observa a simple vista que 

existe una diferencia en la acción patogénica de los tratamientos por aspersión (  = 

0,45) y contacto (  = 0,39), respecto a los tratamientos por ingesta (  = 0) y 

transferencia (  = 0) (p < 0,0001), no poseyendo estos últimos acción alguna para 

ninguna de las cepas evaluadas (Tabla 48). Las Figuras 51 y 52 muestran, a modo 

de ejemplo; adultos de A. mellifera afectados por cepas de B. bassiana y P. lilacinus. 

 

Tabla 48: Valores de media de IM sobre A. mellifera clasificados por cepa y tratamiento 

CEPA ÍNDICE DE MORTALIDAD 

ASPERSIÓN CONTACTO INGESTA TRANSFERENCIA 

ACA 0,00 0,00 0,00 0,00* 

BinsAR-1 0,00 0,00 0,00 0,00* 

BinsAR-2 0,00 0,00 0,00 0,00* 

BsoilAR-4.1(2) 0,33 0,30 0,00 0,00* 

PsoilAR-4.1(2) 1,00 1,00 0,00 0,00* 

PsoilAR-2.3(4) 0,67 0,33 0,00 0,00* 

PsoilAR-24.3 0,27 0,67 0,00 0,00* 

MsoilAR-2.5(2) 1,00 1,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-4.3 1,00 0,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-18.5(3) 0,67 0,67 0,00 0,00* 

MsoilAR-10 0,20 0,33 0,00 0,00* 

MsoilAR-15.1 0,13 0,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-15.3 0,47 0,67 0,00 0,00* 

MsoilAR-16.3 0,67 0,33 0,00 0,00* 

MsoilAR-2.4(2) 0,00 0,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-2.3(1) 0,67 1,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-2.3(3) 0,00 0,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-2.3(2) 1,00 1,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-2.3(4) 1,00 1,00 0,00 0,00* 

MsoilAR-17.9 0,00 0,00 0,00 0,00* 

TESTIGO 0,00 0,00 0,00 0,00* 

* No se tuvo en cuenta para el cálculo del IM al individuo infectado y marcado 

** Tratamiento con 1,99x105 conidios.g-1 de muestra 
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Figura 51: ejemplo de la evolución post mortem de la afección del hongo M. robertsii cepa MsoilAR-
2.5(2) sobre un individuo adulto de A. mellifera. (A) 72 h, (B) 120 h, y (C) 168 h. 

 

 

Figura 52: ejemplo de adultos de A. mellifera infectados por el hongo Paecilomyces lilacinus (A) cepa 

PsoilAR-24.3 (B) cepa PsoilAR-4.1(2).  

 

 

 

Por el contrario, si no se discrimina entre las metodologías de inoculación, las 

cepas BinsAR-1, BinsAR-2, ACA, ARG, MsoilAR-2.4(2), MsoilAR-17.9 y MsoilAR-

2.3(3) no presentaron acción alguna sobre los adultos de A. mellifera (  = 0) (p < 

0,0001). 

Considerando solamente a las inoculaciones por “Aspersión” y “Contacto” 

para aquellas cepas que mostraron actividad patogénica surgen las tablas 49 y 50: 
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Tabla 49: Análisis ANOVA de las cepas para el tratamiento “Aspersión” (p = 0,0004) sobre A. mellifera 

ASPERSIÓN 

CEPA MEDIA 

MsoilAR-15.1 0,13 

MsoilAR-10 0,20 

BsoilAR-4.1(2) 0,27 

PsoilAR-24.3 0,27 

CCH 0,33 

MsoilAR-14.3 0,40 

MsoilAR-15.3 0,47 

PsoilAR-2.3(4) 0,67 

MsoilAR-2.3(1) 0,67 

MsoilAR-18.5(3) 0,67 

MsoilAR-16.3 0,67 

PsoilAR-4.1(2) 1,00 

RINCO 1,00 

MsoilAR-2.3(2) 1,00 

MsoilAR-2.3(4) 1,00 

MsoilAR-2.5(2) 1,00 

MsoilAR-4.3 1,00 

 

 

Tabla 50: Análisis ANOVA de las cepas para el tratamiento “Contacto” (p = 0,0026) sobre A. mellifera 

CONTACTO 

CEPA MEDIA 

MsoilAR-4.3 0,00 

MsoilAR-15.1 0,00 

MsoilAR-10 0,33 

BsoilAR-4.1(2) 0,33 

CCH 0,33 

PsoilAR-2.3(4) 0,33 

MsoilAR-16.3 0,33 

RINCO 0,33 

MsoilAR-14.3 0,47 

MsoilAR-15.3 0,67 

PsoilAR-24.3 0,67 

MsoilAR-18.5(3) 0,67 

PsoilAR-4.1(2) 1,00 

MsoilAR-2.3(1) 1,00 

MsoilAR-2.3(2) 1,00 

MsoilAR-2.3(4) 1,00 

MsoilAR-2.5(2) 1,00 
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Del análisis ANOVA de las metodologías de inoculación discriminados por las 

cepas, surge que de todos los aislamientos evaluados que presentaron acción 

patogénica en alguna de las inoculaciones no mostraron diferencias significativas 

entre las metodologías de inoculación (p > 0,05). 

 

5.3.2 Estudio de la patogenicidad de cepas aisladas sobre individuos adultos de la 

familia Coccinellidae 

 

En ninguna de las metodologías de inoculación utilizadas para los diferentes 

tratamientos, se observó acción patogénica alguna (Tabla 51). 

 

Tabla 51: Valores de media de IM sobre H. axydiris clasificados por cepa 

CEPA IM 

BsoilAR-4.1(2) 0,00 

PsoilAR-24.3 0,00 

MsoilAR-2.5(2) 0,00 

MsoilAR-4.3 0,00 

MsoilAR-18.5(3) 0,00 

MsoilAR-14.3 0,00 

MsoilAR-18.5(2) 0,00 

MsoilAR-2.3(2) 0,00 

MsoilAR-2.3(4) 0,00 

MsoilAR-16.3 0,00 
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5.4 Discusión 

 

Las posibles interacciones entre los HE y los organismos “no-objetivo” o 

benéficos pueden tener resultados positivos (sinergismo) o negativos 

(antagonismos) (Roy y Pell, 2000). En el caso de darse resultados sinérgicos, se 

representaría un contexto idílico en todo plan de manejo de plagas, favoreciendo al 

desarrollo de bioplaguicidas como alternativas viables al uso de plaguicidas de 

síntesis, tema que se discutirá más adelante. 

En el presente capítulo de Tesis se evaluó la acción patogénica que pudieran 

presentar aislados nativos de HE propuestos para el manejo de plagas de la vid, 

sobre dos especies benéficas que brindan servicios agroecosistémicos de 

importancia: la “abeja europea”, Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) como 

polinizador por excelencia y clave en la producción apícola; y un coccinélido “vaquita 

asiática”, Harmonia axydiris (Coleoptera: Coccinellidae) como individuo depredador 

de plagas.  

El comportamiento social que posee la especie A. mellifera requiere de un 

diseño experimental diferente al de un depredador, que no responde a esa 

característica etológica. En organismos sociales existen mayores riesgos debido a 

que afecciones individuales pueden dar lugar a enfermedades en la colonia 

(Cantwell et al., 1966). Esta posible mayor susceptibilidad se debe a un aumento en 

las fuentes de inoculación, que como organismos sociales poseen.  

La trofalaxis es un comportamiento muy estudiado en las especies sociales 

del orden Hymenoptera, donde los individuos adultos se alimentan directamente 

unos a otros como así también a individuos juveniles. La misma reina es alimentada 

mediante esta forma (Webster, 2008). Este contacto íntimo entre insectos 

favorecería a la transferencia horizontal y vertical de enfermedades dentro de la 

colonia (Baverstock et al., 2010). Asimismo, la acción de colecta de polen y posterior 

alimentación de la colonia es otra posible puerta de entrada directa al nido social, al 

mejor estilo “caballo de Troya” (Poidatz et al., 2018). 

Esta complejidad del comportamiento requiere que se estudien diversas 

fuentes de inóculo para poder determinar la posible acción patogénica de las cepas. 

Por ello, en el caso de la “abeja europea”, se decidió evaluar las posibles fuentes de 

infección por aspersión (directa), ingesta, contacto y transferencia (trofolaxia). Los 

resultados obtenidos con adultos de A. mellifera concuerdan con muchas de las 

bibliografías consultadas, donde algunas experiencias registraron efectos 

patogénicos de cepas de los géneros de Beauveria y Metarhizium por aspersión 

directa (Vandenberg, 1990; Ball et al., 1994) tanto en individuos de “abeja europea” 
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como sobre otros himenópteros polinizadores (Goerzen et al., 1990). Asimismo, se 

citan infecciones por contacto en himenópteros sociales rudimentarios (Poidatz et 

al., 2018).  

Por el contrario, Mommaerts et al. (2009) mencionan que no observaron 

infección por ingesta en Bombus terrestris (Hymenoptera: Apidae), aún en altas 

concentraciones. Este resultado es similar a los obtenidos en los ensayos 

realizados, donde el tratamiento por “ingesta” como fuente de inoculación no arrojó 

acción patogénica alguna en todos los tratamientos.  

Montenegro et al. (2009) hacen referencia a la acción antibacteriana y 

antifúngica que presentan las mieles, debido a su alta riqueza concentración en 

compuestos fenólicos. De la misma manera, es conocida la acción antiséptica que 

posee la miel como consecuencia directa, entre otros, de: el bajo pH que presenta, 

la hipertonicidad que disminuye el potencial de agua disponible para el desarrollo de 

los microorganismos (Mengarelli, 2012). Estas características de la miel hacen 

suponer que la carga infecciosa que se suministró a los adultos de A. mellifera no 

resulto viable para generar un ciclo de infección y que, por tal motivo, no 

representaría un riego de enfermedad como fuente de inoculación.  

Respecto al contacto íntimo entre individuos y la higienización entre ellos 

(trofalaxis), se midió el riesgo de inoculación mediante la metodología 

“transferencia”. Meikle et al. (2009) plantea que este proceso de higienización es de 

suma importancia para la colonia, puesto que disminuye considerablemente la carga 

del inóculo. Considerando esta observación, se podría decir que el individuo 

marcado e inoculado pudo haber bajado considerablemente la carga de inóculo que 

poseía, y por ende no haber “transferido” o “contagiado” a los individuos sanos. Esta 

hipótesis cobra fuerza, al observar que en ninguno de los tratamientos analizados en 

todas las metodologías, se observó acción patogénica, con la salvedad del individuo 

inoculado. De este modo, la “transferencia” como fuente de infección en la colonia 

seria de bajo impacto. 

Los otros métodos de inoculación evaluados, “aspersión” y “contacto”, si 

mostraron acción patogénica sobre individuos adultos de A. mellifera. Algunos de los 

tratamientos fueron 100% efectivos. 

Caso contrario ocurrió con el depredador H. axydiris, donde los tratamientos 

evaluados no arrojaron resultados positivos. Esta falta de patogenicidad sobre el 

coccinélido es coincidente con los resultados obtenidos por otros investigadores, 

tanto en esta especie como con otros coccinélidos (Roy et al., 2008). James et al. 

(1998), por ejemplo, mencionan que aún exponiendo a los adultos de Hippodamia 

convergens (Coleoptera: Coccinellidae) a altas concentraciones, no fueron capaces 
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de mostrar diferencias significativas en los tratamientos, todos ellos con baja 

mortandad.  

Por su parte, Vilcinskas et al. (2012) expone cual sería la posible razón por la 

cual los individuos de H. axydiris presentarían cierta resistencia a la acción de los 

agentes entomopatógenos. Estos autores citan que los individuos de esta especie 

muy esporádicamente se ven afectados en la naturaleza, y esto se debería al 

robusto sistema inmunitario que poseen. Esta defensa natural otorga la ventaja de 

poder sobrevivir en diferentes ambientes, logrando ser un insecto invasor y voraz, lo 

cual perjudica al nuevo ecosistema colonizado (Holgado et al., 2014).  

El mecanismo de defensa descrito para H. axydiris, incluye una gran 

presencia de péptidos con acción antimicrobiana en la hemolinfa, lo cual sería 

detonado como respuesta inmunitaria al ataque de entomopatógenos (Schmidtberg 

et al., 2013). El principal componente químico presente sería la harmonina que 

posee actividad antimicrobiana. Asimismo, Vilcinskas et al. (2012) citan a otros 

péptidos presentes en el mecanismo de defensa, como ser: attacinas, 

coleoptericinas, defensinas, thaumatinas y lisozimas. 

Este sistema inmunitario de H. axydiris plantea otra dimensión en la 

discusión: la acción de depredadores como “vectores” de agentes de control 

biológico. Los coccinélidos son depredadores de pulgones, y su voracidad hace que 

sean capaces de trasladarse de una colonia de áfidos a otra para saciar su apetito. 

Este pasaje podría resultar óptimo para el control plagas que son su presa (James et 

al., 1998; Roy y Pell, 2000; Baverstock et al., 2010). 

Hasta este punto, los resultados obtenidos mostraron fuentes de infecciones 

efectivas y otras descartadas por no presentar un riesgo importante. Del mismo 

modo, se observaron cepas fúngicas que no poseían acción patogénica sobre 

ningún individuo evaluado en ninguna de las metodologías. Por el contrario, si hubo 

cepas con fuerte acción patogénica sobre adultos de A. mellifera en los tratamientos 

por “aspersión” y “contacto”, donde los valores de IM variaban no sólo entre los 

géneros vistos, sino también entre cepas.  

Ahora bien, ¿qué sucede con aquellas cepas que poseen actividad 

patogénica sobre las plagas de interés agrícola y mostraron también actividad sobre 

organismos benéficos, más precisamente sobre las abejas? Roy y Pell (2000), 

plantean muy bien este paradigma en el uso de bioplaguicidas. Las autoras 

remarcan la diferencia que existe entre hablar de patogenicidad “ecológica” y 

patogenicidad “fisiológica”, con especial hincapié en que muchos de los HE 

presentan acción antagónica sólo bajo condiciones ambientales óptimas para el 

hongo. En el mismo sentido, Jaronski et al. (1998) discuten sobre la efectividad de 
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los bioensayos en condiciones controladas, observando que un hongo 

entomopatógeno puede presentar una fuerte actividad sobre depredadores, 

parasitoides o polinizadores, pero que bajo condiciones de campo los efectos son 

mínimos. 

Esta teoría de la diferencia entre condiciones in vivo versus in vivo es 

defendida por varios autores. James et al. (1998) sostiene que es importante 

considerar que los factores ambientales como temperatura y humedad juegan un rol 

muy grande en la generación de epizootias. Por ejemplo, la temperatura influye 

directamente sobre la germinación de los conidios y la presión del patógeno en el 

ambiente, constatación que también plantean Mommaerts et al. (2009). En sí, los 

insectos pueden presentar respuestas a campo que no son posibles de emular bajo 

condiciones controladas, dando como resultado susceptibilidades diferentes (Roy y 

Pell, 2000).  

Para algunos autores como Ball et al. (1994), las condiciones de humedad 

presentes en los viñedos del Oeste argentino no serían propicias para generar 

grandes riesgos sobre organismos benéficos. Estos autores mencionan que la 

ausencia de epizootias en abejas y otros polinizadores, a pesar de la presencia en 

campo de los HE, refleja el bajo riesgo que representa para estos organismos “no-

objetivo”.  

Este planteo puede ser discutido ampliamente, donde los tratamientos con 

bioplaguicidas a base de HE (en este caso nativos), aumentaría la presión en el 

agroecosistema y con ello se vería aumentado también el riego de infección de 

artrópodos benéficos. Para estos casos, se puede plantear la posibilidad de realizar 

planes de manejo de plagas donde exista una separación temporo espacial entre los 

tratamientos y los momentos de mayor susceptibilidad de los organismos benéficos 

(Roy y Pell, 2000). En el caso de la vid, sería posible de visualizar tratamientos fuera 

de los periodos de mayor concurrencia de polinizadores: floración y envero. 

En todos los casos los resultados obtenidos fueron bajo condiciones 

controladas, lo cual no implica que a campo posean la misma respuesta esperada. 

Por tal motivo es necesario recurrir a ensayos in planta que permitan reevaluar cada 

una de las cepas estudiadas, primeramente en invernáculo y si la situación lo 

requiriese a campo. 
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5.6 Anexos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



168 
 

 



169 
 

 



170 
 

 



171 
 

 



172 
 

 



173 
 

 

  



174 
 

 



175 
 

 

 

 

 

 



176 
 

 

 

 

 

 



177 
 

 

 

 

 

 



178 
 

 

 

 

 

 



179 
 

 

 

 

 

 



180 
 

 

 

 

 

 



181 
 

 

  



182 
 

CONCLUSIONES FINALES 

 
A lo largo de la Tesis se presentaron los diferentes capítulos de manera 

concatenada, a fin de poder, dentro de un aspecto holístico y cronológico, exponer la 

búsqueda, identificación y selección de cepas de hongos entomopatógenos (HE) 

nativos del oeste argentino para su potencial uso en un plan de Manejo Integrado de 

Plagas de la vid. 

De los muestreos realizados en las principales zonas productoras de vid del 

oeste argentino, fue posible aislar en la mayoría de ellas, diversas cepas de HE. 

Estos aislados fueron todos caracterizados e identificados morfológica y 

molecularmente, incluyéndolos en las especies Beauveria bassiana, Metarhizium 

robertsii y Paecilomyces lilacinus. En la caracterización fue posible ver cómo estas 

especies eran capaces de desarrollarse en rangos térmicos propios de la región 

vitícola de dónde fueron aisladas, generalmente con cepas capaces de crecer a 

temperaturas superiores a los 24ºC. Asimismo, se pudo determinar que estas 

especies podrían ser utilizadas en estas regiones perfectamente, en primer lugar, 

por su adaptación natural a la zona y segundo lugar debido a que, en los estudios de 

compatibilidad con los principales fungicidas utilizados en esta zona, revelaron que 

sólo provocan una acción fungistática. Esta información es muy útil a la hora de 

plantear el uso agente de control biológico con los funguicidas tradicionales de estas 

regiones. Más aún, el comportamiento de algunas cepas de Beauveria bassiana y 

Metarhizium robertsii que en contacto con funguicidas de base cúprica generaban 

sustancias que provocaban la precipitación del principio activo, lo cual abre la 

posibilidad de plantear a estos organismos como agentes de biorremediación. Esta 

última hipótesis debería ser probada con estudios específicos futuros.  

Los ensayos de parasitismo de los HE nativos recolectados, sobre tres de las 

plagas de importancia agrícola de la viticultura del oeste, blancos de esta tesis, 
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mostraron la presencia de varios aislados de las tres especies encontradas que 

manifestaron muy buena acción patogénica. Asimismo, fue posible constatar que 

algunas de estas cepas, no mostraron acción patogénica sobre uno de los enemigos 

naturales más presente en nuestros viñedos como es Harmonia axydiris. Al mismo 

tiempo se observó también que sobre especies benéficas como son las abejas, 

algunos aislados de las especies de HE no mostraron acción patogénica sobre ellas. 

Estos resultados nos permiten suponer que existen aislados de las tres especies, 

capaces de ser utilizados en planteos de Manejo Integrado de Plagas, previamente 

realizando los estudios in planta necesarios, que permitan reevaluar el 

comportamiento de estas cepas in natura. 


