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Introduccion a los hongos como patégenos de insectos

Los hongos patégenos de insectos si bien se asocian a estos, también infectan a otros ar-
tropodos tales como acaros y arafias. Cuando son patogénicos pueden causar la muerte del
hospedador (Humber, 2016). Esta tematica ha sido ampliada y profundizada previamente en el

libro especifico de Hongos patdgenos de insectos (Lopez Lastra & Lecuona, 2019)

Vias de entrada

. Por contacto a través del tegumento o cuticula del insecto hospedador
. Per os (ingesta), en menor proporcion

+  En pocos casos por transmision vertical a la descendencia
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Ciclo generalizado de infeccién

1 2
O (o

= |

1. Adhesion de la espora o conidio. 2. Germinacién de la espora o conidio / formacion de
apresorios. 3. Penetracién de las hifas. 4. Multiplicacion del hongo en el hemocele del in-
secto. 5. Liberacion de toxinas (en algunos casos). 6. Invasion de los tejidos, lisis y muerte
del insecto. 7. Esporulacion externa del hongo a través de la cuticula del insecto hospedan-

te. 8. Infeccién a otros insectos sanos a travées del inéculo fungico (esporas, conidios, etc.)

Unidades infectivas (indculo)

»  Conidios, ascosporas, basidiosporas.
»  Zoosporas, esporangiosporas.
. Conidios secundarios (en Entomophthorales).

Nota aclaratoria: las hifas vegetativas o micelio no son infectivas

ID TaxonOmica

Para la identificacion taxondmica se usan caracteres morfologicos, fisiolégicos y molecula-
res, algunos de los libros basicos de consulta como atlas y claves son referenciados (Samson
et al., 1988; Humber, 1997, 2016; Tzean, 1997)

Los caracteres diagndsticos para la identificacién de los hongos entomopatégenos son va-
riables de acuerdo al grupo taxonémico al cual pertenezcan. Se usan las formas y medidas de
los distintos tipos de esporas o conidios, asi como de otras estructuras reproductivas tales co-
mo esporas de resistencia. Se deben considerar los datos obtenidos a partir del material vivo
(hospedador) y también, si es posible, aquellos obtenidos a partir del cultivo in vitro.

Para realizar una correcta ID taxondémica es necesario complementar los datos morfolégicos
(fenotipicos) con los moleculares (genotipicos). Para tal fin y dependiendo de cada especie
fungica se recomienda amplificar, a través de la técnica de reaccién en cadena de la polimera-

sa (PCR), méas de un gen. Entre ellos podemos citar las subunidades menor y mayor del ADNr
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(18S o0 SSU y 28S o LSU, respectivamente), los espacios transcriptos internos (ITS), el factor
de elongacion de la transcripcion 1 (TEF-1 ) y la [Ftubulina (Driver et al., 2000; Rehner &
Buckley, 2005; Tsui et al., 2006; Rehner et al., 2011).

Ejemplos de clasificaciéon de hongos entomopatégenos

Reino Straminipila
Peronosporomycetes
Orden Lagenidiales. Ejemplos: Lagenidium, Crypticola
Orden Saprolegniales. Ejemplos: Saprolegnia, Leptolegnia
Reino Fungi
Phyllum Chytridiomycota
Clase Blastocladiomycota
Orden Blastocladiales. Ejemplos: Coelomomyces, Myiophagus, Coelomycidium
Phyllum Entomophthoromycota
Orden Entomophthorales. Ejemplos: Basidiobolus, Conidiobolus, Entomophaga,
Eryinia, Eryniopsis, Furia, Massospora, Meristacrum, Neozygites, Pandora, Tarichium,
Strongwellsea, Thaxterosporium, Zoophthora
Phyllum Glomeromycota
Orden Mucorales: Ejemplo: Sporodiniella
Orden Harpellales
Phyllum Ascomycota
Clase Sordariomycetes (=Pyrenomycetes)
Orden Clavicipitales
Clavicipitaceae/ Cordycipitaceae/ Ophicordycipitaceae
Cordyceps, Ophyocordyceps, Torrubiella, Hypocrella
Orden Hypocreales
Clase Loculascomycetes
Orden Myriangiales. Ejemplo: Myriangium
Clase Laboulbeniomycetes
Orden Laboulbeniales. Ejemplo: Laboulbenia
Phyllum Basidiomycota
Clase Teliomycetes

Orden Septobasidiales. Ejemplos: Septobasidium, Urediniella

Signos y sintomas de una infeccion fungica

Signos: Una de sus definiciones mas comunes expone que se tratan de las manifestaciones

de una enfermedad evidentes para un observador diferente al que la posee. En el caso de los
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insectos estas manifestaciones pueden ser la melanizacion y endurecimiento del tegumento, la
momificacién y el enrojecimiento (cuando hay produccion de toxinas por parte del hongo pat6-
geno. Ejemplo: bovericina o basianolida).

Sintomas: A diferencia de los signos, los sintomas son la manifestacion de una enfermedad
que solo es percibida por el individuo que la padece. Estos pueden ser el fototropismo positivo,
cese de alimentacion, a veces desorientacion cuando se invade el tejido nervioso en el caso de

algunas especies de Cordyceps.

Protocolos para el aislamiento de hongos entomopatégenos

Aislamiento a partir de muestras de suelo de distintos ambientes

e Analisis detierrain vitro. Uso de medios de cultivo selectivos. Pesar 0.5 gr de
tierra procedente de distintos lugares y agregar 2 ml de agua destilada. Homogenei-
zar en vortex y preparar 3 diluciones seriadas (1/10; 1/100; 1/1000). Tomar 100 pl
de la dltima dilucion y sembrarlo en medio cristal violeta, rotular e incubar a tempe-
ratura de 25 °C durante una semana a diez dias.

e Andlisis detierrain vivo. Uso de insectos cebo o trampa. Colocar tierra previa-
mente tamizada y pesada en un recipiente plastico, humedecerla con agua destilada
y colocar en esta los insectos blanco seleccionados. Sellar el recipiente y ponerlo a
incubar durante una semana a diez dias a 25 °C.

Aislamiento directo a partir de un hospedador infectado

El aislamiento de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae a partir de insectos infectados se
puede realizar mediante la adhesion de las esporas a una aguja o escarbadientes esterilizados,
bajo microscopio estereoscépico. Las esporas se inoculan en medio de cultivo selectivo SDYA Y4
conteniendo antibiético (gentamicina — cloranfenicol o penicilina — estreptomicina). Las placas se

rotulan y se sellan con parafilm, o en su defecto con film adherente, e incuban a 25 °C por 7 dias.

Entomophthoromycota

Método descendente de descarga de conidios (Adaptado de Papierok & Hajek, 1997)
Los insectos hospedantes infectados deben ser esterilizados superficialmente mediante su-
cesivos bafios en alcohol 70 %, agua destilada esterilizada, hipoclorito de sodio 0,5% vy final-

mente en bafos sucesivos en agua destilada estéril. Luego deben ser adheridos a la tapa de
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una capsula de Petri de 35 mm de diametro con vaselina sdlida o cinta adhesiva doble faz. Las
capsulas utilizadas contendran medio SEMA (SDYA + yema de huevo + leche) o SDYA mas
antibidtico (penicilina — estreptomicina), 1 ml de antibiético cada 100 ml de medio. Los conidios
se descargaran sobre el medio de cultivo en forma “activa”, a esto se lo denomina “lluvia de
conidios”. A las 12 horas posteriores se extraeran los insectos y se cambiara la tapa de la caja
de Petri por una nueva tapa estéril. Se observara si hubo descarga de conidios en el medio y si
existe crecimiento fungico sin contaminantes. Los cultivos se incubaran a 20 °C en oscuridad
por 6-7 dias, luego se observaran los aislamientos obtenidos. Si los cultivos son axénicos (pu-
ros, libres de contaminacion) seran transferidos a medio SDYA en tubos en estria y luego de su

crecimiento se conservaran en heladera a 4 °C.

Método ascendente de descarga de conidios (Adaptado de Papierok & Hajek, 1997)

Los insectos hospedantes infectados deben ser esterilizados superficialmente de la misma
manera descripta en el método anterior. Posteriormente se deben ubicar los insectos infectados
en la base de una capsula de Petri de 35 mm de diametro sobre papel de filtro esterilizado y
humedecido con agua destilada estéril. Se coloca un portaobjetos esterilizado sobre la capsula
de Petri donde se recolectan los conidios descargados y se incuban a 20 °C en oscuridad. A las
12 horas posteriores se recogen los conidios con un ansa bacterioldgica y se inoculan en una
capsula de Petri (60 mm) conteniendo medio de cultivo SDA con el agregado de 2% de extracto
de levadura. Otro medio que se utiliza también es SEMA (SDA + 2% de extracto de levadura,
suplementado con yema de huevo y leche). Para ambos casos se debe agregar al aislamiento

inicial antibioticos, aconsejandose: estreptomicina - penicilina, o gentamicina - cloranfenicol.

Protocolo para la estimacion de la viabilidad de esporas
(Adaptado de Lane et al., 1988)

La viabilidad (germinacion de los conidios) se obtendra registrando el porcentaje de conidios

germinados a las 24 horas de iniciado el tratamiento.

. Bajo camara de flujo laminar preparar 1 ml de una suspension de 1x108 coni-
dios/mililitro en Tween 80 al 0.01% v/v (*)

*  Colocar 1 ml de medio de cultivo SDYA enriquecido con 1% de extracto de levadura
sobre un portaobjetos y esparcirlo uniformemente formando una pelicula delgada
utilizando un ansa de Drigalsky. Dejar solidificar.

. Colocar 1 pl de la suspension sobre el medio solidificado.

+  Colocar el portaobjetos en una capsula de Petri (100 mm de diametro) conteniendo
papel de filtro (todo previamente esterilizado durante 20 minutos en autoclave a 120
°C y 1 atmosfera de presion).

. Incubar por 24 horas a 25 °C
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. Realizar el recuento de las esporas o conidios germinados bajo el microscopio 6pti-
co. Contar tres veces 200 conidios y obtener un promedio para cada una de las tres

réplicas (considerar conidios germinados y no germinados).

(*) Aclaracion: en todo el documento cuando se refiere a Tween, este es un ejemplo, pero

bien pueden ser utilizados otros tensioactivos para realizar las suspensiones de conidios.

Figura 1. A. gusano de la harina (Tenebrio molitor: Coleoptera) infectado con Metarhizium sp.; B. cultivo de Metarhizium
anisopliae; C. cultivo de Beauveria bassiana; D. cucaracha alemana (Blattella germanica: Blattodea) infectada con Metar-
hizium anisoplae; E. cucaracha alemana (Blattella germanica: Blattodea) infectada con Beauveria bassiana; F. cucaracha
silvestre (Epilampra sp: Blattodea) infectada con Metarhiziu argentinense; G. cultivo de M. argentinense; H. microcultivo de
M. argentinense donde podemos observar conidi6foros, células conididgenas y conidios; |. Larva de gusano blanco (Dilo-
boderus abderus: Coleoptera) infectada con Cordyceps sp.; J. Mosca blanca infectada con Isaria fumosorosea; K. micro-
cultivo de Isaria fumosorosea donde podemos observar conidi6foros, células conidiégenas y conidios.
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Figura 2. A. Larva sana de polilla del repollo (Plutella xylostella: Lepidoptera); B. Pupa de la polilla del repollo infectada
con Zoophthora radicans (Entomophthorales); C. Capiliconidio de Z. radicans ; D. Conidios de Z. radicans; E. Entomop-
hthora planchoniana infectando pulgén verde (Myzus periscae: Hemiptera); F. Detalle de pulgén verde infectado con E.
planchoniana; G. Conidios primarios y secundarios de E. planchoniana; H. pulgén del guisante sano (Acyrthosiphon
pisum: Hemiptera) ; I. pulgén del guisante infectado con Zoophthora radicans; J. Capiliconidios de Z. radicans.
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