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Resumen

Las especies de hongos pertenecientes al género Hirsutella son capaces de infectar y parasitar
gran variedad de invertebrados. Planococcus citri es una peste polifaga importante en diversos
cultivos. El objetivo de este proyecto fue aislar, identificar y determinar la patogenicidad de
Hirsutella sobre individuos adultos de P cifri a partir de muestras de campo. El micelio se
produjo en medio solido PDA acidificado al 2%, que cubrié la placa a los 11 dias de haber sido
cultivado. Se preparé una solucion conididgena a partir del micelio producido y se asperjo sobre
individuos adultos de P, citri para determinar los porcentajes de patogenicidad de las cepas
aisladas; estos fueron: 90%, 78,6% y 90,9% a los seis dias de haberse iniciado el bioensayo de
patogenicidad, o que confirma las cualidades biocontroladoras del género Hirsutella para su
utilizacion en el manejo tanto de P, citri como de otras plagas importantes agrondomicamente.
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Abstract

Fungal species belonging to the genus Hirsutella are capable to infect and parasite a wide
variety of pathogen invertebrates. Planococcus citri is an important polyphagous plague in
various crops of agronomic importance. The project objective was to conduct a study related to
processes of isolation, identification and pathogenicity determination of Hirsutella genus over P,
citri from 21 field samples. The mycelium was produced on PDA solid medium acidified (2%),
which covered the plate at 11 days being cultivated. A conidiogenous solution was prepared
from the mycelium and was sprinkled on adult life stage individuals of P citri to determine the
percentages of pathogenicity of isolates. These were: 90%, 78,6% and 90,9% at 6 days after of
begin the biocassay, which confirm the biocontrol qualities of the genus Hirsutella for its use in
handling both P, citri as other agronomically important pests.

Introduccién

Hirsutella es uno de los géneros de hongos mas abundantes e importantes para el control de
insectos plaga en el campo. H. thompsonii se reportd por primera vez en asociacion con
Phyllocoptruta oleivora y Fisher lo describié como una nueva especie en 1950 (Vacante, 2010).

Hirsutella incluye alrededor de 90 especies capaces de infectar y parasitar una gran variedad
de invertebrados como acaros, nematodos e insectos, muchos de los cuales se consideran
plagas econdmicamente importantes (Toledo et al., 2013).

En insectos, esa capacidad se ha demostrado en especies como Diaphorina citri, transmisora
de la bacteria Candidatus liberibacter, Homalodisca vitripennis, transmisora de la bacteria
fitopatogénica Xylella fastidiosa, y Delphacodes kuscheli, transmisora del virus del Mal de Rio
Cuarto (MRCV).

Planococcus citri €s un polifago importante de cultivos como citricos, vifiedos, café y plantas
ornamentales, siendo probablemente la especie mas destructiva de la familia Pseudococcidae.
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Se alimenta succionando la savia presente en las células del tallo, ramas y hojas, ocasionando
su caida prematura, retraso en el crecimiento y en ocasiones la muerte en plantas infestadas
tanto de manera completa como parcial. Se caracteriza por producir una secrecion de
consistencia melosa en grandes cantidades, que se incrusta en las hojas y racimos de los frutos,
ocasionando dafos visibles en los cultivos. Algunos de esos dafios incluyen oscurecimiento de
los tejidos foliares, asi como pérdida de su vitalidad y turgencia. Todos estos elementos afectan
la calidad del fruto y disminuyen la capacidad fotosintética de la planta, lo que desencadena
una reduccioén de su vigorosidad. (Demirci et al., 2011b).

Por otra parte, se conoce que P. citries vector de varias enfermedades virales a bajos niveles de
infestacion. La cochinilla transmite el Virus 3 Asociado al Enrollado de la Vid (GLRaV-3) (Demirci
et al., 2011b) perteneciente al género Ampelovirus de la familia Closteroviridae, responsable
de causar el enrollamiento hacia el envés en los vifiedos (figura 1), asi como enrojecimiento
en variedades tintas. Ademas, es capaz de causar amarillamiento de las zonas internerviales
(figura 2), mientras que en los racimos genera maduracion heterogénea y menor contenido de
azucar (Vega et al., 2011).

Figura 1. Enrollamiento hacia el envés producido por la presencia de GLRaV-3 en una variedad blanca de vid.
Fuente: Gobierno de la Rioja, Consejeria de Agricultura, Ganaderia y Medio Ambiente.

Figura 2. Enrojecimiento internervial producido por GIRaV en una variedad tinta. Fuente: Gobierno de la Rioja,
Consejeria de Agricultura, Ganaderia y Medio Ambiente.
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El control de insectos se realiza comunmente con insecticidas, no obstante, las cochinillas son
capaces de oponer altos niveles de resistencia a este tipo de método. Por otro lado, su control
con agentes quimicos presenta dificultades porque se encuentran en sitios protegidos de la
corteza, donde es dificil que penetre el plaguicida. Ademas, este insecto usualmente esta
cubierto por una secrecion blanca de consistencia cerosa que cubre su cuerpo por completo,
imposibilitando la penetraciéon del insecticida.

El control biolégico de plagas utilizando agentes entomopatdgenos se usa con frecuencia en
programas de manejo integrado de plagas (MIP), dado que su toxicidad para animales no
objetivos y humanos es extremadamente baja. Los hongos entomopatégenos como Hirsutella
son capaces de sobrevivir en la naturaleza y pueden ocasionar infecciones repetitivas, siempre
y cuando se tomen las precauciones pertinentes en campos con aplicaciones previas de
fungicidas (Demirci et al., 2011a).

El objetivo del presente proyecto consistid en aplicar un método de aislamiento e identificacion
de Hirsutella, para estudiar su efecto biocontrolador en P, citri.

Materiales y métodos

Aislamiento y caracterizacion de Hirsutella

El muestreo se llevd a cabo en una plantacion de citricos ubicada en la Quinta Santa Ménica,
en Paraiso de Cartago, Costa Rica, que poseia una gran variedad de especies vegetales, entre
ellas naranjos (Citrus x sinensis) y arboles de limén (Citrus x limon). Se recolectaron hojas de
arbol de limoén entre los meses de febrero y abril de 2015 que presentaban cochinillas de P, citri
parasitadas por el hongo (figura 3).

Las muestras se conservaron en bolsas de papel aluminio almacenadas en recipientes plasticos
a una temperatura de 10 °C.

La identificacion macroscopica del hongo se llevé a cabo en el Laboratorio de Biologia del
Tecnoldgico de Costa Rica, mediante la visualizacion en el estereoscopio. Sus caracteristicas
morfolégicas se compararon con los esquemas, diagramas y dibujos de la literatura (Verena et
al., 2011).

Aislamiento e identificacion microscoépica de Hirsutella

Para el aislamiento del hongo a partir de las muestras de campo, se utilizd el medio de cultivo
PDA acidificado con acido lactico al 2%. Durante el estudio se realizaron tres subcultivos, con
el objetivo de asegurar el aislamiento y tener material suficiente para las pruebas posteriores.

Se utilizaron escamas de cochinillas parasitadas e hifas presentes en las muestras. La
desinfeccion de las cochinillas se efectud con dos soluciones: alcohol de 70% durante un
minuto y cloro al 3% durante 30 segundos. Posteriormente, las muestras se lavaron con agua
destilada estéril durante dos minutos en camara de flujo laminar. De forma consecutiva al
lavado, el material se coloco en papel filtro estéril para secarlo y evitar el exceso de humedad
antes de ubicarlo en el medio de cultivo. Se dispuso de un total de 20 muestras de escamas
y por cada escama un total de cuatro hifas, que se sembraron en medio de cultivo de forma
separada y luego se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) durante una semana para
evaluar su desarrollo. A nivel microscépico, se prepararon para la visualizacion e identificacion
de los conidios del hongo.
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Efectos patogénicos de Hirsutella sobre la cochinilla P. citri

P, citri se aisl6 a partir de hojas de Carica papaya durante los meses de mayo y abril de 2015
del mismo lugar del que se aisld Hirsutella. Las cochinillas fueron removidas del follaje afectado
utilizando un pincel y colocadas en recipientes separados, segun el estadio de desarrollo.

Bioensayo de patogenicidad preliminar en P. citri

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Biologia y en el Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CIB) del Tecnolégico de Costa Rica, en Cartago, durante el primer semestre de 2015.

Se realiz6 una prueba de patogenicidad preliminar para evaluar la capacidad patogénica de los
aislamientos. El protocolo utilizado se basdé parcialmente en el estudio desarrollado por Demirci
et al. (2011a), dado que el bioensayo se enfoct en estudiar el efecto patogénico del hongo
sobre adultos de P citri. Para ello se diluyd un gramo de micelio en 5 ml de agua destilada
estéril y se agitod por dos minutos en vortex. Luego se retird el micelio y la solucion conidiégena
resultante fue asperjada sobre la porciéon de hoja infestada por cochinillas, en una placa Petri
con papel toalla humedo. Se hicieron tres repeticiones y un control, evaluandose el grado
de patogenicidad al sexto dia. Para el control se aplicé agua destilada sobre las cochinillas,
mientras que para el célculo del porcentaje de patogenicidad se uso la siguiente formula:

%P = ( dcaros micosados )X 100

dcaros totales

Resultados y discusion

Aislamiento y caracterizacion de Hirsutella

La presencia de Hirsutella sobre cochinillas parasitadas en las muestras foliares se caracterizo
por el recubrimiento del hongo sobre escamas de adultos muertos, los cuales presentaban una
coloracion amarillenta (figura 3A). Por su parte, las hifas presentaron una coloracion blanca,
ademas de una morfologia alargada y algodonosa que brotaba del tegumento de la cochinilla
muerta (figura 3B).

Figura 3. Estructura de la cochinilla parasitada por Hirsutella. Se observa la coloracién amarillenta del individuo
muerto (A) (30X), del cual brotan hifas de coloracién blanca (B) (35X).
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El cuadro 1 muestra el aislamiento llevado a cabo a partir de escamas e hifas provenientes de
las muestras de campo.

Cuadro 1. Aislamientos de Hirsutella llevados a cabo a partir de escamas e hifas provenientes de muestras de

campo.
Escamas Hifas
Muestra Desarrollo Muestra Desarrollo Muestra Desarrollo Muestra Desarrollo
E1 NA E11 NA H1 NA H11 NA
E2 NA E12 A H2 NA H12 A
E3 NA E13 NA H3 NA H13 NA
E4 NA E14 NA H4 NA H14 NA
E§ NA E15 NA H5 NA H15 NA
E6 NA E16 A H6 NA H16 A
E7 NA E17 NA H7 NA H17 NA
E8 NA E18 NA H8 NA H18 NA
E9 NA E19 A H9 NA H19 NA
E10 NA E20 NA H10 NA H20 NA

*Simbologia: E= Escama, H= Hifa, A= Aislado, NA= No aislado.

A partir de las escamas E12, E16, E19 (figura 4) y las hifas H12 y H16 se obtuvieron aislamientos
del hongo estudiado después de 11 dias de haber sido cultivado. Segun Sanchez et al. (2011),
Hirsutella es un hongo de crecimiento lento que presenta bajos porcentajes de conidiacion. En
condiciones de laboratorio, su crecimiento radial es una variable que depende principalmente
de factores como: tipo de cepa, caracteristicas genéticas, naturaleza del substrato en el que
se desarrolla, especialmente por las proporciones de C/N que puedan llegar a presentarse en
este. Se evidencié que el requerimiento nutricional resulté ser poco demandante por parte del
hongo, ya que cubri6 toda la placa de Petri en los 11 dias de crecimiento. Van der Geest et al.
(2000) indican que Hirsutella es un hongo de cultivo sencillo en medio artificial, en contraste con
otros entomopatdégenos, capaz de crecer en una gran variedad de medios con agar y medios
liquidos.

La identificacion a nivel microscopico se baso principalmente en los estudios de caracterizacion
morfolégica y molecular de Hirsutella desarrollados por Toledo et al. (2013). Se observaron
conidios sobre la superficie del sinema, que surgian a partir de este como células laterales,
distribuyéndose de manera intercalada a lo largo de las hebras miceliales (figura 5).

Los conidios de tipo hialino no presentaban septos, ademas eran elipticos y solitarios (figura
6A), no obstante, se observaron algunos dispuestos en parejas (figura 6B). Se logré ver la capa
mucilaginosa externa de los conidios, la cual es importante por su actividad enzimatica, y esta
relacionada con procesos de adhesion, antisequedad y proteccion contra los fenoles toxicos
producidos por el hospedero (Rosas, 2003).
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Figura 4. Aislamientos satisfactorios llevados a cabo con escamas de cochinillas parasitadas por Hirsutella a los 11
dias de haber sido cultivados. E12: (A) y (B) E16: (C) y (D) E19: (E) y (F).

Figura 5. Conidios sobre la superficie del sinema de Hirsutella (A) (100X). Distribucién intercalada de los conidios a
lo largo de las hebras miceliales (B) (100X).

Figura 6. Célula conididgena solitaria de morfologia eliptica (c). Conidios de Hirsutella dispuestos en pares (cc).
Capa mucilaginosa externa rodeando el conidio (cm). Hifas de Hirsutella (A 'y B) (100X).
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Efectos patogénicos de Hirsutella sobre la cochinilla P. citri

El dimorfismo sexual ha alcanzado niveles muy avanzados en P citri Las diferencias
morfolégicas comienzan a ser evidentes en los periodos finales del estadio larval. Las hembras
adultas no poseen alas, a diferencia del macho, y pueden llegar a tener un peso 90 veces
superior a éste, ademas son capaces de alcanzar una longevidad de mas de 100 dias si no
se aparean. Por el contrario, el macho adulto es un diptero neometabdlico de vida corta, que
no se alimenta durante la época de apareamiento. Ademas de ello, requiere de 1 a 2 dias para
completar la maduracion sexual y el desarrollo de filamentos cerosos para ser capaz de volar y
responder a las feromonas sexuales durante la reproduccion (Da Silva et al., 2013).

En los individuos observados, la hembra se caracterizdO por presentar un cuerpo ovalado,
blando y con un tamafio promedio que rondaba los 3 mm de largo; su coloracion era amarillenta
y se encontraba cubierta por un polvo ceroso blanco. El macho, a diferencia de la hembra,
presentaba un cuerpo mas pequefio (1 mm, aproximadamente) de color amarillento y con
dos largos filamentos en el extremo posterior del abdomen similares a alas (figura 7) (Sistema
Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de Plagas, 2015).

Se evidencio la presencia de huevos depositados en un ovisaco cuyo aspecto se asemejaba
al de una masa algodonosa. Los huevos eran ovales y de color amarillo claro. Por su parte, las
ninfas recién nacidas eran moviles, ovales, aplanadas y de color amarillo palido (figura 8). Todos
los individuos se aislaron de la cara abaxial de hojas de C. papaya. Se observo, ademas, la
produccion de excrecencias liquidas azucaradas atrayentes de hormigas.

Los resultados del bioensayo de patogenicidad se pueden observar en el cuadro 2:

Cuadro 2. Resultados del bioensayo de patogenicidad de Hirsutella sobre adultos de P. citri al sexto dia de haberse
iniciado la prueba.

Repeticion Muertos Vivos Total % P
1 18 2 20 90,0

2 11 & 14 78,6

3 10 1 11 90,9
Control 1 6 7 14,3

Los porcentajes de patogenicidad de Hirsutella frente a la plaga al sexto dia de haberse
aplicado la solucion conididgena fueron altos (90%, 78,6% y 90,9%), con un promedio de
86,5% en comparacion al control, que fue de 14,3%. Los porcentajes de mortalidad de 84,14%
obtenidos por Demirci et al. (2011b) con adultos de P, citri después de seis dias de haber sido
inoculados con el hongo entomopatdégeno Isaria farinosa fueron similares al promedio obtenido
en el presente estudio, lo que demuestra el efecto de las toxinas y enzimas que participan en
la interrelacion patégeno-hospedero segun Rosas (2003).

Los postulados de Koch (Schénbach, 2013) se demostraron desde la identificacion y aislamiento
del hongo hasta la aplicacion del bioensayo de patogenicidad in vitro.

La figura 9 muestra el resultado obtenido del bioensayo de patogenicidad aplicado sobre P, citri
con tres repeticiones y un control. En 1y 3 se observa el recubrimiento generado por el micelio
blancuzco y afelpado de Hirsutella sobre el dorso de P citri, mientras que en 2 se aprecia el
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desarrollo de hifas sobre el tegumento de la cochinilla sin cubrirlo por completo. A diferencia del
tratamiento anterior, el control (c) presentd una mortalidad poco significativa, segun se detallé
anteriormente. En (c) se observa un individuo de P. citri sano como parte de dicho tratamiento.

Figura 7. Hembra de P. citri depositando huevos sobre un ovisaco (A) (30X). Morfologia diferencial (B) (30X) entre
ninfas (n), hembra (h) y macho (m) de P, citri sobre muestras de tejido vegetal.

Figura 8. Ninfas de P, citri de morfologia oval, aplanada y de color amarillo palido (A) (30X). Ninfa recién nacida a
partir de un ovisaco algodonoso (B) (30X).

Figura 9. Resultado del bioensayo de patogenicidad aplicado sobre P, citri. Las imagenes 1, 2 y 3 muestran el
efecto patogénico de Hirsutella a los seis dias de haberse asperjado la solucion conididbgena sobre cochinillas
de P, citri. Se evidencia en dichos casos el cubrimiento micelial sobre el tegumento de la cochinilla. La imagen C
corresponde al tratamiento control. (30X).
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A diferencia de lo mencionado anteriormente por Sanchez et al. (2012) con respecto al lento
desarrollo de Hirsutella, 1os resultados obtenidos con el bioensayo de patogenicidad reafirman
que la presencia y abundancia del hospedero tienen un nivel de influencia muy significativo,
tanto en el crecimiento de Hirsutella como en su capacidad biocontroladora (Micali et al., 2014).

Estos resultados demuestran que Hirsutella posee un alto potencial para ser utilizado en
programas de manejo integrado de plagas que busquen controlar P. citri y otras especies
importantes como Tetranychus urticae 'y Diaphorina citri, entre otras; paralelamente al creciente
desarrollo de herramientas bioldgicas modernas. La integracion de estrategias de control
bioldgico basadas en el accionar de los hongos entomopatdgenos constituye una herramienta
valiosa para Costa Rica desde un punto de vista técnico-ambiental, en aras de promover la
reduccion de los insecticidas que producen contaminacion.

Conclusiones

Mediante el presente trabajo se demostré la capacidad biocontroladora que el hongo Hirsutella
posee sobre cochinillas adultas de P, citri., al obtenerse porcentajes de patogenicidad altos en
condiciones simuladas de laboratorio. Ademas, se logrd caracterizar al hongo en su estado
natural, tanto macro como microscoépicamente.

Las diferencias concernientes al dimorfismo sexual que presenta la cochinilla fueron examinadas
y sefialadas, permitiendo respaldar la informacion existente en la literatura acerca del tema.
Junto con ello, el anédlisis y estudio morfolégico de P citri permitié describir con mayor detalle
las estructuras sobre las cuales se desarrolla el micelio de Hirsutella posterior al contacto
patdégeno-hospedero.

Hirsutella demostré tener una capacidad biocontroladora significativa para el control de insectos
importantes como P, citri, Util para fomentar un manejo compatible con los programas de manegjo
integrado de plagas. El conocimiento de los materiales activos que participan en la relacion
patdégeno-hospedero debe mejorarse, con el objetivo de entender no solo su configuracion sino
también su conducta ante la influencia de factores ambientales importantes.

Se recomienda, para efectos de una investigacion posterior, estudiar la patogenicidad de
Hirsutella sobre estadios larvales de P citri, asi como optimizar el ciclo biolégico de la especie
para que sea posible correlacionar las diversas etapas de crecimiento con los efectos
biocontroladores que se derivan de cada uno de ellos, obteniendo de esa manera informacion
de la etapa més eficiente para aplicar en biocontrol de plagas.
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