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RESUMEN

El pulgon del ciprés (Cinara cupressi), es una plaga
exdtica distribuida en todo el territorio continental
chileno que ha provocado darios importantes tanto en
especies forestales introducidas como nativas. Se han
estudiado algunos aspectos de la biologia de este
pulgon, mediante control biologico y productos quimi-
cos, los cuales no presentan actualmente resultados
satisfactorios. Durante el tiempo que esta plaga se ha
establecido en Chile, no se ha realizado un estudio
sistemdtico de hongos entomopatogenos asociados a
este pulgon, aunque se cuenta con antecedentes de un
control promisorio en pulgones con estos agentes en
otros paises. Con el objetivo inicial de aislar en una
primera fase del presente estudio hongos patogénicos
potenciales para el control biologico de C. cupressi,
iniciamos su busqueda en dos regiones ecologicas del
sur de Chile (Region ecoldgica Mediterranea Per-
Humeda y Region ecoldgica Ocednica con influencia
Mediterranea), selecciondndose en cada una de ellas 6
sitios de muestreo donde en cada uno se recolectaron 10
ramas con colonias de pulgones que fueron mantenidas
en una camara bioclimatica (20 + 2 °C, 16:8 h) por 7
dias, para estimular el desarrollo fiingico. Se aislaron
integrantes de lo géneros Verticillium, Paecilomyces
(ambos con mayor frecuencia de presencia), Fusarium y
un entomophthoral en estudio.

ABSTRACT

The cypress aphid (Cinara cupressi) is an exotic
plague distributed throughout the Chilean continental
territory which has caused significant damage both in
introduced forest species as well as in native ones. Some
characteristics as to the biology of this aphid have been
studied by means of biological control and chemicals
yet they have not revealed any satisfactory results up to
now. During the time of occurrence of this plague in
Chile systematic study on entomopathogenic fungi
associated to this aphid has failed to be accomplished
although information about a promissory control in
aphids with these agents has been reported in other
countries. In order to carry out an isolation of potential
pathogenic fungi for the biological control of C.cupressi
in the first phase of this present research, we began to
look for them in two ecological regions from southern
Chile (Ecological Mediterranean Per-humid Region and
Ecological Oceanic Region having Mediterranean
influence). Six sampling sites were selected in each of
them while 10 branches infected with aphid colonies were
kept in a bioclimatic chamber (20+2°C, 16:8 h) for 7
days to stimulate fungal growth. Fungi of genera
Verticillium, Paecilomyces (both showing the highest
occurrence frequency), Fusarium and an entomophtoral
under study were isolated.
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INTRODUCCION

El pulgoén del ciprés (C. cupressi (Buckton)), pertenece
a un complejo de especies (Watson et al., 1999) que fue
detectado por primera vez en Chile el afio 2003 en arboles
del género Cupressus (Silva et al., 2005), el afio 2004 en
Austrocedrus chilensis (ciprés de la cordillera) (Instituto
Forestal, 2008) y el afio 2007 se encontrd este pulgon
asociado a Fitzroya cupressoides (alerce), especie forestal
declarada monumento natural a través del Decreto
Supremo N°490, Chile (1976). Por lo tanto, afecta a especies
arboreas nativas como introducidas (Aguayo et al., 2005;
Servicio Agricola Ganadero, 2005). Algunas de las
invasiones bioldgicas mas catastroficas son las de insectos
exoticos asociados a bosques nativos (Liebhold et al.,
1995; Mondor et al., 2007; Liebhold & Tobin, 2008). En
ese sentido, el pulgon del ciprés se encuentra considerado
dentro de las 100 especies invasoras mas dafiinas del
mundo (Lowe et al., 2004), pues a fines de la década de los
80 de siglo XX, C. cupressi llevo casi a la extincion a
especies cupresaceas nativas en Africa (Ciesla, 1991). Hoy
en dia, se sabe que las especies exoticas invasoras son la
segunda causa de amenaza y extincion de especies,
precedida tan solo por la pérdida de habitat (Walker &
Steffen, 1997; Badii & Landeros, 2007).

Durante el tiempo que esta especie invasora ha
permanecido en Chile se han detectado dos especies de
hongos entomopatégenos produciendo epizootias, pero
han sido poco estudiadas y no se ha realizado una
busqueda sistematica de estos agentes controladores en
el pais (Montalva et al., 2010). En Brasil, bajo condiciones
de laboratorio, se han logrado altos porcentajes de control
sobre la especie Cinara atlantica Wilson, mediante el uso
de Verticillium lecanii (Zimmerman) Viegas (Leite et al.,
2005). Mas de 750 especies de hongos son patdgenos de
insectos y muchos de ellos ofrecen un gran potencial para
el manejo de plagas succionadoras como los pulgones
(Rabindra & Ramanujam, 2007). Por otra parte, el uso de
estos organismos para controlar plagas tiene bajo impacto
ambiental comparado a los insecticidas, junto con ser mas
especificos y economicos (Rodriguez & Arredondo, 2007).

El estudio de hongos entomopatégenos en Chile
asociados a C. cupressi, harecibido alguna atencion s6lo
en los ultimos afios y podria ser un valioso complemento
al control bioldgico efectuado por el parasitoide introdu-
cido Pauesia juniperorum Stary. En este contexto, este
trabajo plantea realizar prospecciones de hongos
entomopatogenos asociados a C. cupressi en dos regiones
ecologicas del sur de Chile y determinarlos primariamente
anivel genérico.

Los aislamientos obtenidos se utilizaran en una
nueva investigacion (Parte II) que permita seleccionar sus
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grados de patogenicidad y efectuar la clasificacion
mediante taxonomia fenética y genética de las especies
mas efectivas, con la finalidad de proponer nuevas
alternativas de control en las poblaciones de estos
insectos.

MATERIALES Y METODOS

La prospeccion de hongos que afectan al pulgon
del ciprés, se realizé en dos transectos de la cordillera de
la Costa a cordillera de los Andes, un transecto en la Region
ecologica Mediterranea Per-Humeda, situada entre los
37°00'y los 38°40' S y otro transecto en la Region ecologica
Oceanica con influencia Mediterranea, situada entre los
38°40'ylos 43°47'S. En los transectos de ambas regiones
ecologicas se establecieron 6 sitios de muestreo, sin
embargo en la Region ecoldogica Oceanica con influencia
Mediterranea se tomo un sitio mas de muestreo, debido a
que solo en esta area se encuentra alerce. En cada uno de
estos sitios, se seleccionaron y recolectaron 10 ramas
basales de cipreses que crecen en el lugar de muestreo
(alerce, ciprés de California y ciprés de la cordillera) con
presencia de pulgones (Ciesla, 1991). Las muestras fueron
depositadas en bolsas plasticas, las cuales se rotularon
con la siguiente informacion: lugar (nombre del area y
coordenadas geograficas), altura, fecha y observaciones
adicionales como estado del insecto, signo, sintomas y
condiciones climaticas (Cafiedo & Ames, 2004) (Datos no
incluidos en resultados). Posteriormente fueron llevadas
al laboratorio de entomologia del Servicio Agricola y

Ganadero en Osorno.

Las ramas de 20 cm, con colonias de C. cupressi
fueron depositadas en un matraz con agua y éste dentro
de una camara bioclimatica con temperaturade 20 +2 °Cy
fotoperiodo de 16 horas luz: 8 horas oscuridad, para generar
las condiciones que los hongos necesitan para su desarro-
llo (Cespedes et al., 2008). Alos 7 dias se evaluaron los
pulgones que se encontraban sobre las ramas, aquellos
muertos con desarrollo de micelio sobre su cuerpo y se
depositaron individualmente en frascos plasticos (40 x40
mm). Luego, para el aislamiento de los insectos, estos
ultimos se llevaron al laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Austral de Chile, Valdivia, donde los pulgones
con micelio se depositaron en placas Petri que contenian
agar quitina al 2%; las placas fueron incubadas en una
estufa a 23 £ 1 °C por 5 dias. Posteriormente, se rescato
individualmente micelio de los hongos que surgieron y se
sembraron en placas Petri que contenian agar malta al 2%
(AM)), las cuales fueron incubadas a 23 £ 1 °C por 5 dias.
Finalmente, a partir de las colonias que se desarrollaron
en el AM se realizaron preparaciones microscopicas
utilizando aguay lactofenol como liquidos de montaje; en
las preparaciones se observaron y midieron las estructuras
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de valor taxondmico (esporas, células conidiogénicas y
estructuras de resistencia) y posteriormente fueron
comparadas con las que aparecen en claves taxondmicas
(Domsch et al., 1980; Samson et al., 1988; Humber, 1997;
Barnett & Hunter, 1998) para establecer solo hasta el rango
de género a las cepas flngicas en estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 13 cepas fungicas obtenidas en cultivo
puro, provenientes tanto de pulgones tratados en
laboratorio como de pulgones que en terreno presentaban
micelio sobre su cuerpo, fueron asignadas a 4 géneros de
hongos (Tabla 1).

En la mayoria de los lugares muestreados se
encontraron pulgones produciendo dafio en especies
cupresaceas, excepto en el Monumento Natural Alerce
Costero, lugar en que los alerces se encontraban sanos
sin problemas provocados por insectos y el sector costero
El Manzano, cercano al Parque Nacional Nahuelbuta,
donde los cipreses de la cordillera tampoco presentaban
dafio por pulgones. Por lo observado en terreno, cabe
hacer notar que hay una preferencia de C. cupressi hacia

permitié que se asociara a estos cipreses nativos. Sin
embargo, en C. macrocarpa se observo, que en todos los
lugares de muestreo, los arboles estaban afectados por
los pulgones.

Cinco integrantes del género Verticillium Nees
ex Link, (Fig.1), fueron aislados desde pulgones reco-
lectados en ambas regiones, todos ellos presentaban un
micelio blanco sobre el cuerpo (Fig. 1a). La particularidad
de Verticillium es que sus mitosporas se forman sobre
las hifas y se encuentran expuestas libremente al medio
ambiente (Agrios,1996). El género Verticillium, se
caracteriza por presentar conidioforos solitarios o verticila-
dos y postrados (1d), que llevan apicalmente masas de
conidios hialinos (1c), unicelulares, subglobosos, ovales,
falcados, fusiformes, subcilindricos y no presenta estruc-
turas de latencia (Zare et al., 2000). Los conidios miden
5,8-10,5%x3,0-4,0 pm (Sugimoto et al.,2002). Estas medi-
das y descripcion concuerdan con lo observado en todas
las cepas de Verticillium obtenidas en el presente trabajo
y posiblemente correspondan a V. lecanii, dado que esta
especie es entomopatogena principalmente de pulgones
(Aphididae) y mosquitas blancas (Aleyrodidae) (Milner,
1997). Se han desarrollado cepas de V. lecanii altamente
virulentas y epizoodticas como agentes biocontroladores

Tabla 1. Taxas fungicos aislados de pulgones provenientes de ambas regiones ecologicas.

Géneros b mlf:“if‘;c o Pulgén hospedero Arbol hospedero
Verticillium sp. Curacautin Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Verticillivm sp. Paillaco Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Verticillium sp. Llifén Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Verticillivm sp. Segundo Corral Cinara thujafilina Austrocedrus chilensis
Verticillium sp. Futaleuft Cinara cupressi Austrocedrus chilensis
Paecilomyces sp. | Angol Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Paecilomyces sp. | Collipulli CGinara cupressi Cupressus macrocarpa
Paecilomyces sp. | Paillaco Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Paecilomyces sp. | Lifén Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Fusarivum sp. Angol Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Fusarium sp. Mehuin Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Fusarium sp. Mehuin Cinara cupressi Cupressus macrocarpa
Neozygites sp. ? Osomo CGinara cupressi Cupressus macrocarpa

el hospedero Cupressus macrocarpa. Segun lo descrito
por el Instituto Forestal (2008), deberia haberse encon-
trado C. cupressi asociado a Austrocedrus chilensis en
ambas regiones ecoldgicas, lo que no ocurrio, solo se
encontr6 en la region ecologica Oceanica con influencia
Mediterranea, esto puede deberse a la alta densidad
poblacional de C. cupressi durante aquellos afios, lo que

de ciertos insectos (Hall, 1984; Hsiao et al., 1992; Yokomi
& Gottwald, 1998) y desde 1990, los productos comerciales
tales como Mycotal y Vertalec obtenidos de este hongo,
son usados contra mosquitas blancas y afidos,
respectivamente (Hall, 1984; Lenteren, 2003; Allendes,
2007). Vlecanii también es un micoparasito de royas
(Spencer & Atkey, 1981; Allend, 1982). Vu et al., (2007)
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sefialan que la aplicacion de ¥ lecanii bajo condiciones
de laboratorio a una concentracion de 1x107 conidios/mL
sobre poblaciones de Myzus persicae, produjo una
mortalidad del 50% de la poblacion a los 2,1 dias de
aplicacion, mientras que el uso de este entomopatégeno
sobre poblaciones de Aphis gossypii produjo una morta-
lidad del 50% a los 1,5 dias auna temperatura de 25 °Cy
75% de humedad relativa. Saranya et al. (2010), obtuvieron
un 100% de mortalidad de adultos de Aphis craccivora al
sexto dia bajo condiciones de laboratorio, ambos estudios
demuestran que cepas de Verticillium podrian ser agentes
controladoras del pulgon del ciprés, por ello se debe
determinar la especie aisladay evaluar su virulencia.

Otros aislados corresponden a integrantes del
género Paecilomyces Bain. (Fig. 2a), obtenidos desde
pulgones recolectados en ambas regiones ecologicas, este
género esta relacionado con Penicillium, pero se distingue
de este ultimo principalmente por las fialides divergentes,
que consisten en una base dilatada que va disminuyendo
en un cuello mas largo y delgado (Domsch, 1980). Coni-
dioforos erectos, mononematosos, pero las especies en
insectos a menudo son sinnematosas, verticiladas, con
ramas divergentes y fialides; conidios (3-4 x 1-2 pm)
unicelulares, hialinos o ligeramente pigmentados, en
cadenas divergentes secas, de paredes lisas o a veces
espinosas (Samson et al., 1988). De los 4 aislados obteni-
dos 3 son semejantes a P. fumoroseus , una especie que se
utilizo por Gokse & Kubilay (2005) contra ninfas de
mosquita blanca (Trialeurodes vaporariorum). Los
resultados que obtuvieron estos autores bajo condiciones
de laboratorio a 24 °C, fue entre un 10% (P{r4401) y un
80% (Pfr4406) de mortalidad al sexto dia post-aplicacion.
Vu et al. (2007), mediante el uso de P. farinosus (J67)
obtuvieron un 50% de mortalidad de la poblacién de M.
persicae alos 3,75 dias y de 4. gossypii alos 2,16 . Por lo
tanto, los integrantes del género Paecilomyces también
pueden ser considerados como entomopatdgeno que
deben ser evaluados, por su efectividad como biocontro-
ladores.

Otros 3 aislamientos corresponden a integrantes
del género Fusarium Link ex Fr. (Fig. 2b), obtenidos desde
pulgones muertos después de haber permanecido 7 dias
en la camara bioclimatica y se caracterizaron por su rapido
crecimiento, con colonias de diversos colores conidio-
foros solitarios o agrupados en esporodoquios, que
consisten en verticilos de células conididgenas fialidicas;
fidlides en forma de botella a menudo con varias aberturas
(polifialides) y la produccion de dos tipos de conidios: (1)
macroconidios (20-70 um) en forma de platano, con uno a
varios tabiques transversales, por lo general liberados en
cabezas viscosas 0 en masas de esporas. (2) microconidios
(8-10 um), unicelulares, pequefios, ovalados a cilindricos,
producidos en falsas cabezas o en cadenas (Domsch, 1980;
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Samson et al., 1988). La diversidad morfolégica macro y
microscopica de los 3 aislados, hace pensar en la presencia
de morfotipos diferentes que deberan clasificarse si se
demuestra su virulencia frente a este pulgon. Al igual que
Verticillium y Paecilomyces, algunas especies de
Fusarium como F. semitectum se ha utilizado contra el
pulgdn M. persicae (Asharani et al., 2009) y los resultados
obtenidos en ensayos han arrojado un 62% de mortalidad
de adultos después de 6 dias de la aplicacion con aspersion
de 4,2x10°conidios/mL y de 84% de mortalidad de ninfas
después de 6 dias de la aplicacion con aspersion de 4,2x10°
conidios/ml.

Finalmente y en baja frecuencia, se determino la
presencia de un integrante del género Neozygites Witlaczil
(Fig. 2c-e), este hongo se ha detectado en las pros-
pecciones realizadas por el SAG, en pulgones provenientes
de Valdivia y Osorno; no se ha logrado desarrollar en
condiciones de laboratorio, debido a que es un parasito
obligado, en base a esto, se estd buscando un medio de
cultivo que proporcione los nutrientes adecuados para su
desarrollo. Las caracteristicas de este hongo son:
esporangioforos no ramificados; cuerpos hifales de forma
irregular; esporas primarias en su mayoria con forma de
pera, redondeadas con papilas truncadas, a menudo con
cuatro nucleos con heterocromatina, capas de la pared no
separadas y esporas secundarias casi exclusivamente en
alargados tubos curvados germinales capilares. Si estan
presentes las esporas de reposo, se observa con su epis-
poro de color negro. Los hongos de este género se asocian
principalmente a insectos de los 6rdenes Hemiptera y
Thysanoptera y acaros. (Samson ez a/.,1988; Humber, 1998).
Neozygites fresenii Nowakowski, esta especie llamada y
descrita como Empusa fresenii por Nowakowski (1883),
fue descubierta infectando pulgones naturalmente en
Polonia (Barta & Cagan, 2006). Un estudio en Estados
Unidos demostré que N. fresenii aislado de 4. gossypii de
Arkansas al ser utilizado contra 4. gossypii de California
fue capaz de infectarlo exitosamente (Steinkraus et al.,
2002). Remaudiere & Latgé (1985) en México, encontraron
N. turbinata (Kenneth) en una colonia de Cinara curvipes
(Patch.), estos se encontraban llenos de esporas de
resistencia tipicas del hongo, en este estudio se considera
a N. turbinata como patogeno especifico de pulgones de
la subfamilia Lachninae. V. cinarae Keller, fue colectada
en una plantacion de Picea abies Karst. en colonias del
pulgon Cinara pilicornis (Hartig) en Suiza, N. cinarae
esta estrechamente relacionada desde el punto vista
morfolégico y taxondmico a N. fresenii'y N. microlophii
Keller. Esta puede ser distinguida principalmente por el
largo de sus conidios, el numero de nucleos en el conidio
y el tamafio del tubo capilar (Barta & Cagan, 2006).

Todos los hongos asociados a C. cupressi iden-
tificados en este estudio han sido utilizados contra
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Figura 1. a. Pulgén muerto con micelio de Verticillium ., b. Colonia de Verticillium sp. en agar malta,
¢ - d. Conididéforo y conidios de Verticillium sp.

Figura 2. a. Conidioforo de Paecilomyces sp., b. Colonia de Fusarium sp. en agar malta al 2%,
c. Entomophthoral en pulgén, d - e. Esporas de latencia
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pulgones pero no todos han tenido los mismos resultados,
algunos han sido mas exitosos que otros, en base a esto,
cada cepa se evaluara con posterioridad con el fin de
determinar la especie que presente la mayor virulencia,
para proponer su uso dentro del manejo integrado de la

plaga.
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