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RESUMEN

El pulgon del ciprés Cinara cupressi, se considera
uno de los insectos invasores mds dafiinos del mundo, ha
provocado una gran mortalidad en especies Cupresdceas
nativas y exoticas en varios paises. En Chile, fue detectado
el afio 2003 y para el aiio 2008 esta plaga ya se encontraba
distribuida en todo el pais, afectando especies cupresdaceas
Jforestales exoticas como Cupressus macrocarpa y especies
nativas, tales como, Austrocedrus chilensis (Ciprés de la
Cordillera) y Fitzroya cupressoides (Alerce), que estin
categorizadas en el estado de conservacion vulnerable y
en peligro respectivamente. El darea forestal de Chile ha
potenciado y privilegiado el uso de controladores
biologicos como parte del manejo integrado de plagas.
Es por esto que se ha utilizado el parasitoide Pauesia
Jjuniperorum. Sin embargo, se han detectado bajos niveles
de parasitismo. Se propone el uso de hongos
entomopatogenos como alternativa y complemento al
control biologico. Se prospectaron hongos
entomopatogenos en la Region ecologica mediterranea
per-humeda y en la Region ocednica con influencia
mediterranea. Como resultado se han identificado seis
géneros de hongos descritos como patogenos de insectos.

Sin embargo, bajo condiciones de laboratorio solo cepas

del género Verticillium fueron virulentas, causando sobre
el 80% de mortalidad acumulada a los 7 dias. No hubo
diferencias significativas entre las cepas de Verticillium y
un producto quimico (pirimicarb) aplicado como control,
aunque el hongo fue mdas lento. Las cepas mas virulentas
fueron identificadas como Verticillium lecanii, Ve 1 y Ve 2,
conunTL, de: 3.2y 3.1diasyun DL, 1.2°y 1.3’ conidias
mL" respectivamente, sugiriendo el uso de estos hongos
para controlar C. cupressi en Chile.

SUMMARY

The cypress aphid, Cinara cupressi, is considered
one of the most important invasive species causing high
mortality in exotic and native species of Cupressaceae in
several countries in the world. In Chile it was detected in
2003 and in 2008 was distributed throughout the country
affecting the exotic forest species Cupressus macrocarpa
and the native forest species Austrocedrus chilensis (Ciprés
de la Cordillera) and Fitzroya cupressoides (Alerce), both
classified as vulnerable and endangered species
respectively. Efforts to their management have focused on
biological control by using the parasitoid Pauesia
Juniperorum but until now it has not reached satisfactory
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control. We propose using entomopathogenic fungi, as

alternative  and  complementary  biocontrol.
Entomopathogenic fungi were prospected in the ecological
region Mediterranean per-humid and in the ecological
region Oceanic with mediterranean influence in both
colonies of C. cupressi. There were identified six genera of
fungi described as insect pathogens. However, in
laboratory assays only Verticillium strains were virulent,
causing about 80% cumulative mortality at seven days.
There were not significant differences among strains of
Verticillium and chemical (pirimicarb) applied as control,
although fungi were slower. The most virulent strains were
two Verticillium lecanii, Ve 1 and Ve 2, with an LT I of: 3.2
and 3.1 days and LD : 1.27 and 1.37 conidia mL"’
respectively, suggesting the use of these fungi to control C.

cupressi in Chile.

INTRODUCCION

Existen pocos antecedentes de hongos
entomopatogenos en Chile asociados a C. cupressi y solo
han recibido alguna atencidén en los ultimos afios. Este
estudio es una continuacion del trabajo prospeccion de
hongos entomopatdgenos del pulgén del ciprés en dos
regiones ecologicas de Chile publicado por Montalva et al.
(2010). En esta segunda parte se muestran los resultados de
las evaluaciones de virulencia bajo condiciones de
laboratorio de las cepas determinadas. Los resultados de
esta investigacion permitiran postular posibles nuevos
agentes de control para esta plaga, de esta manera reducir
las poblaciones y mitigar los dafios producidos por esta
plaga invasora que se ha asociado tanto a especies del

bosque nativo como especies introducidas en todo Chile.
MATERIALES Y METODOS

Crianza artificial de Cinara cupressi

Los individuos de C. cupressi utilizados en los
diferentes ensayos fueron obtenidos mediante crianza
artificial, en la Unidad de Entomologia del Laboratorio
Regional SAG Osorno, a partir de pulgones extraidos y
multiplicados desde muestras de ramas de ciprés de
Monterrey (Cupressus macrocarpa Hartw. ex Gord.)
provenientes de Cerro Guido (Comuna de Torres del Paine).
La crianza de estos pulgones, se realizd sobre plantas de
ciprés de Monterrey de aproximadamente 30 cm de altura.
Las plantas con los pulgones fueron mantenidas en una
camara bioclimatica, regulada a una temperatura de 18+2°C
yun fotoperiodo de 16:8 horas de luz/oscuridad, tal como lo
utilizado por Yeo ef al. (2003) y Saranya et al. (2010).

1"

Determinacion del Tiempo Letal S0

Las cepas evaluadas correspondieron a aquellas
determinadas en la publicacion previa (Montalva et al., 2010)
mas dos cepas de Beauveria y dos cepas de Metarhizium
mantenidas en el Laboratorio Fitopatologia SAG Osorno.
Para la evaluacion de virulencia se coloco al interior de una
placa Petri de 9 cm de didmetro con agar agua (2%) un
segmento de rama de C. macrocarpa de 8 cm de longitud
(Vu et al. 2007), esta rama fue previamente desinfectada
Montalva (2008). En cada rama se colocaron, con un pincel
fino, 10 ninfas de cuarto estadio de C. cupressi, las cuales
fueron posteriormente asperjadas con 1 mL de una
suspension que contenia conidias de cada cepa mas agua
destilada estéril y detergente Tween 80® (0,1%), utilizando
un asperjador previamente calibrado. Se utilizaron 10 placas
por cada cepa de hongo; 10 placas para el testigo, las cuales
fueron asperjadas s6lo con agua destilada estéril+Tween
80® (0,1%) y 10 placas que fueron asperjadas con el
insecticida (Pirimicarb) especifico para el control de
pulgones.

Las placas fueron incubadas en forma aleatoria en
una camara bioclimatica a 204+2°C y un fotoperiodo de 16:8
horas de luz/oscuridad, durante un periodo de 7 dias.
Diariamente se contabilizé en cada placa Petri el nimero de
pulgones muertos; para ello con un pincel fino se toco el
cuerpo del insecto para verificar su movimiento. Se
considerd a los pulgones como muertos a aquellos
individuos que presentaban el cuerpo de color mas oscuro
y/o ausencia de movimientos. Estos insectos muertos fueron
separados y mantenidos al interior de una camara humeda
para verificar posteriormente el desarrollo del hongo como
agente causal de la mortalidad observada. Los datos de
mortalidad fueron corregidos, usando la formula de Abbott
(1925), una vez corregida la mortalidad para cada cepa, se
determiné el tiempo letal 50 (TL,) mediante analisis Probit
(Finney 1971).

Determinacion de la Dosis Letal 50

Para la determinacion de la dosis letal 50 (DL, ) se
evaluaron 4 dosis diferentes de conidias: 1x10°, 1x107, 1x108
y 1x10° conidias mL", utilizando la misma metodologia
descrita anteriormente para la determinacion del TL,. Se
utilizaron 10 placas Petri de 9 cm de didmetro con agar agua
(2%) con un segmento de rama de 8 cm de C. macrocarpa
por cada dosis de conidias mas 10 placas Petri que fueron
utilizadas como testigo, que fueron asperjadas con agua
destilada estéril+Tween 80® (0,1%). Las placas fueron
incubadas en forma aleatoria en una cdmara bioclimatica a
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20+2°C y un fotoperiodo de 16:8 horas de luz/oscuridad. Se
determind diariamente el namero de afidos muertos, de
acuerdo al procedimiento descrito anteriormente y se calculd
la mortalidad corregida (MC) para cada dosis de conidias
hasta el dia en que la primera cepa superd el 95% de la
mortalidad corregida acumulada, aquel dia fue escogido para
determinar la DL .

La evaluacion de la virulencia de las diferentes
cepas de hongos entomopatéogenos en condiciones de
laboratorio, fue llevada a cabo siguiendo un ensayo
completamente al azar con diez replicas. La unidad
experimental correspondié a la placa Petri con un segmento
de rama con diez ninfas de cuarto estadio de C. cupressi 'y
los resultados fueron sometidos a una ANOVA de una via,
las medias fueron separadas por Tukey (p: 0,05). Los analisis
fueron llevados a cabo mediante el software SPSS 15.0. El
tiempo letal 50 (TL,)) y la dosis letal 50 (DL, fueron
analizados usando analisis Probit mediante el software
estadistico Statplus 4.9.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferentes cepas determinadas fueron
comparadas al dia 7 después de la inoculacion, exceptuando
la cepa de Neozygites sp. (Tabla 1) donde la multiplicacion
in vitro no fue posible, a pesar de utilizar los diferentes
medios de cultivos liquidos descritos en Butt y Humber
(1989). Cabe seiialar que Neozygites sp., pertenece al orden
Entomophthorales que contiene varias especies de hongos

que se consideran entre los mayores patogenos de pulgones
en la naturaleza (Barta & Cagéan 2006). También estos hongos
son parasitos obligados, lo que dificulta su cultivo. Sin
embargo, son altamente especificos y efectivos por lo que
debera insistirse en nuevos trabajos que permitan determinar
anivel de especie y avanzar en las técnicas de multiplicacion.

Determinacion del Tiempo Letal 50

Los resultados del porcentaje de mortalidad
corregida de las cepas evaluadas, indican que la mortalidad
aumentd a medida que aumentaba también el periodo de
exposicion. Las cepas Ve 1, Ve 2, Ve 3, Ve 4 y el producto
quimico pirimicarb provocaron sobre el 80% de mortalidad
en las ninfas de C. cupressi después de ser tratadas con la
dosis de 107 conidias mL' (Tabla 1).

Esto apoya lo propuesto por Milner (1997), quien
indica que el género Verticillium, es un hongo
entomopatodgeno especifico de pulgones. Por otra parte, las
cepas de Beauverina, Metarhizium y Paecilomyces
provocaron entre un 46% y un 80% de mortalidad, lo que
sugiere que estos tres géneros pudieran ser controladores
mas adecuados para otros taxa de insectos. La baja
mortalidad (menor a 42% de mortalidad) provocada por las
cepas de Fusarium encontradas sobre pulgones, indica que
este hongo no fue el agente causal de la muerte de los
pulgones y posiblemente se hayan desarrollado como
agentes secundarios. La curva de mortalidad a traves del
tiempo originada a la dosis 107 conidias mL™! fue altamente

Ceapa Procedenria Region Ecologica % Mortabidad scummlada* LT,

FBequveria 1 Curacatin MEPH*** Sl4%x 18 det 6,6 Tabla 1.
Beauveria 2 Llifen O[Ty Aekertok A6, T+ 4,80 el 7.1 Mortalidad
Fusanun I Anzol MFH .80 £ 4. 9% 2 104 corregida
Frsanun 2 Melmin OIM 4] 2% + 4.2% = 7.8
Nferzriizaun 1 An=ol MFH S50+ 2-3% ede & a.cumulada y

o tiempo letal
Nferariizi 2 Futromo oI S e+ A% odef &4 .
Paecilompoes 1 Anzol MFPH 55.4% + 3,2% cdef 6.1 medio (TL,) de
T Callipilli MPH 69.6% + 5,1% be 56 ninfas de Cinara
Faecilomnpces 3 Curacautin IIFH SOE%+ 3,7 defl 5,5 cupressi,
Faeailanpoes 4 Ilelmin OIh B3,5% + 54% ad 5.9 provocado por
FPaecilmnpees § Collipall MFH 57.4% £ 2 5% ede LT hongos
pirimdc arh QE 5%+ 01% a 0.7 entompatdégenos
Fernanifiam I Fuataleafiz T BE e ] 5%k a 3.2 provenientes de
Vernailliem 2 Cochamd DI 85 1%+ 1)0% ah 5,1 ambas regiones
Vernciilium 5 Curacantin IIFH B4 2%+ 2% ah 4.2 ecolégicas.
Vergneillivem 4 Paillaco IR S3E% x 1.4% ah 3.8

*Medias (£ ES) letras distintas indican diferencias estadisticas entre los porcentajes de mortalidad acumulada de las cepas

evaluadas de acuerdo al test de Tukey (P dH 0,05). ** Insecticida. ***Regién Ecolégica Mediterranea Per-Humeda. ****Regién

Ecolégica Oceanica con Influencia Mediterranea.
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diferente entre las cepas evaluadas (p: 0,000), pero no se
encontraron diferencias significativas entre pirimicarb y las
cepas del género Verticillium (Tabla 1).

Kim et al. (2001) realizaron un ensayo con ¥ lecanii,
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. y Paecilomyces sp.,
al igual que en este estudio, aunque en una especie diferente
de pulgon, como resultado la especie ¥ lecanii fue el hongo
mas virulento contra el pulgon Aphis gossyppi Glover,
causando el 100% de mortalidad con un TL, de 2,7 dias,
valor muy similar al obtenido con la cepa Ve 2 (TL,: 3,1
dias) en C. cupressi. Otro trabajo que realizaron, Vu et al.
(2007) obtuvieron como resultado de la aplicacion del hongo
V. lecanii a una concentracién de 107 conidia mL™' sobre
poblaciones de Myzus persicae Sulzer un TL, de 2,1 dias,
mientras que la aplicacion de este hongo en poblaciones de
A. gossypii tuvieron un TL, de 1,5 dias a una temperatura
de 25°C. Los TL,, que resultaron para C. cupressi tratados
con las cepas de Verticillium también son muy similares a
los obtenidos con cepas del mismo hongo usados contra
M. persicae por Diaz et al. 2009 (TL,: 3,1 a 5,3 dias). Las
diferencias en los resultados de este estudio comparado a
los valores de TL, que obtuvieron esos autores pueden
ser explicadas en algun grado por la diferencia de
temperatura que habia entre los ensayos y también podrian
influir los diferentes mecanismos de defensa que pudieran
tener las distintas especies de pulgones o insectos
evaluados o por las diferentes metodologias y condiciones
utilizadas en los bioensayos.

Determinacion de la Dosis Letal 50

Con relacion a la determinacion de las DL _, las

50°
diferentes dosis fueron comparadas al tercer dia después
de la inoculacion, correspondiente al dia en que la primera

cepa supero el 95% de la mortalidad acumulada (Tabla 2).

i Prarwdia;, oD i DLy,
Ecologica Tegresion
Bel Curacautin MFH v=05150+ 1,44 2211
Bel Lhfen DI =0 A0 0,45 1211
Mal Angol MFH y=0.2150+ 212 2215
Mel Fotono DI w=0,198x+ 218 1,714
Pal} Curacantin MEPH w=02177+ 1,95 1,214
Vel Futalenfi DI w=0,5750+ 5,48 1,24
Vel Cochamd T =0 400+ 215 1,37
Vel Curacantin MFH y=0581x+ 212 a87
Yed Pallaco B HL =08 150,54 1.57

Tabla 2. Dosis letal media (DL, ) presentada por hongos
entomopatogenos para ninfas de Cinara cupressi
provenientes de ambas regiones ecoldgicas.
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Entre las 9 cepas evaluadas, solo aquellas cepas
determinadas como Verticillium sp., resultaron con dosis
adecuadas para controlar ninfas de Cinara. Ve 1 causé 50%
de lamortalidad de los pulgones a la mas baja concentracion
de 1,2% conidia mL"'. Esto fue seguido por las cepas Ve 2, Ve
4yVe3(1,37,1,97y9,8 conidiamL"' respectivamente). Sin
embargo, seglin el analisis Probit, las otras cepas requirieron
una alta dosis de conidias mL para producir sobre un 50%
de mortalidad. Un valor de DL bajo de 4x10* conidia mL"
de V. lecanii aplicado a una poblacion de Trialeurodes
vaporariorum Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae) sobre
hojas de tomate que se sumergieron en una solucion de
conidias fue reportada por Rodriguez y del Pozo (2003) y
otro estudio realizado por (Fatiha et al. 2007) utilizando el
método por aspersion con 4 diferentes cepas de V. lecanii
para tratar Bemisia tabaci (Gennadius) resulté en que una
de las cepas dio una DL, de 1.2x10” conidias mL", resultado
muy similar al obtenido para las cepas de Verticillium en
este trabajo (Tabla 2). Otro estudio con un bajo valor de
DL, de 2.7x10* conidia mL" de ¥ lecanii usado para
controlar Brevicoryne brassicae y 1,2x10* conidia mL"! usado
contra Aphis gossypii fue reportado por Karindah ez al. (1996)
y Derakshan ez al. (2007) respectivamente, lo que concuerda,
con la DL, que se obtuvo en el presente estudio con la
cepa Ve 1. La baja DL, obtenida con Ve 1 podria indicar la
afinidad de esta cepa por ser aislada de C. cupressi. Esta
mayor virulencia de ¥ lecanii sobre los pulgones pudiera
ser explicada por lo indicado por Bye y Charnley (2008)
quienes sugieren la existencia de una proteasa especifica
de V. lecanii que actuaria sobre estos insectos.

En ambas regiones ecoldgicas se encuentra
representado el género Verticillium, pero al analizar la
distribucion de estas cepas, se observd que una se
encontraba en la Region Ecologica Per-Huimeda y tres en la
Region Ecoldgica Oceénica con Influencia Mediterranea,
encontrandose en esta ultima la cepa mas virulenta (Ve 1).
Los factores que explican la mayor virulencia de esta cepa
no estan bien comprendidos, pero existen antecedentes que
atribuyen el desarrollo de epizootias a las interacciones entre
temperatura, humedad y luz.

CONCLUSIONES

Las cepas mas virulentas fueron las pertenecientes
a la especie Verticillium lecanii (Ve 1y Ve 2,), conun TL,|
de: 3,2 y 3,1 dias y una DL de: 1,2*y 1,37 conidias mL"
respectivamente ambas pertenecientes a la Region Ecologica
Oceanica con Influencia Mediterranea, no encontrandose
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diferencias significativas con el producto quimico aplicado
(pirimicarb) como testigo, pero con una accién mas lenta.

El alto grado de efectividad, bajo condiciones de
laboratorio con aplicaciones directas sobre ninfas de C.
cupressi con las cepas de Verticillium, indicaria que estas
cepas aisladas en el sur de Chile podrian ser un valioso
complemento al control biologico efectuado por el
parasitoide Pauesia juniperorum Stary. Por lo tanto, en
estudios adicionales se deberia ampliar la zona de
prospeccion de hongos entomopatégenos, asi como evaluar
la virulencia y efectividad tanto bajo condiciones de
laboratorio como de campo de los hongos considerados
mas promisorios en esta investigacion.

Ademas, en futuras investigaciones se deberia
considerar la determinacion a nivel de especie del hongo
perteneciente al género Neogygites y su asociacion con el
pulgoén en Chile.
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