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Forestación en Uruguay

• Área plantada: 1 000 000 hectareas.

• Eucalyptus  70 %

• Destino de la producción:

• E. globulus, E. grandis, E. dunnii

• Pinus 30 %.

• P. taeda,  P. elliottii. 

1) celulosa : 2° bien exportado

2) madera procesada
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Thaumastocoris peregrinus (Carpintero y Dellapé):

• Insecto picosuctor de habito gregario

• Nativo de Australia.

• Detectado en Uruguay en 2008. 

• Hospederos:  Eucalyptus spp.
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• Impacto: bronceado del follaje, defoliación y muerte de ramas.

• Es una de las plagas emergentes en el hemisferio sur
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CONTROL

Químico:

Problemático por las grandes extensiones a tratar• Problemático por las grandes extensiones a tratar

• Restricciones de agencias internacionales: FSC , PEFC.

Biológico con parasitoides:

Cleruchoides noackae (Mymaridae: Hymenoptera)• Cleruchoides noackae (Mymaridae: Hymenoptera).

• Parasitoide de huevos

• Se evalua su eficiencia
http://www.cpf.cl
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Control Biologico con hongos entomopatógenos :

• De ocurrencia natural, controlan las poblaciones del insecto.

• Alternativa segura.

• Pueden ser incluidos en Manejo integrado de cultivos.

Epizotias observadas ocasionalmente en Eucalyptus en Uruguay (otoño). 
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Proyecto: “Desarrollo de un insecticida biológico (hongo entomopatógeno) para el control 

de la chinche del Eucalyptus Thaumastocoris peregrinus”

Mortality

Productivity

Cantidad de propágulo
Rto.: por gramo de sustrato
Tipo de propágulo
Calidad del propágulo

Ravensberg, Willem J.2011. A Roadmap to the Successful Development and 
Commercialization of Microbial Pest Control Products for Control of Arthropods. 
Progress in Biological Control series, Vol. 10; 386 p.

y

Safety

Calidad del propágulo
Conservación
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Metodología:

1. Aislamiento de hongos de chinches naturalmente infectadas e identificación de hongos
entomopatógenosentomopatógenos

2. Bioensayos para determinar patogenicidad y virulencia en T. peregrinus.
Dos rondas de selección fueron implementadas: dosis única y CL50 con conidios aéreos

3. Evaluación de la productividad de las cepas preseleccionadas en medio líquido:
cantidad y calidad de esporas producidascantidad y calidad de esporas producidas

4. Bioensayos con cepas producidas masivamente en medio líquido y formuladas para
evaluar la CL50 del producto obtenido.
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2110 insectos procesados, 64 aislamientos de hongos entomopatógenos

Especies de Beauveria, Isaria, Lecanicillium, Purpureocillium y Pochonia

Beauveria sp. Paecilomyces sp.
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Screening inicial de cepas en Laboratorio de Patología Vegetal INIA Tacuarembó

10
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• A partir de conidios aéreos producidos en placas de Petri 
con medio de cultivo PDA

• 5 concentraciones: 104, 105, 106, 107, 108 conidios /ml  + 

2. Bioensayos

, , , ,
control (H2O + Tween) x 3 replicas.

• CL50  y TL50 calculados mediante análisis Probit (Finney, 
1972), Statgraphics.

CL50 = 4,0 x 107 esporas/ml, LT50 = 6 días.

6 cepas de B. bassiana más promisorias fueron selecionadas para estudios de 
multiplicación masiva en medio líquido
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Code Category Species Host 

FI  2067 II Beauveria sp. Scolytidae 
FI  2243 II Beauveria sp. Orthotomicus erosus 
FI  2121 II Beauveria bassiana Acromyrmex sp. (Formicidae) 
Ento 4 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus
767 8 4 II Beauveria bassiana Thaumastocoris peregrinus
SDM 4 2 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus
SDM 4 6 II B i b i Th t i  i

Aislamientos seleccionados luego de las dos rondas de screening con conidios aéreos según mortandad de insectos

SDM 4 6 II Beauveria bassiana Thaumastocoris peregrinus

767 9 6 II Beauveria pseudobassiana Thaumastocoris peregrinus
SDM 2 1 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus

768 3 4 II Beauveria pseudobassiana Thaumastocoris peregrinus
765 1 6 II Purpureocillium lilacillium Thaumastocoris peregrinus
765 4 11 II Isaria farinosa Thaumastocoris peregrinus
765 9 20 II Isaria farinosa Thaumastocoris peregrinus
ILB 205 II Beauveria bassiana Eurymetopus fallax
Ento 6 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus
Ento 3 II Beauveria sp  Thaumastocoris peregrinusEnto 3 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus
Ento 5 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus
Ento 7 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus
Ento 20 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus
FI  1728 II – III Beauveria bassiana Phoracantha recurva
FI  1878 II – III Metarhizium anisopliae soil 
ILB 257 II – III Lecanicillium attenuatum Trialeurodes vaporariorum
FI  2122 III Purpureocillium lilacillum Coleoptera

Ento38 II Beauveria sp. Thaumastocoris peregrinus

ILB 264 III Paecilomyces fumosoroseus unknown host
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Árbol filogenético basado en 
FE1alfa

38 EFF
2243 728F
2067 728F
4 728F
38H EFF
38S EFF

38C EFF
187 EFF

308 EFF
199 728F
208 728F
267 728F

62

50

53

267 728F
298 728F
767 728F
EF263 EF1R
Beauveria bassiana Kudzu KX228572
Beauveria bassiana ARSEF 5987 KJ500423
Beauveria bassiana AFAO96 JX495613 (Balsamo-Vullemin)
EF302 EF1F

EF301 EF1R
Beauveria bassiana ARSEF 1811 AY531901

Beauveria bassiana strain ARSEF 1816 KJ500424 1500PB
Beauveria bassiana ARSEF 1040 AY531881

Beauveria bassiana ARSEF 751 AY531954
Beauveria bassiana ARSEF 1478 AY531890

GHA E EF F

80

91

28

76

98
B. bassiana

GHA E EF F
299 728F

46 728F
205 728F

Beauveria pseudobassiana 3216 AY531927
Beauveria pseudobassiana ARSEF 3405 AY531931

Beauveria brongniartii ARSEF 4362 AY531934
B asiatica ARSEF 4850 ND1 AY531968

Beauveria asiatica ARSEF 4384 AY531935
Beauveria amorpha ARSEF 2641 AY531917

Beauveria sungii ARSEF 1685 AY531899
Beauveria sungii ARSEF 7043 AY531948

Beauveria caledonica ARSEF 2567 AY531915
Beauveria caledonica ARSEF 2251 AY53191299

99

99
36

99

97

58

83
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Objetivos de Bioproducción:

E l  l  d ió  d  l  6  l i d   di  lí id  ( ió  d  h i )• Evaluar la producción de las 6 cepas pre-seleccionadas en medio líquido (suspensión de harinas):
- ¿Mantendrán las cepas su capacidad de matar al ser producidas en medio líquido ?

• Seleccionar la combinación cepa/harina que produzca una cantidad elevada de propágulos
de la más alta virulencia, capaces de conservar su viabilidad y calidad por un determinado 
periodo de tiempo, que sean fáciles de filtrar y conservar periodo de tiempo, que sean fáciles de filtrar y conservar 

• Tal vez no sea necesariamente la combinación que más esporas produzca !



16/11/2017

15

Estrategia: doble selección 
mejor combinación cepa / sustrato en líquido

– SdM 4.6 

– Ento38

– ILB205

– FI2067 

FI2121

Suspensión de harina de 
soja 

Suspensión de harina de 
maíz

– FI2121

– FI2243
Suspensión de harina de 
arroz
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Parámetros a evaluar durante producción en líquido

• Las cepas son evaluadas por su crecimiento en medios líquidos de fácil disponibilidad: 

– harinas de soja, maíz y arroz

• Parámetros en evaluación:

– Producción de propágulos

• Tipo

– Blastosporas

– Conidios sumergidos

– Concentración de propágulos

Recuento en cámara de Neubauer• Recuento en cámara de Neubauer

– Germinabilidad de los propágulos frescos en cosecha

– Germinabilidad de los propágulos recién deshidratados y luego durante su conservación

– Virulencia de los propágulos deshidratados y luego en una fecha posterior luego de meses de 
conservación



16/11/2017

17

Medios de cultivo 
líquido: complejos y 

exactos

Cinética de la 
fermentación y tipos 

de propágulos

Conservación y 
viabilidad de los 

distintos formulados

17

CL50 del producto 
formulado
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¿ Qué es el formulado ?

• Biomasa fúngica deshidratada y envasada al vacío : 
Esporas del hongo (blastosporas y conidios sumergidos)– Esporas del hongo (blastosporas y conidios sumergidos)

– Micelio del hongo

– Restos de harina de maíz

– Excipientes

• Conservación:• Conservación:
– Empaquetado al vacío

– 4º C (heladera)
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Resultados:
Observaciones sobre las harinas

• Harina de soja 

P d   l á  i i t  t ti– Produce en general más crecimiento vegetativo

– Propágulo: principalmente blastosporas

– Difícil filtración

• Harina de arroz: 

– respuesta más errática

• Harina de maíz:

– Igualmente productiva

– Menos micelio

– Propágulo: blastosporas y conidios sumergidos

– Más fácil filtración
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Rendimiento: Propágulos/ml en cosecha

1,00E+07

1,00E+08

1,00E+09

Soja Maiz Arroz

SdM 4.6 1,4X107 2,8e8 2,5e8

1,00E+00

1,00E+01

1,00E+02

1,00E+03

1,00E+04

1,00E+05

1,00E+06

SdM 4.6  ILB205  FI2067  Ento38  FI2121  FI2243 

Soja

Maiz

Arroz

SdM 4.6 1,4X10 2,8e 2,5e

ILB205 3,2e8 2,5e8 2,0e8

FI2067 1,6e8 2,6e8 1,5e8

Ento38 2,1e8 3,1e8 1,5e8

FI2121 3,5e6 1,2e5 2,5e5

FI2243 2,1e7 1,4e7 7,0e6

Sólo descartamos las combinaciones 
cepa/harina que estén un orden o menos 
por debajo del grupo superior (108) o 
baja germinación de los propágulos 
(50%)
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Germinación de propágulos 
(día 4, al momento de cosechar)

Soja Maiz Arroz

SdM 4.6 1,4x107 2,8x108 2,51x08 ,
(85%)

,
(83%)

,
(89%)

ILB205 3,2x108

(78%)
2,5x108

(81%)
2,0x108  

(81%)

FI2067 1,6x108

(59%)
2,6x108 

(55%)
1,5x108 

(52%)

Ento38 2,1x108 

(63%)
3,1x108 

(73%)
1,5e8 
(68%)( ) ( ) ( )

FI2121 3,5x106

(ND)
1,2x105 

(ND)
2,5x105

(ND)

FI2243 2,1x107

(86%)
1,4x107

(85%)
7,0x106

(82%)
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Fingerprinting mediante UP-PCR con primer L15 
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Productividad Sdm 4.6
En medio líquido con harina de maíz En medio sólido (bolsa de arroz)

– Se preparó una suspensión de 2 g de 
harina de maíz en 100 ml de agua

– Si la concentración lograda es 2x108

esporas/ml

– En 100 ml tenemos 2x1010 esporas

• Se inoculó bolsa de 100 g de arroz + 20 ml agua + 
10 ml inoculo

• Peso final a los 13 días 113 g

• Se cosecharon 20 g de arroz/hongo 
con agua + Tween

• 20 gramos produjeron 1,8x1010 conidios

– 2x1010 / 2g= 1x1010 esporas/g de harina 

– Tiempo hasta cosecha 5 días 
• 113 gramos de arroz/hongo = 1,0x1011

• 1,0x1011 / 100 g arroz original = 1,0x109 conidios/g

• Tiempo hasta cosecha: 13 días
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Bioensayos para la determinación de CL50 del producto formulado

24
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Mortalidad diaria acumulada de formulado de cepa 
Sdm 4.6 a diferentes concentraciones
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Gráfica del Modelo Ajustado
con intervalos de confianza del 95.0%

Cálculo de CL50 del formulado de SdM4.6 al día 6

0.2

0.4

0.6

0.8

1

M
u

er
to

s/
E

xp
u

es
to

s

0 2 4 6 8 10
(X 1.E7)Dosis

0

Para obtener 50% de mortalidad al día 6 desde 

inoculación se requirió una concentración de 4,1x107 

esporas germinables/ml. 
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Conclusiones

• El proceso de selección condujo a 2 cepas de muy distinto origen pero 
 í  tí igran cercanía genotípica

• Es posible obtener propágulos de estas 2 cepas en alta concentración 
y viabilidad en 5 días en medio líquido muy simple y económico

• Esporas deshidratadas y empaquetadas al vacío mantienen un nivel 
satisfactorio su viabilidad (apróx  70 %) durante la conservación a 4° Csatisfactorio su viabilidad (apróx. 70 %) durante la conservación a 4 C

• Las esporas producidas en líquido, formuladas y empaquetadas tienen 
una CL50 similar a los conidios aéreos. 
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Desafíos

• Mantener la cría

• Ensayos de mortalidad en invernáculo y 
campo

• Sistema de aplicación:
– General

– Localizado

– Trampa 
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Nuevas hipótesis

• ¿ Podemos optimizar el medio líquido 
para mejorar la productividad de la cepa y la 
expresión de sus factores de patogenicidad ?  

Proyecto de Doctorado de 
Lic. (Mag) Lucía Sessa  junto a 

Dr. Nicloas Pedrini (UNLP)

• ¿Podemos mejorar la cepa volviéndola más 
virulenta ?

• Es posible usar otras estrategias para amplificar 
el efecto de la cepa seleccionada ?
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¿ Preguntas ?
ssimeto@tb.inia.org.uyeabreo@lb.inia.org.uy
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• Status of pest and diseases in plantations

First IUFRO Working Party 7.02.13 meeting

“Improving forest health on commercial plantations”

Punta del Este - Uruguay ,  21-23 March 2018

• Biosecurity and biologial Invasions

• Pest and disease management in commercial plantations

• Emerging pests and diseases: diagnostics and identification 

• Forest health surveillance and monitoring

• Pest and disease damage and economic impact

• Epidemiology/Population Dynamics

www.iufro2018puntadeleste.org


