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PATOLOGÍA

Identificación de hongos entomopatógenos asociados a pulgones
en cultivos hortícolas en la zona centro de la Península Ibérica

B. M. DÍAZ, C. C. LÓPEZ LASTRA, M. OGGERIN, A. FERERES, V. RUBIO

El objetivo de este trabajo fue identificar las especies de hongos entomopatógenos
asociados a distintas especies de pulgones de los principales cultivos hortícolas de la
región central de la Península Ibérica

Los muestreos se realizaron en cultivos hortícolas al aire libre y en invernadero,
durante la primavera de 2006 y el otoño de 2006 y 2007. Para la identificación de las
estructuras de los hongos se realizaron preparados coloreados y montados en aceto-
orceina 1%. Los aislamientos se hicieron en medio Sabouraud dextrosa agar + 1% de
extracto de levadura enriquecido con yema de huevo + leche.

Los hongos identificados correspondieron al orden Entomophthorales, siendo Pan-
dora neoaphidis (Remaudiére & Hennebert) Humber la especie predominante sobre
Macrosiphum euphorbiae (Thomas) y Nasonovia ribisnigri (Mosley) en lechuga, sobre
Aphis fabae (Scopoli) en acelga tanto en otoño como en primavera y sobre Aphis gossy-

(Glover) en cultivos de pepino en primavera y calabacín en otoño. También se iden-
tificó la especie Conidiobolus coronatus (Constantin) en individuos de A. fabae recogi-
dos en acelga durante la primavera y en M. euphorbiae en cultivos de lechuga en otoño.

Los resultados obtenidos por taxonomía clásica fueron confirmados por análisis
molecular de la región ITS, usando primers generales y específicos para P. neoaphidis.
En estas mismas muestras no se obtuvieron productos de amplificación cuando se utili-
zaron primers específicos para Entomophthora planchoniana Cornu, por lo que se des-
cartan infecciones mixtas con estas dos especies de hongos.

Se obtuvieron sólo tres cultivos puros de P. neoaphidis a partir de A. fabae. La difi-
cultad de aislamiento y producción artificial del hongo sugiere que seria recomendable
desarrollar una estrategia de control de estos pulgones de hortícolas basada en Control
Biológico por Conservación
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INTRODUCCIÓN

Los pulgones constituyen una de las pla-
gas más importantes de los cultivos hortí-
colas, ya que reducen el rendimiento y/o
calidad de los productos de cosecha, debi-
do a los daños directos e indirectos que

ocasionan en los mismos, constituyéndose
en los principales agentes transmisores de
virus vegetales.

Estos insectos son capaces de producir en
un tiempo corto una gran cantidad de bioma-
sa que provee de alimento para muchos
depredadores, parasitoides y microorganis-
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mos patógenos (KELLER, 2006). Este último
grupo constituye uno de los componentes
principales del complejo de enemigos natu-
rales de los pulgones, destacándose princi-
palmente a los hongos, ya que la infección se
inicia con la adhesión y posterior germina-
ción de los conidios sobre el tegumento del
insecto, posibilitando así el desarrollo de
enfermedades en estos insectos con aparato
bucal chupador-suctor (MILNER, 1997).

Los hongos que afectan a los pulgones
pertenecen al orden Hypocreales, destacán-
dose los géneros, Beauveria, Lecanicillium
(= Verticillium) e ¡sana (=Paecylomyces)
(MILNER, 1997), sin embargo, dentro del
orden Entomophthorales se han descrito 29
especies que afectan a pulgones en Europa,
pertenecientes a los géneros Conidiobolus,
Batkoa , Entomophaga, Entomophthora , Ery-
nia, Neozygites, Pandora, Tarichium y
Zoophthora (KELLER, 2006). De esta manera
los Entomophthorales se constituyen, como
importantes antagonistas de los pulgones,
causando epizootias naturales capaces de
reducir drásticamente sus poblaciones (NIEL-
SEN, 2002, KELLER, 2006, MORALES et al.,
2006). El desarrollo de estas epizootias se ve
facilitado por una serie de características
morfológicas (cuerpo blando y tamaño
pequeño) y biológicas (ciclo de vida corto, a
menudo partenogenéticos, vivíparos, las for-
mas ápteras y aladas del adulto) propias de
los pulgones que favorecen la transmisión de
los hongos entre los individuos de una pobla-
ción y el medio donde habitan (STEINKRAUS,
2006). Por ello, es interesante su considera-
ción como agentes de biocontrol dentro del
Control Biológico de pulgones.

Estudios previos realizados en otros siste-
mas hortícolas del mundo han permitido
identificar a 6 especies del orden Ento-
mophthorales parasitando a distintas espe-
cies de pulgones en cultivos protegidos y al
aire libre (ScoRsErri eta!., 2007). En la zona
centro de España, se ha determinado que los
hongos entomopatógenos y los sírfidos son
los principales enemigos naturales de los
pulgones que afectan lechuga (MORALES et
al., 2006; MORALES et al., 2007). Sin embar-

go, hasta el momento existe muy escasa
información sobre las especies de hongos
entomopatogenos causante de la mortalidad
de pulgones en otros cultivos hortícolas de la
Península Ibérica. Es por ello, que el objeti-
vo del presente trabajo fue identificar por
taxonomía clásica y molecular a los hongos
entomopatógenos que parasitan a los pulgo-
nes presentes en los cultivos hortícolas de la
zona central de España.

MATERIAL Y MÉTODOS

La prospección de hongos entomopatóge-
nos en pulgones presentes en cultivos de
acelga (Beta vulgaris var. ciclo), pepino
(Cucumis sativus), repollo (Brassica olera-
cea L. var. capitata), calabacín (Cucurbita
pepo), calabaza (Cucurbita máxima); judias
(Phaseolus vulgaris var. vulgaris), berenjena
(Solanum melongena), tomate (Solanum
lycopersicum), pimiento (Capsicum annum)
coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) y
lechuga (L,actuca sativa) de la región central
de España. Los muestreos se realizaron
durante el otoño y primavera de 2006 y en
otoño de 2007, en las localidades de Villa del
Prado (Madrid) (Lat. 40° 16' N; Long. 4°
18'0) y La Poveda (Arganda del Rey,
Madrid) (lat. 40° 18'N; Long. 3" 28'0). En el
Cuadro 1 se presentan los cultivos muestrea-
dos en cada localidad de estudio, así como
las características de los mismos y las espe-
cies de pulgones presentes en cada ciclo de
producción, cuando la plaga estaba presente.

El muestreo se realizó por observación
visual de las plantas, deteniéndose en aque-
llas hojas con desarrollo de colonias de pul-
gones para retirar los cadáveres de los indi-
viduos que presentaban síntomas de mortali-
dad por hongos entomopatógenos. Dado que
los síntomas externos varían en función del
momento del ciclo de la infección, los pul-
gones que no presentaban desarrollo externo
de micelio fueron transportados al laborato-
rio y allí fueron colocados en cámara húme-
da para favorecer el desarrollo externo de las
estructuras fúngicas. En todos los casos, los
insectos fueron colectados con un trozo de
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material vegetal y de forma individual fue-
ron colocados dentro de un tubo Eppendorf
de 1,5 ml hasta su llegada al laboratorio.

Identificación de los hongos entomopa-
tógenos por microscopía óptica

La realización de preparados microscópi-
cos se llevó a cabo colocando una gota de
aceto-orceina (1%) sobre un portaobjeto,
sobre la que se colocó la mitad de cuerpo del
pulgón, cubriéndose la preparación con un
cubreobjeto de 18 mm. Los preparados fue-
ron observados al microscopio óptico con
contraste de fases (Nikon Contrast Phase 2)
con un aumento de 40X. Las estructuras
externas del hongo, como conidios primarios
y secundarios, conidióforos, cistidios, y pre-
sencia de rizoides fueron tenidas en cuenta
para la identificación. Para determinar el
género y la especie se utilizaron claves gene-
rales (HumBER, 1997) y específicas para
Entomopththorales (KELLER, 1987, 1991,
2006; BALAZY, 1993). La mitad restante del
cuerpo de cada pulgón se mantuvo en nevera
a 4°C en Eppendorf estériles como material
de herbario.

Identificación molecular
Para la identificación molecular se toma-

ron muestras representativas de pulgones de
cada lugar de muestreo, las cuales fueron
conservadas en etanol (96%) a 4°C hasta la
realización extracción de ADN. Para ello, se
utilizó el kit PowerSoil (MO B10) de acuer-
do a las instrucciones del fabricante. En pri-
mer lugar se amplificó la región ITS com-
pleta usando los primers específicos ITSIF
(GARDES y BURNS, 1993) e ITS4 (WHITE et
al.. 1990). Las reacciones de PCR se desa-
rrollaron en un volumen de 50 pl añadiendo
IX de buffer de reacción que contenía 1,5
mM MgC12 (Roche Diagnostics Ltd.),
0,25% (v/v) Tween 20 (Merck), 5% dimetil
sulfóxido (v/v) (Merck), 0,25 mM de cada
dNTP (GE Heathcare), 2 pM de cada pri-
mer, 1,25 unidades de Taq ADN polimerasa
(Roche Diagnostics Ltd.) y 5 pl de ADN
fúngico diluido (alrededor 10 ng de ADN),
como control negativo se empleó agua

miliQ estéril. Las amplificaciones fueron
realizadas con un termociclador Perkin-
Elmer CETUS 480 usando un ciclo de des-
naturalización de 2,5 mm n a 94°C, seguido
de 40 ciclos cada uno de los cuales consta-
ba de tres pasos: un paso de desnaturaliza-
ción de 30 seg a 94°C, un paso de anilla-
miento de 30 s a 57°C, un paso de extensión
de 1,5 mm n a 72°C, la amplificación se fina-
lizó con un ciclo de extensión de 10 mm n a
72°C. Los productos fueron posteriormente
secuenciados siguiendo la metodología de
MOORE eta!. (1999).

Las secuencias obtenidas de la región ITS
completa fueron comparadas con las secuen-
cias existentes en la base de datos del Gen-
Bank (Nacional Center for Biotechnology
Information) usando BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool, Nacional Center for
Biotechnology Information; http://www.ncbi.
nlm .nih.gov/BLAST/).

Se realizaron, además, otra serie de PCR
utilizando primers específicos para Pandora
neoaphidis y Entomophthora planchoniana.
En este caso se colocó a cada pulgón en un
tubo de PCR de 0,2 ml y la extracción de
ADN se realizó añadiendo a cada tubo 50 /11

0,7M NH4OH y posteriormente el pulgón se
trituró con una punta de micropipeta, según
la metodología de RLIMKEMA et al. (1996)
ligeramente modificada. El ADN extraído
fue diluido 10 veces en agua miliQ estéril.
La reacción de PCR fue preparada con 1,5
mM MgC12 (Roche Diagnostics Ltd.), 0,20
mM de cada dNTP (GE Heathcare), 1 pM de
cada primer, 1 unidad de Taq ADN polime-
rasa (Sigma Aldrich Co.) y 1 pi de ADN fún-
gico diluido (10X). Los primers específicos
utilizados para P. neoaphidis fueron ITS4 e
ITS1-E432 (TvmoN et al., 2004) y para E.
planchoniana, ML2 y 5,8-3' (TvvioN et al.,
2004). En ambas PCR se colocó un control
negativo (agua miliQ estéril) y tres controles
positivos (ADN de E. planchoniana, C. obs-
curas y P. neoaphidis). Las amplificaciones
fueron realizadas con un termociclador Per-
k in-Elmer GeneAmp (Mod. 9600) usando
un ciclo de desnaturalización de 3 mm n a
96°C, seguido de 38 ciclos que incluían un
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Fig. 1. Adulto alado de Macrosiphum euphorbiae
infectado con Pandora neoaphidis.

primer paso de desnaturalización de 10 seg a
94°C, un segundo paso de anillamiento de 20
s a 55°C, y un tercer paso de extensión de 1
mm n a 72°C finalizando la amplificación con
un ciclo de extensión de 10 mm n a 72°C. Los
productos de PCR fueron analizados
mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1,5% (p/v) en TBE IX a 100 v durante 2,5
horas en el que se incluyó bromuro de etidio.
Para la electroforesis se tomaron unas alí-
cuotas de 5141 de cada reacción de PCR a las
que se les añadieron 2 pl de tampón de carga.
Como patrón de referencia de peso molecu-
lar se emplearon 5 pl de marcador molecular
de 100 bp. Los resultados se fotografiaron
exponiendo el gel de agarosa en un transilu-
minador de luz ultravioleta.

Aislamiento de hongos Entomophtho-
rales

Se siguió el método descendiente de llu-
via de conidios, propuesta por PAPIEROK &

HAJEK (1997). La misma consistió en reali-
zar una esterilización superficial del insecto
y posteriormente el pulgón se pegó con una
cinta adhesiva de doble cara a la tapa de una
placa Petri de 60 mm de diámetro, con
medio de cultivo Sabouraud Maltosa Agar
con extracto de levadura 1% y suplementado
con yema de huevo y leche (SEMA). Las
placas fueron incubadas durante 12 h a 20°C
y en oscuridad, para permitir la descarga de
conidios. Al cabo de ese tiempo la tapa fue
reemplazada por una nueva manteniendo las

condiciones de esterilidad. Los cultivos se
mantuvieron a 24°C y en oscuridad durante 7
días y posteriormente en nevera a 4°C.

Además, se utilizó otra metodología para
inducir la descarga de conidios de los pulgo-
nes recogidos en campo, realizando una
cámara húmeda en placas de Petri de 6 cm y
colocando al pulgón sobre un portaobjeto
estéril. Las placas fueron incubadas como se
describió anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el período de muestreo realizado
durante la primavera así como en otoño
sobre cultivos hortícolas de la región central
de la Península Ibérica, se registró la presen-
cia de hongos entomopatógenos pertenecien-
tes al orden Entomopthorales (Clase
Zygomycetes) produciendo mortalidad sobre
distintas especies de pulgones. Se determi-
naron dos especies fúngicas Conidiobolus
coronatus (Constantin) perteneciente a la
familia Ancylistaceae y Pandora neoaphidis
(Remaudiére & Hennebert) Humber pertene-
ciente a la familia Entomophthoraceae
(Fig.1). Estos dos géneros forman para de
los ocho descritos por KELLER (2006) parasi-
tando pulgones en Europa.

Considerando, cada situación en particu-
lar se pudo observar que en la localidad de
Villa del Prado se encontraron durante la pri-
mavera de 2006 pulgones parasitados con
hongos entomopatógenos sólo en cultivos
bajo plástico (acelga y pepino), mientras que
en repollo cultivado al aire libre se registró la
presencia de Brevicoryne brassicae, sin
encontrar individuos muertos por hongos. En
los cultivos de acelga se analizaron 24 cadá-
veres de Aphis fabae (Scopoli) en los que se
identificó a P. neoaphidis en el 17% de las
muestras analizadas, a lo que debe agregarse
que en el 33% de las muestras restantes se
observó la presencia de micelio inmaduro de
Entomophthorales por lo cual no se pudo lle-
gar a determinar la especie, pero si es impor-
tante tener en cuenta este valor a la hora de
considerar la incidencia de este hongo en la
mortalidad natural de la mencionada especie
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Fig. 2. Incidencia de hongos entomopatógenos en Aphis fabae en cultivos de acelga de primavera y otoño
en Villa del Prado (Madrid). a. Cultivo de primavera, b y c. Cultivos de otoño.

de pulgón (Fig. 2a). En cultivos de pepino
muestreados en primavera sobre un total de
30 muestras se detectó la presencia de P.
neoaphidis sobre Aphis gossypii (Glover) en
el 80% de las mismas, mientras que la inci-
dencia de este hongo sobre la misma especie
de pulgón en cultivos de calabacín fue del
42% calculado sobre un total de 12 pulgones
analizados (Fig. 3a y b).

En otoño de 2006 no se registró la pre-
sencia de pulgones en los cultivos produci-
dos a campo de repollo, pimiento, tomate y
berenjena producido en invernadero. Sin
embargo, en los cultivos de judias y calaba-
za en invernadero se registró la presencia de
Aphis craccivora y Aphis gossypii respecti-
vamente sin registrar mortalidad por hongos.
Una situación similar a la anterior se obser-
vó en un cultivo de coliflor con alta densidad
de Brevicoryne brassicae en el cual no se
registraron hongos.

Sin embargo en dos cultivos de acelga
bajo plástico, al igual que en primavera se
identificó a P. neoaphidis en el 79% de las 10
individuos de A. fabae y en otro cultivo de
acelga se identificó el mismo hongo en el

50% de muestras analizadas, sobre un total
de 20 ejemplares de la misma especie. (Fig.
2b y 2c). En este último caso se detectó ade-
más la presencia de C. coronatus en 3 indi-
viduos (15%) de A. fabae de las 20 muestras
analizadas (Fig. 2b).

En la localidad de La Poveda, durante la
primavera en cultivos de lechuga al aire libre
se determinó la presencia de P. neoaphidis
sobre el 42% de un total de 10 individuos de
Macrosiphum euphorbiae (Thomas) que fue-
ron analizados, mientras que en un 6% la
mortalidad de los individuos se debió al
hongo C. coronatus (Fig. 4a). Sobre un cul-
tivo de lechuga de otoño el hongo P. neoap-
hidis fue identificado en un 50% de los 10
individuos examinados de Nasonovia ribis-
nigri (Mosley) (Fig. 4b). La identificación de
P. neoaphidis afectando a M. euphorbiae y
N. ribisnigri en cultivos de lechuga de región
central confirma lo hallado por MORALES et
al. (2007) en un trabajo previo realizado en
la misma región de estudio.

El hongo C. coronatus ha sido identifica-
do en este estudio parasitando a A. fabae y
M. euphorbiae, mientras que no se registró
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Fig. 3. Incidencia de hongos entomopatógenos en Aphis gossypii en a. cultivo de pepino y b. calabacín en primavera y
otoño, respectivamente en Villa del Prado (Madrid).

parasitando a N. ribisnigri ni a A. gossypii.
Sobre ésta última especie fue identificado
sólo a nivel de género, como Conidiobolus
sp. en Argentina (LÓPEZ LASTRA y SCORSET-
TI, 2007). La especie C. coronatus tiene una
amplia distribución mundial y ha sido identi-
ficado como agente de mortalidad en distin-
tas especies de pulgones entre los que cita a

A. fabae, coincidiendo con los resultados
obtenidos en este estudio (KELLER, 2006).
Cabe mencionar también que a diferencia de
P. neoaphidis, que es especialista de pulgo-
nes, C. coronatus posee un amplio rango de
hospedadores y ha sido aislado además de
detritos (KELLER, 2006). Este hecho se suma
a que estudios realizados señalan su poten-

a. n= 10
	

b. n=10

E Pandora neoaphidis

• Conidiobolus corona tus
• Micelio inmaduro de Entomophthorales

• Sin micelio aparente

• Cultivo SEMA sin descarga de conidios

Fig. 4. Incidencia de hongos entomopatógenos en Maerospihum euphorbiae y Nasonovia ribisnigri en cultivo de lechu
ga en La Poveda (Madrid).
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cial patogenicidad hacia el ser humano y
otros animales (SurroN et al., 1998), cau-
sando alergias e infecciones respiratorias
con lo cual no es posible su uso en el Control
Biológico de plagas.

En el muestreo realizado en el ario 2007 no
se detectaron focos de pulgones en cultivos de
repollo y lechuga (Cuadro 1) a excepción del
de acelga en invernadero donde se registraron
pequeños focos de A. fabae sin evidenciar la
presencia de hongos entomopatógenos. Una
situación similar se registró en el cultivo de
lechuga al aire libre de La Poveda, donde no
se registraron prácticamente presencia de pul-
gones desde su transplante en setiembre hasta
la cosecha en noviembre, lo cual no permitió
tener datos sobre los enemigos naturales pre-
sentes en este ciclo de producción.

De los resultados obtenidos se concluye
que la especie P. neoaphidis fue la más fre-
cuente y abundante afectando a los pulgones
presentes en los cultivos hortícolas de la
región de estudio. La especie P. neoaphidis
junto a E. planchoniana, Conidiobolus obs-
curus (Hall & Dunn) y Neozygytes frenesii
(Nowakowski) Remaudiére & Keller, poseen
el mayor impacto sobre los pulgones presen-
tes en diferentes sistemas agrícolas de Euro-
pa Central (BARTA, 2004). En otros agroeco-
sistemas hortícolas del mundo, como los de
la región central de Argentina, P. neoaphidis
fue determinada como la especie con mayor
abundancia en diferentes cultivos y especies
de pulgones, siendo mayor su prevalencia en
el otoño y primavera y menor en invierno y
verano (ScoRsETT1 et al., 2007).

Cuadro 1. Características de los cultivos hortícolas y especies de pulgones presentes en las
localidades de muestreo

Localidad: Villa del Prado Año: 2006

Cultivo Ciclo de producción Modo de producción Especie de pulgón

Acelga Primavera Invernadero Aphis fabae

Pepino Primavera Invernadero Aphis gossypii

Repollo Primavera Aire libre Brevicoryne brassicae

Calabacín Otoño Invernadero Aphis gossypii

Acelga Otoño Invernadero Aphis fabae

Calabaza Otoño Invernadero Aphis gossypii

Judias Otoño Invernadero Aphis craccivora

Berenjena Otoño Invernadero —

Tomate Otoño Invernadero —

Pimiento Otoño Aire libre —

Coliflor Otoño Aire libre Brevicoryne brassicae

Repollo Otoño Aire libre

Localidad: La Poveda Año: 2006

Cultivo Ciclo de producción Modo de producción Especie de pulgón

Lechuga Primavera/otoño Aire libre Macrosiphum euphorbiae

Nasonovia ribisnigri

Localidad: Villa del Prado Año: 2007

Cultivo Ciclo de producción Modo de producción Especie de pulgón

Acelga Otoño Invemadero Aphis fabae

Repollo Otoño Aire libre

Localidad: La Poveda Año: 2007

Cultivo Ciclo de producción Modo de producción Especie de pulgón

Lechuga Primavera/otoño Aire libre
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Fig. 5. Análisis molecular por PCR de la región ITS
usando primers específicos (ITS4 e ITS I -E432) para

Pandora neoaphidis. Muestras 1, 2, 3, 4, 5:

Macrosiphum euphorbiae; 6, 7 y 8: Aphis fabae, 9:
Control negativo; 10: Control positivo, Entomophthora

planchoniana; II:  Control positivo, Conidiobolus
obscurus; 12: Control positivo, Pandora neoaphidis,

M: marcador de peso molecular.

Fig. 6. Análisis molecular por PCR de la región ITS
usando primers específicos (ML2 y 5,8-3') para

Entomophthora planchoniana. Muestras 1, 2, 3, 4, 5:
Macrosiphum euphorbiae; 6, 7 y 8: Aphis fabae, 9:

Control negativo, 10: Control positivo, Entomophthora
planchoniana; I I:  Control positivo, Conidiobolus

obscurus; 12: Control positivo, Pandora neoaphidis,
M: marcador de peso molecular.

La identificación de P. neoaphidis obteni-
da por taxonomía clásica fue confirmada
mediante técnicas moleculares de PCR. Así,
cuando se amplificó la región ITS total se
identificó a P. neoaphidis con una banda de
ADN de alrededor de 1100 bp. Los alinea-
mientos con la secuencia obtenida permitie-
ron determinar un 100% de homología con
el aislado ARSEF 1609 que fue aislada del
pulgón Acyrtosiphon pisum en Francia y un
99% de homología con los aislados ARSEF
835, NW 415, NW 356, NW 316, NW 327,
ARSEF 5374 y NW343, depositados todos
en GenBank. Cuando se utilizaron primers
específicos para P. neoaphidis, se logró
amplificar una banda de ADN correspon-
diente a este hongo de alrededor de 650 bp
en 6 de las 8 muestras estudiadas, las prime-
ras 3 corresponden a M. euphorbiae colecta-
dos en primavera sobre lechuga en La Pove-
da y las 3 últimas a A..fabae colectados en
otoño sobre acelga en Villa del Prado (Fig.
5). Cabe destacar que cuando las mismas
muestras fueron analizadas utilizando pri-
mers específicos para E. planchoniana no se
obtuvo amplificación en ninguna de ellas
(Fig. 6), descartándose así la existencia de
infecciones mixtas con estas dos especies de
hongos. Si bien en este estudio no se ha iden-

tificado a E. planchoniana, este hongo ha
sido encontrado parasitando a N. ribisnigri
en lechuga y A. fabae en berenjena en siste-
mas hortícolas de Argentina (ScoRsErri et
al., 2007), lo cual indica que habría que
seguir realizando muestreos en los cultivos
hortícolas de la región central, así como
otras regiones de España para determinar o
descartar su presencia.

La obtención de aislados puros de P. neo-
aphidis presentó dificultad en muchos de los
casos para obtener la descarga de conidios
sobre el medio de cultivo artificial (SEMA),
con lo cual un porcentaje de las muestras no
pudieron ser identificadas, especialmente
como se indica en las Fig. 2c, 3b y 4b. Mien-
tras que cuando se realizó la descarga direc-
ta de conidios sobre un portaobjetos dentro
de una cámara húmeda, los mismos fueron
obtenidos sin dificultad y luego fueron trans-
feridos a placas de Petri con medio SEMA a
fin de obtener un cultivo puro. De todas las
muestras (50 individuos) se obtuvieron solo
3 cultivos puros de P. neoaphidis a partir de
A.Jabae en cultivos de acelga de otoño en la
localidad de Villa del Prado, que se conser-
van en la colección de hongos entomopató-
genos del ICA-CCMA-CSIC (Madrid) junto
con ejemplares de distintas especies de pul-
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gones infectados con P. neoaphidis conser-
vados como material de herbario. Por ello, se
aconsejaría realizar este paso previo al aisla-
miento para obtener mayor probabilidad de
aislar a P. neoaphidis, aunque esta especie
está considerada en la literatura como una de
las que puede ser aislada de la mayoría de las
especies de pulgones, mientras que de algu-
nas pocas como Brevicoryne brassicae (L.)
no es posible (KELLER, 1991). En nuestro
caso hemos tenido dificultad de obtener ais-
lados partiendo de otras especies de pulgo-
nes, por causas que no han podido ser deter-
minadas.

Ante la dificultad presentada por los
hongos Entomophthorales para su aisla-
miento y por consiguiente su posterior pro-
ducción masiva, la estrategia del Control
Biológico por Conservación es la más
recomendable para favorecer e incrementar
el desarrollo de epizootias y por consi-

guiente reducir las poblaciones de pulgo-
nes plaga en hortícolas.
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ABSTRACT

DÍAZ B. M.. C. C. LÓPEZ LASTRA, M. OGGERIN, A. FERERES, V. RUBIO. 2008. Identifi-
cation of entomopathogenic fungi attaking aphids in horticultural crops in the central
region of the lberian Peninsula. Bol. San. Veg. Plagas, 34: 287-296.

The aim of this work was to identify entomopathogenic fungi attaking different aphid
species in several horticultura! crops cultivated in the central region of the lberian Penin-
sula. Surveys were conducted in open-grown crops and in greenhouse crops, during the
Spring 2006 and the Autunn 2006 and 2007. For identification of the samples, fungal
structures were mounted and stained in aceto-orcein (1%). Isolation was made using an
artificial media; Sabourand dextrose agar + 1% yeast extract + egg yolk and milk.

Fungi belonging tu the order Entomophthorales. Pandora neoaphidis (Remaudiére &
Hennebert) Humber was determined as the predominant specie affecting Macrosiphum
euphorbiae (Thomas) and Nasonovia ribisnigri (Mosley) on lettuce, Aphis fabae (Sco-
poli) on chard in Spring and Autunn and Aphis gossypii (Glover) on cucumber in Spring
and zucchini during the Autunn growing season. Also, the species Conidiobolus corona-
tus (Constantin) was found attacking A. fabae collected un swiss chard during Spring and
on M. euphorbiae in lettuce crops during Autumn.

The results obtained by classical taxonomy were confirmed by molecular techniques,
by amplification of the ITS region, using general and specific primers for P. neoaphidis.
In the same samples no amplification products were obtained when specific primers for
Enwmophthora planchoniana Comu were used, concluding that no mixed infections
were found.

Only three pure cultures of P. neoaphidis were obtained from A. fabae. Therefore,
Conservation Biological Control is the most recommended strategy for managing aphid
pests in horticultural systems due to problems related to isolation and artificial produc-
tion of this group of fungi.

Key words: Entomophthorales. Pandora neoaphidis, Conidiobolus coronatus, Aphi-
didae, PCR, Biological Control.
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