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ESTUDIOS DE PATOGENICIDAD DE UN HONGO ASOCIADO A
Mononychellus tanajoa (Bondar), ACARO PLAGA DE LA YUCA (Manihot

RESUMEN

Con el proposito de estudiar la viabilidad de un
hongo encontrado en el CIAT-Palmira sobre
poblaciones de Mononychelus tanajoa,
(Bondar), dentro de un manejo integrado de
plagas, se fijaron los siguientes objetivos:
demostrar la patogenicidad del hongo u hon-
gos asociados con los &caros enfermos me-
diante pruebas de inoculacién del patégeno a
individuos sanos; determinar la biologia del
patégeno e identificar el o los hongos asocia-
dos con los acaros enfermos. El trabajo se
realiz6 bajo condiciones controladas adecua-
das para reproducir los sintomas, cuatro tem-
peraturas: 20, 24, 28 y 32°C y dos rangos de
H.R.>65% y «65%. Se consiguié provocar
reinfeccién de individuos sanos, obteniendo
la completa expresién de sintomas y se esta-
bleci6 el modelo de reinfeccién. Se determiné
que el contagio ocurria mas rapidamente a la
mayor temperatura probada (32°C), pero el
mayor numero de individuos infectados se
obtuvo a ias temperaturas de 24 y 28°C. Se
determiné que la muerte del &caro ocurre por
la accién mecaénica del patégeno al invadir el
hemocelo. Se determind la biologia del pato-
geno; la conidiogénesis s6lo ocurre con hume-
dades relativas superiores al 65%, mientras
que la produccién de conidias adhesivas ocu-
rre Unicamente con humedades relativas infe-
riores al 65%. La infeccion es irreversible y
aparentemente no se transmite transovéri-
camente; el contagio de la infeccién lo provo-
can las conidias adhesivas. De acuerdo con la
medicién y comparacién de las estructuras
del pat6égeno, se determiné que el hongo
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esculenta Crantz)

pertenece al género Neozygites, pero se
recomienda reevaluar el concepto de identifi-
cacién de especies de este género sobre la
medicién de estructuras. No se registré
patogenicidad sobre un dcaro Phytoseiidae
de la especie Typhlodromalus limonicus
sens. lat.

SUMMARY

In the cassava crop (Manihot esculenta
Crantz), tetranychid mites cause considera-
ble losses. Fungal epizootics which affect
Mononychelius tanajoa (Bondar) populations
have been detected under field conditions.
Healthy mites were infected under controlled
conditions inthe laboratory. Daily observations
were made with a dissecting microscope, in
order to identify disease symptoms progres-

v sion. Mites were mounted on slide and

examined with a phase contrast microscope
in order to confirm the presence of a fungal
pathogen and to determine its identity.
Reinfection ocurred when a healthy and an
infected mite were placed together at 70%
R.H. and 202-30°C. Symptoms of infection
progressed from changes in body color,
swelling and sluggish movements, to death
and mummification. Invasion by secondary
pathogens was common. Each symptom was
related to a developmental stage of the fungus,
which was identified as a species of the genus
Neozygites. Neozygites sp. is pathogenic to
all mobile stages of M. tanajoa. Conidiogenesis
was inhibited at relative humidities below 65%;
however, the formation of an adhesive conidia
responsible for propagation of the infection
occurred only below 65% H.R. No evidence
was found for pathogenicity of this fungus to
phytoseiid mites

INTRODUCCION

Layuca(ManihotesculentaCrantz)
es una de las plantas cultivadas de
mayor importancia para el hombre,
ya sea para su alimentaciéon como
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fuente de calorias o para consumo
animal e industrial. La planta es ata-
cada por numerosas plagas, entre
las cuales los acaros se consideran
como serios en todo el mundo (Bellotti
y Schoonhoven 1978). El &caro ver-
dedelayuca, Mononychellus tana-
joa(Bondar) (Acari: Tetranychidae),
esla mayor plaga del cultivo enalgu-
nas areas del Neotrdpico. Fue acci-
dentalmente introducido al Africa
desde Américaen 1971 (Nyiira 1982),
convirtiéndose en un grave proble-
ma y diseminandose rapidamente
por 27 paises, debido entre otros
factores a la carencia de enemigos
naturales efectivos (Yanineky Herren
1988), hasta el punto de ser conside-
rada hoy como la plaga mas des-
tructiva. El M. tanajoa es una plaga
seriaen el Nordeste de Brasil, donde
las pérdidas en el rendimiento del
cultivo varian entre 10 y 50%, de-
pendiendo de algunos factores como
la variedad, el sistemay la época de
siembra (Veiga 1985). En Venezue-
la se reconocen pérdidas similaresa
las que se han registrado en Brasil
(Doreste y Aponte 1979). En Colom-
bia, las pérdidas ocasionadas por el
complejo Mononychellus spp. han
sido esporadicasy se considera que
un efectivo control biolégico natural
ya existente, evita que las pérdidas
alcancenelordendel 73y 67%enla
produccion de raices y estacas, res-
pectivamente, como se obtuvo a ni-
vel experimental en variedades sus-
ceptibles (Byrne 1980).
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El control del acaro verde de la yuca
es un desafioimportante hoy en dia.
De hecho, con el propésito de im-
plementar su control bioldgico, el
IITA (International Institute of Tropi-
cal Agriculture) organizé un proyec-
to colaborativo y multi-institucional.
EICIAT (Centro Internacional de Agri-
cultural Tropical ) y EMBRAPA (Em-
presa Brasileira de Pesquisa Agro-
pecuaria) se comprometieron en la
busqueda de &caros depredadores
de la familia Phytoseiidae, conside-
rados como los mas importantes ene-
migos naturales del M. tanajoa en
Sur América, mientras que IITA
implementd la liberacion de depre-
dadores y la capacitacion de técni-
cos en Africa. Otras instituciones, in-
cluyendo universidades en paises
desarrollados y varios programas
nacionales africanos, también fue-
ron involucradas en el proyecto. La
estrategia del proyecto consistia en
explorar aquéllas areas en el Neo-
tropico que correspondieran ecolé-
gicamente a areas en Africa donde
el acaro fuera un grave problema y
luego seleccionar los posibles ene-
migos naturales para ser introduci-
dos al Africa. Para dar prioridades a
las exploraciones se usaron criterios
agroecoldgicos. Se le dio una alta
prioridad alasregiones aridasy semi-
aridas. Entre 1983y 1990 se evalua-
ron 1.261 campos de yuca en Co-
lombia, Venezuela, Ecuador, Nor-
deste del Brasil, Trinidad y Tobago,
Guyana, Peru, Paraguay, México,
Cuba, Panama y Nicaragua. Un tra-
bajo similar realiz6 EMBRAPA en el
Nordeste de Brasilentre 1988y 1990,
cubriendo 427 campos deyuca (CIAT
1991).

Cuarentay cinco especies de acaros
fitoseiidos fueron identificadas aso-
ciadas con la yuca en el Neotrdpico.
En Colombia se obtuvo la mayor
diversidad de especies defitoseiidos,
con 40 especies identificadas.

1. HUMBER, R.H. 1989. Boyce Thompson
Institute. Cornell University, Ithaca, N.Y.
U.S.A.
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Desde 1984 se han enviado a Africa
10 especies de enemigos naturales
del acaro verde de la yuca. Con el
propdsito de mantener eincrementar
una cantidad suficiente de los caros
fitoseiidos para dichos envios, se
desarrollaron métodos de cria para
su multiplicacién. Para esto se man-
tuvieron permanentemente, en el
CIAT, colonias del acaro confinadas
dentro de casas de malla, y fue alli
donde se comenzd a detectar la pre-
sencia masiva de cadaveres del
acaro en el envés de las hojas de
yuca. En 1985, el agente causal de
dichas mortalidades fue identificado
provisionalmente como una especie
de Neozygites (Humbercom.pers'.).
Posteriormente, en zonas subhime-
das del Nordeste brasilero, se ob-
servaron epizootias en el campo
debidas a Neozygites sp. (Delalibera
et al., en prensa). Las mortalidades
se caracterizaron por presentar mo-
moficacién. Para emplear eficiente-
mente una enfermedad como una
medida de control microbial es de
gran importancia determinar su na-
turaleza y causa, por lo tanto, en el
presente trabajo los objetivos fue-
ron:

1. ‘Demostrar la relacion existente
entre la presencia bajo condiciones
de campo de &caros enfermos de la
especie M. tanajoa y hongos aso-
ciados con este artropodo.

2. Identificar los hongos asociados
con los acaros enfermos y seleccio-
nar el que ofrezca mayor grado de
patogenidad, estudiar su biologia y
probar su efectividad bajo condicio-
nes de laboratorio adecuadas y con-
troladas.

REVISION DE LITERATURA

Una de las primeras observaciones
de un hongo infectando &caros de la
familia Tetranychidae fue hecha por
Fisher (1951) en la Florida, donde
una especie de Entomophthora
causé mortalidades entre el 32 y el

95% en una poblacidén del acaro rojo
delos citricos,Panonychus citri (Mc-
Gregor). Weiser (1968) describié la
especie Triplosporium tetranychi
establecido sobre Tetranychus
althaeae Hanstein. El hongo causé
alta mortalidad (80-85%) sobre po-
blaciones naturales delacarorojoen
un huertofrutalde Checoeslovaquia.
ElEntomophthora sp. es probable-
mente uno de los mejores agentes
para el control natural de poblacio-
nes de T. urticae Koch sobre algo-
don en Alabama (Estados Unidos),
endonde en algunas parcelas expe-
rimentales alcanza un méaximo de
infeccién del 100% (Carner y
Canerday 1970).

Enuntrabajorealizadobajo inverna-
deroenlaU.R.S.S. se produjoinfec-
cién sobre una poblacién de T.
urticae; todos los acaros murieron
por “Entomophthorosis” durante los
siguientes 15 dias después de intro-
ducido el hongo, y la plaga no volvié
a aparecer en el invernadero duran-
te los siguientes 5,5 meses (Tsin-
tsadze et al. 1976). "

Es muy reducido el conocimiento a
cerca del complejo de enemigos na-
turales del M. tanajoa (Alvarez 1990).
Agudelo (1986), durante un conteo
de rutina de las poblaciones de M.
progresivus Doreste (= M. tanajoa)
alcomienzo del periodo delluviasen
Venezuela, en una parcela experi-
mental para evaluar la resistencia de
plantas de yucaa los acaros, encon-
tré algunos acaros muertos sobre el
envés de las hojas. Almontary exa-
minar los cadaveres con el micros-
copio de contraste, se observaron
estructuras tipicas de unhongodela
familia Entomophthoraceae.

Estudios y registros anteriores de-
muestran que los hongos acaropato-
genos juegan un papel importante
enlaregulacion natural de las pobla-
ciones de estos artrépodos. El inte-
rés creciente se debe a que su apli-
caciéonno es puramente de naturale-
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za académica, sino también aplica-
da. EIl control biolégico natural de
hongos sobre poblaciones de acaros
puede causar mortalidades superio-
res a un 80% (Weiser y Numa 1966;
Saba 1971; Smithy Furr 1975; Tsin-
tsade et al. 1976; Carner 1976; Gar-
dner et al. 1982; Smitley et al. 1986;
Carrera et al. 1987).

Van der Geest et al. (1990) afirman
que los hongos acaropatégenos tie-
nen probablemente un gran poten-
cial para aplicacién en el trépico,
donde la humedad relativa y la tem-
peratura son altas, cuando las po-
blaciones de plaga estan en su maxi-
mo nivel.

En cuanto a la identificacion de los
hongos patégenos de acaros, los ta-
x6nomos que han trabajado con éllos
no han dilucidado hasta el momento
claves claras que permitan diferen-
ciar las especies. Hasta la fecha ha-
ce falta mucho trabajo sistematico
como guia para la determinacion de
hongos patdgenos de acaros y tam-
bién son casiinexistentes los esque-
mas y ayudas visuales que ilustren
su morfologia, estructura y la sinto-
matologia correspondiente a la in-
feccidén que causan sobre los hués-
pedes (Alvarez 1990).

MATERIALES Y METODOS

Ubicaciony Recoleccion de Mues-
tras

Eltrabajo se realizé durante los ainos
1989y 1990 en las instalaciones del
CIAT (Palmira, Valle, Colombia), si-
tuado a 965 msnm, con una hume-
dad relativa promedia de 70%, una
precipitacion promedio de 938 mm/
afno, una temperatura maxima pro-
media de 29,21°C, minima promedia
de 19,1°C y media promedia de
24,2°C.

El proceso de investigacion se inicio
con la recoleccion de acaros en el
campoy en las casas de malla des-
tinadas a la cria masiva de acaros
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fitéfagos, sitios donde se encontra-
ron especimenes de M. tanajoa
muertos y con apariencia diferente a
los cadaveres ocurridos por causas
naturales o mecanicas. Durante las
recolecciones se registraron la tem-
peratura y la humedad relativa. En
sitios donde se detectaron epizootias
con muchos individuos se colecta-
ron las hojas con peciolo y se lleva-
ron al laboratorio en cajas plasticas
con la mayor asepsia posible, con el
fin de aprovechar al maximo todo el
material, extrayendo los individuos
que presentaban signos de infec-
cién, con laayuda de un microscopio
estereoscoépico. Los acaros que no
se emplearon inmediatamente, per-
manecieron en tubos de recolec-
cion, los cuales contenian en su par-
te inferior un algodén embebido en
gliceroly encima de este un papelde
filtro, sobre el que se colocaron los
acaros colectados. Todo esto con el
fin de mantener las muestras en con-
diciones de total sequedad. Este mé-
todo fue recomendado por Richard
Humber del Boyee Thompson Ins-
titute (Comunicacion personal, 1989).

La muestra se dividié en tres grupos:
Elprimer grupo se destiné paracom-
probar la presencia del patogeno; el
segundo para realizar las pruebas
de patogenicidad o reinfeccion efec-
tuando los estudios de sintomatolo-
gia, y el ultimo grupo para la identifi-
cacion del patégeno.

Comprobacion de Infeccion

Para comprobar la presencia del
hongo en las muestras, los acaros
del primer y tercer grupo se aclara-
ron con una solucién de lactofenol y
se tiferon con azul de algodén, en
una caja plastica de las utilizadas
paraias pruebasde ELISA, conelfin
de llevar un registro individual.

Pruebas de Patogenicidad
Los especimenes del segundo gru-

po se dividieron en dos, asi: una
parte de ellos se colocé individual-
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mente sobre circulos de hoja deyuca
de 2 cm de diametro, en cajas petri
con espuma saturada de agua para
proporcionar condiciones similares
alas de campo (T =30°Cen el diay
20°Cenla nochey una H.R. = 60%,
conunrango entre 40y 80%). Alli se
observaron los cambios que ocu-
rrian en los acaros momificados que
se presumia habian muerto porlain-
feccion. La otra parte de los espe-
cimenes se destiné para efectuarlas
pruebas de reinoculacién del paté-
geno. Una vez se determinaron los
cambios que ocurrian en los acaros
momificados, se buscé dilucidar sila
temperatura y la humedad relativa
eranfactores determinantes paraque
un acaro momificado tomara una u
otra apariencia, para la cual se for-
maron cuatro grupos de 32 &caros.
Cada grupo se mantuvo a una de
cuatro temperaturas (20, 24, 28 y
32°C) y dos humedades relativas
(<65% y >65%), llegando algunas
veces a la saturaciéon de humedad
en el ambiente.

Para realizar los estudios de ino-
culacion del patégeno se emplearon
acaros adultos obtenidos de colo-
nias mantenidas en el laboratorio,
las cuales se manejaron desde el
estado de huevo, con el propdsitode
tener certeza acerca de su sanidad.
Los individuos se sometieron a va-
rias pruebas: 20 acaros infectados
muertos, previamente envueltos en
tela de gaza, se lavaron por 30 se-
gundos en hipoclorito de sodio al
0,05%, y posteriormente se macera-
ron en un homogenizador de cristal,
mezclados con agua bidestilada es-
téril, y esta solucion se asperjé sobre
individuos sanos adultos de la mis-
ma edad colocados individualmente
sobre circulos de follaje de yucade?2
cm de didmetro, por medio de un
microaspersor de Vilbis conectadoa
una bomba de vacio, a una presion
de 20 PSI, para asi conseguir una
gota muy fina. Igualmente, la solu-
cién se asperjé sobre discos limpios
de yuca que sirvieron de sustrato
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alimenticio a otros acaros sanos.
Como testigos se emplearon acaros
sanos y discos de yuca asperjados
con agua bidestilada estéril. En total
se trabajé con 50 individuos sanos
en contagio y 20 testigos. También
se empled el macerado en seco, as-
perjado sobre hojas de yuca que
sirvieron como sustrato alimenticio a
losacaros sanos. Elinéculoinicial se
cambid a las 48 horas por hojas lim-
pias. Siempre se empled yuca de la
variedad CMC 40, escogida por ser
una variedad susceptible al ataque
de acaros.

Seprob6 otro método de inoculacién,
. elcual consistié en colocar durante
24 horas, en cdmaras de humedad
(cajas de petri cubiertas), un acaro
sano en contacto directo con cuatro
(4) &caros momificados; después
de este tiempo, las cajas se descu-
brieron y a las 48 horas se retiraron
los 4caros momificados y se cam-
biaron los discos de yuca.

Para las pruebas descritas anterior-
mente se emplearon cajas de petri
de 14,5cm de didmetro provistas de
espuma saturada con agua. Dentro
de cada una se colocaron ocho (8)
discos de hoja de yuca CMC 40 de 2
cmdediametro, numerados y ubica-
dos en circulo. Igualmente se em-
plearon frascos plasticos de confina-
miento, de 2 cm de diametro, los
cuales se cubrieron con plastico
adhesivo. Las observaciones se hi-
cieron a partir de las 24 horas y se
realizaron diariamente hasta la muer-
tedelos &caros. Con el propdsito de
determinar la sintomagologia de la
infeccion sobre los huéspedes se
evalud la mortalidad, la movilidad y
los cambios en apariencia, tales co-
mo color y volumen.

Inicialmente se trabajé bajo una tem-
peratura de 28°C y con humedad
felativa promedio del 65%, las cua-
les corresponden a las condiciones
promedias de los sitios de recolec-
tibn de las muestras en el campo, el
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fotoperiodo fue de 12 horas luz: 12
horas oscuridad.

En estos trabajos se redujo el inter-
valo de observacion de 24 a 12 ho-
ras y en algunos casos a 6 horas,
con el finde determinar con la mayor
aproximacién la sintomatologia de la
enfermedad. Una vez se determind
el proceso de infeccién, cada sinto-
ma externo se asocid con un estado
de desarrollo del patdgeno, para lo
cual se hicieron montajes de indivi-
duos infectados en placas de
microsopia, empleando el mismo sis-
tema de aclarado, tincion y montaje
de los individuos del primer y tercer
grupos. De esta forma se determino
la biologia del patégeno.

Permanencia de la Epizootia

Unavez se consigid reinfectar indivi-
duos sanos, se efectud otro bioen-
sayo con el proposito de comprobar
si una epizootia o infeccion puede
mantenerse o perdurar en una po-
blacion de acaros. Para ello se pu-
sieron en contacto cinco (5) acaros
adultos sanos con dos (2) acaros
momificados y se replicé 20 veces,
para un total de 100 individuos sa-
nos y 40 momificados. Se trabajé
con una temperatura promedio de
28°C y una H.R. promedia de 65%;
se hizo una observacion diaria para
registrar los cambios en apariencia
de los individuos vivos (color, volu-
men, movimiento, mortalidad y mo-
mificacion). Elindculoinicial (40 indi-
viduos momificados) se retir6 al oc-
tavo dia, también se retiraron todos
los individuos que morian por cau-
sas naturales o mecanicas. Con el
fin de hacer observaciones sobre
una poblacién que se incrementa
normalmente, no seretiraron los hue-
vos y se permitid que estos eclo-
sionaran.

Velocidad de Infeccion y Estado
mas infeccioso

Conocida la sintomatologiay el pro-
ceso de infeccion, se busc6 mante-

ner permanentemente individuosin-
fectados, para lo cual fue necesario
conocer cual estado posterior a la
momificacién era masinfectivo, caal
infectaba mas rapidoy ctial provoca-
ba mayor numero de individuos en-
fermos; para esto se mont6 un ensa-
yo, colocando grupos de cinco (5)
individuos sanos en contacto conun
acaro momificado, uno cristalizado,
uno negroy uno con conidiogénesis.
Este ensayo sereplicod 5 veces, para
un total de 25 dcaros sanos por cada
estado de indculo. Para la prueba
conindividuos momificados se man-
tuvo la humedad relativa por debajo
del20%, ya que se habia comproba-
do que una humedad relativa alta
provoca la conidiogénesis. Sélo se
observé sise presentaba o no conta-
gio en los primeros 8 dias de contac-
to. Se considerd como éxito, obtener
individuos momificados. La tempe-
ratura fue de 28°C.

Relacién entre Temperatura e In-
fecciéon

Después de detectar el estado
infectivo, se busco determinar cual
temperatura favorecia mas el conta-
gio. Para esto se montd un ensayo
bajo cuatro regimenes de tempera-
tura (20, 24, 28 y 32°C), colocando,
sobre un disco de hoja de yuca, cin-
co (5) acaros sanos en contacto con
un acaro esporulado. Por cada tem-
peratura, el ensayo se repitio 16 ve-
ces, para un total de 320 Aacaros
sanos. La humedad relativa fue su-
perior al 70%. Se hicieron observa-
ciones cada 24 horasy se registré la
presencia de sintomas y la mortali-
dad causada por la infeccion.

Prueba de Transmisiéon Trans-
ovarica

Se montdé un ensayo para observar
las generaciones descendientes de
hembras infectadas, con el fin de
conocer si la infeccion se transmite
transovaricamente; para esto se ais-
larony observaron los huevos depo-
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sitados por hembras con sintomato-
logia de infeccién. Se evaluaron
aproximadamente 80 huevos, sobre
los cuales se observo la eclosion y
se llevaron hasta el estado de adulto.

Pruebas de Patogenicidad sobre
Acaros Phytoseiidae

Con el propésito de conocer si el
patégeno de los acaros fitéfagos in-
fecta también acaros depredadores
de la familia Phytoseiidae, a dos
acaros depredadores de la especie
Typhlodromalus limonicus (Gar-
man & McGregor) se les suministré
comoalimento,cuatro(4)especime-
nes del acaro verde de la yuca. Al
quinto dia se efectud el montaje de
los fitoseiidos, con el fin de observar-
los bajo el microscopio de contraste
de fase y comprobar la posible pre-
sencia del patégeno. El ensayc se
replicé cinco veces. '

Identificacién del Patégeno

Medicién de estructuras. Para de-
terminar el género del hongo, esen-
cialmente se empled la medicion y
comparacion de la morfologia y de
los estados fisioldgicos iguales, utili-
zando el microscopio de contraste
de fase, el microscopio electrénico
de barrido, y las descripciones de
King y Humber (1981); ademas, se
enviaron especimenes y fotografias
al Dr. R. Humber, en el Boyce
Thompson Institute. La forma, tama-
fio y presencia de nucleos de la
conidia primaria son quizas los ca-
racteres taxonémicos masimportan-
tes. Debido a que los acaros colecta-
dos en el campo generalmente pre-
sentan momificaciones y ausencia
de conidias, fue necesario disenar
un método para provocar la coni-
diogénesis. Este consistio en utilizar
una campana de vacio estéril con
agua 100C en la parte inferior para
provocar la saturacion de humedad
en su interior; en la parte media se
colocé una malla sobre la cual se
ubicaron placas con individuos
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momificados, y posteriormente se
sellé herméticamente. Se trabajé con
una temperatura de 28°C. Se efec-
tuaron mediciones de las estructu-
ras del patégeno aparecidas a las
24, 48y 72 horas después del mon-
taje.

Microscopia electronica. Para el
proceso de identificacion del paté-
geno y estudios de su biologia se
tomaron fotografias bajo el micros-
copio de contraste de fase al igual
que unas fotografias logradas en el
microscopio electrénico de barrido
en la Unidad de Virologia del CIAT.

RESULTADOS

Ubicaciony recoleccion de mues-
tras de acaros

Las condiciones promedio de tem-
peraturay humedad relativa durante
los muestreos en los sitios de reco-
leccion en elcampo fueron: T=30°C;
H.R. = 51%; mientras que en las
casas de mallas fueron T = 34°C;
H.R. =76 - 100%.

Durante las recolecciones de acaros
se encontraron individuos de M.
tanajoa con momificacién y por lo
general se registraron en epizootias
abundantes. Los individuos infecta-
dos se caracterizaron por una mo-
mificacién y aumento de volumen
del cuerpo; cambid de la coloracion
normal a habano claro, café, hasta
elnegrointensoy brillante; las patas
delanteras quedan estiradas y las
manchas ocelares se tornan difu-
sas. En algunos casos se observa
una apariencia de cristalizacion con
coloraciones entre el café y el café
rojizo brillante.

Comprobacion de infeccién

En los acaros momificados colecta-
dos que luego se aclararon, se de-
tectd la presencia de cuerpos hifales
y conidias adhesivas, estructuras ti-
picas de los hongos de la familia
Entomophtoraceae.
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Por lo general, los acaros momifi-
cados pasan por un proceso que
consiste en la induccién de espo-
rulacion; algunos pueden tomar una
coloracioén totalmente blanca; en los
momificados se observa una pérdi-
da de volumen, generalmente aso-
ciada con la pérdida de las conidias
sobre los individuos. Una vez estos
acaros han perdido sus conidias y
disminuido su volumen, comienzan
a tomar una apariencia cristalizada
un poco brillante y aquellos que en
este momento no se han cristalizado
son susceptibles de ser atacados
por hongos saprofitos que los inva-
den, observandose un crecimiento
miceliar sobre ellos.

Relacionentre Temperaturay Apa-
riencia de Acaros Momificados

Una vez se conocieron los cambios
que ocurren a partir de los acaros
momificados, se comprobé que la
temperatura es un factor determi-
nante de altos cambios. Enlos acaros
momificadas los colores oscuros se
asociaron con temperaturas bajas y
el color blanco con temperatura alta
(32°C). Por el contrario, la conidio-
génesis o esporulacion es indepen-
diente de la temperatura, lo cual fue
corroborado en las pruebas con las
dos humedades relativas; conlaH.R.
inferiora 65% y en las cuatro tempe-
raturas, probadas, los acaros per-
manecieron momificados, y con la
H.R. superior a 65%, en las cuatro
temperaturas ocurrié la conidioge-
nesis. Este parametro es muy utilen
las pruebas de patogenicidad.

Los estudios sobre la sintomatologia
de los acaros enfermos se realiza-
ron mediante los métodos de inocu-
lacion del patégeno en acaros sa-
nos. En las pruebas que se utilizé la
aspersion del macerado de acaros
momificados, no fueron satisfacto-
rias; ningun individuo presento
momificacion. En las pruebas donde
se empled el macerado en seco,
unicamente un acaro, de los 50 del
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ensayo, presentdé momificacion. El
método de inoculacion donde se
empled una camara de humedad
con cuatro acaros momificados y
uno sano dio buenos resultados. Al
octavo dia, de los 50 individuos con
los que se inici6 el ensayo, 23 se ob-
servaron momificados, lo cual co-
rresponde a un 46%; 21 murieron
por causas naturales o mecanicasy
6 permanecieron vivos.

Sintomatologia

La muerte de acaros por causas di-
ferentes de lainfeccién generalmen-
te ocurrié por ahogamiento o meca-
nicamente cuando eran traspasa-
dos a un disco nuevo de hoja de
yuca. Durante el proceso de infec-
cién, los acaros van perdiendo pro-
gresivamente la movilidad, aumen-
tan su volumen y aclaran bastante
su color. Posteriormente mueren y
comienzan a oscurecerse, pierden
elbrillo y'toman una apariencia opa-
ca.Elcolor pasa delamarillo al haba-
no o café; en este punto ya estan
momificados y han ganado mucho
volumen, las patas delanteras gene-
ralmente quedan estiradas, las man-
chas ocelares rojas se tornan difu-
sas y la momificacion tipica es bas-
tante seca. El proceso entre la apa-
ricién de sintomas y la momificacion
dura entre 36 y 48 horas, a una tem-
peratura promedia de 28°C. Elcono-
cimiento de los sintomas permitio
reinfectar acaros sanos y estudiar
los cambios internos, al igual que
determinar la biologia del patdégeno.

Cuando en el &caro se observan los
inicios de la sintomatologia, interna-
mente ha comenzado a ser invadido
por unos pequenos cuerpos hifales
que al principio son de forma redon-
deada (Fig. 1a), luego crecen un
poco y algunos se dividen por fisién
originando dos cuerpos hifales nue-
V0s; posteriormente empiezan a alar-
garse y toman formas irregulares al
comenzar a retorcerse. Luego, los
cuerpos hifales se alargan, se agru-
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pan, toman formas mas regulares y
llenan el hemocelo del acaro; esta
invasion interna es la causa real de
la muerte delacaro. Cuando elacaro
muere, comienza a momificarse (Fig.
1b) e internamente, los cuerpos hi-
fales que ya han invadido todo el
cuerpo del &caroy se han agrupado,
se elongan hasta alcanzar la super-
ficie o cuticula del acaro; cada cuer-
po hifal tiene una forma ancha en su
extremo que es la que llega a la pa-
red del exoesqueleto, como buscan-
do una salida (Fig. 1c).

La aparicién de esporulacion sobre
el acaro es el signo externo de la
conidiogénesis (Fig. 1d). La emer-
gencia de las conidias ocurre de la
siguiente forma: cada cuerpo hifal se
constituye en un conidiéforo y pe-
quenas protuberancias van emer-
giendo; cada punta del cuerpo hifal
presiona hasta romper el exoes-
queleto por el medio de dos estrias
(Fig. 1c). Los cuerpos hifales emer-
gen por todas partes, menos por las
patas, quelicerasy elescudoventral.
Cuando cada conidiéforo maduro
(Fig. 1e) alcanza el tamafo maximo,
la punta se torna esférica y en el
conidiéfono se observa la linea por
donde vaa ocurrir eldesprendimien-
to de la conidia, entonces se rompe
originando una conidia primaria, que
es redonda y deja la cicatriz de rup-
tura. La coloracién externa blanca
corresponde a una conodiogénesis
abundante (Fig. 1d).

Cuando los acaros toman una apa-
riencia algodonosa y oscura, inter-
namente se observa que han sido
invadidos por otros hongos ajenos al
causante de la muerte. Algunos de
estos invasores fueron identificados
como Aspergillus sp., Cladospo-
rium sp. y Penicillium sp.

Permanencia de la Epizootia

Se comprobd que bajo condiciones
similares a las de campo, una epi-
zootia se mantiene en una pobla-

cion. Sobre una colonia de 100 aca-
ros adultos sanos cogidos al azar se
observaron primero dos acaros
momificados a los 10 dias, la pobla-
cion siguié creciendo normalmentey
aunque la infeccion jamas puso en
peligro a la colonia, se observaron
acaros con sintomas, lo cual indica
que estos van a servir de indculo de
infeccién a otros acaros y la enfer-
medad puede continuar causando
mortalidad en la poblacién.

Relacion entre Estado e Infeccion

El Unico estado capaz de provocar
reinfecciéon sobre individuos sanos
fue el estado en el cual se presenta
conidiogénesis. Ningunode los otros
estados provocé infeccion.

Relacién entre Temperatura e In-
feccion

Se determino que de las temperatu-
ras probadas las de 24y 28°C fueron
las que mayor numero de individuos
momificados provocaron, con un to-
tal del 81,3% de la poblacién
momificada, en ambos regimenes
(Fig. 2). La temperatura de 20°C
provoco lainfeccion mas rapida, con
un47,5% de la poblacién momificada
al quinto dia. Al contabilizar los indi-
viduos vivos en el bioensayo, al dé-
cimo dia se observé que a menor
temperatura mayor numero de indi-
viduos vivos, y que a mayor tempe-
ratura mayor mortalidad. Por lo tanto
se cree que una temperatura ade-
cuada para la infeccion permanente
delos acaros estariaentre 24y 28C.
Realmente no se puede determinar
a cual temperatura el patégeno es
mas eficaz, porque si bien a 32°C
unicamente hay infeccién sobre el
21,3% de la poblacion, esto no indi-
ca que el patégeno no sea eficaz a
esta temperatura, pues ya en el dia
décimo ha ocurrido una mortalidad
natural del 73,7%. Por lo tanto, es
posible que el ciclo de vida de los
acaros se acorte hasta el punto de
no dar oportunidad de infeccién al

15



1g. Conidia adhesiva, adherida al
cuerpo del 4caro, provocando
el contagio de la infeccioén.

Cuerpos hifales en e
hemocele del acaro.

Fig. 1. Ciclo de vida del hongo Neozygites sp.
patogeno del dcaro verde de la yuca
AVY, Mononychellus tanajoa (Bondar).

AVY momificado.

1f. Conidia adhesiva ain en

su capilar. . :
Cuerpo hifal emergiendo
en medio de dos estrias.

le. Conidi6éforo maduro. Conidiogénesis abundante.
-
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DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

— 32C
——-28C

— 20¢C
— — 24C

¢

Figura 2. Relacién entre infeccién y temperatura

patégeno. Es decir, con una tempe-
ratura entre 24y 28°C, el proceso de
infeccion no es tan acelerado, pero
se infecta un mayor porcentaje de la
poblacién; ademas, es posible que
estos nuevos individuos momificados
sean capaces de reproducir la infec-
cién en los individuos que atin se en-
cuentran vivos.

Pruebas de Transmision Transo-
vérica

En las observaciones de la descen-
dencia de hembras infectadas, nin-
gun individuo mostré sintomas de
infeccién. Los huevos que no eclosio-
naron se montaron en placas y bajo
el microscopio no mostraron sefas
del patégeno.

Pruebas de Patogenicidad sobre
Phytoseiidae

Nunca se observé infeccion sobre
los dcaros Phytoseiidae. Sobre 12
dcaros depredadores observados
nunca se determiné invasién de los
cuerpos hifales. En dos hembras de
T.limonicus se observaron capilo-

conidias sobre el dorso, pero sin
presentar sintoma alguno de infec-
cién.

Identificacion del Patégeno

Los individuos de M. tanajoa colec-
tados y observados al microscopio
electrénico presentaron evidencia de
infeccion, pero generalmente sin co-
nidiogénesis.

Sobre los individuos colocados en la
campana de vacio se observé coni-
diogénesis en el primer registroa las
24 horas y en estas condiciones se
obtuvo presencia de conidias prima-
rias. Estas conidias generalmente
fueron claras, sin ntcleo y con cica-
trizde ruptura. La emergenciade las
conidicias ocurrié por todas las par-
tes del cuerpo del acaro, menos por
el escudo ventral, las patas y las
queliceras. Las conidias fueron dis-
paradas del conidioforo (Fig. 1e),
formando un halo en el huésped; la
maxima distancia a la cual se dispa-
ré una conidia fue en promedio de 6
mm, lo cual daba un halo de aproxi-

madamente de 13 mm de diametro,
incluido el milimetro del huésped. A
las 48 horas se observo la presencia
de conidias secundarias y algunas
terciarias, las cuales eran oscuras.
Las conidias primarias algunas ve-
ces se convierten en nuevos coni-
doforos, los cuales se elongany dan
origen a conidias secundarias. Igual
ocurre con los secundarias que ori-
ginan terciarias. Las conidias que no
originan ninguna conidia contindan
su desarrollo. En esta observacion
aparecieron las conidias adhesivas
o capiloconidias.

A las 72 horas se observé una gran
cantidad de conidias adhesivas 0
capiloconidias (Fig. 1f), originadas
en su mayoria a partir de conidias
primarias y algunas por las secunda-
rias. Algunas capiloconidias dan ori-
gen capilares, sobre los cuales na-
cen capiloconidias secundariasy en
ocasiones sobre estas ultimas na-
cen capiloconidias terciarias. La ger-
minacioén y crecimiento de estas co-
nidias se realizé verticalmente sobre
las placas de microscopia, y estas
se observan soportando un bosque
de conidias, donde cada fila vertical
de capilares representa un arbol. Al
efectuar los montajes, los capilares
caen sobre la placa.

En resumen, las conidias manteni-
das al 100% de humedad relativa
producen muchos cambios; algunas
se constituyen en nuevos conidio-
foros o cuerpos hifales que danlugar
a conidias secundarias y algunas
veces estas originan las terciarias,
las cuales solo difieren en unas po-
cas micras de menos en tamafo;
otras conidias en lugar de conidio-
foros, originan unos tubos delgados
o capilares que crecen verticalmen-
te y en la punta van formando un
angulo, sobre el cual crecen unas
conidias, inicialmente redondeadas
y posteriormente de forma ovalada
que una vez maduran, presentan
una estructura en forma de cono pe-
queio en el extremo distal (Fig. 1f).
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El capilar que las sostiene se parte
facilmente y estas conidias una vez
liberadas caen al sustrato donde se
encuentren. Es frecuente observar
estas conidias adheridas a las patas
de los acaros, y en ocasiones, adhe-
ridas a otras partes del cuerpo, lo
cualhace presumir que el mintsculo
cono tiene poder adhesivo y que po-
siblemente estas sean las estructu-
ras de propagacion de la infeccion
sobre nuevos acaros sanos (Fig. 1g),
puesto que generalmente los acaros
con conidias adhesivas se encuen-
tran vivos y con sintomas de infec-
cién o momificados. Ademas, algu-
nas conidias adhesivas se observan
abiertas| longitudinalmente, como si
ya hubieran cumplido la misién de
pasar su contenido protoplasmatico
al acaro (Fig. 1g). Por todo lo ante-
rior, se pudo determinar que se trata
de un hongo Entomophthoraceae,
perteneciente algénero Neozygites.

"~ DISCUSION

Enelcampo, la recoleccionde acaros
tetranychidos infectados por "ento-
mophthorosis" es facil, y estos sere-
conocen por presentar una momi-
ficacion tipica. Para observar todas
las estructuras del patégeno bajo el
microscopio de contraste de fase es
necesario aclarar los individuos vy
posteriormente tenirlos.

Bajo condiciones de laboratorio se
consiguid provocar la reinfeccién de
individuos sanos de M. tanajoa por
la accién del patégeno Neozygites
sp., obteniendo la completa expre-
sién de sintomas. La infeccion se
manifiesta por un aumento en el
volimen de los individuos, los cua-
les pierden las arrugas sobre el dor-
S0, cesan de alimentarse por causa
de la inmovilidad y pierden el brillo
tipico en todo el cuerpo. Una vez el
acaro muere, se momifica, adquiere
un color café claro u oscuro opaco,
con las manchas ocelares rojas difu-
sasy las patas delanteras estiradas.
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Como cada uno de los sintomas y
signos se asocid con un estado del
patégeno, fue posible, mediante el
montaje de los individuos para ob-
servacion al microscopio, determi-
nar la biologia y el género del hongo
Neozygites . Ademads, esos monta-
jes permitieron determinar que la
muerte ocasionada por el patégeno
ocurre por la accién mecanica de la
invasién del hemocelo del acaro.

Los cambios externos ocurridos so-
bre los acaros momificados se de-
ben a la conidiogénesis del pato-
geno. Para que sobre un individuo
infectado por "entomophthorosis"
ocurralaformaciény desprendimien-
to de conidias primarias (Conidiogé-
nesis) se requiere de una humedad
relativa superior al 65%; de lo con-
trario, con una humedadrelativa baja,
elindividuo permanece momificado.
Estoindicalaformacomo se podrian
preservar durante largo tiempo indi-
viduos de epizootias de campo. Indi-
viduos momificados, de 5y 6 sema-
nas, produjeron conidiogénesis en
ambientes de humedad relativa alta
y provocaron la reinfeccion de indivi-
duos sanos. La temperatura fue el
factor determinante para que exis-
tieran diferentes coloraciones en la
conidiogénesis. Mientras que la for-
macion de conidias se favorece con
una alta humedad relativa, esta im-
pide la formacion de conidias
adhesivas.

Dentro de las campanas de hume-
dad, a las 48 horas se condenso el
agua en el ambiente, por tanto la
humedad relativa bajoy fue por esta
razon porla cual hastaese momento
comenzd a observarse la formacion
de conidias adhesivas.

Los acaros con sintomatologia dein-
feccion siempre presentan capilo-
conidias adheridas a las patas o al
cuerpo; algunas de ellas abiertas y
libres de su contenido protoplasma-
tico, por lo cual se presume que las
estructuras encargadas de propa-
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garlainfeccion son las capiloconidias
o conidias adhesivas. Se comprob6
que mientras un acaro se encuentre
momificado no tiene poder infectivo.
Los individuos sobre los cuales se
observaron sintomas de infeccion,
murieron y posteriormente se mo-
mificaron, lo cual indica que la infec-
cion por causa del patégeno es irre-
versible y en cualquier caso condu-
ce a la muerte del huésped.

Por medio del montaje de acaros
colectados de las epizootias en el
campo, se constaté que todos los
estados del acaro son susceptibles
a la infeccion; los huevos fueron los
unicos sobre los cuales nunca se
observé signo de infeccion. No se
observé transmision transovarica del
patégeno; los individuos obtenidos a
partir de hembras infectadas se man-
tuvieron sanosy no presentaron sig-
no alguno del patégeno.

Por medio de un ensayo durante el
cual se proporcionaron condiciones
similares a las de campo y se em-
plearon unos individuos momificados
como indculo incial, se observo que
una epizootia puede mantenerse por
si misma. El contagio se obtiene a
través de tres generaciones. A medi-
da que se reinfectan nuevos indivi-
duos, estos pueden propagar la en-
fermedad a la siguiente generacion,
dependiendo de las condiciones
ambientales. Es importante anotar
que en un ensayo de laboratorio con
caracteristicas iguales, en Brasil, la
patogenicidad se perdio después de
la segunda generacion.

La velocidad de infeccién fue mayor
a la menor temperatura probada
(20°C) y a 24 y 28°C hubo mayor
numero de individuos infectados. A
32°C el porcentaje de poblacion in-
fectada fue menor, pero esto no prue-
ba que el patégeno sea menos infec-
cioso a determinada temperatura. A
32°C el ciclo biolégico de los tetra-
nychidos se aceleray muchas veces
ocurre la muerte natural de estos
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antes de haberse expuesto al pa-
tégeno, mientras que a menores tem-
peraturas el ciclo de los &caros
esmaslargoy da mayor oportunidad
de infeccion.

Las condiciones ambientales pue-
den favorecer la invasion de los ca-
daveres de los tetranychidos por par-
te de patégenos secundarios. Los
dcaros en estado de conidiogénesis
son mas susceptibles a la invasion
de patdgenos secundarios, que
aquellos en estado de cristalizacion.

Las claves taxondmicas de los En-
tomophthoraceae se basan en la
forma, tamano, color y numero de
nucleos de las conidias primarias
(Kingy Humber 1981); y a pesar de
notenerunanomenclatura validada,
eselcaracter mas aceptable. Luego
seconsideran las conidias adhesivas,
la longitud de los capilares, la pre-
sencia 0 ausencia de rizoides, cys-
tidias y esporas de resistencia.

Mediante el método de conidiogé-
nesis disefiado en el laboratorio se
determin6 que silas conidias prima-
rias presentan un incremento y un
posterior decrecimiento en el tama-
fo, s muy riesgoso emitir un juicio
en cuanto a la identificacion taxo-
némica del patégeno, si no se cono-
ce la edad de la conidia, o por lo
menos se tiene un promedio del ta-
mano de conidias de diferentes eda-
des. Es por esto que no se concluye
en la ubicaciéon taxondmica del
patégeno de los tetranychidos, pues
en una tabla de identificacion de
especies de Entomophthora sumi-
nistrada por el Dr. R. Humber se po-
dia ubicar el patbgeno, en mas de
dos especies, dependiendo de la
edad de las conidias.

Aunque las conidias secundarias y
terciarias son mas oscuras que las
primarias, es necesario observar el
proceso para poder determinar si la
medicion se hace sobre una conidia
primaria, secundaria o terciaria, pues
estas Ultimas son mas pequenas que

Juan Manuel Alvarez A. - Alfredo Acosta - Anthony C. Bellotti - Ann R. Braun

las primarias. Igualmente ocurre con
los cuerpos hifales, pues cuando
maduros, presentan formas irregu-
lares y su desarrollo es igualmente
proporcional al tamaio del cuerpo
del 4caro, es decir que &caros inma-
duros presentan cuerpos hifales mas
pequeiios que acaros adultos momi-
ficados; y cuerpos hifales de ma-
chos momificados presentan menor
longitud que los de hembras momi-
ficadas, por lo tanto la inica medida
de los cuerpos hifales que sirve como
caracter taxonémico para la identifi-
cacion de la especie, es la de aque-
llos que aun no se han dividido por
fision.

Las conidias primarias observadas
al microscopio electrénico presen-
tan una apariencia muy lisaen su es-
tado joven en el conidiéforo, poste-
riormente se tornan arrugadas y os-
curas en el momento que van a ser
liberadas (Fig. 1e). Estas conidias
son disparadas alrededor del hués-
ped y forman un halo hasta de 13
mm de didmetro. Este parametro fue
muy util en los trabajos de inoculacion
de infeccioén, pues los frascos de 2
cm de didmetro, con los cuales se
trabajo, faciimente se cubrieron de
conidias, al colocar, en tridngulo,
tresindividuos momificadosy provo-
carla conidiogénesis; de estamane-
ra se garantizdé la presencia de
inéculo de infecciéon sobre toda el
area por donde iban a caminar indi-
viduos sanos.

Las capiloconidias nacen redondas
y sin disco adhesivo, en el extremo
de los capilares de las conidias pri-
marias, secundarias oterciarias; pos-
teriormente se tornan ovaladas y
desarrollan en su extremo distal el
disco adhesivo. El capilar es mas
fragil en el extremo donde nace la
conidia adhesiva, pues siempre se
quiebra por este lado desprendien-
do la capiloconidia.

El patdgeno del acaro verde de la
yuca no presentarizoides, cystidias,
ni esporas de resistencia.

CONCLUSIONES

- El hongo Neozygites sp. es el
causante de la muerte de los &caros
de la especie Mononychellus
tanajoa Bondar, bajo las condicio-
nes estudiadas.

- Conocida la expresion completa de
sintomas de la infeccion causada
por el hongo Neozygites sp. y esta-
blecido el modelo de reinfeccion, es
posible comenzar a probar un pro-
grama de infeccion del acaro verde
de la yuca mediante el empleo del
patogeno.

- La identificacion de una especie de
Neozygites conbase enla medicion
de estructuras del patégeno puede
conducir a cometer errores, hasta
tanto no se conozca la edad real de
las estructuras y se establezca una
clave de identificacion mas clara.

- Lainfeccion de los tetranychidos es
transmitida por las capiloconidias del
patégeno, estructuras que se origi-
nan a partir de las conidias prima-
rias, secundarias o terciarias, man-
tenidas a una humedad relativa infe-
rior al 65%; sin embargo, para que
ocurra la conidiogénesis es necesa-
rio contar con una humedad relativa
superior al 65% en el ambiente.

- No se observd que el patégeno
Neozygites sp. infectara la especie
Typhlodromalus limonicus(Ger-
man y McGregor) (Phytoteiidae), el
acaro depredador mas comun en
Colombia. Por consiguiente, el pato-
geno fungal debe tenerse en cuenta
dentro del manejo integrado de
acaros tetranychidos.
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