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ARN interferente: Potenciales usos en genomica funcional y control genético

de Hypothenemus hampei (Coleoptera: Scolytinae)

RNA interference: potential uses on functional genomics and genetic control of Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Scolytinae)

CAROLINA AGUILERA G.!, BEATRIZ E. PADILLA H.2, CLAUDIA P. FLOREZ R 3,
JOSE D. RUBIO G.*y JOSE R. ACUNA Z.5

Resumen: Los organismos eucarioticos, incluidos los insectos, poseen un mecanismo para el silenciamiento de genes
especificos mediante pequefias secuencias de ARN de doble cadena (ARNdc), proceso conocido como ARN de inter-
ferencia (ARNi). El objetivo de esta investigacion fue implementar esta herramienta para evaluar genes candidatos
que puedan usarse como estrategia genética de control de la broca del café. Se utilizd una metodologia de ingesta de
gotas con diferentes ARNdc y diferentes concentraciones depositadas en la cavidad preoral de larvas de primer instar
de la broca. Luego, las larvas se criaron en una dieta artificial suplementada con los respectivos ARNdc. Previamente,
se comprobo la efectividad de la ingesta por via oral mediante dos estrategias de control: a) ingesta de un compuesto
fluorescente (Calcofluor®) en el tracto digestivo del insecto y b) ingesta de una mezcla comercial de inhibidores de
proteasas. Los genes seleccionados para el silenciamiento fueron los que codifican en la broca las proteinas mananasa,
xilanasa, citocromo P450 mono-oxigenasa (2 genes), ATPasa D, a-tubulina y actina. Se encontr6 que los ARNdc de los
citocromos P450 produjeron el mayor efecto causando una mortalidad de las larvas de un 64% y 52% respectivamente,
seguido de los ARNdc de los genes mananasa y xilanasa, con un porcentaje de mortalidad de 37% y 33%, respectiva-
mente, para la maxima concentracion evaluada.

Palabras clave: ARNi. Mananasa. Xilanasa. Citrocromos P450.

Abstract: Eukaryotic organisms, including insects, have a mechanism for specific gene silencing by short sequences of
double-stranded RNA (dsRNA), such a process is known as RNA interference (RNAi). The objective of this research
was to follow up this technique to screen candidate genes for the genetic control of the coffee berry borer Hypothenemus
hampei. A methodology of feeding by oral drops containing different dsSRNAs and dsSRNAs" dosages that were placed
in the preoral cavity of first instar larvae was used. Then, the larvae were reared on an artificial diet supplemented with
the respective dsRNA. Previously, we verified the effectiveness of the dsSRNA feeding using two control strategies: a)
intake of a fluorescent compound (Calcofluor™) and b) intake of a commercial mixture of protease inhibitors. The genes
coding for mannanase, xylanase, cytochrome P450 mono-oxygenase (two genes), ATPase D, a-tubulin and actin, ex-
pressed in the coffee berry borer, were selected for silencing. We found that dsSRNA of cytochromes P450 produced the
greatest effect, causing larval mortality of 64% and 52% respectively, followed by dsRNA of mannanase and xylanase,

with a mortality rate of 37% and 33%, respectively, for the highest concentration tested.

Key words: RNAi. Mannanase. Xylanase. Cytochromes P450.

Introduccion

El café (Coffea arabica L.) es el producto agricola mas im-
portante en Colombia. Mas de 500.000 familias lo cultivan en
alrededor de 869.000 hectareas y sus ingresos provienen de la
venta de la semilla (Chaves y Riley 2001). Los aspectos sa-
nitarios del cultivo son una de las principales preocupaciones
de los caficultores para garantizar una buena productividad,
una excelente calidad y asegurar sus ingresos.

La Broca del café¢ Hypothenemus hampei Ferrari, 1867
(Coleoptera, Scolytidae) es el insecto mas perjudicial para
las plantaciones de café a nivel mundial. Es un insecto que
aparecid en Colombia en el afio de 1988 y desde entonces su
control ha sido un dificil reto debido a su habito de perma-
necer oculto dentro de los frutos de café, en donde logra ali-

mentarse y reproducirse causando dafios en cuanto al peso de
la semilla, la disminucién de la calidad del café y finalmente
la pérdida total del fruto (Baker 1999). Adicionalmente Co-
lombia presenta condiciones favorables para la permanencia
de la broca debido a la distribucion variable de las floraciones
y sus cosechas a lo largo del afio, asi como de la continuidad
de la caficultura a lo largo de las tres cordilleras Central, Oc-
cidental y Oriental con altitudes comprendidas entre 1100 a
2000 m (Camayo y Arcila 1997).

No es recomendable el uso de insecticidas como medida
de control de H. hampei por su impacto ambiental en el eco-
sistema cafetero (Bustillo 2008). Ademas el uso de insecti-
cidas solo resulta eficiente cuando la broca esta penetrando
en el fruto y el producto estd en contacto con el insecto, ya
que una vez en el interior de la almendra, ninglin insecticida

! Candidata M.Sc. Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. CENICAFE. Disciplina de Mejoramiento Genético. Planalto, Km 4 via antigua Chin-
china-Manizales. Caldas, Colombia. carolina.aguilera@cafedecolombia.com. * Bacteridloga. CENICAFE. Disciplina de Mejoramiento Genético. Planalto,
Km 4 via antigua Chinchina-Manizales. Caldas, Colombia. beatrizelena.padilla@cafedecolombia.com. 3 Ph.D. CENICAFE. Disciplina de Mejoramiento
Genético. Planalto, Km 4 via antigua Chinchinad-Manizales. Caldas, Colombia claudia. florez@cafedecolombia.com. * M.Sc. Entomologia. CENICAFE.
Disciplina de Mejoramiento Genético. Planalto, Km 4 via antigua Chinchinad-Manizales. Caldas, Colombia. josed.rubio@cafedecolombia.com. 5 Ph.D. CE-
NICAFE. Disciplina de Mejoramiento Genético. Planalto, Km 4 via antigua Chinchind-Manizales. Caldas, Colombia. Ricardo.Acuna@cafedecolombia.com.
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ofrece control satisfactorio (Villalba et al. 1995). Por estas
razones y debido al gran impacto de este insecto sobre la ca-
ficultura colombiana, es necesario disponer de alternativas
para el control de esta plaga y evitar dafios para el ecosistema
causados por el uso indiscriminado de la productos quimicos
(Cadena 1991). En el Centro Nacional de Investigaciones de
Café (CENICAFE), se ha implementado un manejo integra-
do de la broca (MIB), que incluye practicas amigables con los
agroecosistemas cafeteros tales como el control cultural, el
control bioldgico y el seguimiento de las poblaciones a través
de muestreos para ayudar en la toma de decisiones de control
acertadas (Bustillo ef al. 1998).

La broca es un insecto que se alimenta exclusivamente de
la semilla madura del café, la cual estd compuesta principal-
mente por carbohidratos (48-60%), proteinas (10%), lipidos
(12%), acidos organicos y cafeina (1%) (Wolfrom et al. 1965;
Clifford 1985). Los carbohidratos estan en forma de galacto-
mananos (25%), arabinogalactanos (17%) y celulosa (7%),
(Fischer et al. 2001). En el genoma de la broca se identifico
el gen de una endo-mananasa que se expresa en el intestino
del insecto y permite la hidrolisis del galactomanano en mo-
léculas simples de manosa. También se identifico el gen de
una xilanasa encargada de la hidrolisis de compuestos estruc-
turales de la pared celular. De igual forma se han identificado
las secuencias de tres genes correspondientes a la familia de
las citocromo P450 mono-oxigenasas involucradas en el me-
tabolismo de compuestos xenobiodticos presentes en el grano
de café. Con base en estos resultados, es de interés conocer el
efecto del silenciamiento de estos genes sobre el ciclo de vida
de la broca, con el fin de identificar blancos moleculares que
puedan ser utilizados en un futuro control genético de esta
plaga del café.

La técnica de ARN de interferencia (ARNi) descrita por
Fire et al. (1998) se ha convertido en una estrategia importan-
te en los estudios de gendémica funcional en insectos porque
permite el silenciamiento post-transcripcional de genes en
respuesta a la introduccion de ARN de doble cadena (ARN-
dc) (Vanhecke y Janitz 2005). Esta herramienta, ademas de
representar un alternativa tecnologica para estos estudios,
también contribuye al desarrollo de estrategias altamente se-
lectivas para el control de insectos (Zhou et al. 2008). Para
ello, el insecto debe ser capaz de introducir autbonomamente
las moléculas de ARNdc por medio de alguno de estos meca-
nismos: 1) a través de los ortologos de la proteina transmem-
brana SID-I previamente caracterizada en Caenorhabditis
elegans Maupas, 1900 (Rhabditida, Rhabditidae), de la cual
se sabe que interviene en el proceso de captura de ARNdc;
ii) Por medio de una via en donde la ATPasa H" vacuolar
desempena un papel importante (Huvenne y Smagghe 2010).
Baum et al. (2007), evidenciaron el potencial uso de ARNi
para el control de insectos en la proteccidon de cultivos y re-
portaron la reduccién en el dafio causado por el gusano de la
raiz del maiz Diabrotica virgifera virgifera LeConte, 1868
(Coleoptera, Chrysomelidae) sobre plantas de maiz modifi-
cadas genéticamente con ARNdc del gen ATPasa H". Otros
estudios que incluyen el suministro de ARNdc via ingestion
oral, indican que existe un amplia gama de organismos blan-
co de diferentes ordenes de insectos, varios genes candidatos
y métodos de alimentacion que demuestran la gran aplicacion
de ARNdc y el potencial de la técnica ARNi (Bautista et al.
2009).

En esta investigacion se propone implementar una meto-
dologia de ingestion por via oral de ARNdc que permita la

evaluacion de genes candidatos que puedan utilizarse como
estrategia genética de control de la broca del café.

Materiales y Métodos

El trabajo se realizo en los laboratorios del Centro Nacional
de Investigaciones de Café (CENICAFE) de la Federacion
Nacional de Cafeteros de Colombia, en la Sede de la vereda
Planalto, Municipio de Chinchind, Departamento de Caldas.

Material entomolégico. La unidad de cria de parasitoides
Biocafé suministrd granos de café pergamino infestados con
H.hampei. Estos granos de café se mantuvieron con una hu-
medad del 45%, en condiciones de oscuridad, a temperatura
promedio de 27°C y humedad relativa del 65-75%. Huevos
de la broca extraidos de estos granos se colocaron en una
dieta artificial descrita por Portilla (1999). Esta dieta se man-
tuvo en cajas multipozos donde los individuos inoculados
completaron su ciclo hasta llegar a pupa. Este tltimo estadio
corresponde al estadio final de evaluacion.

Comprobacion de la ingesta de un compuesto fluorescen-
te. Se tomaron 10 larvas en segundo instar (L2) y a cada una
de ellas se le aplico en la cavidad preoral una gota de 5 pl de
una solucion de Calcofluor® al 0,5 %. Este fluorocromo se
utiliz6 como control positivo y produjo una tincioén fluores-
cente en el tracto digestivo del insecto al unirse a compuestos
de celulosa y quitina presentes en la dieta. La comprobacion
de la ingesta se realiz6 mediante la diseccion de los tractos
digestivos y la observacion al estereomicroscopio de fluores-
cencia. Como control negativo se realizé el mismo procedi-
miento utilizando una gota de agua destilada sin el compues-
to fluorescente.

Ingesta de una mezcla inhibidores de proteasas. La va-
lidacion funcional del método de ingestion se realizd uti-
lizando una mezcla de inhibidores de proteasas de amplio
espectro (Completet™, Hoffmann-La Roche) incluidos en la
dieta artificial y evaluados en tres concentraciones (0,13 mg/
ml, 0,26 mg/ml y 0,53 mg/ ml). La dieta se sirvi6 en cajas
multipozos (2 ml de dieta/pozo) y se colocaron 20 huevos
por cada pozo. Cada pozo se sirvid por duplicado y tres dias
después de la inoculacion, cuando los huevos eclosionaron,
se aplicod en la cavidad preoral de cada larva L1 una gota
de 5 pl de solucion con los inhibidores de proteasas en las
tres concentraciones. Como control se implemento el mismo
procedimiento sin adicionar inhibidores de proteasas disuel-
tos. Las larvas llegaron al estadio pupa 12 dias después de
iniciar el ensayo, momento en el que se evalud la dieta de
forma destructiva. Para esta evaluacion se vacio el contenido
de dieta de cada pozo, se hizo un conteo de los individuos
sobrevivientes al tratamiento y un registro de los estadios
que habian alcanzado.

Sintesis de ARN doble cadena. La sintesis de los ARNdc
se realizo siguiendo las recomendaciones del sistema T7 Ri-
boMAX™ Express RNAi System (Promega, MA, USA). Se
disefiaron 28 oligonucleotidos iniciadores para los genes en
estudio, cuatro por cada gen, dos de los cuales contienen en
sus extremos 5" una secuencia del promotor T7 para la unién
de la enzima T7 ARN polimerasa que cataliza la sintesis de
los ARN de doble cadena (Tabla 1). Las secuencias utilizadas
para el disefio de los oligos se obtuvieron de los ADN com-



ARNi como control de H. hampei 169

Tabla 1. Secuencia de nucleodtidos de los oligos-iniciadores utilizados para la construccion de los ARN de interferencia correspondientes a siete

genes de la broca del café Hypothenemus hampei.

GEN DE AMPLIFICACION Tamafio (pb) SECUENCIA OLIGONUCLEOTIDO INICIADOR

T7 Mananasa FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTCAGAACATTCTGTCCCTC
Mananasa _FW 20 TTCAGAACATTCTGTCCCTC

T7 Mananasa_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCTTGAGGATATTGTCCGTA
Mananasa_RV 20 GCTTGAGGATATTGTCCGTA

T7 Xilanasa FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGATACTTTGCACCAGACC
Xilanasa FW 20 GAGATACTTTGCACCAGACC

T7 Xilanasa RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGAATTGGAACTCCTTGTG
Xilanasa RV 20 ATGAATTGGAACTCCTTGTG

T7 Citocromol_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATTGGAGAAATTGTGGTGTG
Citocromol FW 20 ATTGGAGAAATTGTGGTGTG

T7 Citocromo 1_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTCCATTCATCTCCACTCAT
Citocromo 1_RV 20 TTCCATTCATCTCCACTCAT

T7 Citocromo2_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGGATCAGAATGTAGACCAA
Citocromo2 FW 20 GGGATCAGAATGTAGACCAA

T7 Citocromo2_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCTGGATATGAAACTTCTGC
Citocromo 2_RV 20 GCTGGATATGAAACTTCTGC

T7 ATPaseD_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGACAAAAACGTTAATGGG
ATPaseD_FW 20 GAGACAAAAACGTTAATGGG

T7 ATPaseD_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAAGGACGTTTGTAATGAAGC
ATPaseD_RV 20 AAGGACGTTTGTAATGAAGC

T7 aTUB_FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCCATCAAGACGAAACGTACT
ATUB_FW 20 CCATCAAGACGAAACGTACT

T7aTUB_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCCTCGTAATCTTTCTCCAAA
ATUB_RV 20 CCTCGTAATCTTTCTCCAAA

T7 Actina_ FW 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAGTCAGTGATCAACCACCAC
Actina FW 20 AGTCAGTGATCAACCACCAC

T7 Actina_RV 45 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGTGTGAATGCCAGATCTTTT
Actina_RV 20 GTGTGAATGCCAGATCTTTT

plementarios (ADNCc) de una libreria de expresion construida
previamente a partir del ARN mensajero (ARNm) de tractos
digestivos de larvas en segundo instar de la broca. Se selec-
cionaron las secuencias de genes involucrados la digestion de
los principales carbohidratos del grano de café (mananasa,
xilanasa y Citocromos-P450) y en funciones constitutivas
del metabolismo del insecto (actina, a-tubulina y ATPasa D).
Para el disefio de los iniciadores se emple6 el programa Pri-
mer 3® (v. 0.4.0). Los fragmentos esperados para cada uno
de los genes fueron: mananasa (304 pb), xilanasa (302 pb),
ATPasa D (308 pb), a-tubulina (300 pb), actina (300 pb) y
dos citocromos-P450 (301 pb y 309 pb, respectivamente).
Inicialmente se realizé una amplificacion a partir de ADN
gendémico de larvas L2, extraido con el sistema DNAeasy
(Qiagen, MD;USA). Para la amplificacion de los fragmentos
se emplearon dos combinaciones de oligos iniciadores, la pri-
mera con el iniciador en sentido especifico de cada gen y un
iniciador antisentido conteniendo la cola del promotor T7. La
segunda combinacidn con el oligo-iniciador conteniendo la
cola del promotor T7 y el oligo antisentido especifico de cada
gen. Posteriormente se sintetizaron los ARNdc con la enzima
T7 ARN polimerasa, contenida en el Kit, se removié la cade-
na de ADN vy las cadenas sencillas de ARN y finalmente se

purificaron los ARNdc de acuerdo con las especificaciones
del manual. La integridad y concentracién del ARNdc se eva-
lué mediante electroforesis en geles de agarosa.

Bioensayos con ARN doble cadena en larvas de la broca.
Esta evaluacion se realizo con base en la metodologia esta-
blecida para la ingesta de los inhibidores de proteasas. Se
prepar6 la dieta adicionando en cada pozo 30pg y 60ug de
ARN(dc respectivamente, para el silenciamiento de los genes
de mananasa, xilanasa, citocromos P450 y ATPasa D, 60ug
para el silenciamiento del gen actina y 5,5ug para el silen-
ciamiento del gen a- tubulina. Debido a que no fue posible
sintetizar grandes cantidades de ARNdc para este Gltimo gen,
se evalu6 en menor cantidad con respecto a los ARNdc de los
otros genes. La dieta se sirvio en cajas multipozos (2ml de
dieta/pozo). Se inoculo6 cada pozo con 20 huevos previamen-
te extraidos de los granos de café. Cada evaluacion se realizo
por duplicado y transcurridos tres dias después de la inocula-
cion, cuando los huevos eclosionaron y llegaron a larvas L1,
se aplico en la cavidad preoral de cada larva una gota de agua
destilada suplementada con cada uno de los ARNdc sinteti-
zados. Como control del ensayo se utilizo el mismo procedi-
miento pero a las gotas no se les adiciond ARNdc. Las larvas
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Figura 1. Analisis histologico de tractos digestivos de larvas L2 des-
pués de ingerir por via oral gotas de una solucion fluorescente. A. Ob-
servacion al estereomicroscopio de luz visible del tracto digestivo de
una Larva L2 sin tratamiento. B. Tracto digestivo de una larva L2 utili-
zando como tratamiento una gota de agua destilada suplementada con
el fluorocromo “Calcofluor” (control positivo). C. Tracto digestivos de
una larva L2 utilizando como tratamiento una gota de agua destilada sin
compuesto fluorescente.

continuaron con su alimentacion hasta convertirse en pupas,
aproximadamente 12 dias después de iniciar el ensayo. En
este tiempo se evaluo la dieta de forma destructiva. Para esta
evaluacion se vacio el contenido de dieta de cada pozo, se
hizo un conteo de los individuos sobrevivientes al tratamien-
to y un registro de los estadios que habian alcanzado.

Analisis estadistico. Para establecer las diferencias entre
tratamientos que incluyen ARNdc se realizo un analisis de
varianza al 95% de confiabilidad. Para determinar el trata-
miento de mayor efectividad con respecto al porcentaje de
mortalidad del insecto se utilizé la prueba de comparacion de
medias de Duncan (5%). Estos procedimientos estadisticos
se realizaron mediante el programa estadistico SAS® version
9.0 System Analysis Software. (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA))

Resultados y Discusiéon

Implementacion del método de ingestion. Los experimen-
tos de control de la ingesta por via oral utilizando compues-
tos marcadores (fluorescentes e inhibidores de proteasas)
permitieron concluir que las gotas depositadas en la cavi-
dad preoral de las larvas de la broca son ingeridas y pasan
a lo largo de su tracto digestivo con lo que se valida este
procedimiento para la evaluacion de moléculas de ARNdc.
El compuesto fluorescente Calcofluor se evidencio en los
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Figura 2. Efecto de la ingestion por via oral de tres concentraciones de
una solucion de inhibidores de proteasas.
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Figura 3. Productos de la sintesis de ARNdc. 1. Marcador de bajo peso
molecular (Low mass ladder), 2. ARNdc del gen mananasa, 3. ARN-
dc del gen xilanasa, 4. ARNdc del gen ATPasa D, 5. ARNdc del gen
a-tubulina, 6. ARNdc del gen citoromo_1 P450, 7. ARNdc del gen cito-
cromo_2 P450, 8.ARNdc del gen actina, 9. Control negativo.

tractos digestivos de las larvas sometidas al tratamiento
cuando fueron observadas al microscopio de fluorescencia.
El compuesto se disperso a lo largo de todo el tracto diges-
tivo de las larvas (Figs. 1 A-C). Si bien en el tejido control
se observa una fluorescencia basal, es evidente la diferencia
en intensidad respecto al tejido con el tratamiento. Algu-
nos compuestos en el tracto digestivo del insecto pueden
ser excitados con la luz y emitir algn tipo de fluorescencia
natural. La mezcla de inhibidores de proteasas (Complete-
™) resulto ser efectiva para alterar el normal desarrollo y
crecimiento de las larvas de la broca. Esta mezcla ya habia
sido evaluada en varias especies de insectos manifestandose
en porcentajes de mortalidad significativamente altos (Chen
2008). Al evaluar las tres concentraciones de la mezcla de
inhibidores de proteasa (0,13mg/ml, 0,26 mg/ml y 0,53
mg/ ml), se encontrdé un 85% de mortalidad en la mayor
dosis aplicada (0,53 mg/ml), el 15% sobreviviente no llego
a estado L2 en el momento de la evaluacion. (Fig. 2). Los
porcentajes de mortalidad se corrigieron respecto al con-
trol negativo del experimento. A medida que se aumentaba
la concentracion de la mezcla de inhibidores de proteasas,
disminuia el porcentaje de larvas L1 que pasaron a L2 y se
incrementaba el porcentaje de mortalidad (Fig. 2).

Efecto del silenciamiento genético. Los productos de la sin-
tesis de cada ARNdc se verificaron por electroforesis en geles
de agarosa. Los fragmentos tenian el tamafio esperado entre
300 pb y 350 pb para cada ARNdc (Fig. 3).

Los bioensayos con dietas conteniendo los ARNdc pro-
dujeron mortalidades que van desde el 10% hasta el 60%. El
analisis de varianza de los datos de la mortalidad corregida
con el control en cada uno de los tratamientos y por cada
gen mostro diferencias entre las concentraciones y entre cada
ARN(dc sin embargo no existen diferencias entre las dos con-
centraciones con el ARNdc xilanasa, y entre el tratamiento
con los ARNdc de actina y ATP-asa D (F=448,14; df=27;
P<0,0001). Los ARNdc de los genes de citocromo P450 fue-
ron los mejores tratamientos, ya que produjeron porcentajes
de mortalidad de 64% y 52%, seguido a estos se encuentran
los ARNdc de mananasa y xilanasa con un porcentaje de
mortalidad de 37% y 33% respectivamente, para la maxima
concentracion (60 pg). (Fig. 4).
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La teoria de la defensa quimica propone que la alta con-
centracion de cafeina en las hojas jovenes, frutos y botones
florales del café actia como defensa para proteger a los te-
jidos blandos de los agentes patdgenos y herbivoros (Ashi-
hara et al. 2008). Se ha demostrado que la fumigacion de
hojas de tomate con una solucion al 1% de cafeina, disuade
a la alimentacién de gusanos picudos del tabaco, mientras
que el tratamiento de las hojas de repollo y de orquideas con
soluciones de 0,01-0,1% de la cafeina actia como un neu-
rotéxico y mata o repele las babosas y los caracoles. Prue-
bas convincentes de la teoria de la defensa quimica han sido
recientemente obtenidas con plantas transgénicas de tabaco
productoras de cafeina (Uefuji et al. 2005). El papel de la ca-
feina como una defensa quimica para el café contra la broca
H. hampei también ha sido investigado aunque no se observo
relacion entre la resistencia y el contenido de cafeina en ex-
perimentos en los que las semillas de varias especies de café
con diferentes niveles de cafeina fueron expuestos a insectos
adultos. Se sugirid que la broca ha desarrollado una adapta-
cion para manejar los efectos toxicos de la cafeina (Guerreiro
et al. 2003). Es probable que un organismo como la broca,
que es capaz de crecer especificamente en las semillas del
café, pueda metabolizar compuestos xenobiodticos presentes
en la semilla, como la cafeina (1,5% p/v), entre otros (Goku-
lakrishnan ef al. 2005).

Nuestros resultados demuestran que el mecanismo de
ARN de interferencia sobre los genes de citocromo P450
oxigenasas, cuya expresion es especifica del tracto digesti-
vo de la broca del café, tuvo un efecto significativo sobre la
mortalidad (64% y 52%) y sobre el crecimiento de las larvas,
en las cuales se evidencid un retraso (datos no mostrados).
Considerando que la dieta artificial con la que se alimentaron
las larvas de la broca esta hecha principalmente con semillas
molidas de café, es probable que la absorcion de los ARNdc
correspondientes a los genes que codifican estas enzimas ha-
yan interferido con su sintesis alterando significativamente el
metabolismo de compuestos xenobioticos de la dieta. En con-
secuencia, las larvas no pueden metabolizar estos compues-
tos, retrasan su crecimiento, se intoxican y algunas mueren.

El efecto del silenciamiento de los genes mananasa y
xilanasa fue menor, comparado con los citocromo P450 y la
actina, pero significativo. Es posible que dosis mayores de
ARNdc de estos genes tenga efectos mayores sobre la mor-
talidad de las larvas. El galactomanano es el principal poli-
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Figura 4. Evaluacion el efecto del la ingesta de ARNdc de genes con
importancia en procesos digestivos y de genes constitutivos en la broca
del café. Cada dato corresponde al promedio del porcentaje de morta-
lidad calculado en los tratamientos realizados sobre 20 individuos por
cada pozo.

sacarido de la semilla del café por lo que su descomposicion
en azucares simples seria un factor nutricional determinante
en la dieta de las larvas. El andlisis del transcriptoma del
aparato digestivo de la broca ha demostrado una signifi-
cativa expresion genética de genes que codifican enzimas
glicohidroliticas, entre las que se identificaron amilasas, ga-
lactosidasas, mananasas y xilananas (datos no publicados).
Por tal motivo, es de esperarse que el silenciamiento del gen
mananasa provoque un efecto antinutricional significativo
debido a la incapacidad de las larvas de metabolizar estos
polisacaridos.

Aunque todavia no se ha determinado con precision el
papel de las xilanasas en la digestion del grano de café, el
silenciamiento de este gen produjo porcentajes de mortalidad
significativos lo que implicaria un rol funcional de la xilanasa
similar al de la mananasa. El xilano o los carbohidratos con
residuos de xilosa, que serian los potenciales substratos de la
enzima, no se han identificado plenamente en la semilla del
café, aunque se conoce que la hidrolisis acida de los carbohi-
dratos de la semilla produce concentraciones bajas de xilosa
(Redgwell ef al. 2006). La posibilidad de utilizar inhibidores
enzimaticos proteicos de alguna de estas glico-hidrolasas o
la produccion de plantas transgénicas expresando los ARNdc
de estos genes se unen como alternativa para el control ge-
nético de la broca del café. En el caso de las xilanasas se han
identificado inhibidores de la enzima en semillas de trigo y
otros cereales. Bioensayos con dietas artificiales usando un
inhibidor de xilanasa, XIP-I produjeron el 60% de mortalidad
de larvas L2 de la broca (datos no publicados).

La estrategia de suministro por via oral de ARNdc ha sido
ampliamente usada en estudios de silenciamiento génico, en
su mayoria con el fin de crear nuevas tecnologias para el con-
trol de plagas. Baum et al. (2007) observaron mortalidades
significativas y reduccion en la masa corporal larval en indi-
viduos de D. virgifera virgifera, alimentados en diectas arti-
ficiales con moléculas silenciadoras de los genes V-ATPasa
subunidad A, D y E. Usando técnicas moleculares cuantitati-
vas demostraron que el efecto de mortalidad puede atribuirse
a la disminucion en la expresion de los genes blanco, es decir,
a su silenciamiento especifico. Adicionalmente establecieron
un sistema de transformacion de plantas de maiz que expresa-
ran los ARNdc efectores y en experimentos in vivo observa-
ron una significativa reduccion en los niveles de infestacion
de raices por parte del gusano (Baum et a/. 2007). Del mismo
modo en otros insectos de varios 6rdenes se han determinado
diversos efectos fisiologicos derivados de la ingestion de este
tipo de moléculas. Mao et al. (2007) demostraron la baja re-
gulacion de los genes CYP6AE14 y Glutation-S-transferasa
por Northern blot y la susceptibilidad de individuos de Heli-
coverpa armigera Hiibner, 1805 (Lepidoptera, Noctuidae) al
gossypol. Por su parte, y empleando el Lepidoptero Plutella
xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera, Plutellidae) como
modelo, Bautista ef al. (2009) suministraron gotas ARNdc
del gen CYP6BGI a larvas alterando su resistencia a per-
metrina y lograron determinar una reduccion del 98% en la
expresion de este gen por medio de qPCR. Adicionalmente
a esta evidencia, otros estudios realizados por Kumar et al.
(2009) y Griebler et al. (2008), sugieren que el método de su-
ministro por via oral de ARNdc desencadena el proceso de si-
lenciamiento génico especifico de ARNi. Lo anterior permite
argumentar que la estrategia ARNi podria ser utilizada como
alternativa de control de insectos via expresion de ARNdc en
la planta (Huvenne y Smagghe 2010).
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Aspectos biologicos, morfologicos y genéticos de Hypothenemus obscurus
e Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)

Biologic, morphologic, and genetic aspects of Hypothenemus obscurus and Hypothenemus hampei
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae)

LUIS M. CONSTANTINO', LUCIO NAVARRO?, ALEJANDRO BERRIO?, FLOR E. ACEVEDO*, DAVID RUBIO?

y PABLO BENAVIDES®

Resumen: Existen dos especies de Hypothenemus en Colombia de importancia economica: H. hampei 'y H. obscurus.
La primera es la plaga mas destructiva del café, mientras que la segunda ataca varias especies, incluyendo macadamia
y café. El objetivo de esta investigacion fue comparar estas dos especies, biologica, morfologica y genéticamente, con
el fin de establecer diferencias que expliquen la adaptacion de la broca al café. Los insectos fueron criados en dieta
artificial de café y macadamia para estudiar su biologia. Se estudi6 su morfologia mediante mediciones en microscopio
de luz y a través de Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Las comparaciones genéticas se realizaron mediante
citogenética y bandeo C cromosdémico, desarrollo de perfiles genéticos AFLP y estudios de partenogénesis. La duracion
del ciclo de vida (huevo a adulto) de H. obscurus fue de 28,5+1,3 dias y en H. hampei de 26,8+1,0 en dietas de maca-
damia y café respectivamente. Ambas especies se desarrollaron en las dietas alternativas; sin embargo, su capacidad
reproductiva se afecto significativamente. Las comparaciones morfoldgicas mostraron caracteristicas especificas que
diferencian ambas especies y permitieron explicar su comportamiento de alimentacion. Los analisis citogenéticos reve-
laron heterocromatizacion facultativa que ocasiona patrones idénticos de haplodiploidia funcional en ambas especies,
igualmente se reportan similares cariotipos y nimero de cromosomas. No se evidencio partenogénesis y se amplificaron
fragmentos de ADN exclusivos en cada una de ellas. Esta informacion permitira avanzar en la comparacion de los trans-
criptomas de estas especies para dilucidar las bases genéticas que soportan los habitos mondfagos de la Broca del Café.

Palabras claves: Citogenética. Huella digital. Microscopia electronica.

Abstract: There are two species of the genus Hypothenemus of economical importance in Colombia: H. hampei and
H. obscurus. The first is the most destructive insect pest of coffee worldwide, while the latter attacks several crops
including macadamia nut and coffee. This research was carried out in order to compare, biologically, morphologically
and genetically, these two species to establish differences which explain the adaptation of coffee berry borer to coffee
plants. The insects were reared on macadamia and coffee artificial diets. The morphology was studied through obser-
vations under light microscope, and Scanning Electron Microscopy (SEM). The genetic comparisons were made using
cytogenetics, C-Banding of chromosomes, AFLP molecular fingerprints and parthenogenesis bioassays. H. obscurus
life cycle (egg to adult) was estimated in 28.5+1.3 days, while H. hampei was 26.8+ 1.0 on macadamia and coffee diets
respectively. Both species could develop on the alternative diet; however, their reproductive capacity was significantly
reduced. The morphological comparisons showed specific characteristics for each species, and allowed to explain their
feeding habits. The cytogenetic analysis showed facultative heterochromatization which offered identical functional
haplo-diploid patterns in both species. We also reported similar kariotypes and chromosome number for both species.
There was no evidence of parthenogenesis in these two species and each one showed distinguishable DNA fragments
in their fingerprints. This basic information will allow advancing in the comparison of the transcriptomes of these two
species in order to elucidate the genetic basis that supports the monophagous habits of coffee berry borer.

Key words: Cytogenetics. Fingerprints. Electronic Microscopy.

Introduccion

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9071

La Broca del Café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) y la
Falsa Broca H. obscurus (Fabricius, 1801) son dos especies
que se han reportado en el cultivo del café. La primera es la
plaga mas devastadora del cultivo a nivel mundial, se alimen-
ta y reproduce del endospermo del fruto, causando su deterio-
ro comercial y reduciendo su calidad en taza; es una especie
de habitos mondfagos, exclusiva del género Coffea y es de
origen africano (Bustillo 2006). Por otro lado H. obscurus es
una especie polifaga, de origen neotropical, se alimenta del
mucilago del café, pero es incapaz de perforar las almendras
(Vélez 1997).

Los adultos de estas dos especies se pueden encontrar
atacando simultaneamente los frutos de café, siendo H.
hampei la especie mas abundante y de distribucion mas am-
plia en todo Colombia. Actualmente infesta unas 800.000
ha de café (Bustillo 2006) en un rango entre 600 y 2.200
m.s.n.m. con temperaturas entre 19 y 21°C (Arcila 2007),
mientras que H. obscurus se encuentra asociada principal-
mente a cultivos de macadamia en regiones de la zona cen-
tral cafetera colombiana ubicadas entre los 20 y 23°C, a al-
titudes comprendidas entre 1.000 y 1.500 m.s.n.m (Villegas
y Sanchez 2008). Los adultos de H. obscurus y H. hampei
a simple vista son dificiles de distinguir. H. hampei posee
setas erectas y filiformes, mientras que H. obscurus las po-
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see mas cortas y achatadas en forma de bate en su extremo
con seis estrias longitudinales (Alonzo-Padilla 1984; Rubio
2003).

Ambas especies presentan varias sinonimias dados los
problemas para identificar correctamente las 200 especies
del género Hypothenemus conocidas en el ambito mundial
(Wood 2007). H. obscurus se encuentra distribuido en Cos-
ta Rica, Sur Africa, en el sudeste asiatico, Sur de Estados
Unidos, Hawai, Guadalupe, Jamaica, Puerto Rico, México,
Guatemala, Nicaragua, Costa Rica, Trinidad, Guyana, Suri-
nam, Colombia y Brasil, donde se tiene reportada como plaga
del cultivo de macadamia (Macadamia integrifolia Maiden y
Betch) ocasionando una disminucion del rendimiento y ca-
lidad de la nuez. Igualmente esta especie se alimenta de las
vainas y semillas, y en algunas ocasiones en ramas secas, de
una amplia variedad de hospedantes entre los cuales los mas
importantes son: el algarrobo Hymenaea courbaril (Caesal-
pinaceae), tamarindo Tamarindus indica (Caesalpinaceae),
clavellino Caesalpina pulcherrima (Caesalpinaceae), nuez
moscada Myristica fragrans (Myristicaceae), nuez del bra-
sil Bertholletia excelsa (Lecythidaceae), yarumo Cecropia
sp. (Cecropiaceae), matapalo Phoradendron sp. (Lorantha-
ceae), Ficus sp. (Moraceae), mangle Rhizophora sp. (Rhizo-
phoraceace), cacao Theobroma cacao (Sterculiacae), congolo
Mucuna sp. (Fabaceae) y café Coffea arabica (Rubiaceae)
(Wood 2007). Estos antecedentes nos indican que H. obs-
curus es de habitos polifagos, contrario a H. hampei el cual
ha sido descrito de habitos mondfagos, alimentandose exclu-
sivamente del género Coffea spp. (Rubiaceae) (Vélez 1997;
Bustillo 2006).

En Colombia H. obscurus esta reportada como plaga del
cultivo de la nuez de macadamia en la zona cafetera de los
departamentos de Quindio, Risaralda, Caldas, Cauca, Valle y
Cundinamarca (Villegas 1998). Las hembras inician el ataque
al realizar perforaciones laterales en la nuez, hasta alcanzar la
almendra donde depositan sus huevos, de los que emergen las
larvas que consumen la almendra casi en su totalidad, encon-
trando que el dafio se produce tanto en los frutos verdes que
se empiezan a secar en el arbol como en los frutos que se caen
al suelo (Beardsley 1990; Jones et al. 1992; Villegas 1998).
Ademas del dafio mecanico directo ocasionado por la Falsa
Broca al alimentarse y destruir las almendras, los orificios
de entrada y de salida realizados por el insecto en los frutos
son la puerta de entrada a esporas de hongos saprofitos que
contaminan la nuez, causando mayores pérdidas de calidad
y disminucion del valor comercial de la almendra (Jones et
al.1992). En el caso del cultivo de café, H. hampei ataca y
dana los frutos que son comercializados, reduce la produc-
cion por la destruccion de los granos (pérdida de peso), pro-
voca la caida de frutos, deprecia el café en su clasificacion
por tipo al aumentar los granos perforados y quebrados en
el beneficio y ademas, altera el sabor de la bebida (Duque y
Chaves 2000).

Una de las caracteristicas biologicas de la Broca del Café
es su comportamiento reproductivo altamente endogamico,
la broca fundadora produce una progenie compuesta princi-
palmente por hembras, en una proporcion de 10:1 con respec-
to a los machos, estos ultimos apteros y de menor tamafio, los
cuales permanecen dentro del fruto apareandose con las hem-
bras de su misma progenie (consanguineos) (Bustillo 2008;
Benavides 2008). Una vez apareadas, las hembras emergen
para buscar nuevos frutos de café para ovipositar de manera
que la mayor parte del ciclo el insecto ocurre dentro del fruto.

La disponibilidad de dietas artificiales desarrolladas para
la cria de la Broca del Café (Villacorta y Barrera 1993; Porti-
1la 1999; Vega et al. 2009) ha permitido el mantenimiento de
poblaciones por varias generaciones sucesivas para adelantar
estudios de biologia y genética en condiciones de laborato-
rio. Los estudios de genética de la Broca del Café muestran
que esta especie es funcionalmente haplodiploide, ya que en
examenes citogenéticos de células somaticas de hembras y
machos se evidencié que ambos eran diploides; sin embargo,
los machos fallaron en expresar genes de resistencia a insec-
ticidas e incluso parece que no pueden transmitir sus cromo-
somas paternos a su descendencia; esta caracteristica podria
ser denominada pseudoarrenotoquia (Brun et al. 1995).

La haplodiploidia ha evolucionado al menos unas 17
veces en animales, incluyendo los taxones Rotifera, Nema-
toda, Arachnida ¢ Insecta (Mable y Otto 1998). En los artro-
podos existen dos formas de llegar a ser un macho haploide
en las especies haplodiploides: en organismos arrenotocos
los machos se desarrollan a partir de huevos no fertilizados
haploides; mientras que en pseudoarrenotocos, los machos
se desarrollan de huevos fertilizados diploides, pero luego
el genoma paterno es eliminado. En el ultimo caso, existen
dos formas de perder el genoma paternal: (i) el set de cro-
mosomas paterno es eliminado durante los estados tempra-
nos del desarrollo embrionario y el macho se convierte en
un individuo somaticamente haploide; o (ii) el set cromo-
somico paterno es inactivado y retenido al interior de las
células somaticas como una masa condensada de cromatina
y eliminados durante la espermatogénesis. En ambos casos,
el set cromosomico materno es génicamente expresado y
cromosOomicamente transmitido a su progenie. A la fecha, la
pseudoarrenotoquia ha sido estudiada en coccidos (Hemip-
tera) (Nur 1980), 4caros de la familia Phytoseiidae (Acari)
(Nelson-Rees ef al. 1980; Schulten 1985; Perrot-Minnot et
al. 2000) y en la Broca del Café (Coleoptera) (Brun ef al.
1995; Borsa y Kjellberg 1996).

En vista de que el ciclo de vida de H. obscurus no esta
descrito completamente y que esta especie parece cercana a
H. hampei, surgié la necesidad de hacer este estudio com-
parativo para determinar las diferencias bioldgicas, morfo-
logicas, citogenéticas y genéticas existentes entre estas dos
especies pertenecientes al mismo género, pero contrastantes
en habitos y comportamientos, que podria ayudar a enten-
der las razones biologicas y genéticas que posee la Broca del
Café para ser una especie tan especializada en alimentarse,
desarrollarse y reproducirse unicamente en plantas del géne-

ro Coffea spp.

Materiales y Métodos

Aspectos biologicos de H. obscurus y H. hampei. Para
avanzar en el conocimiento de la biologia de la Falsa Broca y
la Broca del Caf¢, se realizaron estudios comparativos sobre
la cria de estos dos insectos en frutos de macadamia, granos
de café y dietas artificiales. También se estudio el dafio y el
modo de penetracion de H. obscurus en frutos de macada-
mia. Para el desarrollo de una dieta artificial para la cria de
H. obscurus en confinamiento, se estudio la dieta Cenibroca
(Portilla 1999) usada para la cria de la Broca del Café, donde
se reemplazo el café molido por endospermo y pericarpio de
macadamia.

El modo de penetracion y el dafio de la Falsa Broca se
registraron mediante observacién directa en cultivos de ma-
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cadamia de la Estacion Experimental Paraguacito de Ceni-
café, localizada a 1.200 m de altitud, en el departamento del
Quindio, Colombia. Se recolectaron 100 frutos brocados del
suelo de una parcela de 180 arboles productivos, que conte-
nian una perforacion de entrada en la corona. Estos frutos
se mantuvieron en condiciones ambientales controladas de
26+1°C y 80+2% de HR durante 60 dias en cajas plasticas
de 30 x 25 x 10cm con tapa y dos orificios de ventilacion de
Scm de diametro cubiertos con muselina blanca. Una vez se
obtuvieron los adultos se establecieron colonias del insecto
mediante la cria en dieta artificial.

En laboratorio se realizé un ensayo de alimentacion de
H. obscurus y H. hampei con frutos y granos de café. Inicial-
mente se tomaron 100 cerezas de café (Coffea arabica var.
Colombia) con 22 a 30 semanas de desarrollo y se deposi-
taron sobre cajas plasticas. Estos frutos se infestaron en una
proporcion de 1:1 con 100 hembras adultas de Falsa Broca
provenientes de la colonia en dieta artificial de macadamia
(Cenibroca modificada). Del mismo modo, otros 100 frutos
de café con las mismas caracteristicas se infestaron con hem-
bras fértiles de Broca del Café criadas sobre café pergamino
del 47% de humedad. En otro experimento, granos de café
pergamino del 47% de humedad se individualizaron en 80
viales de vidrio borosilicato (12 x 35mm) con tapa plastica
y se infestaron con un adulto hembra de H. obscurus y de H.
hampei (40 repeticiones/especie). Estas muestras se mantu-
vieron en condiciones de laboratorio de 26+1°C de tempera-
tura y 80£2% de humedad relativa (HR).

Los frutos y granos de café se disecaron 12 dias después.
Se registro el nimero de frutos y granos perforados, la posi-
cion de los adultos de cada especie en frutos y granos de café
y la presencia de estados inmaduros.

Con el fin de describir el ciclo de vida (huevo a adulto)
de las dos especies de Hypothenemus, se realizd un ex-
perimento con dietas artificiales. La unidad experimental
estuvo conformada por un vial de vidrio (60 x 25mm) es-
terilizado con 1 g de dieta artificial Cenibroca (café) y Ce-
nibroca modificada (macadamia), conteniendo una hembra
fértil de cada especie en cuatro tratamientos (Tabla 1): T1
dieta de macadamia con H. obscurus, T2 dieta de macada-
mia con H. hampei, T3 dieta de café con H. obscurus 'y T4
dieta de café con H. hampei. La infestacion de las dietas se
realiz6 con adultos de Falsa Broca y Broca del Café des-
infectados con una solucioén al 3% de hipoclorito de sodio
con tres lavados durante tres minutos y un enjuague con
agua destilada para evitar contaminacion en las dietas. Los
viales se ubicaron dentro de cajas plasticas de color ne-
gro sobre estantes metalicos para evitar la entrada de luz y
semejar los habitos cripticos del insecto. Este experimen-
to se mantuvo en las mismas condiciones de laboratorio
descritas anteriormente. Por cada tratamiento se tuvieron
30 repeticiones, asignadas bajo un disefio completamente
aleatorio. Se evalud la oviposicion de las hembras y el nu-
mero de estados biologicos de cada especie en las dietas
artificiales a los 28 y 35 dias después de infestadas. Los
datos se analizaron por medio de la estimacion del prome-
dio y del coeficiente de variacion por tratamiento, con un
analisis de varianza al 5% bajo un modelo con un disefio
completamente aleatorio y prueba de Tukey (p<5%) entre
tratamientos. Se determind la duracion del ciclo de vida de
ambas especies a partir de las unidades experimentales de
los tratamientos (T1) y (T4).

Comparacion morfoldégica entre H. obscurus y H. hampei.
Se tomaron fotografias mediante Microscopia Electronica de
Barrido (MEB), para lo cual los adultos de ambas especies
se fijaron en solucion de glutaraldehido (2,5%) con buffer
fosfato (0,1M; pH7,4) por 48 horas y luego se sometieron a
deshidratacion en una serie gradual de diferentes concentra-
ciones de etanol (80, 90 y 100%) durante 20 minutos; luego
las muestras se sumergieron en etanol:xileno (1:1) durante
12 horas y después se transfirieron a etanol 100% por 20min.
El secado por punto critico con CO, se realizé en una cama-
ra de vacio Tousimis 780 (Rockville, MD). Los especimenes
adultos se colocaron sobre un portaobjeto adherido con cinta
transparente de doble faz en posicion lateral, dorsal y ventral,
con 10 individuos por cada especie. Las muestras se sometie-
ron a fase de metalizado con Oro y Paladio de 18nm cubiertas
con un pulverizador y visualizadas en el Microscopio Elec-
tronico de Barrido (JEOL JSM-820, Tokio), de la Unidad de
Virologia del CIAT, Palmira, Colombia.

Igualmente se realizaron comparaciones usando Mi-
croscopia de Luz (ML). Para esto, individuos adultos de H.
hampei 'y H. obscurus se fijaron y aclararon en una solucion
de KOH (10%) por ocho dias, después se lavaron en etanol
(95%) y se montaron sobre portaobjetos de vidrio con bélsa-
mo de Canada y se visualizaron con un microscopio de luz
Nikon modelo SM2 1500, equipado con un dispositivo de
iluminacion con luz blanca (Digital Sight DS-U1), usando
un software (NIS-Elements-BR- Nikon Corporation, Tokio).
Las mediciones se realizaron a 100 individuos de cada estado
para cada especie con la ayuda de una reglilla milimétrica
acoplada al ocular del microscopio de luz.

Evaluaciéon de partenogénesis. Para determinar si H. obs-
curus 'y H. hampei presentaron sistema de reproduccion
partenogenética, por especie se individualizaron 50 pupas
hembras en viales de vidrio con dieta de macadamia y café
respectivamente. La diferenciacion de sexos en las pupas de
ambas especies se logrd gracias a que ambas especies pre-
sentaron claro dimorfismo sexual, siendo los machos mas
pequeiios, con cuerpo mas recurvado y apteros. Los viales se
mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura de
26+1°C y humedad relativa de 80+£2% en cajas multiuso plas-
ticas de color negro. Se tomaron lecturas cada semana hasta
50 dias después para contabilizar y determinar la presencia o
ausencia de posturas y el desarrollo de las progenies.

Analisis citogenético de H. hampei y H. obscurus. Para
comparar células somaticas de H. hampei y H. obscurus,
larvas y pupas de ambas especies se prepararon tejidos pro-
cedentes de la unidad de cria de broca en el laboratorio de
Entomologia de CENICAFE, Colombia. Se usé el método
de microcentrifugacion de Camargo et al. (2006) con algu-
nas modificaciones. Cada individuo se sumergi6 en solucion
hipoténica (NaCl 44mM; CaCl, 0,90 mM; KCl 1,34mM; Na-
HCO; 1,19mM; Colchicina 1%) durante 2h, después de la
primera hora, los individuos se maceraron suavemente usan-
do un pistilo plastico para obtener una suspension celular.
Posteriormente, las suspensiones celulares fueron fijadas en
Carnoy (4 etanol: 1 4cido acético). La suspension celular fue
preparada por medio de dispersion mecénica de los tejidos,
haciendo entre ocho y 10 movimientos suaves con una micro-
pipeta. Las células fueron colectadas por centrifugacion du-
rante 4 min a 3000rpm en una microcentrifuga a temperatura



176  Revista Colombiana de Entomologia

Luis M. Constantino y cols.

ambiente, el sobrenadante se descarté y el boton celular fue
resuspendido en fijador fresco. Esta suspension se centrifugo
nuevamente y se resuspendio en 15uL de fijador fresco. Des-
pués, 10mL de la suspension fue goteada desde una altura de
20 a 30cm sobre laminas de porta objetos limpias y enfriadas
en agua-hielo. Las laminas goteadas se secaron por flameo
y después se tifieron por Smin con solucion Giemsa (5% en
H,0). Las bandas C se prepararon usando el procedimiento
descrito por Schwarzacher et al. (1980) con algunas modifi-
caciones. Las laminas goteadas se hidrolizaron después de
tres dias con una solucién de acido acético (45%) a 60°C por
10 minutos. Posteriormente, se incubaron en Ba(OH), a 25°C
por 10min y en buffer 2xSSC (pH 7,0) a 60°C por 80 min.
Las laminas secas se tifleron con Giemsa (4%) por 5 minutos.
Todas las observaciones y las fotomicrografias se realizaron
en un microscopio Nikon Eclipse 90i, las imagenes se captu-
raron con la camara integrada usando un software Lucia v5.3
y se procesaron en el programa Adobe Photoshop CS3.

Desarrollo de perfiles genéticos. Los perfiles genéticos de
ambas especies se obtuvieron mediante la técnica de AFLP
(Polimorfismos Amplificados de Longitud de Fragmentos),
utilizando el sistema de analisis Il de AFLP (GIBCO Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) seglin la metodologia de Vos et al.
(1995). Para estos ensayos se usaron tres combinaciones de
cebadores especificos EcoRl/Msel (AC/CTG, AA/CTG, AA/
CTC) a partir de ADN de 10 adultos para cada especie. El
ADN fue extraido con el kit Dneasy Tissue-Qiagen (Valen-
cia, CA, USA.). Los amplificados se visualizaron en geles de
poliacrilamida (5%) preparados en camaras de electroforé-
sis vertical (OWL Thermo Fisher Scientific Inc, Portsmouth,
NH) y se revelaron por tincién con AgNO, seglin la metodo-
logia de Bassam ef al. (1991).

Resultados y Discusion

Aspectos biolégicos de H. obscurus y H. hampei. Las hem-
bras de H. obscurus perforan el pericarpio del fruto de maca-
damia a través de la corona o cicatriz del céliz floral cuando
el fruto aun estd verde y no en la parte lateral del endocarpo
como fue reportado anteriormente (Jones et al. 1992; Villegas
1998) (Fig. 1A); posteriormente, ellas perforan el endocarpo
inmaduro para poder entrar en el endospermo o nuez, donde
barrenan y forman galerias y camaras en su interior. Una vez
adentro, ovipositan entre 10 y 30 huevos y completan su ciclo
de vida (Fig. 1C). Posteriormente se aparearon y las hembras
rompieron la parte lateral del endocarpo, abriendo varios ori-
ficios circulares por donde emergieron los adultos en busca
de nuevos frutos para colonizar (Fig. 1E). La contextura ex-
terna lisa y dura del endocarpo, la cual no permite apoyo y
friccion al insecto, podria ser la explicacion para que no pue-
da penetrar lateralmente. Una situacion diferente se presenta
cuando los frutos estan secos, ya que el endocarpo se vuelve
extremadamente duro y se dificulta la salida de las hembras
de la nueva generacion. En este estudio se observo que mas
del 80% de las hembras muertas halladas dentro de frutos se-
cos presentaron los dientes de las mandibulas completamente
desgastados y un gran namero de perforaciones parciales no
finalizadas de adentro hacia afuera del endocarpo en frutos
colectados del campo (Fig. 1D).

Ademas del dafio mecanico directo ocasionado por el
insecto al alimentarse y destruir las almendras, los orificios
de entrada y de salida son la puerta de entrada a esporas de

Figura 1. Sitio de penetracion y dafno de Falsa Broca Hypothenemus
obscurus en frutos de macadamia. A. frutos verdes mostrando el céliz
floral (cf) o corona. B. frutos secos mostrando el canal de penetracion
(cp), pericarpio (p), endocarpo (e), endospermo (almendra) (a).C. gale-
rias en la almendra. D. perforaciones parciales no finalizadas de aden-
tro hacia afuera en el endocarpo. E. fruto seco mostrando el orificio de
entrada (oe) en la corona, y orificio de salida (os) en la parte lateral del
endocarpo.

hongos saprofitos que contaminan la nuez, causando mayores
pérdidas de calidad y disminucién del valor comercial de la
almendra, tal como lo reporta Jones ef al. (1992).

H. obscurus logréd perforar 59% de las cerezas de café,
pero solo el 3% logro roer los granos superficialmente. No
se observaron galerias dentro de los granos y sélo un huevo
fue depositado en el interior de un grano. H. hampei por el
contrario, perford el 96% de las cerezas de café, el 66% de
los granos y ovipositd en el 8% de ellos a los 12 dias de la
infestacion. Sobre café cereza se encontraron estados inma-
duros en el 32,5% de los frutos infestados con Falsa Broca,
con un promedio de 5,3 estados por fruto alimentandose de
pulpa y mucilago en el espacio que separa los dos granos;
estos estados larvales lograron desarrollarse hasta adulto.
La totalidad de los frutos de café perforados por H. hampei
contenian estados inmaduros en el interior de las almendras
con un promedio de 40 estados por grano. Estos resultados
confirman las observaciones previas (Vélez 1997; Bustillo
20006). Estos resultados indican que bajo las condiciones de
laboratorio, H. obscurus tuvo la capacidad de perforar y de-
sarrollarse en cerezas de café, alimentandose del mucilago
y pulpa de las cerezas sin realizar dafio a las almendras. Se
confirman los habitos polifagos de H. obscurus, incluido el
café, tal como lo reportan Vélez (1997) y Wood (2007). A
pesar de que estas pruebas se realizaron en laboratorio y los
insectos fueron expuestos a una sola posibilidad de alimento,
no se esperaria en condiciones naturales en Colombia que la
Falsa Broca ofrezca una amenaza al cultivo del café, ya que
los registros citados de Falsa Broca en frutos de café en otros
paises tampoco reportan dano a las almendras (Wood 2007).

Las evaluaciones de cria de H. obscurus en dieta artificial
Cenibroca modificada (macadamia) permitieron observar
que la adicidon de s6lo endospermo, producia una pelicula
lipidica que no permitia el normal desarrollo de los estados
del insecto. La proporcidon de los componentes provenien-
tes de macadamia que permitieron la cria de la Falsa Broca
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Tabla 1. Componentes de la dieta artificial Cenibroca (Portilla 1999)
(café) para la cria de Hypothenemus hampei y de la dieta artificial Ceni-
broca modificada (macadamia) para la cria de Hypothenemus obscurus.

Ingredientes H. obscurus H. hampei

Agua 200 ml 200 ml
Agar 56¢g 56¢g
Nuez de macadamia molida 6g --
Pericarpio de macadamia molida 20g --
Café molido - 26¢g
Sucrosa 37¢g 37¢g
Caseina 53¢ 53¢
Levadura torula 53¢g 53¢g
Acido benzoico 021 g 021¢g
Benomil 04¢g 04¢g
Vitaminas de Vanderzant 0,133 g 0,133 g
Nipagin 0,26 g 0,26 g
Colesterol 0,16 g 0,16 g
Acido sorbico 0,06 g 0,06 g
Sales de Wesson 0,53 ¢g 0,53 ¢g
Etanol 2,66 ml 2,66 ml
Formaldehido 37% 0,53 ml 0,53 ml

fue de 20% de endospermo con 80% de pericarpio molidos
(Tabla 1).

En la dieta de café, H. obscurus oviposito en solo 10% de
las unidades experimentales, en contraste con la dieta de ma-
cadamia donde ovipositd en la totalidad de ellas. El analisis
de varianza mostr6 diferencias significativas en la capacidad
reproductiva de esta especie entre la dieta de macadamia y la
dieta de café a los 28 y a los 35 dias (n=30; gl= 6; P=0,0001)
(Tabla 2). Lo mismo se observo para H. hampei, donde esta
especie no ovipositd en dieta de macadamia (n=30; gl=6;
P=0,0001) (Tabla 2). Estos resultados confirman los habitos
polifagos de H. obscurus y monofagos de H. hampei tanto
en dieta artificial Cenibroca (macadamia) y Cenibroca (café)
como en frutos de café, mientras que Vélez (1997) solo lo
report6 en frutos de café.

El ciclo de vida desde huevo hasta adulto de H. obscurus

Tabla 2. Ntmero de huevos (promedio + error estandar) depositados
por hembras de Hypothenemus obscurus y de Hypothenemus hampei en
dieta artificial de café (Cenibroca) y macadamia (Cenibroca modificada)
a los 28 y 35 dias de infestadas (DDI) (n=30).

Hypothenemus obscurus

DDI Café Macadamia

28 13,1+£43a 36,4+58b

35 14,7+47a 42,1+55b
Hypothenemus hampei

DDI Café Macadamia

28 294+6,1a 0,0£0,0b

35 322+64a 0,0+0,0b

Medjias + error estandar seguidas de la misma letra no difieren estadisticamente segun
la prueba de Tukey (p<0,05) entre los tratamientos.

en dieta artificial de macadamia fue un poco mas largo que el
de H. hampei (Tabla 3). Estos resultados registran por prime-
ra vez la cria de H. obscurus en dieta artificial bajo condicio-
nes de laboratorio. Se encontrd una proporcion sexual (ma-
cho: hembra) de 1:12 en H. obscurus y 1:10 en H. hampei.
Estas diferencias de radio sexual podrian estar relacionadas
con la probacteria Wolbachia y su efecto en la determinacion
sexual de estas especies, de la manera como ha sido repor-
tada como distorsionador de la determinacién sexual en va-
rios insectos (Benavides 2008) y su presencia en la Broca del
Caf¢ fue confirmada (Vega et al. 2002). Se presume que en
la Falsa Broca se podria presentar esta misma situacion. En-
tre los mecanismos reportados como un distorsionador en la
determinacion sexual de insectos esta la feminizacion o con-
version sexual en el cual individuos genéticamente machos
se convierten en hembras funcionales (Rousset et. al. 1992)
y la incompatibilidad citoplasmatica, en al cual la fertilidad
depende de la ausencia o la presencia de la probacteria en el
macho o la hembra (O"Neill ef al. 1997; Benavides 2008).

Comparacion morfologica entre H. obscurus y H. ham-
pei. Los huevos de las dos especies son de color blanco hia-
lino, lisos y de forma eliptica (Figs. 2A, F), siendo un poco
mas grandes en H. hampei en longitud y grosor (Tabla 4). Las
larvas son blanco crema, de tipo curculioniforme, eucéfalas,
apodas y encorvadas. La cabeza es marron claro con mandi-
bulas bien desarrolladas (Figs. 2B, G). Pasan por dos etapas
de crecimiento o instares larvales (L1 y L2). Las pupas de
ambas especies son del tipo exarata, de color blanco recién
formadas y se tornan de color crema al cabo de dos dias. La
cabeza esta cubierta completamente por el pronoto (Figs. 2
C, H) vistas dorsalmente bajo un Microscopio de Luz (ML).

Los adultos de H. obscurus son negro brillante, de for-
ma cilindrica (vistos dorsalmente), el cuerpo esta recubierto
de setas achatadas en forma de bate en su extremo. Las for-
mas adultas jovenes recién formadas, cuando la cuticula del
cuerpo aun no esta completamente melanizada, son de color
castafio claro acaramelado, pero al cabo de dos dias se tornan
de color negro. Las hembras son de mayor tamafio que el
macho (Tabla 4) (Figs. 2 I, J) y presentan alas membrano-
sas bien desarrolladas y funcionales. Los machos carecen de
alas membranosas y permanecen todo el tiempo dentro de los
frutos apareandose con las hembras de su misma progenie.
En H. hampei, los adultos son mas grandes que H. obscurus
y presentaron setas filiformes (Figs. 2 D, E) vistos con un
Microscopio de Luz (ML). La forma del pronoto es semicir-
cular en H. obscurus como en H. hampei pero con la super-
ficie reticulada y rugosa que es lisa en H. hampei. El pronoto
visto en forma dorsal, cubre completamente la cabeza en los
dos sexos de ambas especies. La hembra de H. obscurus, de
perfil, muestra una linea dorsal mas o menos recta, mientras
que en H. hampei es levemente curvada (Figs. 2 D, I). En
los machos, en cambio presentan un arco mas pronunciado
y comprende todo el perfil del borde anterior del protérax y
la extremidad apical de los élitros (Figs. 2 E, J) siendo mas
pronunciado en H. hampei que en H. obscurus. Segun Wood
(2007), un caracter diagndstico de la Falsa Broca es la frente
de la cabeza de forma convexa y amplia, con un surco pro-
fundo y estrecho en el area medial desde el nivel superior de
los ojos hasta el borde del epistoma; sin embargo, este es un
caracter débil frente a H. hampei.

Las mandibulas en las dos especies, son estructuras fuer-
temente esclerotizadas, articuladas dorsolateralmente, situa-
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Tabla 3. Duracion en dias (promedio + error estandar) de los diferentes
estados de desarrollo de Hypothenemus obscurus 'y Hypothenemus ham-
pei en dieta artificial de macadamia y café, respectivamente (n=100).

Tabla 4. Longitud (promedio + error estandar) en milimetros de cada
estado de desarrollo de Hypothenemus obscurus 'y Hypothenemus ham-

pei en dieta artificial de macadamia y café, respectivamente (n=100).

Estado de desarrollo H. obscurus H. hampei Estado H. obscurus H. hampei
Huevo 41412 51+1,0 Huevo 0.65+0,05x026+0,01 0,70+ 0,02 x 0,30 % 0,02
Larva 1 72+2,1 64+1,5 Larval — 0,63+0,01x03+0,01  0,70=0,02x 0,33 = 0,02
Larva 2 92415 6.6 1,1 Larva 2 2,0+ 0,03 x 0,5 = 0,02 2,2+0,04 x 0,6 0,03
Prepupa 20402 22+ 0.1 Pupa 1,65+0,02 x0,64+0,03 1,68+ 0,03 x 0,68+ 0,02
Pupa 6,0£13 6,5+12 AUl 1104 0,04x0,50£002  1,12£0,05x0,53 0,03
Total 285413 268+ 1,0

Adulto 1,75+0,06x 0,76+ 0,03  1,85+0,05 x 0,82 + 0,04

hembra

das en la region anterior de la cabeza y de forma triangular
(Figs. 3 A, B); poseen dos regiones, una region ventral, en
donde se observan tres incisivos diseflados para cortar y en
la region dorsal un molar amplio que facilita la trituraciéon
del material alimenticio. El tercer incisivo en H. obscurus es
mas desarrollado y visible al que presenta H. hampei (Figs.
4 A, B).

Las hembras de H. hampei presentan en promedio un ni-
mero aproximado de 115 omatidios (Fig. 3 C), mientras que
el ojo compuesto de H. obscurus exhibe alrededor de 150
omatidios (Fig. 3 D) vistos con un Microscopio Electronico
de Barrido (MEB). Este caracter diagndstico que no estaba
documentado para H. obscurus, puede servir para separar
ambas especies adultas.

El flagelo de la antena esta conformado en las dos espe-
cies por ocho flagelémeros que se encuentran fusionados, los
primeros cuatro y el pedicelo forman el funiculo y los cuatro
restantes de la region distal forman una porra o clava ovalada,
que presenta una serie de setas a lo largo de las suturas que
unen los flagelomeros, estas setas de la porra en H. hampei
son de menor longitud comparadas con las de H. obscurus
(Figs. 5 Cy 6 D). Wood (2007) describe que el funiculo an-
tenal del género Hypothenemus presenta de tres a cinco seg-
mentos, de acuerdo con lo registrado en este trabajo, las es-
pecies H. hampei y H. obscurus presentan cuatro segmentos
flagelares y solamente en la region distal del cuarto flagelo se
observan entre seis a ocho setas (Figs. 5SAy 5 B).

Visto dorsalmente, el pronoto de los dos insectos se in-
clina en la zona posterior y contiene una gran cantidad de
asperezas simétricas, en tipo espiral que presentan setas de
diferentes formas y tamafios. Estas setas son largas, cilindri-
cas y de forma filiforme en H. hampei, mientras que en H.
obscurus son redondeadas en su extremo, en forma de bate y
se caracterizan por tener seis a siete estrias longitudinales en
la puntas (Figs. 6 A a la D) vistas con un Microscopio Elec-
tronico de Barrido (MEB). Con un Microscopio de Luz las
estrias no se alcanzan a visualizar bien, solo se puede apreciar
la forma de las setas. La superficie de los élitros en la Broca
del Café y en la Falsa Broca es lisa y brillante, las diferencias
que presentan estan relacionadas en cuanto al nimero de es-
trias y la forma de las setas en las interestrias. Los élitros en
las hembras de H. obscurus cuentan con 10 interestrias y nue-
ve estrias dispuestas longitudinalmente, mientras que en H.
hampei éstos presentan 11 interestrias y 10 estrias dispuestas
longitudinalmente vistos con un Microscopio de Luz (ML)
(Figs. 7A'y 7B).

La tibia en las dos especies se encuentra recubierta de se-
tas y presenta en la region anterior una serie de dientes que

difieren en las dos especies, para ¢l caso de H. hampei la tibia
presenta una serie de seis o siete espinas en la margen distal,
mientras en H. obscurus se observan ocho espinas (Figuras 7
Cy 7D). Este caracter diagnostico no fue reportado por Wood
(2007). En las dos especies estas espinas son mas evidentes
en las patas pro y mesotoracicas, pero en las patas metato-
racicas son pequeiias y ovaladas. El abdomen en H. hampei
y H. obscurus es completamente curvado en la parte dorsal,
debido a que en esta region se pliegan las alas posteriores

B E

Figura 2. Estados de desarrollo de Hypothenemus hampei A. huevo. B.
larva 2. C. pupa. D. hembra. E. macho. Estados de desarrollo de Hypo-
thenemus obscurus. F. huevo. G. larva 2. H. pupa. L. hembra. J. macho.
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que se resguardan en los ¢élitros. En posicion ventral, las dos
especies muestran cinco esternitos o placas abdominales muy
diferenciadas, pero en H. hampei se presenta mayor cantidad
de setas en la region ventral del abdomen.

Estudio de partenogénesis. Hubo oviposicion en el 70% de
los viales para H. obscurus y en mas del 90% en los viales
para H. hampei. El total promedio acumulado de huevos fue
de 42,145,5 por hembra en H. obscurus'y 32,4+6,4 huevos en
H. hampei. Al dia 50 las hembras fueron retiradas y se hizo
seguimiento a las posturas durante dos meses. De un total
de 1.750 huevos ovipositados por H. obscurus en 50 dias y
de 1.458 huevos ovipositados por H. hampei en el mismo
periodo, ninguno de los huevos eclosionaron, confirmando
en este estudio que H. hampei ni H. obscurus presentaron
partenogénesis; esto concuerda con los trabajos de Alvarez y
Cortina (2004) en Colombia y Barrera et al. (1995) en M¢éjico
para la Broca del Café y se encuentra en contraste con los
resultados de Mufioz (1989) en Honduras, y Montoya (1992),
Montoya y Cardenas (1994) en Colombia, donde una peque-
fia proporcion de hembras no fertilizadas produjeron huevos
feértiles (< 0,3%).

Estudio citogenético. El estudio de las metafases de H.
hampei'y de H. obscurus evidencid un nimero diploide de
2n=14 en las hembras y un sistema de determinacion sexual
en el que un set cromosdémico se encuentra condensado en
los machos de ambas especies (Figs. 8C, 8D). De acuerdo
con las observaciones en las preparaciones cromosomicas,
las hembras de H. hampei y de H. obscurus presentaron una
formula cariotipica formada por cinco pares de cromosomas
submetacéntricos y dos pares acrocéntricos. El tamafio de
los cromosomas se dsitribuye para las dos especies, desde 5
a lum aproximadamente, tres de ellos poseen tamafios simi-
lares (Figs. 8A, 8B). Las células pro-metafasicas de machos
de H. hampei 'y H. obscurus evidenciaron una masa conden-
sada de uno de los componentes haploides, acompaiadas de
siete cromosomas (Figs. 8C, 8 D). Las células interfasicas
de hembras de las dos especies se caracterizaron por la pre-
sencia de cromémeros; manchas conspicuas e intensamente
tefiidas que se relacionaron con un alto grado de condensa-
cion de la cromatina (Figs. 8E, 8F). El analisis cariotipico
de los machos de estas dos especies revelaron que el set
heterocromatico haploide visto durante la metafase forma
un cromocentro que usualmente estd acompaiado de varias
manchas heteropicnoticas (Figs. 8G, 8H).

Dado que algunos cromosomas de una misma metafase
presentaron similitudes macro que dificultaron su analisis,
fue necesario realizar bandeo-C. Esta técnica permitio reve-
lar selectivamente las regiones de heterocromatina constitu-
tiva y ofrecié mejor informacion sobre la arquitectura de los
cromosomas para una mejor caracterizacion de los cariotipos
(Fig. 9). Adicionalmente, en este estudio se confirma que el
cariotipo de H. hampei y H. obscurus son muy parecidos,
de hecho, ambas especies se caracterizaron por poseer una
férmula cromosomica idéntica. Podria argumentarse que H.
obscurus también desarrolla el sistema genético de heterocro-
matizacion de un set cromosdmico. En todos los machos de
ambas especies se observo un tipo de masa heterocromatica
acompafiada de numerosos puntos heteropicnoéticos en célu-
las interfésicas y de siete cromosomas en células metafésicas.
Ademas, las manchas heteropicndticas observadas en interfa-
se no necesariamente corresponden a centromeros, debido a

Figura 3. A. Cabeza en vista lateral de Hypothenemus hampei, escala=
100um , 230X; B. Aparato bucal de H. hampei, escala 100=pum , 230X
C. Ojo compuesto de H. hampei mostrando el numero de omatidias,
escala =10pm, 500X; D. Ojo compuesto de H. obscurus, escala= 10pm,
500X.

que el nimero de manchas sobrepasa en muchas ocasiones al
numero de centromeros presentes en Hypothenemus. En ge-
neral, entre H. hampei y H. obscurus no se lograron observar
diferencias cromosomicas evidentes, esto indicaria que las
diferencias citogenéticas entre estas dos especies yacen a un
nivel estructural muy fino y que su divergencia evolutiva ra-
dica en rearreglos cromosomicos muy pequeios, tales como
microdeleciones, microduplicaciones, microinversiones, o
incluso efectos epigenéticos dados por modificaciones en la
estructura de la cromatina independientes de la secuencia del
ADN.

La haplodiploidia verdadera (arrenotoquia) ha sido do-
cumentada dentro de la subfamilia Scolytinae en las tribus
Xyleborini y Dryocoetini (Kirkendall 1993), representando
al menos el 70% de las especies de esta subfamilia. Sin em-
bargo, la haplodiploidia funcional en Scolytinae ahora podria
ser descrita en una especie mas: H. obscurus, (Cryphalini),
sumandose a la Broca del Café. Todas las especies haplo-
diploides en Scolytinae, incluyendo las especies del género
Hypothenemus, comparten varias caracteristicas ecologicas y
reproductivas como la endogamia extrema, relacion sexual
basada en las hembras, machos desprovistos de alas y de-

A B

Figura 4. Mandibula izquierda de una hembra adulta. A. Hypothenemus
hampei. B. Hypothenemus obscurus.
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Figura 5. Antena de hembras de Hypothenemus obscurus A.'y Hypo-
thenemus hampei B. Escala =10um a 400X. Porra de la antena de H.
obscurus Cy H. hampei D. Escala =10pm a 800X.

sarrollo de vida en galerias construidas en diversos 6rganos
vegetales (Kirkendall 1993). Analisis filogenéticos proponen
que la haplodiploidia bajo arrenotoquia evoluciono6 una sola
vez dentro de Scolytinae para conformar un clado claramente
reconocible; Xyleborini y Dryocoetini (Normark et al. 1999).
Basados en esta hipdtesis, la haplodiploidia funcional pudo
aparecer una vez en la tribu Cryphalini dentro de un clado
formado por los géneros Hypothenemus, Cryptocarenus,
Trischidias y Periocryphalus (en Cryphalini se describen cer-
cade 25 géneros), conocidos como endogamicos y con radios
sexuales basados en las hembras (Wood 2007). A pesar que
en Cryptocarenus, Trischidias y Periocryphalus no existen
datos citogenéticos que soporten la haplodiploidia funcional,
es probable que este sistema genético esté presente en estos
géneros dado que comparten las caracteristicas ecoldgicas y
reproductivas con otras especies haplodiploides en Scolyti-
nae (Vega et al. 2002).

Desarrollo de perfiles genéticos de H. obscurus y H.
hampei. Las especies compartieron el 14,9% de los 254
marcadores generados con las combinaciones evaluadas; sin

Figura 6. A. Setas de los ¢litros de Hypothenemus obscurus. Escala
=10pm a 500X. B. Setas en el pronoto de H. obscurus. Escala =10um a
950X. C. Setas de los élitros de H. hampei. Escala =10pum a 500X. D.
Setas en el pronoto de H. hampei. Escala =10pum a 950X.

embargo, el agrupamiento generado a partir del analisis de
distancia realizado bajo el algoritmo de UPGMA, identifico
las especies. El indice de similitud de Jaccard se calculd uti-
lizando la informacion generada mediante AFLP, encontran-
do valores de similitud de tan solo 0,184/1,0, los cuales son
bastante bajos y comunes en individuos de especies distintas
(Fig.10).

Conclusiones

A pesar de que H. hampei y H. obscurus provienen de dife-
rentes centros de origen, Africa y América, y que atacan di-
ferentes cultivos de importancia economica como son café y
macadamia, la similitud en sus caracteristicas morfoldgicas,
bioldgicas y genéticas son sorprendentes. Los estudios mor-
foldgicos entre los adultos de estas dos especies permitieron
identificar caracteres no documentados previamente (Vélez
1997; Wood 2007); el niimero de estrias longitudinales en
los élitros, la cantidad de omatidios en los ojos compuestos,
las espinas en las tibias de las patas protoracicas y la forma
de los dientes en las mandibulas, se convierten en caracteres
diagnosticos de estas especies. A nivel bioldgico, se docu-
mentod el modo de alimentacion y penetracion de las hembras
de H. obscurus en frutos de macadamia, el cual controvierte
los reportes previos (Jones et al. 1992; Villegas 1998). Se
determino en este estudio el ciclo de vida completo de H.
obscurus, por primera vez en una dieta artificial de macada-
mia, en condiciones de laboratorio. Se confirman los habitos
polifagos de H. obscurus y mondfagos de H. hampei. A ni-
vel genético, aunque los perfiles genéticos indicaron clara
diferenciacion de especies, ninguna especie evidencio par-
tenogénesis; los estudios citogenéticos y reproductivos do-
cumentados aqui por primera vez para H. obscurus, indican
que son similares a los reportados para H. hampei, como el
nimero y estructura cromosoémica, la condensacion de un
juego cromosdémico en los machos, pseudoarrenotoquia y un
alto grado de endogamia.

El estudio de una especie tan cercana a la Broca del Café
es importante para determinar las condiciones biologicas y
genéticas que la llevaron a adquirir una alta especializacion al
cultivo del café. Las diferencias entre estas especies yacen en
caracteres moleculares minimos que han ofrecido respuestas

Figura 7. A. Elitro derecho de una hembra de Hypothenemus obscurus
con 10 interestrias y 9 estrias dispuestas longitudinalmente. B. Elitro
derecho de una hembra de H. hampei con 11 interestrias y 10 estrias
dispuestas longitudinalmente. C. Pata protoracica de H. obscurus con 8
espinas tibiales. D. Pata protoracica de H. hampei con 7 espinas tibiales.
Escala= 0,1mm, 40X, 80X.
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Figura 8. Patrones de condensacion de cromatina en células de Hypo-
thenemus hampei'y H. obscurus. Metafase y cariotipo en hembras de H.
hampei A.y H. obscurus B. prometafase en machos de H. hampei C.y
H. obscurus D. Interfases en hembras de H. hampei E. y H. obscurus F.
Interfases en machos de H. hampei G.y H. obscurus H. Escala=100pum

adaptativas y evolutivas complejas. Le proseguira a esta in-
vestigacion el analisis de la expresion génica de ambas espe-
cies criadas en café para identificar los genes y rutas metabo-
licas necesarias en la broca durante su desarrollo y reproduc-
cion sobre granos de café, paso intermedio en la exploracion
de nuevas estrategias de control genético y etoldgico para el
manejo de ambas plagas.
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Figura 9. Bandeo-C para detectar la heterocromatina constitutiva en cé-
lulas de Hypothenemus hampei 'y Hypothenemus obscurus. A. Metafase
y cariotipo en hembras de H. hampei; y B. H. obscurus.

AA/CTC
H. obscurus
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Figura 10. A. Perfiles AFLP de Hypothenemus hampei e Hypothenemus
obscurus con tres combinaciones de cebadores especificos Eco RI/Mse
I, (AC/CTG, AA/CTG, AA/CTC). Las flechas indican bandas compar-
tidas. B. Dendrograma con el analisis de distancia realizado bajo el al-
goritmo de UPGMA mediante el indice de similitud de Jaccard para H.
obscurus 'y H. hampei.
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Inhibidores de proteasas de plantas efectivos contra las aspartico proteasas
de Hypothenemus hampei

Plant protease inhibitors effective against aspartic proteases from Coffee Berry Borer (Hypothenemus hampei)

DIANA MOLINA V!, ALEJANDRO BLANCO-LABRA? y HUMBERTO ZAMORA E.}

Resumen: La broca del café (Hypothenemus hampei), produce las pérdidas econdmicas mas graves al cultivo de café
(Coffea arabica). En extractos proteinicos de insectos adultos se identificaron aspartico proteasas las cuales mostraron
dos bandas de actividad proteolitica en los zimogramas y una actividad maxima a pH 2,5 en los ensayos espectrofo-
tométricos. Esta enzima se clasifico como catepsina D considerando su inhibicion por pepstatina A y la hidrolisis de
hemoglobina. Para encontrar inhibidores de las aspartico proteasas de H. hampei, se evaluaron extractos proteinicos
de semillas de plantas no-huésped como: Lupinus bogotensis, Brachiaria humidicola, Amaranthus hypochondriacus,
Phaseolus acutifolius, Phaseolus coccineus, Hyptis suaveolens, Centrosema pubescens 'y Trifolium repens. El extrac-
to proteinico de L. bogotensis produjo la mayor inhibicion de las aspartico proteasas con una actividad especifica de
74,1 Ul/mg; en comparacion con los extractos de H. suaveolens, B. humidicola 'y A. hypochondriacus que presentaron
una inhibicion menor de las aspartico proteasas. Los demas extractos proteinicos no inhibieron la actividad aspartico
proteasa. La actividad proteolitica de H. hampei se inhibié en un 90% con 100 pg del extracto crudo de L. bogotensis,
mientras que se necesitd 1 mg de extracto crudo de H. suaveolens'y B. humidicola para inhibir la actividad en 70 y 60%,
respectivamente. Los zimogramas identificaron posibles inhibidores de proteasas en los extractos de L. bogotensis, H.
suaveolens, B. humidicola 'y A. hypochondriacus que bloquearon in vitro la actividad de las aspartico proteasas del in-
secto. La expresion de genes de inhibidores de proteasas en café es una alternativa para obtener variedades resistentes.

Palabras clave: Lupinus bogotensis. Leguminosae. Inhibidor de aspartico proteasa. Aspartico proteasa. Hypothenemus
hampei.

Abstract: The coffee berry borer, Hypothenemus hampei, is one of the most devastating coffee pests (Coffea arabica).
Aspartic proteases were identified in protein extracts of adult insects, showing two bands of proteolytic activity in zy-
mograms and a maximum activity at pH 2.5 in the spectrophotometric assays. Considering its inhibition by pepstatin
A and hemoglobin hydrolysis this enzyme was classified as cathepsin D. Seeds extracts of Lupinus bogotensis, Brachi-
aria humidicola, Amaranthus hypochondriacus, Phaseolus acutifolius, Phaseolus coccineus, Hyptis suaveolens, Cen-
trosema pubescens, and Trifolium repens were evaluated to identify aspartic protease inhibitors. The greatest inhibitory
activity of aspartic proteases was found in L. bogotensis extract with a specific activity of 74.1 IU/mg, compared with
extracts of H. suaveolens, B. humidicola, and A. hypochondriacus that showed a lower inhibition of aspartic proteases.
Other protein extracts did not inhibit aspartic protease activity. The proteolytic activity of H. hampei was inhibited
by 90% with 100 ng of crude extract of L. bogotensis, whereas it took 1 mg of crude extract of H. suaveolens and B.
humidicola to inhibit the activity at 70 and 60% respectively. The zymograms identified potential protease inhibitors in
extracts of L. bogotensis, H. suaveolens, B. humidicola and A. hypochondriacus that blocked in vitro activity of aspartic
proteases of the insect. The expression of protease inhibitor genes in coffee is an alternative to obtain resistant varieties.

Key words: Lupinus bogotensis. Leguminosae. Aspartic protease inhibitor. Aspartic protease. Hypothenemus hampei.

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9072

Introduccion

El café (Coffea spp., Rubiaceae) es el producto agricola mas
importante en 70 paises de la region tropical himeda (Jara-
millo ef al. 2006). En Colombia, el cultivo de café representa
el 12,4 % del producto interno bruto agropecuario (MADR-
IICA-OAC 2008). La broca del café, Hypothenemus ham-
pei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae) es el insecto
plaga que causa las mayores pérdidas economicas al cafg;
debido a que se alimenta del endospermo disminuyendo el
rendimiento y alterando la calidad del grano (Duque y Baker
2003; Bustillo 2008).

Muchos caficultores controlan H. hampei con insecticidas
como endosulfan, clorpirifos, pirimifos metil y fenitrotion
(Villalba et al. 1995). La creciente preocupacion ambiental
y el incremento de la resistencia de H. hampei a los insecti-

cidas (Navarro ef al. 2010), han estimulado la busqueda de
estrategias de control amigables con el ambiente (Jaramillo
et al. 20006). Entre estas estrategias, diversas proteinas vege-
tales tienen potencial para el control de insectos incluyendo
las lectinas, los inhibidores de proteasas (IPs), los inhibidores
de a-amilasas y las proteinas de almacenamiento de las se-
millas, vicilinas, leguminas y arcelinas (Macedo ef al. 2007,
Prasad et al. 2010; Barbosa et al. 2010; Sales et al. 2005).
La habilidad de los IPs para interferir con el crecimien-
to y desarrollo de insectos se atribuye a su capacidad para
impedir el acceso al substrato, reduciendo la disponibilidad
de aminoacidos de las proteinas ingeridas Ryan (1990); y
en algunos casos ocasionando la muerte, como el inhibidor
de tripsina Kunitz de soya sobre el coledptero Anthonomus
grandis Boheman, 1843 (Franco et al. 2004). Los IPs se cla-
sifican segun la enzima digestiva con la que interactuan en

! Investigador Cientifico Ph.D. Centro Nacional de Investigaciones de Café (Cenicaf¢), Disciplina de Mejoramiento genético, Plan Alto Km. 4 - via antigua
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serin, cistein, aspartico, metalo, glutdmico y treonin proteasa
(Laskowski et al. 2003). Segtin, Molina et al. (2010) la di-
gestion en el intestino medio de H. hampei es facilitada por
aspartico proteasas activas al pH acido de esa region corporal
(Ossa et al. 2000). De acuerdo con esta informacion, la inhi-
bicion de las aspartico proteasas es un mecanismo de defensa
promisorio para el control de este coledptero.

Todas las plantas tienen algun nivel de resistencia endo-
gena al ataque por insectos plaga. Sin embargo, como resul-
tado de la co-evolucion los insectos se adaptan a los meca-
nismos de defensa de las plantas por evasion o detoxificacion
(Gatehouse 2002). Por ejemplo, los coledpteros se alimentan
de leguminosas que tienen un alto contenido de compuestos
toxicos, mientras que otros insectos no utilizan estas semi-
llas como fuente de alimento (Sales et al. 2005). Ademas,
los insectos comprometen las estrategias de defensa de las
plantas usando sus mecanismos de sefializacion, es asi como
Helicoverpa zea (Boddie, 1850) emplea las moléculas de
sefializacion, jasmonato y salicilato de las plantas huésped,
para activar cuatro de sus genes citocromo P450, facilitando
la induccién de sus enzimas de detoxificacion de manera ra-
pida y especifica (Li et al. 2002). Esta asociacion es altamen-
te especifica, por esto semillas de muy pocas especies sirven
de alimento a un insecto particular (Gatehouse 2002).

La co-evolucion de H. hampei y el género Coffea sugie-
re que es necesario evaluar el efecto de IPs de plantas no-
huésped como leguminosas y solandceas, en las cuales se han
identificado IPs efectivos contra insectos (Sumikawa et al.
2010; Tamhane ef al. 2007). Recientemente se identifico el
primer inhibidor de aspartico proteasa de Lupinus bogotensis
(LbAPI) que tiene una identidad de 76% con vicilinas de las
semillas de Lupinus albus (Linnaeus, 1753). Esto sugiere que
los IPs de aspartico proteasas son proteinas multifuncionales
que actiian como proteinas de almacenamiento de las semi-
llas, inhiben aspartico proteasas, y también pueden unirse a
las estructuras que contienen quitina en el intestino medio de
coledpteros como H. hampei (Molina et al. 2010). Sin em-
bargo, para conseguir resistencia durable contra un insecto
es necesario utilizar varios IPs, por esto el objetivo de este
trabajo es la identificacion de inhibidores de las aspartico
proteasas en plantas no-huésped y sus variaciones en especi-
ficidad contra las proteasas digestivas de H. hampei.

Materiales y Métodos

Materiales. Se evaluaron semillas de cinco plantas de la
familia Fabaceae: L. bogotensis (Benth, 1845), Centrosema
pubescens (Benth, 1839), Trifolium repens (Linnaeus, 1753),
Phaseolus acutifolius (Gray, 1852) y Phaseolus coccineus
(Linnaeus, 1753) y de una planta de la familia Poaceae: Bra-
chiaria humidicola; estas semillas se adquirieron en la em-
presa Semicol (Bogota, Colombia). También se probaron se-
millas de una Amaranthaceae: Amaranthus hypochondriacus
(Linnaeus, 1753), y una Lamiaceae: Hyptis suaveolens (L.,
Poit. 1806), suministradas por el Centro de Investigaciones y
de Estudios Avanzados (Cinvestav), [rapuato, México.

Los insectos adultos de la broca del café proporcionados
por la unidad de cria de Cenicafé (Chinchina, Colombia), se
criaron en café pergamino seco con una humedad de 45% y
se mantuvieron bajo condiciones controladas a una tempe-
ratura de 27°C con una humedad relativa del 65-75%; los
insectos empleados para la extraccion estaban recién emergi-
dos de las semillas de café.

Se utilizaron reactivos grado analitico, NaCl, HCI, clo-
roformo, metanol y acido acético de Merck (Darmstadt,
Germany). La hemoglobina bovina, albimina sérica bovina
(BSA), pepsina (EC 3.4.23.1), pepstatina A, tripsina (EC 3.4
21.4), N a-benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE), fenilme-
tilsulfonilo fluoruro (PMSF), acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), trans epoxisuccinilo-l-leucilo-amida (4) guanidino
butano (E-64), Tris, dodecil sulfato de sodio (SDS), glicerol,
casa comercial Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La so-
lucién de Bradford, la solucion de acrilamida-bis-acrilamida,
persulfato de amonio de Bio-Rad (Hercules, CA, USA). La
resina de exclusion Bio-Gel® P-6DG empacada en una co-
lumna Econo-Pac® 10DG de Bio-Rad (Hercules, CA, USA).
Las membranas de ultrafiltracion de 30 kDa (Amicon, Milli-
pore) y el dispositivo de filtracién centrifuga Centriprep®,
membrana Ultracel YM-3, limite de peso molecular nominal
3 kDa (Amicon, Millipore) (Beverly, MA, USA). Las mem-
branas de dialisis de 3,5 kDa (Spectra/Por®) (Broadwick
Street, CA, USA).

Extraccion de las aspartico proteasas de H. hampei
(APH). Para la extraccion de las aspartico proteasas se mace-
raron 100 g de insectos adultos en 0,2 M de bufer succinico
pH 6,0 en una relacion 1:5 p/v a 4°C. El homogeneizado se
centrifugd a 9.500 g por 15 min a 4°C. El sobrenadante se
dializ tres veces cada seis horas contra 5 1 de H,0 con 100 ml
de bufer succinico 50 mM pH 6,0 utilizando una membrana
de 3,5 kDa (Spectra/Por®), el dializado se liofilizo y se utili-
z6 como fuente de aspartico proteasas.

Ensayos de actividad inhibitoria. La actividad proteolitica de
las aspartico proteasas de H. hampei y pepsina se determind
evaluando la hidrélisis de hemoglobina a 280 nm en 0,2 M de
bufer citrato, 0,1 M NaCl pH 2,5 (Lenney 1975). El extracto
proteinico se incub6 con 1,3 ml de hemoglobina al 1% como
sustrato. Después de dos horas se adicionaron 2,5 ml de
C1;CO,H 0,34 N para detener la reaccion. Una unidad de ac-
tividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que
cataliza un incremento en 0,01 unidades de absorbancia. El
inhibidor se incubo con el extracto proteinico de H. hampei du-
rante 15 min (Lenney 1975). Una unidad de inhibicion se definid
como la diferencia entre las actividades proteoliticas medidas en
ausencia y presencia del inhibidor. Las variables medidas fue-
ron: las unidades de inhibicion por ml de extracto (UT ml'), las
unidades de inhibicion por gramo de tejido (UI g), las unida-
des de inhibicion totales (UI) y la actividad especifica, unida-
des de inhibicion por miligramo de tejido (Ul mg™'). Se evalud
la inhibicion de las aspartico proteasas por E-64 (Oliveira et al.
2002); EDTA; PMSF (Schwertz y Takenaka 1955) y pepstati-
na A (Lenney 1975). Una concentracion final de 1 1M se utili-
76 para todos los inhibidores con la excepcion de pepstatina A,
el cual se uso en una concentracion final de 1 LM.

Electroforesis en gel de poliacrilamida. La electroforesis
en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PA-
GE) se realiz6 segun Schigger y von Jagow (1987). Las pro-
teinas usadas como estandar de peso molecular fueron: mio-
sina (210 kDa), B-galactosidasa (118 kDa), BSA (82 kDa),
anhidrasa carbdnica (40 kDa), inhibidor tripsina de soya (31
kDa), lisozima (17 kDa) y aprotinina (6 kDa). Las protei-
nas se detectaron por tincion con 0,1% de azul de Coomas-
sie brillante G-250 por 30 min y la destincion se realiz6 con
AcOH:H,O (1:9, v/v) por 1 h.
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Zimogramas. Para el zimograma de actividad proteolitica 20
mg de extracto proteinico del intestino medio de H. hampei
se separaron en un gel nativo al 10%. El gel se incub6 en una
solucion de hemoglobina al 1% en 0,2 M de bufer citrato pH
2,5 durante 1 h a 4°C. Después, se retird el exceso de substra-
to y el gel se incubo durante 4 h a 30°C. Finalmente, el gel se
tifid con azul de Coomassie durante 30 min, y se destiid con
AcOH:H,O (1:9, v/v) por 1 h.

En el zimograma de inhibicion se preincubaron 20 pg de
extracto proteinico del intestino medio de H. hampei con 40
ng de los extractos de las semillas de L. bogotensis, A. hypo-
chondriacus, B. humidicola € H. suaveolens durante 30 min a
30°C. Después, se sigui6 el mismo procedimiento descrito en
el zimograma de actividad proteolitica.

Para el zimograma del inhibidor, los extractos crudos de
las semillas se separaron por SDS-PAGE. El gel se incub6
en una solucion de 1% de hemoglobina bovina en 0,2 M de
bufer citrato pH 2,5 durante 1 h a 4°C. Luego, el gel se lavo
con H,O desionizada y se incubd en una solucion con 10 mg/
ml de extracto proteinico de H. hampei, durante 4 h a 30°C.
Finalmente, el gel se tifid con azul de Coomassie durante
30 min, y se destiiid con AcOH:H,O (1:9, v/v) por 1 h. Los
inhibidores de aspartico proteasas se observaron como ban-
das azules sobre fondo claro, porque las aspartico proteasas
digieren la hemoglobina presente en el gel, a excepcion del
lugar donde la banda (inhibidor) esta localizado.

Actividad de APH en funcién del pH. Para determinar la
actividad de las aspartico proteasas en funcién del pH, el ex-
tracto crudo de adultos de H. hampei (1 mg/ml) se incubd 30
min a 37°C con diferentes bufer (100 mM): citrato de sodio
(pH 2 - 4), acetato de sodio (pH 5), fosfato de sodio (pH 6-7),
Tris-HCI (pH 7,5). Después, se ajusto el pH a 2,5 para eva-
luar la actividad inhibidora contra las aspartico proteasas de
H. hampei segiin Lenney (1975). Los resultados representan
el promedio de tres pruebas independientes.

Identificacion de los inhibidores de aspartico proteasas
(IAP) en las semillas. Para la identificacion de los IAP se
realizaron ensayos enzimaticos y zimogramas. 200 g de las
semillas secas se molieron en un molino criogénico marca
Restch, la harina se tamiz6 a través de dos mallas de 1,4 mm
y 0,85 mm en un separador estandar. La fraccion mas fina
(150 g) se desgras6 en agitacion durante 30 min en una mez-
cla de CHCl;:MeOH (750 ml, 4:1, v/v); este proceso se repi-
tio tres veces. La extraccion de proteinas a partir de harina
seca (100 g) se realizé en H,O (500 ml) o 0,2 M de bufer
succinico pH 4,5 por 6 h a 4°C. Con todas las semillas se
utilizé una relacion 1:5, p/v a excepcion de 7. repens con una
relacion de 1:10, p/v. La suspension se clarificod por centrifu-
gacion a 7.500 g por 30 min a 4°C. El precipitado se descartd
y la suspension liofilizada de los extractos de las semillas se
adicionaron a una columna de exclusion por tamafio Econo-
Pac® 10DG, empacada con Bio-Gel P-6DG para eliminar
pigmentos (Molina ef al. 2010). La proteina del extracto pro-
teinico se precipitdé con 80% de (NH,),SO,. El precipitado
se disolvid en bufer Tris-HCI 20 mM pH 8,0, se dializé con-
tra H,O desionizada en una membrana de 3,5 kDa (Spectra/
Por®) y se liofilizé. Las proteinas liofilizadas se disolvieron
en 10 ml de bafer Tris-HC1 20 mM pH 8,0 para fraccionarlas
por ultrafiltracion con una membrana de 30 kDa. Las fraccio-
nes eluidas de la membrana de 30 kDa, que mostraron acti-
vidad inhibidora contra las aspartico proteasas de H. hampei,

se concentraron utilizando el dispositivo Centriprep®, limite
de exclusion 3 kDa y se utilizaron como fuente de inhibidor.
Se evalud la actividad inhibidora de los extractos crudos de
las semillas contra H. hampei siguiendo el método de Lenney
(1975).

Determinacion de proteina. La concentracion de proteina
se determino por el ensayo de Bradford modificado por Zor y
Selinger (1996) usando BSA como estandar.

Analisis estadistico. Para la determinacion de las mejores
condiciones de extraccion de los IPs se utilizo un experimen-
to multifactorial, los tratamientos evaluaron el empleo o no
de desgrase y la extraccion con agua o 0,2 M de bufer succi-
nico pH 4,5, se utilizé un disefio experimental completamen-
te al azar y el nimero de repeticiones 3. Para la identificacion
de la semilla que produce la mayor inhibicion de las aspartico
proteasas de H. hampei se realizd un experimento unifacto-
rial, se utilizo un disefio experimental completamente al azar
y el nimero de repeticiones 3. La unidad experimental fue
un tubo conteniendo las aspartico proteasas de H. hampei, el
inhibidor de aspartico proteasas, el substrato y acido triclo-
roacético.

A los experimentos se les aplicd un analisis descriptivo:
se estimaron el promedio y la varianza para las unidades de
inhibicion totales (UI). Se comprobd la homogeneidad de
varianza y se realizo el andlisis de varianza, bajo un disefio
completamente al azar. La comparacion de medias se realizo
mediante prueba de Duncan al 5%. Los datos se procesaron
en un computador IBM con el programa SAS version 9.1.

Resultados

Zimograma de las APH. Los zimogramas mostraron dos
bandas de actividad aspartico proteasa en los extractos de in-
testinos (Fig. 1A) y de adultos completos de H. hampei (Fig.
1B), resultados similares registr6 Molina et al. (2010). Tam-
bién, Preciado ef al. (2000) encontraron tres bandas de activi-
dad proteolitica en el intestino medio y en brocas adultas. El
hallazgo de actividad aspartico proteasa en el intestino medio
confirm6 su funcion digestiva. De acuerdo con estos resul-
tados y considerando que H. hampei es de 0,8 a 0,7 mm de
longitud (Bergamin 1943), se utilizaron extractos proteinicos
de adultos completos, para obtener la cantidad suficiente de
enzima para los ensayos de actividad proteolitica y de inhi-
bicion.

Actividad de las APH en funcion del pH. Las APH son
activas a pH entre 2 a 5, con una actividad maxima a pH
2,5 (Fig. 1C). Una caracteristica particular de este tipo de
enzimas es su rango Optimo de actividad a pH entre 2 - 6
(Silva y Xavier-Filho 1991; Blanco et al. 1996; Wilhite et
al. 2000; Liu et al. 2004; Valencia y Arboleda 2005), el cual
coincide con el pH acido del intestino medio de H. hampei
(Ossa et al. 2000). La actividad de las APH se evalu6 usan-
do como sustrato hemoglobina y BSA, encontrando que las
aspartico proteasas digirieron 100% de hemoglobina y 10%
de BSA. Esto demostrd que estas enzimas digestivas son
catepsina D, como previamente registraron Valencia y Ar-
boleda (2005).

Inhibicion de la actividad de las APH por IPs. Pepstatina
A en una concentracion de 1 uM inhibid la actividad pro-



186 Revista Colombiana de Entomologia

Diana Molina V. y cols.

40 100 -
354 C D
0. 80 A 1
S —
< 25 - S 60 A
= a
= 20 A £
) £
15 - X 40
10 - 20 |
5 u
0 T T T T T T ) 0 T T T T )
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0,1 0,2 0,4 0,8 1,0
MM Pepstatina A

pH

Figura 1. A. Zimograma del extracto crudo de intestino de H. hampei usando un perfil electroforético nativo al 10%. B. Zimograma de extracto
crudo de insectos adultos de H. hampei usando un perfil nativo al 10%. C. Ul ml"' de las APH en funcion del pH. D. Porcentaje de inhibicion de la

actividad APH en funcion de la concentracion de pepstatina A (uM).

teolitica de H. hampei en 83,3% (Fig. 1D), al igual que lo
registrado por Valencia y Arboleda (2005). Mientras que los
inhibidores de serin proteinasa: PMSF (ImM), cistein pro-
teinasa: E-64 (ImM) y metaloproteinasa: EDTA (1mM), no
inhibieron las enzimas digestivas del insecto. Esto confirmo
la presencia de aspartico proteasas en el intestino medio.

Extraccion de los IAP en las semillas de L. bogotensis 'y B.
humidicola. El extracto acuoso de L. bogotensis con harina
desgrasada present6 8.764 Ul y una actividad especifica de
97,4 Ul mg’', siendo esta inhibicion significativamente supe-
rior al resto de los tratamientos, segun la prueba de Duncan
al 5%. Del mismo modo, el extracto acuoso de B. humidicola
con harina desgrasada mostré la mayor inhibicion de las APH
con 2.426 Ul son miles no decimas (Tabla 1). El empleo de
harina desgrasada en la extraccion con agua o con bufer suc-
cinico 0,2 M pH 4,5, aument6 significativamente la inhibi-
cion (P<0,0001) de las APH (4.284 UI) en comparacioén con
la harina sin desgrasar (2.572 UI). Esto indica que la grasa
interfiere con la determinacion de la actividad inhibidora de
las APH. La extraccion de los IPs fue mejor con agua, obte-
niéndose una inhibiciéon mayor de las proteasas de H. hampei
(4.215 UI) que con bufer succinico 0,2 M pH 4,5 (2.641 UI).
Con base en estos resultados se selecciond la extraccion de

los inhibidores de aspartico proteasas de harina desgrasada y
agua en una relacion 1:5, p/v.

Identificacion de IAP en los extractos vegetales. 100 pg
del extracto conteniendo los inhibidores de aspartico protea-
sas de L. bogotensis (IAPLb) disminuyeron en 100% y 90%
la actividad de pepsina y de las APH, respectivamente (Fig.
2A); mientras que con B. humidicola ¢ H. suaveolens se re-
quiere 1 mg de extracto crudo para inhibir la actividad de
las APH en 60% y 70%, respectivamente (Fig. 2B). Estos
resultados son promisorios ya que se inhibio la actividad de
las APH con una concentraciéon muy baja de IAPLb.

El extracto de L. bogotensis produjo la mayor inhibicion
de las proteasas de H. hampei con 5.560 Ul y una actividad
especifica de 74,1 Ul mg’!, en comparacion con H. suaveo-
lens, B. humidicola y A. hypochondriacus que fueron iguales,
segun la prueba de Duncan al 5% (Tabla 2). Los extractos
proteinicos de P. coccineus, P. acutifolius, T. repens 'y C. pub-
escens no inhibieron las aspartico proteasas de H. hampei.
Las diferencias en la inhibicion podrian deberse a la selec-
tividad que los inhibidores de plantas han desarrollado para
reconocer enzimas especificas de insectos, a la inactivacion
de los IPs por proteasas digestivas y a variaciones en afinidad
entre los IPs y las enzimas digestivas (Ryan 1990).
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Figura 2. A. Porcentaje de inhibicion de las APH y pepsina en funcion de la concentracion de proteina (ug) de los IAPLb. B. Porcentaje de inhibicion
de las APH en funcion de la concentracion de proteina (mg) del extracto de B. humidicola e H. suaveolens.
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Figura 3. A. Separacion electroforética de los extractos proteinicos de las semillas de plantas. B. Zimograma de los extractos proteinicos de las
semillas de plantas, en condiciones denaturantes al 16%. 1. Marcador de peso molecular. 2. B. humidicola. 3. H. suaveolens. 4. L. bogotensis. 5. A.
hypochondriacus. 6. C. pubescens. 7. T. repens. 8. P. acutifolius. 9. P. coccineus. C. Zimograma de inhibicion de las APH por inhibidores de protea-
sas de los extractos proteinicos, usando electroforesis nativa al 10%. 1. Control, extracto de adultos de H. hampei. 2. L. bogotensis. 3. B. humidicola.

4. H. suaveolens. 5. A. hypochondriacus.

Zimogramas para la identificacién de IAP. los zimogramas
son determinaciones cualitativas, que se utilizaron para iden-
tificar las bandas de IPs en los extractos proteinicos, mientras
que los ensayos de inhibicion cuantifican la inhibicion de las
aspartico proteasas de H. hampei por los IPs de extractos de
plantas. Valencia et al. (2007) usaron este método para la de-
teccion de inhibidores de a-amilasas de Phaseolus vulgaris
(Linnaeus, 1753). La separacion electroforética de los extrac-
tos proteinicos de las semillas mostro la presencia de bandas
en un rango de masa molecular entre 6 a 30 kDa (Fig. 3A).
El zimograma mostré que las bandas de proteina de B. humi-
dicola, H. suaveolens, L. bogotensis y A. hypochondriacus
son resistentes a la digestion por las APH del insecto; esto
sugiere que son inhibidores tipo aspartico proteasa (Fig. 3B).
Mientras que las proteinas de los extractos de C. pubescens,
T repens, P. acutifolius y P. coccineus, son digeridas por las
aspartico proteasas de H. hampei y no actuan como IPs; con-
firmando los resultados de los ensayos de inhibicion.

Zimograma de inhibicién. En este zimograma (Fig. 3C) no
se observaron las bandas de actividad proteolitica cuando se
incubo el extracto de H. hampei con los inhibidores presentes
en los extractos de L. bogotensis, B. humidicola, H. suaveo-
lens y A. hypochondriacus, confirmando los resultados de los
ensayos de inhibicion . Esto indica que los IPs se unen al sitio
activo de las aspartico proteasas inhibiendo su actividad, lo

cual se refleja en la desaparicion de las dos bandas de activi-
dad proteolitica.

Discusion

Para la identificacion de inhibidores de las APH se utilizaron
extractos proteinicos de insectos adultos que representan la
actividad aspartico proteasa. De forma similar, extractos de
las larvas del coledptero Tribolium castaneum (Herbst, 1797)
se emplearon para purificar la aspartico proteinasa tipo ca-
tepsina D, debido a que los zimogramas mostraron actividad
proteolitica en intestinos y larvas, demostrando la naturaleza
digestiva de esta enzima (Blanco et al. 1996). En otra inves-
tigacion se encontrdé que en Prostephanus truncatus (Horn,
1878) la actividad a-amilasa es mayor en larvas de segundo
instar y en adultos (Mendiola et al. 2000). Ademas, la acti-
vidad de a-amilasa y de tripsina de P. truncatus fue mas alta
en adultos que en larvas; esto sugiere que es mejor utilizar
adultos para evaluar el efecto de inhibidores de estas enzimas
(Vasquez et al. 1999).

Las aspartico proteasas de H. hampei presentaron un ran-
go optimo de actividad a pH 2 a 5. De manera similar, otros
coleopteros como Callosobruchus maculatus (Fabricius,
1775), T. castaneum, P. truncatus, Hypera postica (Gyllenhal,
1813), Zabrotes subfasciatus (Boheman, 1833), Leptinotarsa
decemlineata (Say, 1824) y Diabrotica virgifera (LeConte,

Tabla 1. Actividad inhibidora de los IAPs de las semillas de L. bogotensis y B. humidicola contra las APH.

Actividad inhibicién Actividad especifica
Especie Tratamiento Bufer UI ml! total UI mg!
Ul
L. bogotensis Desgrasado Agua 219,1 8764 * 97,4
L. bogotensis Desgrasado B succinico 0.2 M pH 4.5 1233 4314 47,9
L. bogotensis Sin desgrasar Agua 109,8 4391 48,8
L. bogotensis Sin desgrasar B succinico 0.2 M pH 4.5 88,4 3449 38,3
B. humidicola Desgrasado Agua 73,5 2426 27,0
B. humidicola Desgrasado B succinico 0.2 M pH 4.5 52,7 1633 18,1
B. humidicola Sin desgrasar Agua 42,7 1280 14,2
B. humidicola Sin desgrasar B succinico 0.2 M pH 4.5 343 1167 13,0

*=1p<0.0001.
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Tabla 2. Actividad inhibidora de los IAPs de las semillas de L. bogotensis, B. humidicola, A. hypochondriacus e H. sua-

veolens contra las APH.

Actividad inhibiciéon

Especie UI ml!

Ul g Actividad especifica

total Ul UI mg!
L. bogotensis 139,0 5560 A 556,0 74,1
B. humidicola 58,0 1380 B 138,0 18,6
H. suaveolens 29,6 1392 B 139,0 18,4
A. hypochondriacus 16,8 673,3B 67,3 9,0

Promedios seguidos por la misma letra son iguales (P<0,0001).

1868), que utilizan aspartico proteasas para la digestion de
las proteinas del alimento, tienen una actividad proteolitica
optima en un rango de pH de 3 a 6 (Silva y Xavier-Filho
1991; Blanco et al. 1996; Vasquez et al. 1999; Wilhite et al.
2000; Lemos et al. 1990; Wolfson y Murdock 1987; Liu et al.
2004). En general, las aspartico proteasas se han encontrado
en insectos de los ordenes hemiptera y coledptero que se ca-
racterizan por el pH acido del intestino medio (Houseman y
Downe 1983).

La presencia de aspartico proteasas en el intestino medio
de H. hampei se confirmo por su inhibicidon con pepstatina
A, este inhibidor ha sido utilizado para identificar aspartico
proteasas en el intestino medio de varios coledpteros como
T. castaneum, C. maculatus, Z. subfasciatus ¢ H. hampei,
por la pérdida de la actividad proteolitica de la enzima
(Blanco et al. 1996; Silva y Xavier-Filho 1991; Valencia y
Arboleda 2005). La actividad aspartico proteasa del intesti-
no medio de las larvas de Z. subfasciatus fue inhibida com-
pletamente con el empleo de 14 uM de pepstatina A (Lemos
et al. 1990). Del mismo modo, la actividad proteolitica del
intestino medio de H. postica se redujo en 50% por la adi-
cion de pepstatina A y del inhibidor de catepsina D de papa
(Mares et al. 1989). Mientras que el inhibidor de aspartico
proteasas de calabaza (SQAPI), que inhibe pepsina pero no
catepsina D (Christeller et al. 1998), no inhibid la actividad
proteolitica de H. postica, esto confirmd que catepsina D es
la principal aspartico proteinasa de este gorgojo (Wilhite et
al. 2000).

Se concluye que las aspartico proteasas de H. hampei
son de tipo catepsina D porque digieren casi exclusivamen-
te hemoglobina. De forma similar, la enzima aislada de T.
castaneum se clasific6 como catepsina D porque digiere
unicamente hemoglobina (Blanco ef al. 1996). También, la
aspartico proteinasa presente en el intestino medio de las lar-
vas de C. maculatus es catepsina D porque digiere 100% de
hemoglobina y 30% de BSA (Silva y Xavier-Filho 1991). Ca-
tepsina D es una de las aspartico proteasas mejor estudiadas
en vertebrados y artropodos; esta enzima es responsable de la
digestion intracelular y extracelular de proteinas en el lumen
del intestino medio de muchos coledpteros donde las cistein
proteasas son las enzimas digestivas mas importantes (Ahn y
Zhu-Salzman 2009). En Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) esta
involucrada en la produccién de vitelogenina (Cho y Raickel
1992). En Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) su activi-
dad coincide con la hidrolisis del cuerpo graso (Rabossi et
al. 2004). En Bombix mori (Linnaeus, 1758) su accion en la
muerte celular programada es clave en la metamorfosis para
la transformacién de pupa a larva (Lee et al. 2009). Esta en-
zima también participa en la digestion de la sangre en acaros
y garrapatas (Boldbaatar et al. 2006).

En C. maculatus y Z. subsfasciatus las aspartico y cistein
proteasas son responsables de la digestion de las proteinas
del alimento (Silva y Xavier-Filho 1991). Es probable que en
H. hampei ambas enzimas son responsables de la protedlisis
como ocurre en otros coleopteros, debido a que las cistein
proteasas son activas en un rango de pH entre 5 a 7, cercano
al de H. hampei. El conocimiento del papel de los diferentes
tipos de proteasas en el tracto digestivo del insecto, ayudara
a entender los sitios de vulnerabilidad bioquimica, por esto
es necesario continuar con la caracterizacion de las enzimas
digestivas de la broca del café.

Las mejores condiciones para la extraccion de los inhibi-
dores de las aspartico proteasas de semillas de plantas fueron
el empleo de agua y de harina desgrasada. La extraccion con
agua ha sido empleada para aislar inhibidores de Cicer arie-
tinum (Linnaeus, 1753), Gossypium arboreum (Linnaeus,
1753), Arachis hypogea (Linnaeus, 1753), Psophocarpus
tetragonolobus (L., DC. 1825), Solanum tuberosum (Lin-
naeus, 1753), e H. suaveolens (Harsulkar et al. 1999; Giri et
al. 2003; Aguirre et al. 2004). El procedimiento de desgrase
se ha utilizado con éxito para la identificacion y purificacion
de IPs en las semillas de 4. hypochondriacus, Inga laurina
(Sw., Willd. 18006), Cicer echinospermum (Davis, 1869), A.
hypogea, y P. tetragonolobus (Valdes et al. 1993; Rodriguez
et al. 2007; Harsulkar et al. 1999).

Se identificaron inhibidores de las aspartico proteasas de
H. hampei en las semillas de L. bogotensis, B. humidicola,
H. suaveolens y A. hypochondriacus, estos IPs bloquean la
digestion de las proteinas del alimento en el intestino medio
y podrian utilizarse para el control del insecto. La broca del
café es mondfaga, sugiriendo que su mecanismo de defen-
sa podria ser menos complejo y mas vulnerable a la accion
de IPs de plantas no-huésped que los insectos polifagos. Sin
embargo, los estudios con IPs han mostrado que cuando se
inhiben las proteasas mas importantes para la digestion de las
proteinas del alimento en el intestino medio, se incrementa la
actividad de otras enzimas insensibles al inhibidor y que en
su ausencia no estan sobre-expresadas. Esto permite la diges-
tién de las proteinas de la dieta en presencia del inhibidor y es
fundamental para la supervivencia de los insectos (Zhu-Salz-
man et al. 2003; Amirhusin et al. 2007). En consecuencia,
para una inhibicion efectiva de las enzimas digestivas de los
insectos es necesaria la expresion de diversos IPs (Jongsma y
Bolter 1997).

Para conseguir resistencia durable contra H. hampei, los
IPs de las semillas de L. bogotensis, H. suaveolens y B. hu-
midicola pueden transferirse a café mediante ingenieria ge-
nética para producir plantas trangénicas con variaciones en
la resistencia contra este insecto. Plantas de tabaco que ex-
presan genes del inhibidor de proteinasa de tomate I (fuerte
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inhibidor de quimotripsina y débil de tripsina) y II (fuerte
inhibidor de tripsina y quimotripsina) mostraron diferencias
en la especificidad contra Manduca sexta Linnaeus, 1763 (Jo-
hnson et al. 1989). El crecimiento de las larvas de M. sexta
que se alimentaron de las hojas de tabaco transformadas con
el inhibidor de proteinasa II se redujo significativamente en
comparacion con el crecimiento de las larvas que se alimen-
taron de las hojas sin transformar. Mientras, que el inhibidor
de proteinasa I tuvo poco efecto en el crecimiento de las lar-
vas de este lepidoptero (Johnson et al. 1989). Estos resul-
tados muestran la importancia de identificar nuevos IPs con
variaciones en la especificidad contra diferentes enzimas de
los insectos (Mendiola ef al. 2000).

H. hampei'y C. arabica co-evolucionaron favoreciendo la
adaptacion del insecto a los compuestos toxicos de la plan-
ta. Los IPs de L. bogotensis, H. suaveolens y B. humidicola,
plantas no-huésped de la broca del café, inhiben las proteasas
del insecto; mientras que los inhibidores de la planta hués-
ped no bloquean las proteasas del insecto. Otros estudios han
mostrado que los IPs de 4. hypogaea, P. tetragonolobus y
S. tuberosum, plantas no-huésped de Helicoverpa armigera
(Hiibner, 1805) inhiben las isoproteinasas y el crecimiento de
las larvas de este lepidoptero, en comparacion con los IPs de
las plantas huésped (Harsulkar et al. 1999; Giri et al. 2003).
De igual manera, el inhibidor de tripsina de Momordica cha-
rantia (Linnaeus, 1753) planta no-huésped de H. armigera
y Spodoptera litura (Fabricius, 1775), afecté la fertilidad
y fecundidad de las larvas de ambos insectos (Telang et al.
2003). También, las vicilinas de leguminosas no-huésped de
C. maculatus como P. vulgaris, Phaseolus lunatus (Linnaeus,
1753), Canavalia ensiformis (L., DC. 1825), y Glicine max
(L., Merr. 1917) retardaron el desarrollo de las larvas del in-
secto (Yunes et al. 1998). Mientras que las vicilinas de Vigna
angularis (Willd, 1969) una especie genéticamente cercana
a la planta huésped Vigna Unguiculata (L., Walp. 1843) no
afectaron el desarrollo de las larvas de este insecto (Yunes et
al. 1998). Estos resultados muestran la importancia de eva-
luar IPs de plantas no-huésped contra las enzimas de insectos
en la busqueda del control de plagas via transgénesis.

Los inhibidores presentes en el extracto crudo de L. bogo-
tensis produjeron la mayor inhibicion de las aspartico protea-
sas de H. hampei usando una concentracion de extracto pro-
teinico de 100 j1g, menor en comparacion con otras investiga-
ciones que usaron 160 pg de extracto crudo de M. charantia
con una inhibicion del 84% de la actividad de las proteinasas
del intestino de H. armigera (Telang et al. 2003). Del mismo
modo, una concentracion diez veces mayor de extracto crudo
de P. vulgaris y Amaranthus spp., solo inhibid la actividad
a-amilasa de H. hampei en un 80% y 40%, respectivamente
(Valencia et al. 2000). De forma similar, 1 mg de extracto
crudo de Amaranthus cruentus (Linnaeus, 1759) s6lo inhibid
80% de la actividad amilasa de H. hampei (Valencia et al.
2000).

Estos resultados sugieren que los IAPLbs podrian ser
buenos candidatos para transferir a café mediante ingenieria
genética para producir plantas resistentes contra H. hampei,
debido a que inhiben las enzimas del insecto a bajas concen-
traciones y al pH encontrado en el intestino medio del insec-
to. Ademas, esta leguminosa no ha estado expuesta a H. ham-
pei, proporcionando nuevos y mas potentes inhibidores de las
proteasas de este insecto. Esto coincide con investigaciones
previas que muestran que los IPs de plantas no-huésped son
mejores para inhibir las proteasas de un insecto particular que

los inhibidores de las plantas huésped (Harsulkar et al. 1999;
Giri et al. 2003).

Conclusiones

Se identificaron inhibidores de las aspartico proteasas de H.
hampei en diferentes semillas; los inhibidores de L. bogoten-
sis produjeron una mayor inhibicion de las aspartico protea-
sas del insecto en comparacion con los IPs de H. suaveolens,
B. humidicola y A. hypochondriacus. Los IPs se unen al cen-
tro activo de la enzima bloqueando su actividad proteolitica.
Esto muestra que los IPs de plantas no-huésped pueden su-
ministrar nuevos y mas potentes inhibidores de las proteasas
de H. hampei. Estos inhibidores de proteasas pueden trans-
ferirse a café en la busqueda de resistencia durable contra H.
hampei. Este trabajo junto con el de Scarafoni et al. (2008)
y Molina et al. (2010) confirma la existencia de inhibidores
de proteasas en las semillas de Lupinus spp., contrario a lo
que se habia publicado de la falta de actividad inhibitoria de
las proteasas de L. albus y Lupinus luteus (Linnaeus, 1753)
(Gallardo et al. 1974).
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Actividad insecticida y fijadora de nitrogeno de la bacteria transformada
Paenibacillus polymyxa que expresa CrylC

Insecticidal and nitrogen fixation activities of the transformed Paenibacillus polymyxa

Resumen:

Paenibacillus polymyxa modificada genéticamente para expresar la toxina Cryl1C de Bacillus thuringiensis

transformada, en comparacion con la misma cepa no modificada y con B. thuringiensis
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Screening of entomopathogenic nematodes to control Mahanarva fimbriolata
(Hemiptera: Cercopidae)

Seleccion de nematodos entomopatogenicos para el control de Mahanarva fimbriolata (Hemiptera: Cercopidae)

ELDER SIMOES DE PAULA BATISTA!, ALEXANDER M. AUAD**, TIAGO TEIXEIRA DE RESENDE?,

and CAIO MARCIO DE OLIVEIRA MONTEIRO!

Resumen: Se seleccionaron aislamientos de nematodos entomopatogénicos (NEPs) contra el salivazo de los pastos,
Mahanarva fimbriolata. Se desarrolld un experimento en laboratorio donde ninfas de salivazo se expusieron a sicte
aislamientos (Steinernema anomali, S. carpocapsae, S. feltiae, S. riobravis, Heterorhabditis amazonensis RSCS, H.
bacteriophora HP88 y H. baujardi LPP7) en tres concentraciones (200, 400 y 800 NEP/ninfa). Luego de la seleccion
de los aislamientos mas virulentos en laboratorio, se efectué un experimento en invernadero. El aumento de la con-
centracion no proporciono incremento en la mortalidad ninfal de M. fimbriolata en laboratorio. Las ninfas de salivazo
fueron susceptibles a todos los aislamientos, destacandose S. riobravis con un 90% de mortalidad, y S. feltiae con un
80%. El desempeifio en invernadero no fue diferente entre los aislados, alcanzando una mortalidad ninfal de 48% (S.
carpocapsae) y 712% (S. feltiae). Hay disminucion de la eficiencia de los nematodos en invernadero comparada con la
eficiencia en laboratorio.

Palabras clave: Cafia de aztcar. Control microbiano. Salivazo de los pastos. Heterorhabditis. Steinernema.

Abstract: We aimed to screen entomopathogenic nematodes (EPNs) strains against the root spittlebug, Mahanarva
fimbriolata. An assay was performed at laboratory in which nymphs of the insect were exposed to seven EPNs strains
(Steinernema anomali, S. carpocapsae, S. feltiae, S. riobravis, Heterorhabditis amazonensis RSCS, H. bacteriophora
HP88 and H. baujardi LPP7) under three concentrations (200, 400 and 800 EPNs/nymph). After the laboratory screen-
ing a greenhouse assay was carried out using the most pathogenic strains. Increasing concentration didn’t increase
nymph mortality at laboratory. The root spittlebug nymphs were susceptible to all strains, with 48% (S. carpocapsae)
and 72% (S. feltiae) pathogenicity extremes. A decrease in efficiency was observed in greenhouse tests compared with

laboratory tests.

Key words: Sugarcane. Microbial control. Spittlebug. Heterorhabditis. Steinernema.

Introduction

Brazil is the leading producer of sugarcane and products
made from it worldwide, and cane is the third leading crop
by area cultivated in the country. Besides sugar, the main
products derived from cane are biofuels such as ethanol and
biodiesel. The outlook is for greatly expanded production of
these fuels because they are more environmentally friendly
and sustainable than fossil fuels (Macedo 2005).

The root spittlebug, Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854)
(Hemiptera: Cercopidae), stands out among the pests that
attack sugarcane. The gradual replacement of manual har-
vesting, after burning off the litter, by mechanical harvesting
without burning favors increasing populations of these pests,
because the leaf trash cover left afterward provides an ideal
environment for the development of nymphs, which feed off
the sap in the roots of the new cane plants growing from the
ratoons (Ravaneli et al. 2006). According to Madaleno et al.
(2008), the feeding of nymphs and adults can reduce sug-
arcane productivity by 29.8% when the number of nymphs
reaches 7.3 per linear meter.

Efforts to control this pest vary widely, often in various
combinations, include strategic harvest timing, physical re-
moval of insects and litter, use of resistant genotypes, appli-
cation of pesticides and biological control by entomopatho-

genic fungi (Dinardo-Miranda et al. 2001; Dinardo-Miranda
et al. 2002; Almeida et al. 2003; Batista-Filho et al. 2003;
Souza et al. 2008). Integrated pest management calls have
been done for reduced use of chemicals due to the environ-
mental and economic problems caused by their indiscrimi-
nate use. The growing concern on the problems of overuse
of pesticides has attracted greater attention to the use of plant
varieties resistant to root spittlebugs (Auad et al. 2007) and
the use of biological control agents, of which entomopatho-
genic fungi have attracted most of the attention (Batista-Filho
et al. 2003; Loureiro et al. 2005). However, these measures
have certain limitations, hence the need to develop new stra-
tegies to manage this pest.

Some characteristics make entomopathogenic nematodes
(EPNs) promising for control of crop pests, such as the speed
with which they attack the host, the ease of mass producing
them at low cost and the wide spectrum of susceptible host
pests (Georgis et al. 2006; Grewal et al. 2001). They also
are compatible with many pesticides, allowing them even to
be applied in combination with chemicals in some situations
(Koppenhéfer et al. 2002; Negrisoli Jr. et al., 2008; Reis-Me-
nini ef al. 2008). Finally, they are able to seek out hosts that
have cryptic habits (Kaya and Gaugler 1993) such as the root
spittlebug. In the case of M. fimbriolata, the only reports in
the literature are the studies by Leite et al. (2002) and Leite
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et al. (2005), in which nematodes were shown to be potential
control agents.

The life cycle of these nematodes includes three develop-
ment phases: egg, juvenile and adult (females and males of
Steinernematidae and a generation of hermaphrodites in the
case of Heterorhabditidae). The juvenile phase is composed
of four stages (J1, J2, J3 or Infective Juvenile and J4). The
infective juvenile (1J) stage contains symbiont bacteria and is
when the nematode is found on soil. These juveniles locate
their hosts by detecting excretion products, CO, levels and
temperature gradients. The nematodes then penetrate the host
through natural openings (mouth, anus or spiracles). Once
inside, they migrate to the hemolymph and release bacteria.
These produce toxins that kill the host by septicemia in 24 to
48 hours. Then the IJs start to multiply and later feed on the
bacteria and tissues decomposed by the bacteria and advance
to stage J4. From this stage they become first-generation
adults and the females lay eggs, giving rise to the second gen-
eration (Kaya and Gaugler 1993). Some EPN species, called
“ambushers”, wait on the soil surface for a host to approach,
while others, called “cruisers”, are adapted to search for hosts
in the soil. EPNs in the second group are very active, relying
on chemical trails to find distant hosts, and are thus more suit-
able to combat sedentary hosts (Campbell and Gaugler 1993;
Grewal ef al. 1994).

There are substantial behavioral differences among ENP
strains in relation to penetration in the host and later emer-
gence and the strategy of finding hosts. Besides these, there
are also important morphological and physiological differ-
ences. Finally, the concentration of these pathogens in the
environment and the target host are also factors that influence
their action (Lewis ef al. 2006). This explains the specificity
of each strain and requires conducting experiments to choose
adequate strains to fight the pest species of interest. There-
fore, EPNs can be included in integrated pest management
programs, to optimize sugarcane production, since they ex-
ploit the same environment as spittlebug nymphs. The study
reported here screened different EPN strains for their effec-
tiveness against nymphs of the root spittlebug, M. fimbriola-
ta, in laboratory and greenhouse conditions.

Material and Methods

We used M. fimbriolata nymphs that had been maintained
in a greenhouse on sugarcane plants (Saccharum spp. cv.
RB739735). The nematodes were multiplied according to the
method proposed by Kaya and Stock (1997) on larvae of Te-
nebrio molitor L., 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) as the
host. Seven strains were tested: Steinernema anomali Kozo-
doi, 1984; S. carpocapsae (Weiser, 1955); S. feltiae (Filipjev,
1934); S. riobravis Cabanillas, Poinar & Raulston, 1994; Het-
erorhabditis amazonensis RSC5 Andald, Nguyen & Moino
Jr. 2006; Heterorhabditis bacteriophora HP88 Poinar 1976;
and Heterorhabditis baujardi LPP7 Phan, Subbotin, Nguyen
& Moens 2003.

Nymph mortality in laboratory. The experimental units
consisted of Petri dishes (9cm in diameter) lined with two
sheets of filter paper as substrate, moistened with 2mL of
an aqueous solution of EPNs (treatments) or distilled water
without pathogens (control). Then, five nymphs of the fourth
or fifth instar were placed in each dish, which was sealed with
plastic film and placed an incubation chamber at a tempera-

ture of 25+1°C and 80+10% relative humidity. The nema-
todes were applied at concentrations of 200, 400 and 800
EPNs/nymph. Hence, there were 21 treatments in a factorial
setup (seven strains x three concentrations) with five repeti-
tions, for a total of 25 nymphs per treatment. A control group
was exposed to distilled water without nematodes to confirm
that the nymphs had no previous contact with the pathogens
and that the mortality was caused exclusively by the treat-
ments. After seven days the dead nymphs were dissected
and observed under stereomicroscope. Those that contained
EPNs were considered to have been killed by these patho-
gens. The mean mortality figures were submitted to variance
analysis and compared by the Tukey test at 5% significance,
using the SAS 9.2 (SAS institute) statistical software.

Nymph mortality in greenhouse. Five nymphs of the fourth
or fifth instar were placed at the base of a sugarcane seedling
(cv. RB739735) planted in a 500mL plastic cup containing
soil and cattle manure (1:1) as substrate, with the roots previ-
ously exposed, and kept in a greenhouse at an average tem-
perature of 25,5+1°C and relative humidity of 94+5%. Af-
ter 24 hours, when the nymphs were fully protected by their
froth, the nematodes that had presented pathogenicity greater
than or equal to 80% in the laboratory assay were applied at
a concentration of 200 IJs/nymph in a total volume of 2 mL
per cup, using a sprayer adjusted to the squirt mode, with the
stream directed at the froth.

There were five repetitions with the strains that had
shown 80% or better pathogenicity, for a total of 25 nymphs
per treatment. As in the laboratory, there was a control group
with five repetitions also, to confirm that the substrate and
nymphs used were free of nematodes, so that the nymph
deaths could be attributed to the EPNs. The nymphs were
monitored daily until emergence of the last adult and the dead
ones were dissected and observed under stereomicroscope to
determine the presence of nematodes inside, in which case
this presence was attributed as the cause of death. As before,
the mortality data were submitted to variance analysis and the
means were compared by the Tukey test at 5% significance,
using the SAS (version 9.2) statistical software. The nymph
mortality rates caused by the EPNs were also compared be-
tween the laboratory and greenhouse through the Tukey test
at the same significance level.

Results

Nymph mortality in laboratory. No nymphs were killed by
the nematodes in the control group, confirming that there had
been no previous contact between hosts and pathogens and
that the results were due to the treatments. All the EPN strains
caused mortality to the M. fimbriolata nymphs, showing its
potential to control by this pest.

Irrespective of concentration, S. riobravis produced 90%
nymph mortality, followed by S. carpocapsae, S. feltiae and
H. baujardi LPP7 (80%), S. anomali (70%), H. amazonen-
sis RSCS5 (68%) and H. bacteriophora HP88 (38%). This last
strain was statistically inferior to the others (Table 1). The
concentrations did not significantly affect the efficiency of
the treatments. The lowest of them (200 EPNs/nymph) pro-
vided a maximum control level, so there appears to be no need
to increase the concentration to achieve the desired effects,
whereas the lowest concentration reached statistically the
same nymph mortality than the greatest (800 EPNs/nymph).
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Table 1. Mortality (%) + standard error of Mahanarva fimbriolata nymphs in each treatment in the laboratory (n=25).

Concentrations (EPNs/nymph)

Strains* General F P
200 400 800 average
Sa 68+16 Aa 68+12 Ba 76+12 Aa 70+8 A 0.18 0.8322
Sc 68+14 Aa 88+4 Aa 84+4 Aa 80+6 A 0.97 0.3847
St 88+4 Aa 80+16 Aa 72+12 Aa 80+6 A 0.55 0.5777
Sr 88+4 Aa 96+4 Aa 88+8 Aa 90+4 A 0.18 0.8322
RSC5 80+16 Aa 56+8 Ba 68+16 Aa 68+8 A 1.24 0.8240
HPS88 32410 Ba 48+10 Ba 36+12 Ba 38+6 B 0.60 0.5521
LPP7 7248 Aa 80+8 Aa 88+4 Aa 80+4 A 0.55 0.5777
General average 70+4 a 74+4 a 74+4 a 0.14 0.8712
F values 3.16 2.57 2.84 7.20
p values 0.0078 0.0250 0.0147 <0.0001

Numbers followed by different capital letters in the columns and small letters in the rows differ by the Tukey test (P<0.05).
*Strains used: Sa (Steinernema anomali), Sc (Steinernema carpocapsae), St (Steinernema feltiae), St (Steinernema riobravis), RSCS (Heterorhabditis amazonensis RSC5), HP88

(Heterorhabditis bacteriophora HP88) and LPP7 (Heterorhabditis baujardi LPP7).

Steinernema anomali, H. bacteriophora HP88 and H. am-
azonensis RSC5, were less efficient at the intermediate con-
centration (400 EPNs/nymph), than the other strains at this
same concentration. This also occurred for H. bacteriophora
HP88 at the other concentrations, reflecting its substantially
lower efficiency in relation to the strains, considering the av-
erage of all concentrations tested.

Nymph mortality in greenhouse. All strains were pathogen-
ic to M. fimbriolata nymphs in the greenhouse experiment
with the nymph mortality caused by S. feltiae (72%), S. rio-
bravis (68%), H. baujardi LPP7 (52%) and S. carpocapsae
(48%) with no statistical difference between them (Table 2).
While there were no significant differences between strains
performance within the environments, there were significant
differences comparing the influence of the environments on
nymph mortality, with lower rates of nymph mortality caused
by S. carpocapsae (F = 2.899, p = 0.008) and H. baujardi
LPP7 (F = 9.391, p = 0.004) in the greenhouse than in the
laboratory (Fig. 1).

Discussion

Nymph mortality in laboratory. The concentrations did not
significantly affect the efficiency of the treatments, with the
lowest of them providing a maximum control level. A similar
finding was reported by Leite et al. (2007), testing the viru-
lence of EPNs on Bradysia mabiusi (Lane, 1959) (Diptera:
Sciaridae), where there was no difference in mortality of the
larvae between concentrations of 10 and 50 IJs/cm? Howev-
er, Vasconcelos ef al. (2004) found that only the highest con-
centration tested (1200 IJs/female) was able to significantly
reduce the egg mass produced by Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini, 1888) (Acari: Ixodidae). Furthermore,
Monteiro et al. (2010) reported that the six concentrations
tested produced different effects on some reproductive pa-
rameters of R. (B.) microplus but similar effects on other pa-
rameters.

Some strains at the intermediate concentration were less
efficient than others at this concentration. This difference can
reflect a greater sensitivity of these strains regarding the con-
centration at which they are applied. This also occurred for

H. bacteriophora HP88 at the other concentrations, reflecting
their substantially lower efficiency in relation to the strains,
considering the average of all concentrations tested. Our data
agree with Leite et al. (2005), where strains of Heterorhab-
ditis sp. (CB-n5), Steinernema sp. (CB-n6) and Heterorhab-
ditis sp. (CCA) presented 100%, 98% and 96% efficiency,
respectively, when applied at a concentration of 2000 IJs/mL
under laboratory conditions, showing that M. fimbriolata is
susceptible to both EPN genera.

The species S. riobravis, S. feltiae, S. carpocapsae and
H. baujardi LPP7 were the most efficient against M. fim-
briolata and have also been shown to be promising for use
against the boll weevil, Anthonomus grandis Boheman, 1843
(Coleoptera: Curculionidae), the mound-building termite,
Cornitermes cumulans (Kollar, 1832) (Isoptera: Termitidae),
the lesser mealworm, Alphitobius diaperinus (Panzer, 1979)
(Coleoptera: Tenebrionidae) and the guava weevil, Cono-
trachelus psidii Marshall, 1922 (Coleoptera: Curculionidae),
respectively, demonstrating the broad spectrum of hosts of
these pathogens (Cabanillas 2003; Alves et al. 2005; Del-
Valle et al. 2008).

Moreover, Giometti et al. (2011) tested the virulence of
17 EPN strains against another sugar cane pest and founded
a maximum of 74.3% of Sphenophorus levis Vaurie, 1978
(Coleoptera: Curculionidae) adults mortality with an Het-
erorhabditis strain in laboratory conditions. A similar assay

Table 2. Mortality (%) + standard error of Mahanarva fimbriolata nym-
phs caused by entomopathogenic nematode strains applied in green-
house conditions at a concentration of 200 IJs/nymph (n=25).

Strains Mortality (%)
Steinernema carpocapsae 48+5A
Steinernema feltiae T2+4A
Steinernema riobravis 68 +4 A
Heterorhabditis baujardi LPP7 52+£2A

F 2.02

p 0.1650

Numbers followed by different capital letters in the columns differ by the Tukey test
(P<0.05).
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Figure 1. Mortality (%) =+ standard error of Mahanarva fimbriolata
nymphs caused by entomopathogenic nematodes in the laboratory and
greenhouse. Bars followed by capital letters compare the strains average
in both environments and small letters compare the mortality reached in
each environment by all the strains by the Tukey test (p<0.05) (n=25).

was developed by Tavares et al. (2007) with different strains
against the same insect and they founded a maximum of 95%
of larvae mortality, also with an Heterorhabditis strain.

Nymph mortality in greenhouse. No differences were ob-
served between the strains tested in greenhouse. This is pos-
sibly because they had been previously selected in the labora-
tory as being the most virulent. Although they have different
foraging strategies (cruisers and ambushers), possibly there
was no difference because they were all applied directly on
the nymphs’ froth, thus minimizing the need either to go find
the host or wait for it to approach.

After selecting the most virulent strain against M. fimbri-
olata in the laboratory, Leite et al. (2005) tested its efficiency
in the field at different concentrations and found that Het-
erorhabditis sp. provided the maximum control of the spit-
tlebugs (70%) irrespective of the concentrations. Both that
study and ours thus show the capacity of EPNs for control of
root spittlebugs. Furthermore, Tavares et al. Machado et al.
(2005) evaluated EPNs against another sugarcane pest and
showed their potential to control Migdolus fryanus (West-
wood, 1863) (Coleoptera: Vesperidae) larvae, causing a max-
imum mortality of 76.43% with a S. glaseri strain and even
that the nematodes’ IJs can penetrate the egg of this coleop-
teran trough its aeropile.

The negative influence of the greenhouse environment
can possibly be explained by the fact that the laboratory en-
vironment was ideal for them (good substrate for locomo-
tion, constant and optimized temperature/relative humidity,
absence of antagonistic organisms, no refuge for the hosts).
This was not the case in the greenhouse, where the condi-
tions were chosen to simulate those in the field. Nevertheless,
two of the strains tested (S. feltiae and S. riobravis) main-
tained high pathogenicity in the greenhouse, indicating they
are good candidates for tests in the field. Aiming to know the
EPN action against the sugarcane weevil, S. levis, Tavares et
al. (2007), applied two strains in greenhouse after a initial

assay in laboratory, and founded a larvae mortality ranging
from 42% to 85%, with these percentages directly related
with the EPNs dose. These authors also noted that the labora-
tory environment provided a higher better condition to the
EPNs to show their potential, with higher mortality values
in this case. These and our results reinforce the possibility of
use of these pathogens to control pests of this crop.
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Influence of temperature and duration of storage on the lipid reserves
of entomopathogenic nematodes

Influencia de la temperatura y del tiempo de almacenaje sobre las reservas lipidicas de nematodos entomopatdgenos

VANESSA ANDALO!, ALCIDES MOINO JR.2, CLEBER MAXIMINIANO?, VICENTE P. CAMPOS?,
and LUCIA A. MENDONCA’

Abstract: Lipids represent the main source of energy in entomopathogenic nematodes. In the infective juvenile (1J)
phase, the level of such reserves can be influenced by storage, and this may affect their infectivity. The aim of this study
was to evaluate the percentage of lipids and the associated infectivity in IJs of Steinernema carpocapsae, S. riobrave,
Heterorhabditis sp. JPM4, Heterorhabditis sp. CCA and Heterorhabditis sp. PI that had been stored under different tem-
peratures (8-28°C) for various times (0 to 180 days). The amounts of lipids present in IJs were evaluated histologically
using a colorimetric method, while infectivity was assayed against Galleria mellonella larvae. Lipid levels diminished
with increasing storage time for all nematodes, but the rates of decrease varied according to storage temperature and
species. Lipid reserves were conserved for longer storage periods at 8, 16 and 20°C, while at 24 and 28°C the percentage
of lipids decreased rapidly. The infectivities of 1Js of Heterorhabditis spp. were less tolerant than those of Steinernema
spp. to temperatures of 8, 24 and 28°C. Thus, while storage at 8°C was optimal for conserving lipid reserves, infectiv-
ity was best preserved at temperatures of 16 and 20°C gave rise to the least reduction in infectivities after 180 days of
storage. In this way, lipids and infectivity are influenced by different storage temperatures for the species tested. These
data are useful for greater success in using entomopathogenic nematodes as biocontrol agents.

Key words: Biological control. Heterorhabditidae. Infectivity. Steinernematidae

Resumen: La principal fuente de energia de los nematodos entomopatdgenos (NEP) en su fase infectiva son los lipidos,
el nivel de esas reservas puede estar influenciado por el almacenamiento e interferir en su infectividad. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el porcentaje de lipidos en juveniles infectantes (JI) almacenados en diferentes temperaturas y
asociar esto con su infectividad. Suspensiones de Steinernema carpocapsae, S. riobravis, Heterorhabditis sp. JPM4,
Heterorhabditis sp. CCA 'y Heterorhabditis sp. PI fueron incubadas por cero, 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias a 8, 16,
20, 24 y 28°C. La cantidad de lipidos se evaluo a través del método colorimétrico. Para cada tratamiento se evalud la
infectividad de los JI en Galleria mellonella. Todos nematodos presentaron reduccion de lipidos a lo largo del tiempo,
sin embargo, hubo variacion de acuerdo con la temperatura. Los nematodos mantuvieron sus lipidos por mayor tiempo
en 8, 16 y 20°C, ya en 24 y 28°C el porcentaje disminuy6 rapidamente. Los JI de Heterorhabditis se mostraron menos
tolerantes a las temperaturas de 8, 24 y 28°C comparados con los del género Steinernema en relacion a la infectividad.
Las temperaturas de 16 y 20°C fueron las que menos afectaron la infectividad al final de los 180 dias. De esta manera,
los lipidos y la infectividad estan influenciados por el almacenamiento a diferentes temperaturas, en las especies experi-
mentadas. Estos datos son de gran utilidad para tener éxito en el uso de nematodos entomopatdégenos como agentes de

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9075

control biologico.

Palabras clave: Control biologico. Heterorhabditidae. Infectividad. Steinernematidae

Introduction

Entomopathogenic nematodes (EPNs) in the families Steiner-
nematidae and Heterorhabditidae are considered particularly
useful in the biological control of insect pests. The ubiquitous
distribution of EPNs reflects their ability to adapt and survive
under stress conditions, including changes in osmotic ten-
sion, temperature or desiccation, and the presence of chemi-
cals and predators (Finnegan ef al. 1999; Glazer and Salame
2000). The infective juvenile (IJ) of EPNs are specifically
adapted to search for insect hosts, and are able to survive in
the absence of a host for weeks, or even months through a
reliance on energy reserves (Hatab and Gaugler 1999; Qiu
and Bedding 2000; Hass et al. 2002). Additionally, in order to
conserve energy, the IJs of some EPN species become inac-
tive when stored in water (Fitters and Griffin 2004).

The success of EPNs depends largely on their physiol-
ogy and biochemistry that enables them to achieve efficient
control of pests. In this context, the amount of lipid within the
body of the 1J greatly influences the viability and infectivity
of the nematode (Wright and Perry 2002). Saturated lipids
are the most important energy reserves of acrobic nematodes,
particularly in 1J, and represent between 11% and 67% of
the dry weight of the organism (Barrett and Wright 1998).
Neutral fats typically account for more than 70% of the total
lipid content of nematodes, with triglycerides being the ma-
jor storage form (Barrett and Wright 1998; Chitwood 1998).
IJs rely on lipids as their sole energy source while searching
for a host (Lee and Atkinson 1977; Van Gundy 1985), and
a high lipid content therefore allows survival for extended
periods. There is evidence that an extended period of storage
and a reduction in total lipid content can lead to a decrease
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in the infectivity of 1Js (Lewis et al. 1995; Hass et al. 2002;
Fitters and Griffin 2004). Since the levels of storage lipids
may be affected by alterations in environmental conditions, it
is likely that the supply of different lipids can determine the
survival and pathogenicity of 1Js (Hatab and Gaugler 1999;
Menti et al. 2003).

Triglycerides can be analyzed using various chromato-
graphic techniques or by the application of histological me-
thods based on staining with oil red O (Lee 1960; Croll 1972).
Chromatographic analysis is time consuming and demands
a large number of nematodes, whereas histological assay is
straightforward and can be applied to individual specimens.
Image analysis has been successfully employed to quantify
the degree of oil red O staining, and allows the examination
of many samples within a short period (Stamps and Linit
1995). Moreover, results acquired using the staining method
has been validated against those obtained by conventional
gas chromatography (Patel ef al. 1997). The method can thus
provide specific and conclusive results regarding the utiliza-
tion of lipid reserves, and was hence selected for application
in the present study.

Many of the market difficulties in introducing EPNs are
related to low efficacy under unfavorable conditions, ap-
plication conditions, refrigeration requirements and limited
room temperature shelf life (product quality) (Georgis et al.
2006). Lipid reserves can affect each of these factors and
are therefore an important consideration when developing
EPN biological controls. The objective of the present paper
was to determine the levels of 1J lipid reserves in different
isolates of Steinernema and Heterorhabditis after storage
and at different temperatures. Additionally, the association
between lipid reserves and 1J infectivity towards larvae of
Galleria mellonella L., 1758 (Lepidoptera: Pyralidae) was
evaluated.

Materials and Methods

Multiplication of EPNs. Infective juveniles of Steinernema
carpocapsae (Weiser, 1955) Wouts, Mracek, Gerdin & Bed-
ding, 1982 (obtained from North Carolina, USA, soil sam-
ple), Steinernema riobrave Cabanillas, Poinar & Raulston,
1994 (obtained from Texas, USA, soil sample), Heterorhab-
ditis sp. JPM4 (from Lavras, MG, Brazil), Heterorhabditis
sp. CCA (from Araras, SP, Brazil) and Heterorhabditis sp. P1
(from Piaui, Brazil) were maintained in the form of aqueous
suspensions (500 1Js/ml) under biochemical oxygen demand
at 16°C.

Multiplication of G. mellonella was performed according
to the method of Dutky ef al. (1964). Larvae of G. mellonella
were bred on a modified artificial diet (Parra 1998). Ten larvae
were placed into a Petri dish (9cm diameter) lined with filter
paper. An aliquot (Iml) of 1J suspension (diluted in order to
provide the equivalent of 2045 1J/larvae) was transferred to
the filter paper, and the dishes were incubated under BOD at
24+1°C for 72h with a 24h scotophase until the larvae died.
The dead larvae were transferred to fresh Petri dishes lined
with dry filter paper and maintained for four days following
Molina and Lopez (2001) methodology. The larvae were sub-
sequently placed on the inner plate of a modified White trap
(White 1927), and the trap was incubated at 24+1°C for 3 to 7
days. Trap water, which contained 1Js that had emerged from
the host, was collected daily and transferred to a 1L mea-
suring cylinder containing 800ml of distilled water. Adult
nematodes and insect fat bodies were separated from the 1Js
by decanting. The concentration of IJs present in the final
suspension was quantified using polystyrene plates normally
employed for serological tests, applying 0.1ml of 1J suspen-
sion in each well, after ten wells it was obtained the amount
of nematodes in 1ml suspension. This process was repeated
three times and obtained an average.

Influence of temperature and storage on 1J lipid content
and infectivity. The concentrations of neutral lipids present
in [Js that had been stored at different temperatures and for
various periods were determined using a colorimetric method
based on staining with oil red O (Storey 1983). Stain solution
was prepared by dissolving 0,5g of the dye in 100ml of ab-
solute alcohol under constant agitation for 15min, followed
by filtration through Whatman no. 1 filter paper and storage
at 5°C in the dark. Suspensions of 1Js (3000 IJs/ml; in 40ml)
derived from the various isolates were placed in plastic cups
(110 ml) containing distilled water (50 ml) and covered with
lids, each perforated with a 2cm diameter hole in order to
allow adequate aeration. The cups were then incubated at 8,
16, 20, 24 or 28°C, for 15, 30, 60, 90, 120, 150 or 180 days,
under constant darkness. Each treatment was replicated four
times. After incubation, the 1J suspension was thoroughly
mixed, concentrated to 0.5ml by decantation and transferred
to a test tube together with 3 ml of stain solution. The result-
ing mixture was incubated in a water bath at 60°C for 20min
and allowed to cool at room temperature in order to permit
the sedimentation of the IJs. The supernatant (ca. 2.5ml) was
discarded, 3ml of water: glycerine (1:1) solution was added
to the concentrated 1J suspension, and the mixture was stored
at room temperature until required for histological analysis.

Table 1. Percentage of lipids present during storage of 1Js from Heterorhabditis sp. CCA for 15 to 180 days at different temperatures.

Day Temperature (°C)
8 16 20 24 28

15 87.8+0.51 ABa 88.7+1.27 Aa 83.7+1.58 Ca 84.7+1.35BCa 73.5+3.63 Da
30 89.8+£0.56 Aa 81.6 £ 1.06 Bb 81.7+1.04 Ba 79.9 £ 1.78 Bb 65.8+1.01 Cb
60 81.6 £ 0.40 Ab 76.6 £ 1.16 Bc 68.5+2.34 Cb 61.3+2.45Dc 52.7+1.56 Ec
90 87.0+1.99 Aa 80.1+1.61 Bbc 70.6 £ 1.93 Cb 28.6 £3.58 Dd 21.6+1.67 Ed
120 80.3+1.49 Ab 68.3+1.30 Bd 59.3+1.78 Cc 0.0+ 0.0 De 0.0+ 0.0 De
150 68.1+£2.54 Ac 58.6 £ 1.65 Be 50.8+0.57 Cd 0.0 £ 0.0 De 0.0+ 0.0 De
180 552+ 1.55Ad 51.3+4.9Bf 47.1+1.67Cd 0.0+ 0.0 De 0.0+ 0.0 De

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).
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Table 2. Percentage of lipids present during storage of 1Js from Steinernema carpocapsae for 15 to 180 days at different temperatures.

Temperature (°C)

Day
8 16 20 24 28

15 85.9+2.67Aa 82.6 £5.56 Aab 82.8+0.46 Aa 68.7+2.04 Ba 70.2 £ 1.46 Ba
30 85.8 +£3.98 Aab 86.2+2.03 Aa 80.2+1.41 Ba 71.8+1.58 Ca 61.2+3.27Db
60 78.9 +£3.00 Acd 68.5+2.37Bd 65.3+1.62 Bb 49.0 +6.62 Cb 37.5+3.26 Dc
90 80.3 +1.48 Abc 74.9+2.27Be 70.2+1.23 Bb 4.0+0.48 Cc 1.4+287Cd
120 73.5+3.5Ad 66.7+0.71 Bd 48.2+1.43 Cc 1.7+ 1.98 Dc 0.2+0.42 Dd
150 63.1+1.85Be 68.7+2.54 Ad 42+736Cd 0.0+0.0 Ce 0.0+0.0Cd
180 61.3+1.92Ae 60.5+1.17 Ae 1.2+0.49 Bd 0.0+0.0 Bc 0.0+ 0.0 Bd

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).

Table 3. Percentage of lipids present during storage of 1Js from Heterorhabditis sp. JPM4 for 15 to 180 days at different temperatures.

Temperature (°C)

Day 8 16 20 24 28
15 80.9+0.44 ABa 86.6+2.79 Aa 85.5+3.02ABa 81.4+7.01 ABa 78.4+4.33 Ba
30 80.5+0.94 ABa 84.0+1.75 Aa 80.2+0.43 ABab 76.2+4.37Ba 73.7+3.11Ba
60 774+ 1.82 ABa 79.0 + 1.36 Aab 71.4+7.33 BCc 66.6 £ 3.84 CDb 63.2+3.89 Db
90 61.9+9.01 Ab 65.2+4.37 Ac 69.0 £2.50 Ac 30.6 +4.48 Bc 5.7+4.44 Cc
120 59.5+2.12 Abc 55.2+2.07 ABd 50.0 + 1.40 Bd 7.5+730Cd 0.0+0.0 Dc
150 50.8 +£3.66 Ad 42.4+3.22Be 40.3+0.84 Be 0.0+0.0Cd 0.0£0.0 Cc
180 52.5+2.61 Acd 40.1 +£1.71 Be 21.2+2.68 Cf 0.0+0.0 Dd 0.0+0.0 Dc

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).

For each treatment repetition, three stained nematodes,
taken randomly from the stored suspension, were placed onto
a glass slide and observed and photographed using a trinocu-
lar microscope Olympus SZ40. The total IJ body area and the
areas corresponding to the red-stained lipids were estimated
from the digitized images with the aid of Image Tool for Win-
dows version 3.0 (The University of Texas Health Science
Center, San Antonio, Texas), from which it was possible to
determine the percentage of triglycerides in relation to body
area.

The effects of storage on the infectivity of 1Js towards
larvae of G. mellonella were evaluated by placing five lar-
vae into a Petri dish (Scm diameter) lined with filter paper
and adding a 0.5ml aliquot of 1J suspension that had been
treated as described above. Dishes were incubated at 24+1°C
for 3 days, after which the mortality rates of the larvae were

determined. Each treatment was replicated four times. Gal-
leria mellonella larvae were tested as control applying water,
without 1J.

The percentage data corresponding to lipid concentration
and infectivity of the stored 1Js were submitted to variance
analysis and to the Tukey test (p>0.01) for comparisons be-
tween the means.

Results

Concentration of lipids in IJs after storage at different
temperatures. The concentrations of neutral lipids, ex-
pressed as percentages of the total body areas of the 1Js, var-
ied between the species tested. Maximum values were de-
tected in newly emerged 1Js. The average of neutral lipids
for newly emerged 1J just before storage were 97.4% for S.

Table 4. Percentage of lipids present during storage of 1Js from Heterorhabditis sp. P1 for 15 to 180 days at different temperatures.

Temperature (°C)

Day
8 16 20 24 28
15 81.2+13Aa 85.7+2.9 Aa 81.3+1.88 Aa 78.6 +2.87 Aa 68.1 +2.63 Ba
30 79.8 +£2.08 ABa 81.9 +£2.93 Aab 77.6 £2.54 ABa 73.9+3.74 BCa 68.5+2.06 Ca
60 76.5+2.35Aa 77.5+1.87 Abc 74.5 +3.63 Aab 59.6 +1.92 Bb 54.0+2.17 Bb
90 75.7+7.76 Aab 70.4+5.83 Ac 68.8 +6.47 Ab 36.3+9.98 Be 343+5.12 Bc
120 68.0 +4.54 Abc 449+29Bd 39.4+1.46 Be 46+9.27Cd 0.0+0.0Cd
150 60.7 +3.84 Ac 42.5+2.51 Bde 38.0+1.94 Bc 0.0+ 0.0Cd 0.0+0.0Cd
180 52.0+4.5Ad 35.0+£2.76 Be 13.5+2.66 Cd 0.0+ 0.0 Dd 0.0+ 0.0 Dd

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).
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Table 5. Percentage of lipids present during storage of 1Js from Steinernema riobrave for 15 to 180 days at different temperatures.

Temperature (°C)

Day
8 16 20 24 28

15 84.7+1.27Aa 89.6£2.83 Aa 88.1+£3.14 Aa 85.3£4.60 Aa 71.3+8.20 Ba
30 83.4+1.36 Aa 87.6 £2.53 Aab 86.3+2.52Aa 73.4 +4.05 Bb 71.4+2.07 Ba
60 83.0+£3.90 Aa 81.5+2.31 Ab 78.8£1.32Ab 69.0+1.19 Bb 585+1.61Cb
90 82.5+0.96 Aa 81.9+0.93 Ab 81.7+2.19 Aab 57.6 £2.65 Bc 329+287Cc
120 80.5+2.71 Aab 61.5+1.31Bc 43.1+10.6 Cc 29.3£3.54 Dd 26.8+1.91 Dc
150 78.4+2.96 Aab 53.6+2.38 Bd 352+3.06 Cd 8.7+ 1.79 De 0.0+0.0 Ed
180 75.0 = 1.41 Ab 38.4+4.47 Be 323+3.25Cd 9.8+0.52 De 0.0+0.0 Ed

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).

riobrave, 90.3% for S. carpocapsae, 89.2% for Heterorhab-
ditis sp. P1, 88.6% for Heterorhabditis sp. CCA and 90.7%
for Heterorhabditis sp. JPM4.

The intensity of the lipid stain was stronger in the area of
the intestine and lighter in the anterior portion, with irregular
spots distributed throughout the body (Fig. 1). For all of the
nematodes studied, the percentage of lipids generally dimin-
ished with time, although there were variations in the rate
of decrease depending on the temperature of storage on the
EPN. At temperatures between 8 and 20°C, the 1Js conserved
lipid reserves longer, whereas between 24 and 28°C, the per-
centage of lipids diminished rapidly. After 180 days at 24 and
28°C the reserves of lipids were reduced to < 50% in 90 days,
and were almost completely depleted after 120 days (Tables
1-5). Between 8 and 16°C, the 1Js were motionless, and for
S. carpocapsae it was possible to observe that the typical “J”
form. In contrast, between 20 and 28°C, the 1Js were in con-
stant motion. Hence, the maintenance of lipid reserves was
more efficient when 1Js were stored at 8 or 16°C, independent
of species or strain, even when the 1Js were dead.

Infectivity of 1Js after storage at different temperatures.
For all of the nematodes studied, the 1Js stored for 0 days
showed the highest mortality rates towards larvae of G. mel-
lonella. For Heterorhabditis sp. P1, S. carpocapsae and S.
riobrave these mortality rates were 100%, for Heterorhab-
ditis sp. CCA was 95% and for Heterorhabditis sp. JPM4

v
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was 97.5%. The percentage infectivity of 1Js diminished
upon storage, but the rate of reduction varied according to
storage temperature and EPN. At temperatures of 24 and
28°C, the ability of all nematodes to infect insect larvae
typically diminished after just 15 days storage. On the other
hand, the infectivities of IJs from S. carpocapsae and S. rio-
brave were unaffected by storage at 8°C for up to 90 days,
although those of IJs from the Heterorhabditis species were
greatly reduced after 15 days of incubation under such con-
ditions. Indeed, 1Js from Heterorhabditis sp. CCA were no
longer able to infect G. mellonella larvae after 60 days of
storage at 8°C. Thus, the 1Js from Heterorhabditis isolates
were less tolerant to both the lowest (8°C) and the highest
(24 and 28°C) temperatures tested in comparison with those
from Steinernema species.

The most favorable temperature for the maintenance of
EPN infectivity was estimated to be between 16 and 20°C,
since the percentage infectivities after an incubation period
of 180 days were 72.5% for S. carpocapsae, 70.0% for S.
riobrave and 62.5% for Heterorhabditis sp. CCA with stor-
age at 16°C, and 40% for Heterorhabditis sp. PI, 60.0% for
Heterorhabditis sp. CCA and 67.5% for Heterorhabditis sp.
JPM4 with storage at 20°C (Tables 6-10).

Correlation between lipid content and infectivity. In the
case of IJs from the two Steinernema species, a direct correla-
tion could be established at all storage temperatures between

[¢

i )

Figure 1. Variations in the concentration of lipids present in infective juveniles of Heterorhabditis sp. JPM4 I and Steinernema riobrave 11, as deter-
mined by oil red O staining, after storage at A. 15 days at 8°C; B. 180 days at 8°C; C. 15 days at 28°C; and D. 180 days at 28°C.
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Table 6. Percentage infectivity to larvae of Galleria mellonella during storage of 1Js from Heterorhabditis sp. CCA for 15 to 180 days at different

temperatures.
Day Temperature (°C)
8 16 20 24 28
15 92.5+5.0Aa 97.5+5.0 Aab 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 + 0.0 Aa 100.0 = 0.0 Aa
30 0.0+ 0.0 Bb 100.0+ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa
60 0.0+ 0.0 Bb 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa
90 0.0+0.0Cb 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 +£ 0.0 Aa 70.0 + 8.16 Bb 0.0+0.0Cb
120 0.0+ 0.0 Bb 87.5+12.5Ab 82.5+12.5Ab 0.0+ 0.0 Bc 0.0+ 0.0 Bb
150 0.0+ 0.0 Bb 67.5+£9.57 Ac 70.0+ 11.5 Ac 0.0+ 0.0 Bc 0.0+ 0.0 Bb
180 0.0+ 0.0 Bb 62.5+9.57 Ac 60.0 +8.16 Ac 0.0+ 0.0 Bc 0.0+ 0.0 Bb

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).

lipid content and infectivity, i.e. as the percentage of lipids
in the nematode body diminished, the infectivity to G. mel-
lonella larvae tended to decrease. With respect to the Heter-
orhabditis isolates, however, there was an inverse correlation
at 8°C, thus, despite a high lipid content infectivity was lost
after 60 days of storage.

After 180 days of incubation at 16°C all 1Js, except for
those derived from Heterorhabditis sp. PI, induced > 50%
mortality in G. mellonella larvae. For S. carpocapsae and S.
riobrave, the percentage infectivities were < 50% when the
lipid reserves fell below 20% and 32%, respectively. After in-
cubation at 8°C, all Heterorhabditis isolates presented low in-
fectivities even when the lipid content was high. Thus, IJs from
Heterorhabditis spp. PI, CCA and JPM4 that had been stored
for 180 days at 8°C could not induce mortality in G. mellonella
larvae although their lipid contents were 70%, 80% and 77%,
respectively. At storage temperatures > 8°C, infectivities of
around 50% were attained by 1Js from Heterorhabditis spp. Pl,
CCA and JPM4 that exhibited lipid contents of < 46%, 15%
and 15%, respectively. Hence, although the lipid reserves of
Heterorhabditis nematodes were adequately preserved at 8°C,
the infectivities of the 1Js were not.

Discussion

According to Grewal (2000), S. carpocapsae is able to sur-
vive longer in water at 5°C than other nematodes because it
adopts a “J” form, thus becoming quiescent and conserving
energy. The differential thermo-adaptation of some nema-
todes is associated with the accumulation of trehalose lipid,

a non-reducing disaccharide that plays a role in the main-
tenance of virulence during acclimatization to low (5°C) or
high (35°C) temperatures (Jagdale and Grewal 2003). The
amount of trehalose accumulated by different nematodes var-
ies with temperature, and this may confer specific advantages
to certain species, as revealed in the present study for Stein-
ernema sp. in which lipid reserves were preserved for longer
periods at all temperatures tested.

Some 1Js become inactive in water in order to conserve
energy, and this ability also varies with species. Several stud-
ies have shown that the percentage of inactive IJs in water
is greater for S. carpocapsae than for S. glaseri or H. bacte-
riophora (Lewis et al. 1995; Fitters and Griffin 2004). Addi-
tionally, a significant increase in infectivity towards G. mel-
lonella larvae was reported for H. megidis 1Js in the first two
weeks of storage in water, after which infectivity declined
(Fitters and Griffin 2004).

Molecular studies of genetic modulation have revealed
that 1J stress response is associated with proteins involved in
desiccation that are differentially regulated by more than 30
genes, thus determining a differential capacity for adaptation
to extreme environments such as excessive salt concentra-
tions, excessive temperature oscillations and low humidity.
The response to stress selects for 1J populations that are ge-
netically adapted to survive under severe conditions (Serwe-
Rodriguez et al. 2004; Bornstein-Forst et al. 2005), as is the
case for some Steinernema species that are well adapted to
resist large oscillations of temperature.

The levels lipids in Heterorhabditis isolates varied less
than in Steinernema isolates, and some of the lipids found in

Table 7. Percentage infectivity to larvae of Galleria mellonella during storage of 1Js from Steinernema carpocapsae for 15 to 180 days at different

temperatures.
Day Temperature (°C)
8 16 20 24 28

15 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 +0.0 Aa
30 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa
60 95.0+£5.77 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 +0.0 Aa 100.0 +0.0 Aa
90 90.0 + 8.16 ABab 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 82.5+5.0 Bb 27.5+9.57 Cb
120 80.0 + 8.16 Bb 95.0£5.77 Aab 90.0 + 8.16 ABa 0.0+0.0 Cc 0.0+0.0 Cc
150 65.0+12.9 Be 82.5+17.0 Abc 50.0+8.16 Cb 0.0+ 0.0 Dc 0.0+ 0.0 Dc
180 52.5+17.0Bc 72.5+17.0 Ac 47.5+5.0 Bb 0.0+0.0 Cc 0.0+0.0 Cc

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).
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Table 8. Percentage infectivity to larvae of Galleria mellonella during storage of 1Js from Heterorhabditis sp. JPM4 for 15 to 180 days at different

temperatures.
Day Temperature (°C)
8 16 20 24 28

15 77.0+8.71 Ba 95.0+10.0 Aa 100.0 + 0.0 Aa 100.0 + 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa
30 7.5+9.57 Bb 100.0 = 0.0 Aa 95.0+10.0 Aa 100.0 0.0 Aa 100.0 + 0.0 Aa
60 0.0+ 0.0 Bb 100.0 + 0.0 Aa 100.0 + 0.0 Aa 100.0 + 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa
90 0.0+0.0Cb 100.0 + 0.0 Aa 100.0 + 0.0 Aa 87.5+9.57 Bb 0.0+0.0 Cb
120 0.0+ 0.0 Bb 65.0£5.77 Ab 70.0 £ 8.16 Ab 0.0+ 0.0 Bc 0.0+ 0.0 Bb
150 0.0+ 0.0 Bb 60.0 £ 8.16 Ab 67.5+15.0 Ab 0.0+ 0.0 Bc 0.0+ 0.0 Bb
180 0.0£0.0 Cb 55.0+£12.9Bb 67.5+9.57 Ab 0.0£0.0 Cc 0.0£0.0Cb

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).

the latter were typically either not present or present only in
small amounts in the former. Additionally, Steinernema ne-
matodes survived longer than Heterorhabditis species from
which the lipids were depleted more rapidly. In all species of
Steinernema, a reduction in lipid reserves was observed from
the fourth week onwards with storage at 23°C, and from the
fifth week onwards with storage at 20°C (Lewis et al. 1995;
Patel et al. 1997; Fitters et al. 1999). The levels of lipids re-
serves observed in the newly-emerged 1J populations were
similar (i.e. between 80% and 96%) to those reported for S.
feltiae and H. megidis in which 1Js of the former survived for
16 to 20 weeks whilst those of the latter survived for only 12
weeks and with declining viability (Patel and Wright 1997).
The present study thus corroborates these previous reports
since the percentage of lipids in Heterorhabditis isolates
stored at 24°C diminished from the 30" day onwards at a rate
that was much higher than that observed for Steinernema spe-
cies. It has been reported that S. carpocapsae can regulate the
water content of its membranes depending on the tempera-
ture (Fodor et al. 1994), whilst S. riobrave accumulates large
proportions of unsaturated fatty acids at high temperatures
(Hatab and Gaugler 1999), characteristics that contribute to
the thermo-tolerance of these species.

According to Patel et al. (1997), the survival of S. carpo-
capsae and S. riobrave varies between 120 and 135 days, the
infectivities of S. riobrave, S. feltiae and S. glaseri, decline as
the lipid reserved are depleted. Moreover, the sizes of the 1Js
and the initial amounts of lipid present in their bodies appear
to be related to survival and the manner in which the organ-
isms use energy reserves. Thus smaller nematodes, like those

S. carpocapsae and S. riobrave, utilize their lipids more rap-
idly than larger 1Js like those of S. feltiae and S. glaseri (Patel
et al. 1997). In the present study, however, the infectivity of
S. carpocapsae 1Js was maintained even when lipid reserves
were low, suggesting that nematode populations are quite
heterogeneous and are able to use such reserves for differ-
ent purposes. Furthermore, the present findings demonstrated
the importance of locomotive activity of 1Js during storage in
water and the significance of the quiescent form for minimiz-
ing the use of energy.

Steinernema carpocapsae 1Js exhibited a rapid decline in
infectivity after 90 days of storage, which is similar to the
findings of Wright et al. (1997). These authors emphasized
that the use of glycogen as energy reserve ceases earlier on
whilst the lipid reserves continue for a much longer period,
perhaps explaining the initial rapid decrease in the infectivity
of S. carpocapsae. In Heterorhabditis 1Js, a direct relation-
ship between infectivity and the percentage of lipids was also
observed, as previously reported by Hass et al. (2002).

As stated by Wright and Perry (2002) the efficacy of the
selection of EPN isolates that are already adapted for com-
mercial use depends on a comprehensive knowledge of their
physiological and biochemical attributes. Clearly the quality
and quantity of lipids present in the [Js are of utmost impor-
tance, since such energy reserves critically influence the vi-
ability and infectivity of EPNSs.

Conclusions

Thus, this paper presents the importance of lipid reserves for
1Js, showing that temperature directly influences its variation

Table 9. Percentage infectivity to larvae of Galleria mellonella during storage of 1Js from Heterorhabditis sp. P1 for 15 to 180 days at different

temperatures.
Day Temperature (°C)
8 16 20 24 28
15 100.0 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 0.0 Aa 87.5+15.0 Ba
30 70.0 +11.5 Bb 100.0 0.0 Aa 100.0 0.0 Aa 100.0 0.0 Aa 90.0 + 14.1 Aa
60 0.0+0.0 Cc 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 92.5+9.57 ABa 85.0 + 12.6 Bab
90 0.0+0.0 Bc 100.0 £0.0 Aa 100.0 £0.0 Aa 87.5+12.6 Aa 0.0 +0.0 Be
120 0.0+0.0 Bc 67.5+9.57 Ab 70.0 +8.16 Ab 0.0+ 0.0 Bb 0.0+0.0 Be
150 0.0+0.0 Cc 47.5+5.0 Bc 62.5+9.57 Ab 0.0+0.0 Cb 0.0+ 0.0 Cc
180 0.0+ 0.0 Be 30.0+8.16 Ad 392+ 129 Ac 0.0+ 0.0 Bb 0.0+0.0 Bc

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).
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Table 10. Percentage infectivity to larvae of Galleria mellonella during storage of 1Js from Steinernema riobrave for 15 to 180 days at different

temperatures.
Day Temperature (°C)
8 16 20 24 28
15 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa
30 100.0 £ 0.0 Aa 100.0+£ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 97.5+5.0 Aab 95.0+10.0 Aa
60 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 92.5+9.57 Aab 90.0 = 14.1 Aa
90 97.5+5.0ABa 100.0+£ 0.0 Aa 100.0 £ 0.0 Aa 82.5+9.57 Bb 40.0 £8.16 Cb
120 87.5+£9.57 Aa 90.0 + 8.16 Aab 80.0£8.16 Ab 60.0 + 8.16 Be 47.5+15.0Bb
150 67.5+12.5Ab 80.0 + 14.1 Abc 70.0 + 18.2 Abc 32.5+12.5Bd 0.0+0.0 Cc
180 62.5+12.5 Ab 70.0 £ 14.1 Ac 62.5+9.57 Ac 0.0+£0.0 Be 0.0£0.0 Bc

Means followed by the same small letter within columns and same capital letter within lines are not significantly different by the Tukey test (p>0.01).

and correlates the decline of the reserve to a decrease in in-
fectivity for all species tested. By using this information it is
possible to handle properly the situations for greater success
in using EPNs.
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Dispersion de Encarsia formosa (Hymenoptera: Aphelinidae) parasitando
Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) en tomate bajo invernadero

Dispersion of Encarsia formosa (Hymenoptera: Aphelinidae) parasitizing Trialeurodes vaporariorum
(Hemiptera: Aleyrodidae) on greenhouse tomato crops

DIANA ELIZABETH PEREZ M.!, FERNANDO CANTOR R.2, DANIEL RODRIGUEZ C.* y JOSE RICARDO CURE?

Resumen: Hacia el afio 2003 el numero de hectareas sembradas con tomate en Colombia era de 16.000. Con el aumento
del area sembrada también aument? el efecto de plagas como la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vapo-
rariorum, capaz de causar pérdidas en el rendimiento hasta de 50%. Los métodos mas usados para el control de esta
plaga son el uso de insecticidas, practicas culturales como el deshoje, trampas de pegante amarillas y el uso de enemigos
naturales como Encarsia formosa. Aunque se ha demostrado la eficiencia de este parasitoide, no se ha determinado la
distancia maxima en la que el parasitismo alcanza niveles efectivos. Con este proposito se efectu6 un ensayo de libera-
cioén de E. formosa con base en la respuesta funcional, distribucion y densidad de la plaga en cada uno de los puntos de
muestreo del cultivo. En zonas donde se encontraron focos con densidades mayores de mosca blanca se liberaron mas
parasitoides y en consecuencia los porcentajes de parasitismo fueron superiores al resto del area. El radio de accion de
este parasitoide es de 8 a 10 m con un parasitismo maximo de 47,27%.

Palabras clave: Mosca blanca de los invernaderos. Control bioldgico. Parasitismo.

Abstract: In 2003 the number of hectares with tomato crops in Colombia, was over 16.000. With the increase of the cul-
tivated area, the number of plagues such as the white fly of the greenhouses, Trialeurodes vaporariorum, also increased.
The most common methods for the control of the white fly are the use of insecticides, cultural practices like defoliation,
yellow sticky traps and, the use of natural enemies like Encarsia formosa. Although the efficiency of this parasitoid
has been demonstrated, the determination of the maximum distance in which the parasitism reaches effective levels,
was needed. In order to reach this objective, E. formosa was released based on its functional response, and according
to the distribution and density of the plague in each sampling point. In those areas were higher densities of white fly
were found, more parasitoids were released. As a result the percentage of parasitism was higher compared with the rest
of the area. A radio of action between 8 to 10 m was found for this parasitoid, with a maximum parasitism of 47.27%.

Keywords: White fly. Biological control. Parasitism.

Introduccion

El tomate Solanum lycopersicon L., 1753 es una de las horta-
lizas mas cultivadas y actualmente Colombia ocupa el lugar
41 en produccion con 16.000 hectareas 20% de las cuales
se producen bajo cubierta (FAO 2007). Con el aumento del
area sembrada de esta hortaliza también se ha incrementado
el nimero e incidencia de plagas de importancia econdmica
para este cultivo. Dentro de las plagas mas importantes se
encuentran la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes
vaporariorum (Westwood, 1856) (Hemiptera: Aleyrodidae)
(Pedigo y Rice 2006) es una las principales plagas del cultivo
de tomate (Suarez y Lopez 1992; De Vis 2001) debido a que
los adultos e inmaduros succionan la savia de las hojas lo que
debilita la planta ¢ impide el desarrollo normal de los frutos
(Escobar y Lee 2001; Rodriguez y Cardona 2001). Adicio-
nalmente los inmaduros generan una sustancia azucarada lla-
mada mielecilla que propicia el desarrollo del hongo negro
conocido como fumagina (Salmeron 1991). Cuando las hojas
son cubiertas por esta sustancia se reduce el area fotosintéti-
camente activa (Rodriguez et al. 1996). Si se alcanzan den-
sidades elevadas de esta plaga el hongo alcanza los frutos,
reduciendo la activad del enemigo natural (Madrigal 2001)
por lo cual requieren un manejo post cosecha que incrementa
el precio del producto y reduce la calidad del fruto.

Esta plaga es controlada comiinmente con insecticidas y
se ha demostrado que su uso en Colombia ha sido excesi-
vo; cerca del 70% de los agricultores de nuestro pais usan
este método como unica alternativa (Cardona et al. 2005).
Las aplicaciones de insecticidas se hacen de forma regular
teniendo en cuenta umbrales de accion definidos en cultivos
como habichuela (Cardona et al. 1993) y en muchos casos
hasta tres veces por semana, esto tiene implicaciones en la sa-
Iud humana y los recursos naturales (Dent 2000), ademas de
reducir el efecto de enemigos naturales y aumentar la proba-
bilidad de aparicion de resistencia de la plaga a las sustancias
activas de los insecticidas (Cardona et al. 2005; Dent 2000).

Las hembras de E. formosa controlan las poblaciones del
insecto inmaduro pues parasitan ninfas de tercer instar (Hus-
sey y Scopes 1985) y entre tres o cuatro semanas después
emerge el adulto del parasitoide. Adicionalmente el adulto de
E. formosa se alimenta de ninfas de segundo instar (Soto et
al. 2001; Martin 1999; Van Lenteren 2003). El control biolo-
gico de T. vaporariorum con E. formosa esta bien descrito en
la literatura y su efectividad se ha demostrado en paises de
Europeos (Hoddle et al. 1998; Salmeron 1991). Sin embargo,
los criterios de liberacion reportados en dichas localidades no
son necesariamente aplicables a las condiciones de estableci-
miento de mosca blanca de los invernaderos en paises como
Colombia. Un criterio relevante en la practica es la distancia
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maxima a la cual los individuos son efectivos luego de la
liberacion, pues una misma cantidad de parasitoides podria
tener diferentes niveles de efectividad dependiendo de su dis-
tribucion en el campo. Teniendo en cuenta estos aspectos, se
determind el radio de dispersion de E. formosa como uno de
uno de los parametros de liberacion para mejorar el modo de
accion de este parasitoide en un cultivo comercial de tomate
en Boyaca, Colombia.

Materiales y Métodos

El presente trabajo se desarroll6 en un invernadero de 4.500
m? sembrado con tomate, ubicado a 1 km de Sutamarchan,
en el Departamento de Boyaca (Colombia), entre los meses
de febrero y abril de 2008. Para la toma de datos se us6 una
cuadricula imaginaria de 840 m? con 180 puntos de muestreo
separados entre si cada uno a 2m (Fig. 1). En cada punto se
marcd una planta en la que se estimo la densidad de ninfas de
tercer instar de mosca blanca y el porcentaje de parasitismo
de E. formosa durante todo el desarrollo del ensayo.

En este trabajo se hizo una modificacion de la metodo-
logia descrita por Bernal et al. (2008), para el monitoreo di-
recto de ninfas de tercer instar de mosca blanca de los inver-
naderos, con el fin de evaluar la mayor cantidad de muestras
posibles en una sola fecha de muestreo, se muestrearon dos
hojas por estrato por planta por punto de muestreo. Semanal-
mente se contd el nimero promedio de ninfas de tercer instar
y el nimero de hojas presentes en cada uno de los estratos.
Los datos se ingresaron al modelo disefiado por Bernal et al.
(2008) con el fin de estimar el nimero de ninfas en toda la
planta.

Para el analisis de los datos se uso el software GS+ (Ga-
mma Design Sofware 2002) versiéon 5.0 (Demo) (Liebhold
et al. 1993). Este programa genera un mapa de distribucion
espacial de la densidad de mosca blanca teniendo en cuenta
la semivarianza del nimero de ninfas de mosca blanca por
planta ingresados (Ludwig y Reynolds 1988). El tamaiio
de los focos se establecié usando las coordenadas en X y
Y de los cuatro puntos mas extremos, asumiendo para los
mismos una forma rectangular. La densidad de la plaga fue
determinada usando el valor de la variable Z (ninfas/planta)
mostrada por el programa en el foco, Z fue multiplicada
por la densidad de siembra del cultivo (3,3 plantas/m?) y el
area del foco. Con esta informacién y teniendo en cuenta

40
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Cama no muestreada

Cama muestreada

Figura 1. Esquema del invernadero donde se realizo el ensayo. La linea
punteada indica el area del cultivo que fue muestreada, y las lineas
indican las camas muestreadas y las no muestreadas.

la maxima capacidad parasitica de E. formosa (1:17, Para-
sitoide: plaga) (Aragoén et al. 2008) se estimo el numero de
parasitoides que fueron llevados a campo. Los parasitoides
fueron liberados en grupos de 120 pupas dispuestas en dis-
pensadores en los que se garantiza la emergencia de 100
adultos.

Tres dias después de establecer la densidad de ninfas en
cada foco se liberaron los parasitoides y de cuatro a cinco se-
manas después se contd el numero de ninfas de mosca blan-
ca melanizadas (oscuras) y el nimero de ninfas totales para
determinar el porcentaje de parasitismo promedio en cada
punto. Estas evaluaciones se hicieron teniendo en cuenta las
recomendaciones de Aragon et al. (2008) quienes encontra-
ron que 26 dias después de la liberacion se evidencia un bajo
porcentaje de parasitismo (Cerca del 30%), mientras que 70
dias después de la misma liberacién se encuentran valores
maximos de 72% de parasitismo. Los datos de esta variable
también fueron analizados en el programa Gs+ para determi-
nar su distribucion espacial. Por ultimo con ayuda del mismo
programa se generaron cuatro semivariogramas a partir de
los cuales se obtuvo la distancia maxima de parasitismo.

Resultados y Discusion

Para la primera semana las densidades de mosca blanca fue-
ron inferiores a las tres semanas siguientes (Figs. 2A, 3), por
lo cual fue usada una escala diferente. Asi las méximas den-
sidades de la plaga para esta semana se encontraron en los
bordes del invernadero con valores entre 529 y 562 ninfas de
tercer instar/planta. En la misma figura también se observa
que en toda el area muestreada se encontraron seis focos que
fueron las zonas donde se hicieron las liberaciones para la
primera semana.

Para la segunda semana de evaluacion (Figs. 2B, 3) las
densidades de la plaga alcanzaron hasta los 4,500 individuos/
planta en las afueras de los focos uno y dos con areas de
7,14m? y 2,06m? respectivamente. Para los puntos tres, cua-
tro y cinco se encontrd que las densidades de ninfas de tercer
instar de mosca blanca no superan las 3,500 ninfas/planta.
Adicionalmente se observo que los bordes del invernadero
son las zonas donde se encontraron las densidades de ninfas
de T. vaporariorum mas elevadas. Para esta semana se hizo la
liberacion de 6,500 y 1,500 pupas/foco de E. formosa en los
puntos uno y dos respectivamente.

La figura 2C muestra un aumento importante en la densi-
dad en tres de los focos para la tercera semana de evaluacion.
Por ejemplo, en el foco uno la densidad de mosca blanca paso
de 4,500/planta ninfas de tercer instar de mosca blanca en la
semana dos a 17,6204 ninfas en la tercera semana (aumento
del 62%) (Fig. 5). Para el foco dos se observa que pasa de una
densidad de 5,000 a casi 14,000 ninfas/planta.

Por ultimo en la cuarta semana de muestreo se ven tres
focos de mosca blanca, los focos uno y tres son los mismos
de las semanas dos y tres, mientras que el foco nimero dos se
encuentra un poco mas hacia el interior del invernadero. Para
la cuarta semana la densidad de mosca blanca en el foco uno
fue de 12,9128 ninfas/foco mientras que para la semana ante-
rior fue de 17,6204 ninfas/foco y fueron liberadas 7,599/foco
y 10,364/foco pupas del parasitoide, respectivamente. Esta
diferencia en las densidades de mosca blanca entre semanas
se pudieron haber originado por movimientos de adultos de la
plaga hacia el interior del invernadero en semanas anteriores
(Fig. 2D).
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Figura 2. Variacion de la densidad de poblacion de mosca blanca en las cuatro semanas de muestreo (A, B, C, D). Durante las cuatro
semanas de muestreo se encontrd que las mayores densidades de la paga se encuentran en las areas de ventilacion del invernadero, y a

través del tiempo estas densidades son mas altas.

Los mapas generados por el programa Gs+ muestran que
la distribucion espacial de mosca blanca de los invernaderos
es agregada (Fig. 2). Bernal et a/ (2008) mediante el indice
Varianza/media encontraron que la distribucion de ninfas de
mosca blanca es agregada durante todo el ciclo de cultivo
aunque practicas culturales como el despunte influyen signifi-
cativamente en que la distribucion sea de esta forma. Esto co-
incide con lo planteado por Basso et al. (2001) quienes encon-
traron que la distribucion de la plaga era agregada, mediante
el uso de la distribucion de probabilidad binomial negativa.

Para las cuatro semanas de muestreo se observa que las
mayores densidades de mosca blanca se encuentran hacia los
bordes del invernadero y en casos como el foco dos, se nota
un desplazamiento de las poblaciones de ninfas de tercer ins-
tar en la semana cuatro que probablemente fue ocasionada
por el movimiento de los adultos en busca de nuevo recurso
de nuevo. Adicionalmente la densidad de ninfas de mosca
blanca en la semana uno es similar en todos los focos, pero
para las semanas posteriores en los focos uno, dos y tres las
poblaciones de mosca blanca aumentan, mientras que en los
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Figura 3. Densidad promedio de mosca blanca/foco en cuatro semanas
de muestreo. Los seis nimeros corresponden a los focos donde se
hicieron las liberaciones del parasitoide.

focos cuatro, cinco y seis las densidades se mantienen simi-
lares a aquellas encontradas en la semana uno, por lo cual no
se libera el parasitoide en estos puntos.

Encarsia formosa ha sido objeto de amplios estudios para
determinar su efectividad como controlador de 7. vaporario-
rum. Dentro de estos trabajos se encuentra el realizado por
De Vis et al. (2002) quienes recomiendan iniciar las libera-
ciones del parasitoide cuando las poblaciones de mosca blan-
ca son menores a 0,05 adultos por planta para que el control
sea efectivo. La cantidad de individuos a liberar sugerida por
estos autores es de 5 individuos/m? semanalmente, e introdu-
cir pupas de E. formosa preferiblemente en lugar de adultos.
En el mismo trabajo de también se encontrd que bajo condi-
ciones de invernadero los porcentajes de parasitismo alcanza-
ron valores superiores al 80%. De igual forma Aragon et al.
(2008) presentan porcentajes de parasitismo hasta del 80% en
condiciones de confinamiento y afirma que estos valores pue-
den ser superiores. Sin embargo la forma de liberacion en el
primer trabajo es diferente a la del segundo ya que Aragon et
al. (2008) liberaron adultos recién emergidos de E. formosa,
mientras que De Vis et al (2002) liberaron pupas del parasi-
toide.

A diferencia de los trabajos anteriormente mencionados,
los porcentajes maximos de parasitismo encontrados en este
trabajo fueron del 40% y representaron casos extremos de
puntos especificos de muestreo, mientras que el promedio
general mostrd porcentajes maximos del 23% (Fig. 4) en
algunos de los focos. Estos resultados concuerdan en algu-
nos aspectos con los encontrados por Aragén et al. (2008),
quienes afirman que para los 35 dias después de la liberacion
de E. formosa se pueden observar las primeras ninfas de 70
vaporariorum con sintomas de parasitismo (melanizacion),
sin embargo, para este momento no todas las ninfas del her-
bivoro que han sido parasitadas presentan estos sintomas. Las
condiciones en las que se desarrollo el trabajo no permitieron
la evaluacion de esta variable hasta los 70 dias después de la
liberacion debido a dificultades de caracter logistico. Toman-
do en cuenta los datos reportados en este trabajo, se esperaria
que los porcentajes de parasitismo siguieran la misma ten-
dencia para los 40 dias de evaluacion restantes.

De esta forma para la primera semana de muestreo se en-
contrd que las zonas uno, dos y tres presentaron porcenta-
jes de parasitismo cercanos al 17% en comparacion con los
puntos cuatro, cinco y seis cuyos porcentajes fueron menores
(6%) (Fig. 4). Estos resultados demuestran que las diferencias

en los porcentajes de parasitismo de cada uno de los puntos
pueden estar relacionados con las liberaciones del parasitoide
en puntos donde las densidades de la plaga son mas o menos
altas segun corresponda.

Para la segunda semana de evaluacion el porcentaje de
parasitismo de E. formosa aumenta en las zonas cercanas a
los bordes del invernadero, donde se liberaron los parasitoi-
des. En la zona de liberacion uno el porcentaje de parasitismo
es del 17% al 20%, mientras que en los puntos dos y tres el
parasitismo alcanza el 10% (Fig. 4B). Este valor es mucho
menor que el encontrado para los mismos puntos en la pri-
mera semana de evaluacion, lo que se le atribuye a una labor
de deshoje realizada en la misma semana. De igual forma se
observa que hacia el interior del invernadero los valores de
parasitismo no alcanzan el 1%, lo cual corresponde a zonas
donde no se hizo ninguna liberacion.

Para la tercera semana (Fig. 4C) se observa que el porcen-
taje de parasitismo se eleva hasta cerca del 23%, en el punto
de liberacion uno. Este aumento se puede explicar como una
acumulacion de ninfas de mosca blanca que han sido parasi-
tadas por mas de tres liberaciones de E. formosa que se efec-
tuaron en el mismo punto.

Finalmente en la cuarta semana (Fig. 4D) se observo que
el porcentaje maximo de parasitismo es del 20% en los pun-
tos uno, dos y tres, mientras que zonas como el punto cuatro
de las semanas anteriores presentan porcentajes de parasi-
tismo inferiores al 1%. Por otra parte el punto 5 encontrado
en las dos primeras semanas aparece de nuevo en la cuarta
semana mostrando un valor cercano al 6% de parasitismo,
esto sugiere que las poblaciones de parasitoides liberadas en
las primeras semanas ya comienzan a tener efecto incluso en
puntos donde las liberaciones no se hicieron de forma perma-
nente.

Para la zona uno el porcentaje de parasitismo promedio
de E. formosa aumenta de 5%, en la primera semana a 15%
en la cuarta semana. En este punto se encontraron las densi-
dades mas altas de ninfas de mosca blanca/planta y valores
maximos de parasitismo cercanos al 40%. Por otra parte se
observa una disminucion en el porcentaje de parasitismo en
el punto dos, de la primera y segunda semana (19,5%) a la
tercera semana (5%), mientras que las zonas tres y cuatro los
valores de esta variable se mantienen constantes (2%). Las
zonas cinco y seis solo se evaluaron hasta la segunda semana
ya que los porcentajes de parasitismo fueron cercanos al 4%
y se mantuvieron por debajo de este valor a lo largo del pe-
riodo de evaluacion.

Aragon et al. (2008) encontraron que al liberar 30 avispas
de E. formosa por planta con una poblacion de 500 ninfas de
T vaporariorum es el tratamiento que mejor porcentaje de
parasitismo present6 (77,1%) en comparacion con los demas
tratamientos. Adicionalmente Tello et al. (2007) encontraron
que para controlar la plaga en plantas de tomate infestadas
con 15 a 45 ninfas de mosca blanca es necesario liberar seis
avispas en tres momentos, con lo que se obtienen porcen-
tajes de parasitismo cercanos al 50%. En ambos trabajos el
parasitoide recién emergido fue liberado directamente en las
unidades experimentales y bajo condiciones de confinamien-
to, mientras que en el presente trabajo la liberacion de E. for-
mosa se hizo en forma de pupas empacadas en dispensadores
y con una frecuencia de liberacion de dos veces por semana.
Esta diferencia en las condiciones de experimentacion expli-
ca los bajos indices de parasitismo encontrados durante el
desarrollo del trabajo.



214 Revista Colombiana de Entomologia

Diana Elizabeth Pérez M. y cols.

a3
2]
305 -
7
24
20
27
>210 2
20
17
13
10
115 6
3
6
1]
20
20 100 180 A
X
400
L)
05 @
aQ
7
4
20
> 210 z
<3
20
17
13
10
15 o
3
.6
0
20
20 100 18,0
X C

400
a3
K
305 ®
37
<2
e
27
>210 B
20
17
13
10
15 8
3
.6
o
20
20 100 180
X B
400

43
305 “
a0
37
k2
0
7
> 210 =
‘zo
17
12
10
115 6
3
.6
0
20
20 100 18,0
X D

Figura 4. Variacion espacial del porcentaje de parasitismo para las cuatro semanas de muestreo (A, B, C, y D). Los
mayores porcentajes de parasitismo se observan en las aéreas de ventilacion donde se encontraron las mayores densidades
de la plaga y donde se hicieron las liberaciones permanentemente, esto indica que el parasitoide permaneci6 cerca del

recurso alimenticio y su hospedero.

Aspectos como la presencia de hongos, la aplicacion de
quimicos para el control de otras plagas (tal es el caso de
Tuta absoluta con Tracer) dificultan la capacidad de btsque-
da del parasitoide. Segiin Koppert Biological Systems (2008)
este producto reduce hasta en un 75% la poblacion de adultos
de E. Formosa y no tiene ninglin efecto sobre pupas de este
enemigo natural. Auque las liberaciones del parasitoide se hi-
cieron en forma de pupa se podria pensar que la aplicaciones
de Tracer no tendrian ningtin efecto. Sin embargo el mismo
producto tiene dos dias de efecto residual tiempo durante el
cual pudo afectar los primeros adultos que emergieron en los
dias posteriores a la liberacion.

Por otra parte y siguiendo las recomendaciones hechas por
Tello et al. (2007), las liberaciones de pupas de E. formosa
se hicieron fraccionadas pero s6lo en dos momentos, debido
a facilidades en el transporte, almacenamiento y movilidad de
los dispensadores. Segun lo encontrado por estos autores si no

se siguen estas recomendaciones es probable que el fenome-
no de interferencia intraespecifica se vea reflejado en menores
porcentajes de parasitismo (Coiller y Hunter 2001) (Lopez et
al. 2005). Otro factor que pudo afectar los porcentajes de pa-
rasitismo es el almacenamiento y transporte. Las avispas eran
almacenadas en una nevera de icopor y mantenidas a una tem-
peratura de 5°C, sin embargo en estas condiciones no podian
permanecer mas de cinco dias porque la viabilidad del para-
sitoide era reducida por efecto del frio. En las dos primeras
liberaciones los dispensadores del parasitoide estuvieron so-
metidos a estas condiciones por cinco dias, lo que redujo los
porcentajes de parasitismo en las semanas uno y dos (Fig. 4).
Para determinar el radio de dispersion de E. formosa se
generaron cuatro semivariogramas correspondientes a las
cuatro semanas de evaluacion de esta variable y usando el
modelo Gaussiano que fue el que presento el valor de ajuste
mas alto (r =~ 0,84). Para las cuatro semanas se encontr6é que



Radio de dispersion de Encarsia formosa 215

=}

£ 14 -

:glzf ul

g m2

a 10 4

gsi m3

-z m4

€ 6

o m5

e 44

22_ 6
0,

1 2 3 4

Semana de muestreo

Figura 5. Porcentaje de ninfas de 7. vaporariorum parasitadas en cada
uno de los puntos de liberacion de E. formosa durante cuatro semanas
de evaluacion.

la pendiente de los semivariogramas es mayor a 5,33m y de
esa distancia hasta 8m la curva se estabiliza lo que se conoce
con el nombre de rango (Tabla 1). En la misma tabla tam-
bién se muestra el nugget que es el punto donde el valor de
la distancia de separacion es cero y la meseta que es donde
el porcentaje de parasitismo se estabiliza. Segln estos resul-
tados a distancias superiores de 8m del punto de liberacion
de E. formosa los porcentajes de parasitismo observados no
presentan correlacion con la distancia, lo que sugiere que a
distancias mayores no cabe esperar porcentajes de parasitis-
mo importantes.

Esta distancia encontrada esta relacionada con la caracte-
ristica sinovigenica de E. formosa (Van Roermund 1997). A
diferencia de los parasitoides pro-ovigénicos, los parasitoides
sinovigénicos tienen la tendencia a mantenerse en el foco de
infestacion donde se encuentra su hospedero. Este fenome-
no fue reportado por Cantor (2001) al comparar diferentes
parametros bioldgicos, entre esos la capacidad de dispersion
de tres parasitoides de la broca del café. Estas caracteristicas
permiten que E. formosa sea considerado un buen controla-
dor biolégico de T vaporariorum en comparacién con otros
enemigos naturales en condiciones del altiplano de Bogota,
tal es el caso de Amitus fuscipennis (MacGown and Nebeker,
1978) el cual tiene una mayor frecuencia de oviposicion, em-
plea menos tiempo en la manipulacion de la presa y en otras
actividades diferentes al parasitismo (Fuentes 2001; de Vis et
al. 2002); sin embargo, E. formosa presenta mayores porcen-
tajes de control con menor nimero de parasitoides liberados.
Este aspecto representa una ventaja para su uso en cultivos
comerciales de tomate donde la cantidad de individuos re-
queridos es elevada (De vis 2001).

Para el caso de otras especies sinovigénicas como Cepha-
lonomia stephanoderis Betrem se encontrd que la dispersion
del parasitoide presentdé dependencia espacial hasta los 20
metros de distancia con respecto al punto de liberacion, zona
en donde se encontraron porcentajes de parasitismo del 10%

Tabla 1. Valores de los parametros del modelo Gaussiano que fue
empleado para determinar el radio de dispersion de E. formosa (Rango).

Semana Meseta Rango Nugget R?
1 0.49 8.00 0.049 0.76
2 0.860 8.00 0.1400 0.84
3 0.295 8.00 0.0144 0.80
4 0.468 8.00 0.0230 0.74

al 50% (Aristizabal 1995), mientras que a distancias mayores
a 20 metros la concentracion de avispas y el porcentaje de
parasitismo fueron menores. Esta diferencia entre las distan-
cias de dispersion y su correlacion con el porcentaje de pa-
rasitismo para cada uno de los parasitoides se puede explicar
por el tamafio de los mismos ya que E. formosa es un mi-
crohimenoptero que mide 0,6mm aproximadamente mientras
que C. stephanoderis mide de 1,6 a 2,0 mm, si el tamafio del
parasitoide es mas grande el radio de dispersion del mismo
sera mas grande. Esta distancia también es comparable con la
encontrada por Vergara (1998) para el parasitoide de la broca
del café, Phymastichus coffea La Salle (Hymenoptera: Eulo-
phidae), el cual mostré una mayor concentracion de avispas a
una distancia maxima a 23 metros con un porcentaje de para-
sitismo del 94,74%. En el mismo trabajo también se encontr6
que distancias de 23 a 60 metros presentaron parasitismos del
31,29%.

Conclusiones

Los porcentajes de parasitismo sobre ninfas de tercer instar
de T. vaporariorum cercanos al 40% y evaluados 35 dias des-
pués de la primera liberacion demuestran que E. formosa es
capaz de controlar los focos de la plaga y permanecer en los
mismos durante su periodo como adulto. Por otra parte, la
distancia de dispersion de los adultos de E. formosa a 8m
del punto de liberacion indican que este parasitoide forrajea
inicialmente en el punto donde fue liberado, alli parasita los
hospederos que encuentra y permanece hasta que su recurso
se agota. Cuando esto sucede si decide ir en busca de mas
hospederos no muy lejos de la zona donde fue liberado. Es-
tos resultados pueden usarse como punto de referencia para
hacer liberaciones de E. formosa como estrategia de control
preventiva en cultivos comerciales de tomate donde se ten-
gan en cuenta los focos de T. vaporariorum.
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Patogenicidad de aislamientos de hongos entomopatogenos contra
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) y Epilachna varivestis
(Coleoptera: Coccinellidae)

Pathogenicity of isolates of entomopathogenic fungi against Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
and Epilachna varivestis (Coleoptera: Coccinellidae)

CIPRIANO GARCIA G.!, MARIA BERENICE GONZALEZ M.2y NESTOR BAUTISTA M.}

Resumen: Con la finalidad de contar en Durango, México, con aislamientos nativos de hongos entomopatégenos con
patogenicidad contra Spodoptera frugiperda y Epilachna varivestis, principales plagas de maiz y frijol, respectiva-
mente, se evaluaron 97 aislamientos de los cuales se seleccionaron a Bb42 y Bb18 de Beauveria bassiana y Ma91 de
Metarhizium anisopliae, la actividad insecticida de éstos se midié mediante bioensayos con un disefio completamente
al azar aplicando diferentes concentraciones de esporas sobre larvas jovenes de ambos insectos, los datos de mortalidad
de larvas se analizaron con un ANOVA y una prueba de Tukey, la DLsyy TLs se determiné con el programa Polo PC.
El aislamiento Bb42 obtenido de larvas de S. frugiperda fue evaluado contra larvas del segundo estadio ocasionando
una mortalidad de 96,6 % a una concentracion de 1,0x10° esporas mL™! y tuvo una CLs, de 5,92x10° esporas mL"! con
un tiempo letal de 3,6 dias, siendo la mas virulenta de las seleccionadas. De igual forma el aislamiento Bb18 obtenido
de frijol fue el mas virulento contra E. varivestis, ya que causd una mortalidad de larvas neonatas del 93,3%, a 1,0x10°
esporas mL" a los 3 dias, con una CLs, de 1,20x10° esporas mL™' y tiempo letal de 5,1 dias (Tukey; p < 0,05). Con base
en estos resultados se concluyé que la patogenicidad de los aislamientos fue mayor cuando se obtuvieron directamente
del insecto que de suelos cultivados con maiz y frijol, asi como cuando provienen del respectivo cultivo en el que se
encuentra la plaga.

Palabras clave: Conchuela del frijol. Gusano cogollero. Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae.

Abstract: In order to obtain native isolates of entomopathogenic fungi in Durango, Mexico, with pathogenicity against
Spodoptera frugiperda Fall Armyworm and Epilachna varivestis Mexican Bean Beetle, main pests of maize and beans,
respectively, 97 isolates were evaluated, Bb42 and Bb18 of Beauveria bassiana and Ma91 of Metarhizium anisopliae.
A bioassay using neonate larvae under completely randomized design of treatments per dose (ANOVA) and Tukey's
test were use to measure the insecticidal activity in both insects, mortality data were used to calculate LCs, and LTs.
The isolation Bb42 obtained from larvae of S. frugiperda and evaluated against second instar larvae of the same insect
showed the highest virulence 96.6% of mortality to rate of 1x10° spores mL-!, with LCs, of 5.92x10° spores mL"', and
lethal time of 3.6 days; isolation Bb18 from beans was highly virulent against neonate larvae of E. varivestis, 93.3% of
mortality to 1x10° spores mL™' with an LCs, of 1.20x10° and lethal time of 5.1 days (Tukey, p < 0.05). In conclusion, the
pathogenicity of the isolates was greater when were obtained directly from the insect hosts than from maize and beans

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9077

soil samples, as well as when it’s are obtain from their respective host culture where was find the pest insect.

Key words: Mexican Bean Beetle. Fall Armyworm. Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae.

Introduccion

En el Estado de Durango, México, se cultivan anualmente
231.497,61 ha de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y 146.587,00
ha de maiz (Zea mays L.) siendo los cultivos de mayor im-
portancia econdmica, ya que cubren el 71,43% del total
de la produccion agricola (SAGARPA 2009). Los insectos
plaga que causan los mayores dafos a estos cultivos son el
gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E Smith 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) y la conchuela del frijol Epilachna
varivestis (Mulsant, 1850) (Coleoptera: Coccinellidae). Una
alternativa viable para el control bioldgico de estos insec-
tos son los hongos entomopatdgenos (HE): Beauveria bas-
siana (Balsamo-Vuilleimin, 1912), Metarhizium anisopliae
(Metsch-Sorokin, 1883) y Nomuraea rileyi (Farlow-Samson)
(Lezama et al. 2005; Molina et al. 2003; Garcia et al. 1999;
Morales y Rochling 1998).

Debido a la importancia de contar con aislamientos nati-
vos con patogenicidad para el control de estos insectos, adap-
tados a las condiciones climaticas de una region, Lezama et

al. (2000) colectaron larvas de S. frugiperda logrando aislar
cepas de B. bassiana, N. rileyi ¢ Hirsutella sp., de cultivos de
maiz y sorgo en Michoacan, Colima y Jalisco, mientras que
en suelo encontraron a B. bassiana, M. anisopliae ¢ Isaria
fumosorosea (Wize 1904). Con este mismo fin, Molina ef al.
(2003) tomaron muestras de suelo y colectaron larvas de S.
frugiperda en campos cultivados con maiz, sorgo Sorghum
vulgare (Pers.) y pasto Sudan Sorghum sudanense Piper (Sta-
pf, 1917) en seis Estados de la Republica, donde también
encontraron larvas infectadas con N. rileyi e Hirsutella sp.,
mientras que del suelo aislaron solo B. bassiana y M. aniso-
pliae.

Respecto a E. varivestis, Garcia et al. (1999) evaluaron
la susceptibilidad de 10 cepas de coleccion sobre larvas de
tres dias de desarrollo, las cepas fueron aisladas de insectos
de diferentes o6rdenes y las mas patogénicas fueron obtenidas
de coledpteros: Diabrotica sp., Geraeus senilis (Casey, 1920)
(Coleoptera: Curculionidae), Diabrotica balteata LeConte
(Coleoptera: Chrysomelidae), Hippodamia convergens (Gue-
rin-Meneville, 1842) (Coleoptera:Coccinellidae) ¢ Hypothe-
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nemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:Scolytidae). De
éstas la que generd mayor mortalidad fue la que se aislo
de Diabrotica sp., con 96.6 % de mortalidad a una dosis de
1,27x107 esporas/mL en comparacion con las que no fue-
ron aisladas de coledpteros, lo que sugiere que existe cierto
grado de especificidad de cepas dependiendo de la ubicacion
taxonomica del insecto (Srisukchayakul ez al. 2005); la que
mostréd menor toxicidad (66 %) fue la cepa aislada de Cydia
pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Tortricidae).

Por otro lado, Behle et al. (2006) evaluaron la efectividad
toxica de blastosporas y esporas de 1. fumosorosea utilizando
dos tipos de bioensayos; uno por aplicacion topica y otro por
contaminacion de dieta natural (hojas de frijol) a una concen-
tracion de 1x10% esporas mL™! sobre larvas del tercer estadio
de E. varivestis, se demostrd que las blastosporas fueron mas
efectivas que las esporas, ademas el bioensayo por aplica-
cién topica tuvo una mejor CLsy (2,34x10% esporas mL! y
9,88x10°blastosporas mL") que el bioensayo por contamina-
cion de dieta (9,39x108 esporas mL' y 3,47x107 blastosporas
mL"), tanto para blastosporas como para esporas.

En relacion con la patogenicidad de HE sobre S. frugi-
perda, Lezama et al. (1996) evaluaron seis cepas sobre hue-
vecillos y larvas a una concentracion de 1x108 esporas mL;
y observaron que resultaron mas efectivas las cepas de M.
anisopliae y la combinacion de I. fumosorosea'y P. javanicus
(Friedrichs & Bally) (94 y 100 %), los valores de CLs, fueron
de 9,8 x 10° y 5,6 x 10° conidias mL™! para huevecillos y de
3,9x 10°y 1,5 x 10* conidias mL"! para larvas, con un tiempo
letal medio (TLsp) de 1,3 y 3,3 dias, respectivamente. Por la
importancia de obtener aislamientos nativos de HE para el
control bioldgico de estas plagas, se realizo el presente traba-
jo cuyo objetivo fue: Evaluar la patogenicidad de aislamien-
tos provenientes de suelo e insectos colectados en cultivos de
maiz y frijol, contra larvas del gusano cogollero y conchuela
del frijol.

Materiales y Métodos

Se obtuvieron 39 muestras de suelos cultivados con maiz
y frijol en los municipios de Guadalupe Victoria (GV)
(24°27°31,6”N  104°05°37,3”W) con altitud de 1997
m.s.n.m., y Francisco 1. Madero (FIM) (24°24° 16,5” N
104°20°45,2”W), con altitud de 1958 m.s.n.m, en el Estado
de Durango, México (Tabla 1).

Se colectaron larvas de E. varivestis y S. frugiperda con
manifestacion de micosis, aspecto momificado o esporula-
cion del hongo. Los insectos se colectaron directamente de
las plantas y se pusieron en vasitos de plastico con capacidad
de 10mL, etiquetados por localidad y mantenidos refrigera-
dos en laboratorio. Los muestreos de larvas y suelos se rea-
lizaron semanalmente del 4 de julio al 26 de septiembre del
2008.

Para el aislamiento de HE de suelo se utilizd como insec-
to trampa a larvas de Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Pyralidae) que son altamente susceptibles a
hongos (Vanninen 1997). Cada una de las muestras de sue-
lo se tamizaron y se tomaron 300g, el cual se humedeci6 y
se colocd dentro de un recipiente de plastico junto con siete
larvas de G. mellonella del Gltimo estadio de desarrollo, el
recipiente con el suelo y las larvas se tapd y se invirtid. Las
muestras se incubaron por siete dias a 25+1°C (Bedding y
Akurst 1975). Pasado este tiempo, las larvas se recuperaron
del suelo y se desinfectaron superficialmente con hipoclorito

de sodio al 1%, se enjuagaron tres veces en agua destilada
estéril; se removio el exceso de agua y se colocaron en cajas
de Petri con papel filtro con el fin de mantener la humedad
relativa elevada, para favorecer el desarrollo de los hongos
las larvas se incubaron a 25°C durante siete dias (Hatting et
al. 1999), luego se aisl6é el HE por diferentes técnicas como
transferencia directa de hifas, impronta y maceracion del in-
secto, dependiendo del desarrollo del HE en el cuerpo del
insecto, hasta obtener cultivos puros.

La identificacion de los hongos se hizo considerando la
forma y el color de las hifas, esporas, células conididogenas
y fidlides, mientras que las caracteristicas macroscopicas se
basaron en la forma y color de la colonia, el crecimiento del
sinema y la apariencia del hongo sobre su hospedero (Hum-
ber 1998; Samson 1988).

La seleccion de los aislamientos se hizo con base en su
rapida esporulacion y alta viabilidad durante los primeros 15
dias. Las colonias de B. bassiana, M. anisopliae ¢ I. fumo-
sorosea se sembraron por estrias en cajas petri con el medio
de cultivo de referencia para cada hongo, para que el por-
centaje de germinacion no se viera disminuido. La viabilidad
se determind mediante microcultivos segiin Jiménez (1992),
con un microscopio de contraste de fases (objetivo 40 X);
las esporas se consideraron viables si el tubo germinativo era
dos veces el diametro de la espora, contando 400 esporas/
repeticion, la viabilidad debid ser superior al 90% para que
los aislamientos fueran considerados como efectivos (Milner
et al.1991).

Los aislamientos seleccionados se propagaron en medio
de cultivo liquido como se describe a continuacion, para ob-
tener un inoculo que se utilizé para la produccion de esporas
aéreas en sustrato solido, éstas fueron usadas para su evalua-
cion contra las larvas de E. varivestis y de S. frugiperda.

Una vez conservados los aislamientos en medio de culti-
vo papa dextrosa agar (PDA), se prepard una suspension de
los hongos adicionando 20mL de agua destilada estéril en el
tubo de ensayo, se raspo la superficie del medio de cultivo
con ayuda de una asa bacteriologica y dicha suspension se
coloco en 200mL de medio de cultivo liquido a base de me-
laza de cafia de azucar como fuente de carbono y sulfato de

Tabla 1. Origen de los aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae
(2008).

Clave Origen Localidad
Suelo Insecto
Bb17 G. mellonella* FIM
Bbl8 G. mellonella FIM
Ma85 G. mellonella GV
Ma63 S. frugiperda FIM
Bb09 S. frugiperda FIM
Bb34 G. mellonella GV
Bb56 S. frugiperda FIM
Ma62 S. frugiperda GV
Bbl12 G. mellonella GV
Bb42 S. frugiperda FIM
Bb52 S. frugiperda FIM
Ma91 S. frugiperda GV

Bb = B. bassiana, Ma = M. anisopliae, FIM = Francisco I. Madero, GV = Guadalupe,
Victoria. G. mellonella* = insecto trampa.



Patogenicidad de hongos entomopatdgenos 219

amonio como fuente de nitrégeno, posteriormente se coloco
en una incubadora-agitadora por 48h, a 27°C y agitacion
de 200rpm, hasta que el hongo alcanz6 el 80% de la fase
logaritmica de crecimiento, luego se inocularon en bolsas
con 250g de arroz previamente tratadas (lavado, estilado,
esterilizado), las bolsas se almacenaron en un cuarto a 27°C,
70% de HR, durante 15-18 dias (Garcia et al. 2006). Una
vez que las esporas germinaron se separaron del arroz con
ayuda de un tamizador automatico, posteriormente se redu-
jo el contenido de humedad (<10%) con ayuda de un deshu-
midificador, luego las esporas se formularon en Celite® en
proporcion 1:1, 1g de esporas/1g de Celite®, las esporas se
contaron en una camara de Neubauer y se determin6 la via-
bilidad de esporas formuladas mediante la técnica descrita
anteriormente.

Cria de insectos. Se recolectaron larvas y adultos de E. va-
rivestis en cultivos de frijol para establecer la cria masiva del
insecto en laboratorio (25+2°C, 60% de HR y 14:10 HL). Los
insectos se colocaron sobre plantas de frijol “Flor de Mayo”
sembradas en macetas hasta obtener larvas neonatas de la ter-
cera generacion de la colonia, las cuales se utilizaron en la
ventana de respuesta bioldgica y en los bioensayos para la
determinacion de la CLs,y TLs.

Se colectaron larvas de gusano cogollero en un cultivo
de maiz, las cuales se criaron individualmente en laborato-
rio con dieta artificial (Ashby 1972), se usaron recipientes de
plastico con capacidad de 10mL con tapa y en su interior se
colocaron 8g de dicta. Las pupas se pasaron a una camara de
emergencia con arena hiimeda, y una vez que alcanzaron el
estado adulto se colocaron en una bolsa de papel y dentro de
ésta se colocd un recipiente de Scm de didmetro con arena,
miel y agua, para alimentar a los adultos y obtener los hue-
vecillos, mismos que se pasaron a una caja Petri dentro de la
camara de cria (27+2°C, 80+10% de HR y fotoperiodo 14:10
HL) hasta la emergencia de larvas, las cuales se usaron en las
pruebas de patogenicidad.

Bioensayos de actividad insecticida. Con base en los me-
jores resultados de patogenicidad en las pruebas descritas se
obtuvieron ocho aislamientos de B. bassiana y cuatro de M.
anisopliae; se prepard una solucion base de cada uno a una
concentracion de 1x10° esporas mL™. A partir de ésta se pre-
paro una serie de diluciones para obtener las dosis requeridas
para causar el 0 y 100% de mortalidad de larvas. Para lo-
grarlo, se adicionaron 10 mL de agua destilada estéril sobre
el crecimiento del tubo de ensaye y 0,1% de Tween® 80%
como dispersante raspando la superficie con un asa, después
las esporas se contaron en una camara de Neubauer. Se em-
plearon veinticinco larvas por tratamiento de cada insecto,
por triplicado y agua destilada como testigo. La aplicacion
de los tratamientos se realizd sumergiendo las larvas por 30
segundos en cada suspension, posteriormente las larvas de S.
frugiperda se mantuvieron con dieta artificial y las de E. vari-
vestis con dieta natural, se incubaron bajo las condiciones de
cria previamente descritas. A las 72h se determind el nimero
de larvas muertas en cada aislamiento.

Analisis estadistico. Los resultados de mortalidad de larvas
en los insectos se analizaron mediante un diseflo completa-
mente al azar de tratamientos por dosis (ANOVA) donde los
tratamientos fueron los aislamientos Bb18, Bb42 y Ma91l y
las seis diluciones las dosis; se uso el programa SAS, ver 9.0.,

ademas de una prueba de Tukey para la comparacion de me-
dias entre los diferentes aislamientos y concentraciones (Pr
<F=0,05).

Seleccion de aislamientos. De esta manera se seleccionaron
los aislamientos Bb18, Bb42 de B. bassiana y Ma91 de M.
anisopliae, debido al mayor porcentaje de mortalidad de lar-
vas (>90%) y menor tiempo letal (<72h).

Para determinar la CLs, y TLs, se utilizaron los aisla-
mientos Bb18, Bb42 y Ma9l contra larvas neonatas de F.
varivestis. Para lograrlo, se prepard una suspension adicio-
nando 10mL de agua destilada estéril a un tubo de ensayo con
el hongo mas 0,1mL de Tween® 80, de ésta se tomd ImL y se
adiciono6 en 9 mL de agua destilada estéril, hasta obtener seis
diluciones seriadas (10° a 10#); en el bioensayo se utilizaron
25 larvas neonatas de E. varivestis, las cuales se sumergieron
30 s por separado en cada concentracion, se dejaron secar
y luego se colocaron en macetas con frijol para que se ali-
mentaran, cada 24h se observd el nimero de larvas muertas/
tratamiento.

Para los bioensayos con S. frugiperda se utilizaron los
mismos aislamientos, se obtuvo una suspensioén de esporas
raspando el contenido del HE con ayuda de una asa adicio-
nando 10mL de agua estéril mas 0,1mL de Tween® 80 (dis-
persante), se hicieron seis diluciones seriadas (10 a 10*).
De cada concentracion se adicioné 1mL/8g de dieta artificial
antes de que solidificara, también se utilizaron 25 larvas con
tres repeticiones, las cuales se incubaron de la misma forma
que para la cria y cada 24h se reviso de mortalidad de lar-
vas. A estos datos se les aplico un analisis Probit (POLO PC
1996) para conocer la relacion de las concentraciones con el
nimero de insectos muertos (DLsy y TLsy) a lo largo de las
horas, respecto al control.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de larvas de S. frugiperda y E. vari-
vestis a las 72h de inoculacion (ferror estandar de la media).
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Tabla 2. Mortalidad de larvas de S. frugiperda y E. varivestis en seis aislamientos a diferente concentracion de esporas de B. bassiana 'y M.

anisopliae.
Conc. S. frugiperda E. varivestis
Esporas mL! Bb18 Bb42 Ma91 Bb18 Bb42 Ma91
1x10° 69,3a* 96,66a 78,66a 93,33% 57,33a 20,00a
1x108 61,3a 81,33ab 62,66b 74,66b 36,00b 12,00b
1x107 48,0b 72,00abc 52,00¢ 65,33b 29,33¢c 9,33bc
1x10° 41,3b 68,00bc 36,00d 52,00c 21,33c 4,00cd
1x10° 33,3¢ 54,66bc 25,33e 36,00d 18,66¢ 4,00cd
1x10* 12,0d 50,66¢ 20,00e 20,00e 12,00d 4,00cd
Testigo 2,66¢ 4,00d 4,00f 2,66f 2,66e 0,00d

* Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0,05).

Resultados y Discusion

Aislamientos nativos de HE. De las muestras de suelo y lar-
vas en cultivos de maiz y frijol se obtuvieron 97 aislamientos,
de los cuales 57 fueron de M. anisopliae (58,7%), 36 de B.
bassiana (37,11%) y cuatro de I. fumosorosea (4,12%); de
63 larvas de S. frugiperda colectadas en campo, se encontrd
M. anisopliae en 37 y B. bassiana en 23, pero no se encon-
traron aislamientos de HE en larvas o adultos de E. varivestis
provenientes de campo. Respecto a esto ultimo, Ceryngier
(2000) y Beyene et al. (2007) sefialan que la infeccion natural
de HE en coccinélidos es menor a 20%. En el gusano cogo-
llero nuestros resultados concuerdan con los reportados por
Lezama et al. (2000) quienes encontraron que M. anisopliae
fue dominante (10,9 %), seguido por B. bassiana (4,7 %) e L.
fumosorosea, aislados del suelo y asociados a poblaciones de
S. frugiperda en diferentes localidades de México.

Seleccion de aislamientos nativos de HE. Del total de
aislamientos encontrados se seleccionaron ocho cepas de
B. bassiana y cuatro de M. anisopliae ya que fueron pato-
génicos, tuvieron un adecuado desarrollo en medio de cul-
tivo, un alto porcentaje de esporulacion a los 15 dias, y una
viabilidad superior al 90%. Con los aislamientos Bb18 y
Bb42 de B. bassiana y Ma91 de M. anisopliae se presentod
un rango alto de mortalidad de larvas de E. varivestis 'y S.
frugiperda del 93,2 al 100% (1x10° esporas mL™") a las 72h.
Con base en la actividad insecticida observada se seleccio-
naron soélo los aislamientos Bb18 de suelo cultivado con
frijol y Bb42 y Ma91, aisladas de larvas infectadas en maiz,

como las mas efectivas para el control de E. varivestis 'y S.
frugiperda (Fig. 1).

De acuerdo con la Prueba de Tukey (0=0,05), los aisla-
mientos mas patogénicos para el control de S. frugiperda fue-
ron Bb42 a las seis concentraciones y Ma91 moderadamente
(1x107-1x10%), también para E. varivestis (Bb18) a las tres
concentraciones mas altas; al comparar los valores medios y
bajos de mortalidad de larvas a las distintas concentraciones
se comprobo que los otros aislamientos fueron menos pato-
génicos a las concentraciones probadas (Tabla 2).

Actividad insecticida El aislamiento que tuvo la mas alta
patogenicidad sobre larvas de E. varivestis fue Bb18 de B.
bassiana, aislada de cultivos con frijol, con una mortalidad
de 93,3 % a dosis de 1,0x10%; la CLs, fue de 1,20x10° esporas
mLy el TLs, fue de 5,1 dias (Tabla 3). En los insectos trata-
dos se observo que el inicio de la infeccion fue a los 3 dias,
quedando cubiertos totalmente por el micelio a los 13 dias
después de haber aplicado las diferentes concentraciones.

El aislamiento que causdé mayor mortalidad fue el
obtenido de larvas infectadas de S. frugiperda en campo
(Bb42), con una mortalidad maxima de 96,6 % a 1x10° es-
poras mL"!, CLs, de 5,92x10% y TLs, de 3,6 dias (valor mas
bajo). Este resultado coincide con el TLs, reportado por Le-
zama et al. (1996) de 3,3 dias para el control de larvas de S.
frugiperda.

El aislamiento Bb18, el cual fue aislado de suelos culti-
vados con frijol causé una mortalidad de 69,3 % en larvas de
S. frugiperda. No obstante, al evaluarlo contra larvas de E.
varivestis caus6 una mayor mortalidad (93,3 %) a la misma

Tabla 3. Valores de CLs y TLs, de aislamientos de B. bassiana 'y M. anisopliae contra S. frugiperda y E. varivestis.

Limites fiduciales

Pendiente

Clave CL50 al 95% TLso
Bbl18 8,93x10° 1,77x10°-5,01x107 0,304 + 0,039 6,1 £0,288
S. frugiperda

E. varivestis 1,20x10° 3,24x10°-4,19x10° 0,428 + 0,043 5,1+0,288
Bb42 5,92x103 3,05x10%-4,07x10* 0,295 + 0,042 3,6 £0,288
S. frugiperda

E. varivestis 3,96x108 5,56x107-7,06x10° 0,274 + 0,044 5,8+0,288
Ma9l 8,18x10° 1,84x10°-3,85x107 0,355 + 0,042 45+0
S. frugiperda

E. varivestis 0 — 0,220 = 0,060 8,1 +0,577
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concentracion, mientras que el aislamiento Ma91 provenien-
te de larvas de S. frugiperda infectadas con M. anisopliae en
campo causé una menor mortalidad (78,6 %) en larvas de S.
frugiperda que B. bassiana. Sin embargo, para el control de
E. varivestis la mortalidad fue menor (20%).

Polanczyk y Alves (2005) aplicaron 100uL de una sus-
pension de B. bassiana de 1x10® esporas/mL en la superficie
de placas con dieta artificial para evaluar su toxicidad sobre
larvas de S. frugiperda, obteniendo una mortalidad del 30 al
45 %, la que fue mayor cuando se aplic6 en combinacion
con Bacillus thuringiensis Berlinier (58 %), esto indica la pa-
togenicidad del hongo probada en nuestro ensayo con este
insecto.

En relacién con la seleccion de cepas, Kaur y Padmaja
(2008) evaluaron 32 cepas de N. rileyi de diferente origen
geografico y huésped para el control de Spodoptera litura
(Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) encontrando tres
cepas altamente toxicas, donde el grado de variacion entre
aislamientos se relaciond con la muda del insecto. De forma
similar, en nuestro estudio también observamos que el mayor
numero de larvas muertas de E. varivestis se dio durante la
muda del insecto.

Al evaluar las diferencias entre el grado y la rapidez de la
infeccion de aislamientos de /. fumosorosea en lepiddpteros,
Altre y Vandenberg (2001) encontraron que las blastosporas
del aislamiento 4461 fueron capaces de penetrar a la cuticula
y proliferar en la hemolinfa de S. frugiperda a las 22h des-
pués de la inoculacion, mientras que el aislamiento 1576 no
fue efectivo, es decir que no hubo penetracion de las hifas del
HE en el insecto. Asi mismo, Srisukchayakul et al. (2005) su-
gieren que la germinacion de esporas en aislamientos nativos
depende del insecto hospedero, debido quizés a la variacion
del integumento, la penetracion de los HE a través de la cu-
ticula es a veces precedida por la formacion de un apresorio
que se fija a la epicuticula y proporciona el punto de apoyo
para los procesos mecanicos y enzimaticos. Lo anterior su-
giere que el origen de los aislamientos determina el grado de
patogenicidad, esto apoya el porqué los aislamientos de frijol
fueron mas efectivos contra E. varivestis y los de maiz contra
S. frugiperda, pues las quitinasas poseen el dominio de unién
a la quitina, componentes genéticos del insecto huésped, lo
que aumenta la capacidad de penetracion de aislamientos na-
tivos de HE (Fan et al. 2007). También podrian ser hongos
endofitos localizados en diversos cultivos propiciando la in-
feccion en diversas plagas (Vera 2008).

En sintesis se encontraron abundantes aislamientos nati-
vos de M. anisopliae y B. bassiana en campos cultivados con
frijol y maiz en la region de estudio, siendo posible aislar a
los dos hongos s6lo de gusano cogollero con potencial para
biocontrol. Fue evidente una mayor patogenicidad y virulen-
cia de los dos hongos dependiendo de su origen; el aislamien-
to Bb42 aislado de larvas de S. frugiperda en maiz fue el
mas virulento, mientras que para E. varivestis lo fue el Bb18
aislado del frijol.
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Larvicidal activity and seasonal variation of Annona muricata (Annonaceae)
extract on Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)

Actividad larvicida y variacién estacional del extracto de Annona muricata en Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)

ROSEANE CRISTINA PREDES TRINDADE®** JOSIANE DE SOUZA LUNA? MARIA RAQUEL FERREIRA DE

LIMA3, PAULO PEDRO DA SILVA!, and ANTONIO EUZEBIO GOULART SANT’ANA?

Abstract: The diamondback moth Plutella xylostella is an important pest of cruciferous plants, particularly of cabbage
(Brassica oleracea var. acephala). The activity of an ethanolic leaf extract of Annona muricata on the development of
the larvae and pupae of a laboratory culture of P. xylostella was evaluated, together with the seasonal variation of this
activity. Neonate larvae were fed with kale leaf discs that had been treated by immersion in solutions of A. muricata
extracts, and the effects on the duration and viabilities of the larval and pupal phases of the insect were determined.
The activities of the extracts varied significantly according to the time of collection of the leaf material and were
maximal for leaves collected during the dry period of the year (October-February). At the highest concentration tested
(5 mg.ml-1), the most active extract caused 100% larvae mortality; at lower concentrations, the duration of the larval
phase was increased by up to 2.6 days and the larvae survival was significantly reduced. The pupal phase was affected
far less by exposure to the extracts, although such duration was increased by up to 1 day in the presence of non-lethal
concentrations. The significance of these results with respect to the use of extracts of A. muricata for their insecticidal
activity is discussed.

Key words: Natural Insecticide. Diamond back moth. Brassica oleracea.

Resumen: Plutella xylostella es una importante plaga de las cruciferas, sobre todo de la col (Brassica oleracea var.
acephala). Es estudiaron los efectos estacionales del extracto de las hojas de Annona muricata en el desarrollo de las
larvas y pupas de P. xylostella provenientes de laboratorio. Las larvas recién eclosionadas se alimentaron con hojas de
col tratadas por inmersion con soluciones de los extractos de las hojas. Se determinaron los efectos en la duracion y
viabilidad del desarrollo de Ias fases de larva y pupa del insecto. La actividad de los extractos vario significativamente
segun el momento de recoleccidn de las hojas; la méxima actividad se obtuvo en el periodo seco del afio. En la mayor
concentracion probada (5mg.mL), hubo un 100% de mortandad de las larvas en el extracto mas activo: em las concen-
traciones mas bajas, la duracion de la fase larvaria, se incrementd hasta 2,6 dias y la viabilidad se redujo de forma signi-
ficativa. La fase de pupa fue menos afectada por la exposicion a los extractos aunque su duracion se haya incrementado
hasta en un dia en presencia de concentraciones no letales. Se discute la importancia de estos resultados frente al uso de

los extractos de A. muricata como insecticida.

Palabras clave: Insecticida Natural. Polilla espalda de diamante. Brassica oleracea.

Introduction

The cabbage or diamondback moth Plutella xylostella (Lin-
naeus, 1758): Lepidoptera, Plutellidae, known in Brazil as
“traca-das-cruciferas”, is one of the main pests of Brassica
crops and is to be found throughout the country (Castelo
Branco y Quimaraes 1990). The larvae of this insect feed on
the epidermis of Brassica leaves, particularly of kale and cab-
bage (Gallo et al. 2002), and, depending on the region and on
the time of planting, can cause a considerable reduction in the
commercial value of the crop (Villas B6as et al. 1990). Com-
monly employed tactics for the control of this pest require the
application of synthetic insecticides at a frequency of up to
three times a week (Castelo Branco 1998). More acceptable
methods of insect control are, however, available and include
the use of natural insecticides extracted from plants (Jacob-
son 1989), particularly within the context of an integrated
pest management program.

Numerous plant extracts have been screened for their le-
thal, repellent, ovicidal, anti-feedant and anti-fertility activi-
ties against insects, and, perhaps most significantly, for their

effects on insect hormonal systems (Hill 1990). The results
obtained, however, have shown divergence not only with
plant species but also with the part of the plant assayed, the
age of the specimen when harvested, the time of collection
and the precise form of extraction. Thus, Kumar ez al. (2000)
found a large variation in the insecticidal activity against the
second instar of P. xylostella of seeds obtained from 38 Neem
trees growing in six localities. Such variations could be di-
rectly attributed to qualitative and quantitative differences in
the chemical compositions of the seeds.

Along with their importance as sources of food materi-
als and of popular medicaments, many members of the An-
nonaceae are also valued as insecticides (Leatemia and Isman
2004b; and Isman 2006; Seffrin et a/. 2009). Indeed, accord-
ing to Hernandez and Angel (1997), about 29 species of An-
nonaceous plants exhibit insecticidal properties. Components
with insecticidal activity have been isolated from both the
leaves and the fruits of annonaceous plants and have typi-
cally been found to be acetogenins and alkaloids (Gonzalez
Esquinca et al. 2002; Isman 2006). Compounds with insecti-
cidal activity are particularly abundant in the genus Annona,
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having been detected in no fewer than 13 species. In this
context, the species Annona muricata L. (Annonaceae), com-
monly known as graviola, originates from Central America
and is widely cultivated because of the commercial value of
its edible fruit (Bories et al. 1991).

There have been very few studies concerning plants that
exhibit potential for the control of the cabbage moth, and
none that have examined the variability of such insecticidal
activity through the growing season. For this reason, the aim
of the present work was to evaluate the larvicidal potential
of extracts of leaves of A. muricata in the control of P. xylo-
stella, and to determine seasonal variation activity of the leaf
material through the calendar year.

Material and Methods

Plant material and preparation of plant extracts. Speci-
mens of 4. muricata were harvested from a commercial plan-
tation located at the Sitio Aldeia Verde in Maceid (Alagoas,
Brazil) and identified by Cicero Barros (Instituto do Meio
Ambiente do Estado de Alagoas - IMA, Maceid, Alagoas,
Brazil). A voucher specimen was deposited in the herbarium
at IMA with the identification number 8530. Samples con-
sisting of both young and mature leaves were collected in
October 2001 for the larvicidal study, and on the 17th day
of each month between April 2002 and March 2003 for the
seasonal evaluation of extracts. Data concerning the levels
of precipitation during this period were obtained from the
meteorological station of the Centro de Ciéncias Agrarias,
Rio Largo, Alagoas, Brazil (9°27’S 35°27° W 127 m.a.s.l).

A crude extract of the leaves of A. muricata was prepared
by steeping freshly comminuted material (200g) in 95% etha-
nol (1L) in a glass flask maintained at room temperature (26+
1°C) for 72h. The ethanolic mixture was filtered and concen-
trated under reduced pressure using a Buchi (Flawil, Swit-
zerland) model R-114 rotary evaporator, and stored in a la-
belled screw-capped bottle at 4°C until required for bioassay
in 2009. If water remained in the concentrated crude extract,
the material was stored in a vacuum desiccator over silica gel.
For the larvicidal assay, an accurately weighed aliquot (5g) of
the crude extract was dissolved in 10ml of dimethyl sulphox-
ide (DMSO; Merck, Darmstadt, Germany) and the volume
made up to 1L with distilled water. This stock solution was
diluted with an appropriate volume of distilled water to yield
test solutions containing 1, 2, 3, 4 and 5mg concentrated ex-
tract.mL-1.

Determination of larvicidal activity. A population of sec-
ond generation of P. xylostella in the Laboratory of Ecology
and Insect Behaviour (UFAL) under standard culture condi-
tions (26+1°C; 60+10% relative humidity; 12h photoperiod).

Seeds of cabbage [Brassica oleracea var. acephala (Bras-
sicaceae)] were germinated in expanded polystyrene trays
containing a commercial soil/compost mixture (top soil:
coconut fibre: sugarcane bagasse, 2:1:1) and maintained for
35 days in the greenhouse. Seedlings were transplanted into
seedbeds at the Institute of Chemistry and Biotechnology
(Universidade Federal de Alagoas - UFAL, Macei6, Alagoas,
Brazil) using standard procedures prescribed for the cultiva-
tion of this species (Filgueira 2003) but in the absence of in-
secticides.

Discs (10cm diameter) were cut with a scalpel blade from
around the midrib of leaves harvested from kale plants that

had been cultivated for 40-55 days following transplantation.
The discs were then immersed in an aqueous solution of the
test extract for 30s and air dried. Twelve newly hatched lar-
vae were placed onto the leaf discs contained in a Petri dish
and incubated under standard conditions. Larval lethality
was assessed at the start of the incubation period, again on
day three and then each day thereafter until the commence-
ment of the pupal phase (ca. 12 days). Leaf discs that were
completely consumed were replaced with fresh discs that had
been treated with the test extract in the same manner as the
originals.

Effects of the test extract on larval development, the
duration of the larval and pupal stages and the survival of
larvae and pupae were evaluated. The experimental design
consisted of six randomized treatments with five replicates
per treatment each involving observations of 12 larvae. In
all cases appropriate control experiments were conducted
employing kale leaf discs that had been immersed for 30s in
distilled water containing 1% (v/v) DMSO. Data were sub-
mitted to analysis of variance (ANOVA), and means were
compared using the Tukey test: statistical analyses were
carried out using SANEST software (version 3) (Machado
y Zonta 1991).

Seasonal variation in larvicidal activity. Variations in the
larvicidal activities of leaves of A. muricata were measured
using the assay previously described. In each case, an appro-
priate amount of crude extract was dissolved in DMSO and
diluted with distilled water to give a test solution with a final
concentration of 5 mg.ml-1. The experimental design consist-
ed of 13 randomised treatments (12 months + control) with
five replicates per treatment, each involving observations of
12 larvae. In all cases appropriate control experiments were
conducted employing kale leaf discs that had been immersed
for 30s in distilled water containing 1% (v/v) DMSO. Data
were submitted to ANOVA, and means were compared using
the X2 test: statistical analyses were carried out using SIS-
VAR software (Ferreira 2008).

Results and Discussion

Larvicidal activity of leaves of A. muricata. Larvae of P
xylostella suffered 100% mortality when exposed for up to
12 days to kale leaf discs that had been treated with a crude
ethanolic extract of freshly harvested leaves of A. muricata at
a concentration of 5 mg.mL-1 (Table 1). The mortality of the
larvae was also significantly increased (to 37.8, 46.2 and 64.8
%, respectively) following exposure to graviola leaf extracts
at concentrations of 4, 3, and 2mg.mL-1. Application of the
leaf extract at a concentration of 1 mg.mL-1 gave rise to 23%
larval mortality although this was not statistically significant-
ly different from the control.

The larvae that were killed by graviola extracts were
dark in colour and of small size. Many of the larvae died
during ecdysis because they could not liberate the exuvia,
which typically remained attached to the posterior part of
the abdomen and gave rise to the dark colouration observed.
Such morphological aberrations may result from the effect of
chemical components on the hormonal system of the insect.

When applied at concentrations of 4 or 3 mg.mL-1, the
graviola leaf extracts increased the duration of the larval
phase by 2.6 days compared with the control (Table 1). In
contrast, exposure to extracts at 2 or 1mg.mL-1 produced
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Table 1. Mortality of larvae and pupae, and duration of larval and pupal stages of Plutella xylostella exposed to ethanolic extracts of the leaves of

Annona muricata.

Concentration of extract Larval mortality (%)*

Duration of larval phase (days)*

Duration of pupal phase (days)*

(mg.mL™")
5 100.0 + 0.00? 0.00 +0.00 0.00 + 0.00
4 58.0 2.04° 10.6 £0.45¢ 52+0.182
3 53.0+7.26"% 10.6 £0.22° 5.6+£0.262
2 34.8+8.08 @ 8.8+0.46" 54+0.182
1 23.0+5.53% 8.2+0.09° 52+0.162
Control 1.6+1.67¢ 8.0+0.04° 4.0+0.05°

* Mean values (n = 5) + standard error: within each column, values labelled with different upper case letters are significantly different (P £ 0.05).

no significant prolongation of the larval phase. Increases in
the duration of the larval stage may be associated with the
observed lower rates of ingestion of food occasioned by
toxic components in the extract. Reduced consumption by
larvae would be expected to lead to a reduction in the dam-
age caused by the insect to the host plant (Rodriguez 1995).
Moreover, under field conditions, the longer the duration of
the larval stage the greater the chance that the larvae would
be attacked by predators, parasitoids or entomopathogens.

For those treatments that produced a decrease in the
growth rate of the larvae, an inverse correlation (r = -0.81; P
= 0.01) between the duration of larval stage and the viability
of the larvae could be demonstrated, even where the mean
values of the measurements themselves were not statistically
significantly different. Accordingly, it is proposed that leaf
extracts of A. muricata exhibit, at lower concentrations, in-
sectistatic characteristics although such extracts may not ex-
hibit an acute response against the insect, they would give
rise to an overall reduction in the adult population.

The pupal phase of P. xylostella was far less affected by
exposure to the extracts in comparison with the larval phase.
No statistically significant differences were observed in the
survival of the pupae between any of the treatments and the
control. Furthermore, although exposure to the extracts ap-
parently increased the duration of the pupal phase by one
day in comparison with the control (Table 1), no correlation
between the extent of this increase and the concentration of
extract was observed. It is clear that the larvae are more ex-

posed to the chemical constituents present in the extracts by
virtue of their feeding habits.

Seasonal variation in larvicidal activity. Percentages of
larvae killed following application of ethanolic extracts (at a
concentration of 5mg.mL-1) of leaves of A. muricata collect-
ed monthly over one year are shown in Fig. 1, together with
the monthly precipitation record for the same period. Extracts
exhibiting the greatest bioactivity were those obtained in the
period during which there was minimal or no rainfall. The
extract obtained in October 2002 proved to be 100% lethal
to larvae when applied at a concentration of 5mg.mL-1, sig-
nificantly different from the values recorded for extracts ob-
tained in the four subsequent months up until February 2003.
In contrast, mortalities induced by extracts obtained from
leaves harvested during other months of the year were vari-
able and generally rather low, with mean values ranging from
49.6% in May to 14.6% in August.

The yields of ethanolic extracts obtained from leaves of
A. muricata over the 12 month collection period are shown in
Table 2. There appear to be no association between yields of
extracts and larvicidal activity or level of precipitation.

The influence of the time of collection of plant material
on the profile and amount of secondary compounds pres-
ent has been the subject of a number of studies. Vesela et
al. (1999) reported that bark extracts of Taxus baccata L
(Taxaceae) collected at various times during 1993 and 1994
exhibited significant variations in the concentrations of five

Table 2. Yields of extracts obtained from leaves of Annona muricata collected during different months of the year.

Month / year of collection Fresh weight of leaf material (g)

Weight of dried extract (g) Yield (%)

April / 2002 290.00
May /2002 300.00
June / 2002 260.00
July /2002 320.00
August / 2002 300.00
September / 2002 280.00
October / 2002 300.00
November / 2002 330.00
December / 2002 360.00
January / 2003 230.00
February / 2003 280.00
March / 2003 310.00

38.69 13.34
17.31 5.77
17.47 6.72
26.62 8.32
34.53 11.51
31.36 11.12
32.96 10.99
40.52 12.28
60.95 16.93
33.70 14.65
20.36 7.27
40.18 12.96
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Figure 1. Observed mortalities of Plutella xylostella larvae exposed to
kale leaves treated with ethanolic extracts of leaves of Annona muricata
collected between the months of April 2002 and March 2003. The levels
of precipitation recorded in the field during the months of collection of
plant material are shown. Bars labeled with the different lower case let-
ters are significantly different from each other (P < 0.05) as determined
by the X2 test.

taxanes. These authors concluded that diterpenes were ac-
cumulated in highest concentrations in October and in low-
est amounts in January. Gu et al. (1999) reported that the
evaluation of annonaceous acetogenins varied quantitative-
ly in monthly samples of paw paw (4simina triloba). They
observed that the concentrations of the three major and
most active annonaceous acetogenins, bullatacin, asimicin
and trilobacin increased significantly in May and June. Oth-
er workers have also shown that the seasonal variation in
bioactive products can give rise to alterations in the biologi-
cal activity of plant material (Elsohly et al. 1997; Park et al.
1998; Dorn 2003).

The seasonal variation in the insecticidal activity of the
leaves of A. muricata revealed in the present study probably
reflects a significant variation in the accumulation of second-
ary compounds during the different seasons of the year. Fur-
ther studies need to be carried out, however, in order to deter-
mine the role of climate change on the accumulation of these
metabolites. In practical terms, the uniformly high larvicidal
activities exhibited by the leaves during the dry season sug-
gest that the most advantageous time of the year for the col-
lection of plant material for its insecticidal properties is from
October to February. Furthermore, the significant qualitative
and quantitative variations in the biological activity exhibited
by the leaf material imply important ramifications with re-
spect to the strategy involved in using the plant for the control
of the cabbage moth and for future studies concerning the
isolation and determination of the active principles.

In common with A. muricata, a number of Annonaceous
species contain toxic components that impart powerful insec-
ticidal activity to the plant and indicate their potential use in
the control of insect pests. Thus, Prates er al. (1999) reported
that extracts of seeds of araticum (4. crassiflora), supplied at
a concentration of 10mg.mL-1, were 100% fatal to larvae of
the maize pest Spodoptera frugiperda (Smith & Abbot, 1797)
(fall armyworm; “largarta-do-cartucho do milho”; Lepidop-
tera: Noctuidae) within 12 days of hatching. A. squamosa
(Annonaceae) has also been shown to possess potentially
valuable insecticidal properties (Gritsanapan 1997; Catarino
y Ezequiel 1999). Through activity-monitored fractionation
of seed extracts of 4. squamosa, Londershausen et al. (1991)

established that two of the active principles were the aceto-
genins annonin | and annonacin A.
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Relacion entre Polyphagotarsonemus latus (Acari: Tarsonemidae)
y el virus de la mancha anular del papayo (PRSV-p)

Relationship between Polyphagotarsonemus latus (Acari: Tarsonemidae) and the papaya ringspot virus (PRSV-p)

JOSE ANGEL ALCANTARA J.!, MA. TERESA SANTILLAN-GALICIA%, GABRIEL OTERO-COLINA2,
ANTONIO MORA A 2, M. ALEJANDRA GUTIERREZ E.} y ELIAS HERNANDEZ C

Resumen: Polyphagotarsonemus latus es una especie cosmopolita que afecta diferentes cultivos tanto en areas tem-
pladas como tropicales. El principal dafio ocasionado por esta especie es la reduccion o deformacion de hojas jovenes,
brotes, frutos y flores. Cuando P, latus se alimenta de hojas de papayo, éstas presentan clorosis y las hojas se enrollan.
En México, el daio causado por este acaro es conocido como “mano de chango” porque el area de las hojas de papayo
se reduce casi hasta las nervaduras. Este dafio es similar al causado por el Virus de la mancha anular del papayo (PRSV-
p). Debido a que P. latus y PRSV-p causan dafios similares a las hojas de papayo, el objetivo de esta investigacion fue
determinar el efecto de P. latus, PRSV-p y su posible interaccion en la reduccion del area foliar en plantas de papayo.
El diagndstico de PRSV-p se realizé mediante RT-PCR. Los efectos producidos por P. /atus fueron similares a los pro-
ducidos por PRSV-p; sin embargo, éstos pueden diferenciarse por la zona que es atacada. Los dafios de los acaros solo
se encontraron en las hojas mas jovenes, la clorosis siempre comenzaba de la vena central hacia la parte terminal de los
foliolos, a diferencia de la producida por el virus que podia presentarse en cualquier parte de la lamina foliar. La altitud
y el diametro de los tallos pueden verse afectados por la infestacion de los acaros, lo cual no sucede con la presencia
del virus.

Palabras clave: Papayo. Area foliar. Relacion acaro-virus.

Abstract: Polyphagotarsonemus latus is a cosmopolitan species that affects several crops in tropical and temperate
areas. The main damage caused by the infestation of this species is the reduction or deformation of young leaves, buds,
fruits and flowers. When P. latus feeds on young papaya leaves, these present chlorosis and down curled distorted areas.
In Mexico, the damage caused by this mite is called “monkey’s hand” because the area of the young papaya leaves is re-
duced leaving only the veins visible. This damage is similar to the symptoms caused by the infection of Papaya ringspot
virus-p (PRSV-p). As P. latus and PRSV-p may cause similar damage to papaya leaves, the aim of this investigation was
to determine the effect of P. latus, PRSV-p and their possible interaction in the reduction of foliar area. The diagnosis
of PRSV-p was done by RT-PCR. The results showed that the effect produced by P. latus and PRSV-p were similar;
however, the mites were found only on the younger leaves. As a result, the damage was observed only on these leaves,
the chlorosis produced by the mites started in the central vein towards the end of the leaves; on the contrary, the damage
of the virus can be found in any part of the leaves. The height and diameter of the stems in the plants were affected only

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9079

by the infestation of the mites, as no difference was found on plants inoculated with PRSV-p.

Key words: Papayo. Leaf area. Virus-mite relationship.

Introduccion

El acaro blanco Polyphagotarsonemus latus (Banks, 1904)
(Acari: Tarsonemidae) es una especie de importancia econo-
mica por ser polifaga y cosmopolita, ya que puede alimen-
tarse de diversos cultivos como papa (Solanum tuberosum
Linneo, 1753), frijol (Phaseolus vulgaris Linneo, 1753),
pimiento (Capsicum annuum Linneo, 1753), pepino (Cucu-
mis sativum Linneo, 1753), berenjena (Solanum melongena
Linneo, 1753), calabaza (Cucurbita pepo Linneo, 1753), to-
mate (Lycopersicom sculentum Linneo, 1753), papaya (Ca-
rica papaya Linneo, 1753), melon (Cucumis melo Linnaeus,
1753), maracuya (Passiflora edulis Linnaeus, 1753), guayaba
(Psidium guajava Linnaeus, 1753), mango (Mangifera indica
Linnaeus, 1753) y citricos, entre otros (Cross y Bassett 1982;
Gerson 1992; Pefia y Bullock 1994; De Coss-Romero y Peila
1998). P. latus se alimenta de las yemas en formacion, de ho-

jas o frutos de sus huéspedes (Jeppson et al. 1975). Los daiios
que ocasiona a la planta se manifiestan por una variedad de
sintomas que se le atribuyen a la toxicidad de su saliva (Ger-
son 1992) y a la susceptibilidad de la variedad de planta de la
que se esta alimentando (Pefa y Bullock 1994). En general,
se le encuentra en el envés de las hojas jovenes, en donde per-
fora la epidermis de la lamina foliar donde succiona su con-
tenido celular (Jeppson ef al. 1975). Se ha sugerido que esta
accion da como resultado la formacion de manchas descolo-
ridas en las hojas que aumentan conforme aumenta la inten-
sidad de alimentacion de la poblacion de P, latus. Asi mismo,
la ldmina foliar comienza a distorsionarse hasta deformarse o
sus orillas se enroscan hacia adentro (Cross y Bassett 1982;
Gerson 1992; Pefia y Bullock 1994; De Coss-Romero y Pefia
1998). En infestaciones severas se inhibe el crecimiento del
tallo y la produccion de frutos (Collier ef al. 2004).
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En México, el cultivo de papayo tiene una gran importan-
cia socioeconomica ya que en los ultimos cuatro afios ha ido
en aumento la superficie cultivada. Durante 2007 se cultiva-
ron 22.451 ha de las que se produjeron 821.540 toneladas de
fruta. Como resultado de dicha producciéon México ocupo el
tercer lugar a nivel mundial en produccion de papaya y el pri-
mer lugar como exportador de dicho producto (37%) (FAO
2007).

En papayo, se ha observado que P. latus puede ocasionar
una reduccién de la lamina foliar casi hasta las nervaduras y
deformacion de hojas (Aubert ef al. 1981; Acuia et al. 2005;
Acuia y Agostini 2004; De Coss 2006), sintomas que tam-
bién se han atribuido a la infeccion por el Virus de la mancha
anular del papayo (PRSV-p), por sus siglas en inglés (Jensen
1949; Téliz et al. 1991; Gonsalves 1998). Este virus, al in-
fectar plantas de papayo, también puede causar aclaramiento
de venas en las hojas mas nuevas, amarillamiento, manchas
aceitosas en hojas, tallos y peciolos y deformacion de hojas.
En frutos se observan manchas anulares, reduccion de tama-
fio y deformacion (Riding 1978; Téliz et al. 1991; Sanchez y
Martinez 1976; Kiranmai et al. 1998).

De manera general, siempre se menciona a cada uno de
estos organismos (P. latus y PSRV-p) como los agentes cau-
sales de la deformacion de las hojas de papayo, pero no se ha
considerado la interaccién que puede existir entre ellos. Es
importante determinar el agente causal de dicha malforma-
cion para poder establecer una estrategia de manejo adecua-
da, ya que la atribucion erronea de cierta sintomatologia a un
agente causal puede ocasionar mala seleccion de un método
de control y un manejo deficiente. No existen, hasta donde
sabemos, estudios que comparen directamente los dafios cau-
sados por P. latus y PRSV-p. Considerando lo anterior, se rea-
liz6 la siguiente investigacion con el objetivo de determinar
el efecto de P. latus, PRSV-p y su posible interaccion en la
reduccion del area foliar en plantas de papayo.

Material y Métodos

Todos los experimentos se llevaron a cabo dentro de una
camara de cria con temperatura entre 28 y 30°C, humedad
relativa de 60 a 70%, intensidad luminica de 6300 lux (103
VE M? 1°) y un fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas
oscuridad. Los experimentos se realizaron durante 2007 y
2008 en las instalaciones del Colegio de Postgraduados,
México.

La colonia de P. latus se inici6 con individuos colectados
de una plantacion de chile (Capsicum sp) de la comunidad del
Papayo, Costa Grande de Guerrero, México. Una vez confir-
mada la especie mediante claves taxonémicas para la familia
Tarsonemidae (Lindquist 1986), se colectaron las hembras
adultas y se depositaron en hojas jovenes de plantas de frijol
(var. Jamapa). En cuanto maduraban las hojas de frijol infes-
tadas, se cortaban y se colocaban sobre plantas de frijol jo-
venes para que los dcaros se movieran a éstas. La siembra de
frijol se realiz6 en un sustrato esterilizado de Growing Mix y
Agrolita (1000:100 g). Las semillas se desinfectaron en una
solucion de hipoclorito de sodio al 6% durante 15 minutos,
posteriormente se secaron y se sembraron en macetas de 1L
con el sustrato previamente mencionado. A los siete dias de la
emergencia de las plantas, se amarraron para evitar que se do-
blaran durante su manipulacion. La siembra de frijol se hizo
cada siete dias para mantener constante la colonia de acaros.
Las plantas se regaron cada dos dias.

Se obtuvieron semillas certificadas de papaya variedad
Maradol a las cuales se les dio un tratamiento pre-germinativo
que consistio en remojarlas durante tres dias en agua, reno-
vando ésta cada ocho horas (especificaciones recomendadas
por el proveedor). Al tercer dia se les aplico 1g de N-tricloro-
metiltio-4 ciclohexeno-1,2—dicarboximida (Captan® 50 PH)
para evitar la contaminacion por hongos. Posteriormente, las
semillas se sembraron en recipientes de germinacion, y una
semana después de germinadas se trasplantaron individual-
mente a vasos de unicel de 150 mL usando como sustrato
Growing Mix y Agrolita estéril. Las plantas se regaron cada
dos dias con una solucion nutritiva universal (Steiner 1968).
Las plantas utilizadas en todos los experimentos estaban en la
etapa fenologica de cuatro y cinco pares de hojas verdaderas,
alcanzada dos meses después de su germinacion.

Para la deteccion de PRSV-p en las plantas usadas en los
experimentos, se cortd una hoja de cada planta antes y des-
pués de realizar cada experimento. Debido a que este virus es
sistémico, se supone que en caso de estar presente esta dis-
tribuido en toda la planta, por lo que las hojas se selecciona-
ron de manera aleatoria. Las hojas se mantuvieron a -20°C y
posteriormente se analizaron mediante transcripcion inversa
de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). E1 ARN
total de cada hoja se extrajo con Trizol (Sigma-Aldrich) de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Antes de la
reaccion de transcripcion inversa, se verifico la integridad del
ARN de cada muestra mediante un gel desnaturalizante de
formaldehido y la concentracion de ARN se determind me-
diante un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

En la reaccion de transcripcion inversa se utilizaron Spug
de RNA y 30 pmol/ul del primer oligonucledtido 3" (Ruiz-
Castro y Silva-Rosales 1997) en un volumen final de 14,5
pL, los cuales se incubaron por 10 min a 70°C y 2 min a 4°C.
Posteriormente se le agregd una mezcla de dideoxinucleoti-
dos a una concentracion de 10 mM mas 0,5 pL de la enzima
transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen, United Sta-
tes), SuL de 5X del “First strand buffer” y 10 mM de DTT
(incluida con la SuperScript II). La sintesis de ADN se rea-
liz6 por 60 min a 42°C. La reaccion de PCR se llevo a cabo
al agregar el oligonucledtido 5 (Ruiz-Castro y Silva-Rosales
1997) a una concentracion de 30 pmol, 50mM de MgCl, 5
unidades de Taq polimerasa (Quiagen, California USA) con
un volumen final de reaccion de 50uL. Las condiciones de
reaccion fueron un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C
durante 5 min, seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C durante 45s, hibridacion a 58°C durante 1 min, ex-
tension a 72°C durante 2 min y un ciclo final de extension
a 72°C durante 7 min en un termociclador (BIO-RAD). Los
productos finales se tifieron con bromuro de etidio (10mg/ul),
se visualizaron en un gel de agarosa y buffer TAE al 0,8%
y finalmente se fotografiaron. En cada etapa de la deteccion
de PRSV-p (transcripcion inversa y PCR) se incluy6 un tes-
tigo positivo, que era una muestra conocida de PRSV-p, y
un testigo negativo compuesto por agua destilada estéril libre
de RNasas, los cuales sirvieron primero, para confirmar la
validez de las reacciones y la presencia o ausencia del virus,
y segundo, para confirmar la no existencia de contaminacion
cruzada.

Efecto de Polyphagotarsonemus latus. Se seleccionaron 32
plantas de papayo con cinco y seis pares de hojas verdaderas,
las cuales se distribuyeron al azar en cuatro grupos. Antes
de iniciar el experimento se midi6 el diametro del tallo y la
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altitud de las plantas, y se tomé una hoja para verificar la
ausencia de PRSV-p mediante RT-PCR. Los tratamientos
consistieron en inocular diferente nimero de hembras adul-
tas de P. latus, tal y como se describe a continuacion: T1 (10
acaros), T2 (20 acaros), T3 (30 acaros) y T4 (testigo, al cual
no se le afadi6 ninglin acaro); se decidié evaluar este nimero
de acaros para facilitar su manipulacion. Las plantas se revi-
saron con un microscopio estereoscopico 24 h después de ha-
ber inoculado a los 4caros para corroborar su establecimiento
y ademas fueron revisadas semanalmente para verificar el
dafio causado por los acaros. Las observaciones continuaron
durante nueve semanas, al término de las cuales se midio el
ancho del tallo y la altitud de las plantas, se fotografiaron y
registraron los cambios que sufrieron durante el desarrollo
del experimento; y finalmente, se cortaron todas las hojas,
iniciando con la hoja en la que se inocularon los acaros para
medir el area foliar usando el método propuesto por (O neal
et al. 2002).

Todas las hojas se digitalizaron con un escaner (HP
ScanJet 4990), y posteriormente se procesaron las imagenes
usando el software Adobe Photoshop SC3 version 10,0. Fi-
nalmente, ¢l area foliar se obtuvo al convertir los pixeles a
centimetros cuadrados mediante el software UTHSCSA Ima-
ge Tool version 3,0. La hoja mas joven fue almacenada en
toallas de papel a -20 °C para corroborar la presencia/ausen-
cia de PRSV-p mediante RT-PCR.

El experimento se realizé en un disefio completamente
al azar con seis repeticiones por tratamiento y todo el expe-
rimento se repitio en dos ocasiones. Los datos de area foliar,
ancho del tallo y altitud de planta se analizaron mediante una
prueba ANOVA con una estructura de bloques para ocasion
y repeticion, para determinar primeramente si habia diferen-
cia entre el tratamiento T4 (testigo) y la combinacion de los
tratamientos T1, T2 y T3; finalmente se determind si habia
diferencias entre los tratamientos T1, T2 y T3 (inoculados
con acaros). Todos los analisis se realizaron con el paquete
estadistico GenStat (v8.2) (Payne et al. 2005).

Efecto de PRSV-p y su interaccion con Polyphagotarsone-
mus latus. Antes de iniciar el experimento se hizo un diag-
noéstico de las plantas utilizadas para confirmar la ausencia
de PRSV-p; asi mismo se midieron el diametro del tallo y la
altitud de las plantas. Se evaluaron cinco tratamientos: T1,
plantas inoculadas con PRSV-p; T2, plantas infestadas con 30
hembras adultas de P. latus, cantidad con la cual observamos
que los dafios producidos por los acaros fueron claramente
visibles; T3, plantas inoculadas con agua destilada; T4, plan-
tas inoculadas con PRSV-p mas 30 hembras de P. latus y TS,
plantas testigo sin hembras de P. /atus ni PRSV-p.

Los tratamientos T1 y T3 se inocularon mediante el raspa-
do con un hisopo, previamente esterilizado en una autoclave,
humedecido con una suspension de PRSV-p en agua desti-
lada estéril. El raspado se hizo sobre la lamina de una hoja
preseleccionada proveniente de la parte media de la planta,
hasta que ésta quedo translucida (Ruiz-Castro y Silva-Ro-
sales 1997). El in6culo de PRSV-p se obtuvo a partir de 1
g de hojas de plantas infectadas con PRSV-p, las cuales se
molieron con 3 mL de agua destilada estéril (Silva-Rosales,
comunicacion personal).

Las plantas se revisaron semanalmente para verificar el
dafio causado por los acaros y PRSV-p. Las observaciones
continuaron durante nueve semanas. Al término de este pe-
riodo, se midio6 el didmetro del tallo y la altitud de plantas,

se fotografiaron y registraron los cambios que éstas sufrieron
durante el desarrollo experimental, y finalmente se colectaron
todas las hojas, progresivamente hacia arriba, a partir de la
hoja en la que se inocularon los acaros o el virus. Siguiendo
el método descrito en el experimento anterior, se determino el
area de todas las hojas colectadas. Las plantas que se consi-
deraron positivas a PRSV-p fueron aquellas que presentaron
los sintomas del virus (aclaramiento de las venas y manchas
aceitosas en las hojas) y que ademads fueron positivas para el
virus mediante la técnica de RT-PCR.

Las variables estudiadas y el procedimiento para su ob-
tencion fueron los mismos empleados y descritos anterior-
mente. El experimento se realizo en un disefio completamen-
te al azar con cinco repeticiones por tratamiento. Los datos
de area foliar, ancho del tallo y altitud de planta se analizaron
mediante una prueba ANOVA para disefios desbalanceados.
Para analizar las diferencias de area foliar entre los tratamien-
tos, estos fueron particionados en cuatro contrastes ortogo-
nales. Primero se compard el tratamiento TS5 (testigo) y la
combinacion de los tratamientos T1, T2, T3 y T4; segundo,
se compard el tratamiento T3 con la combinacion de los tra-
tamientos T4, T2, y T1; tercero, se compard el tratamiento T4
con la combinacion de los tratamientos T2 y T1, y finalmente
se compararon los tratamientos T2 y T1. Todos los analisis se
realizaron con el paquete estadistico GenStat (v 8,2) (Payne
et al. 2005).

Resultados

Efecto de Polyphagotarsonemus latus. Se encontraron dife-
rencias significativas entre el T4 (testigo) con respecto a los
otros tratamientos combinados en donde se inocularon acaros
(T1, T2y T3) (Fy 300=15,42; P=<0,001) (Fig. 1) pero no hubo
diferencias significativas en el area foliar de plantas entre los
tratamientos T1, T2 y T3 (F,300=1,57; P=0,210) (Fig. 1).
Con respecto al diametro de tallo y la altitud de las plan-
tas, al realizar el analisis antes de iniciar la primera repeticion
del experimento no hubo diferencias significativas de estas
dos variables en las plantas usadas entre los tratamientos
(F326= 1,36, P=0,277; F,56= 1,19, P=0,332, respectivamen-
te). Al final del experimento se encontraron diferencias sig-
nificativas en la variable altitud entre los tratamientos (F;, =
19,84; P<0,001). La mayor altitud se obtuvo en el tratamiento
T4 y la menor con el tratamiento T3 (Fig. 2A). Igualmente se
encontraron diferencias significativas en el diametro del tallo
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Figura 1. Area foliar de plantas de papayo afectas por la infestacion de
P latus. T1= 10 acaros; T2= 20 acaros; T3= 30 acaros y T4= testigo,
sin acaros.
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Figura 2. Altitud (A) y didametro (B) de de plantas de papayo afectas por
la infestacion de P, latus. T1= 10 acaros; T2= 20 acaros; T3= 30 acaros
y T4= testigo, sin acaros. N=312.

(F326=7,95; P=<0,001), e | cual fue mayor con el tratamiento
T3 (30 &caros), y el menor con el tratamiento T2 (20 acaros)
(Fig. 2B).

Los sintomas ocasionados por la alimentacion de P. latus
comenzaron con una pequefia decoloracion de la lamina fo-
liar en el centro de la hoja (Fig. 3A), la cual posteriormente
se extendi6é conforme aumentd la poblacion del acaro (Fig.
3B). Al extenderse esa decoloracion, también comenzé a
cambiar el patron de venacion de la hoja (Fig. 3C y D). Es-
tos sintomas fueron mas evidentes en el tratamiento T3 (30
acaros por planta). El analisis de PCR mostr6 que el virus no
estuvo presente en ninguna de las plantas experimentales, lo
cual confirma que la sintomatologia cuantificada y observa-
da es atribuible Ginicamente al efecto de la alimentacion de
los écaros.

Efecto de PRSV-p y su interaccién con Polyphagotarsone-
mus latus. Se presentd una diferencia significativa entre el
tratamiento T5 y la combinacion de los tratamientos T1, T2,
T3 y T4 (Fi200= 26,07, P=<0,001). La mayor area foliar se
observoé en el tratamiento T5 (testigo absoluto) (110,16 cm?)
comparado con los otros tratamientos (Fig. 4). No hubo di-
ferencias significativas entre el tratamiento T3 y la combina-
cion de los tratamientos T4, T2, y T1 (F 0= 0,44, P=0,508).
Se encontraron diferencias significativas al comparar el tra-
tamiento T4 con la combinacion de los tratamientos T2 y T1
(F120= 12,45, P<0,001), donde la mayor reduccion en area
foliar se registrd en el tratamiento T4 (inoculacion de PRSV-
p mas virus) comparado con los tratamientos que contenian
al acaro (T2) y al virus (T1) por separado (Fig. 4). Final-

Figura 3. Dafios causados a las plantas de papayo cuando 30 hembras
adultas fueron inoculadas. A. Clorosis en la parte central al inicio de la
nervadura central. B. Clorosis extendiéndose hacia las partes distales de
las hojas. C. Aclaramiento de las nervaduras. D. Cambio de la estructura
de las nervaduras.

mente, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos T1y T2 (F; = 1,51, P=0,220), lo que sefiala un
efecto similar en la reduccion de area foliar ocasionado por el
virus y el acaro respectivamente (Fig. 4).

Con respecto al diametro de tallo y la altitud de las plan-
tas, antes de iniciar el experimento no hubo diferencias sig-
nificativas entre las plantas usadas en todos los tratamientos
(Fs16= 0.53, P=0.719; F4 ;6= 0.54, P=0.711, respectivamen-
te). Tampoco hubo diferencias significativas en estas varia-
bles entre los tratamientos al término del experimento (F4s=
0.60, P=0.667; F4 5= 1.32, P=0.3006).
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Figura 4. Area foliar de plantas de papayo afectas por la infestacion de
P, latus. T1= Inoculacion de PRSV-p; T2= 30 acaros; T3= Inoculacion
de agua destilada; T4= 30 acaros mas inoculacion de PRSV-p y T5=
Plantas testigo sin hembras de P, latus ni PRSV-p. N=212.
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Los sintomas observados en los tratamientos con virus,
acaros, y virus mas acaros fueron similares a los anterior-
mente descritos; venacién mas aparente, reduccion del area
foliar y decoloracion de la lamina foliar en el centro de la
hoja (Fig. 5). Las deformaciones de la lamina foliar fueron
mas evidentes en el tratamiento en donde se inocularon 30
acaros (Fig. 0).

Con el analisis de PCR realizado en todas las plantas de
papayo antes del establecimiento del experimento, se pudo
confirmar que el virus no estuvo presente en ninguna de las
plantas experimentales. Posteriormente, al aplicar el mismo
analisis a todas las plantas al término del experimento, se en-
contr6 que el virus no estuvo presente en los tratamientos
T2 (30 acaros por planta), T3 (agua destilada) y TS (testigo
absoluto). El mismo andlisis realizado en las plantas de los
tratamientos T1 (inoculado con PRSV-p) y T4 (inoculado con
acaros y PRSV-p) mostré que PRSV-p no fue detectado en
todas las plantas inoculadas con virus o virus mas acaros, por
lo que tinicamente las plantas que fueron positivas al virus se
consideraron para el analisis estadistico.

Discusion

En general, los resultados del primer experimento muestran
que hubo una reduccion en el area foliar de las plantas ino-
culadas con acaros comparados con el testigo, lo cual esta de
acuerdo con lo reportado por otros autores (De Coss-Romero
y Pefia 1998; De Coss 2006), pero no se encontré una re-
lacion directa en el grado de reduccion foliar y la densidad
inicial de acaros inoculados, puesto que no se observaron di-
ferencias significativas entre ellos. Es probable que las den-
sidades de acaros evaluadas no fueron suficientes para tener
un efecto significativo, y pudo haber sido enmascarado por
diferencias en incrementos poblacionales de cada grupo de
hembras inoculadas en las diferentes plantas, ya que a pesar
de haberse confirmado el establecimiento de cada grupo de
acaros en cada planta, no se tuvo control sobre el incremento
de la poblacion. A pesar de observar una reduccion del area
foliar ésta no tuvo la magnitud que describen Aubert et al.
(1981) y De Coss (2006). Esta diferencia puede deberse a
la cantidad de acaros inoculados, ya que los investigadores
citados experimentaron con un mayor nimero de acaros por
planta. El andlisis de PCR realizado en todas las plantas de
este experimento, antes y después del mismo, confirma que el
efecto encontrado fue atribuible al dcaro y no al virus.

En el segundo experimento, la maxima reduccion foliar
se encontr6 en el tratamiento T4 (acaros mas PRSV-p), y la
menor reduccion foliar en el tratamiento TS (testigo absolu-
to), pero hubo un efecto intermedio y similar entre ellos en
los tratamientos T1, T2 y T3, lo que sugiere un efecto simi-
lar por el acaro y el virus al ser evaluados de manera inde-
pendiente. Es probable que este efecto pueda ser diferente al
modificar las concentraciones de virus o el nimero de acaros
inoculados, pero esto debera ser confirmado en futuros expe-
rimentos. El efecto del raspado de las plantas con un hisopo
con agua destilada, realizado para la inoculacion del virus en
los tratamientos T1 y T4, no tuvo un efecto adicional en la
reduccion del area foliar.

Al evaluar la altitud de las plantas y el diametro del tallo
se observd, al menos en el primer experimento (efecto de Po-
lyphagotarsonemus latus), que P. latus pudiera tener influen-
cia en la disminucion de la altitud y el grosor del tallo, ya que
las plantas testigo crecieron mucho mas en comparacioén con

T1=Inoculacign de PRSV-P T2=noculaciénde P. latus

T4=Inoculacién del acaro + PRSV-P

Figura 5. Hojas de papayo que muestran los dafios cualitativos que pro-
ducen P. latus y PRSV-p.

aquellas en donde se inocularon 30 hembras; sin embargo, el
diametro del tallo fue mas grande en este ltimo tratamien-
to. Dafos similares han sido observados en otros trabajos en
donde P. latus fue inoculado en plantas de papa (Pefia y Bu-
llock 1994), en chile (Capsicum spp.) (De Coss-Romero y
Pefia 1998) y en papayo (De Coss 2006). Estos parametros,
sin embargo, parecieran depender del tipo de cultivo u hospe-
dante del que se alimente el 4caro.

En cuanto a los dafios visuales cualitativos en ambos
experimentos, es evidente que aquellos ocasionados por los
acaros son muy similares a los producidos por PRSV-p, tales
como la venacion mas clara, decoloracion de la lamina foliar
y reduccion del area foliar (Vegas et al. 1985; Téliz et al.
1991; Gonsalves ef al. 2008; Tripathi et al. 2008). Sin embar-
go, hay diferencias que permiten en cierto grado determinar
si el dafio es producido por P. latus o por PRSV-p. Por ejem-

Figura 6. Hojas de papayo que muestran las deformaciones de la lamina
foliar cuando P, latus se alimenta de éstas durante su desarrollo.
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plo, la decoloracion de la lamina foliar producida por la in-
festacion de P, latus siempre comenz6 en la vena central entre
la union del peciolo y el area foliar o limbo, a diferencia de
la decoloracion producida por PRSV-p, la cual se presentaba
en cualquier parte de la lamina foliar, con mayor frecuencia
en la parte terminal de los foliolos. En nuestros experimentos
también observamos que las plantas infectadas con PRSV-p
no se volvian a recuperar, las hojas nuevas aparecian cada
vez mas pequefias y deformadas. En cambio en las plantas
infestadas con P. latus, las hojas nuevas podian recuperarse
si la poblacion del acaro desaparecia. Otro diferencia de los
dafios producidos por PRSV-p es la produccion de manchas
aceitosas en las hojas y en los tallos (T¢liz ef al. 1991; Tripa-
thi et al. 2008), lo cual no fue producido por la infestacion de
P latus.

Este es el primer reporte del efecto combinado de P. latus
y PRSV-p en plantas de papayo. Asi mismo, se recomienda la
inclusion de la deteccion molecular en tiempo real para poder
identificar la presencia del virus de una manera mas segura, y
cuantificar su concentracion para poder definir concentracio-
nes bajo las cuales su infeccion producird efectos visibles y
cuantificables, asi como considerar diferentes tiempos de in-
cubacion. En conclusion, tanto P, latus como PRSV-p pueden
ocasionar reduccion de la lamina foliar de plantas de papayo.
Este efecto se incrementa cuando ambos organismos son ino-
culados de manera simultanea.
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Scientific note

Susceptibility of the predator Euborellia annulipes
(Dermaptera: Anisolabididae) to mycoinsecticides

Susceptibilidad del depredador Euborellia annulipes (Dermaptera: Anisolabididae) a micoinsecticidas

FLAVIA QUEIROZ DE OLIVEIRA!, JACINTO DE LUNA BATISTA', JOSE BRUNO MALAQUIAS?,
CARLOS HENRIQUE DE BRITO*, and EMMERSON PEREIRA DOS SANTOS?®

Abstract: To evaluate the influence of Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill and Metarhizium anisopliae (Metsch)
Sorok on the survival of the predator Euborellia annulipes Lucas (Dermaptera: Anisolabididae) were used product con-
centrations 5.00x10?%; 7.50x10%; 10.00x10°; 12.50x10° conidia/L from isolates of B. bassiana and M. anisopliae which
were obtained, respectively, through products Boveril® and Metarril® and control (0.0 conidia/L). High rates of hatching
nymphs of E. annulipes have been recorded in clutches that received applications of M. anisopliae. Moreover, B. bassi-
ana has affected negatively the hatching rate of nymphs of £. annulipes. A slightly harmful effect has been observed in
all concentrations of conidia B. bassiana in clutches of E. annulipes. The survival was 100% in all tested concentrations
of M. anisopliae in females of E. annulipes. The females which received topical application of B. bassiana have shown
a survival rate ranging from 80.30 (12.50x10° conidia) to 100% (5.00x10° conidia). In males of E. annulipes, the surviv-
al rate in insects treated with B. bassiana ranged from 95.00 (12.50x10° conidia) to 100% (5.00x10° conidia), while with
M. anisopliae applications this rate was 96.02 (12.50x10° conidia) to 100% (5.00x10° conidia). The entomopathogenic
fungi B. bassiana and M. anisopliae did not affect the mortality of nymphs and adults of E. annulipes. However, careful
measures should be adopted in applications of B. bassiana directly into clutches of E. annulipes.

Key words: Pathogenicity. Entomopathogenic fungi. Selectivity. Natural enemy.

Resumen: Se evaluo la influencia de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill y Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok en
la supervivencia del depredador Euborellia annulipes Lucas (Dermaptera: Anisolabididae). Las concentraciones de los
productos evaluados fueron 5,00x10%; 7,50x107%; 10,00x10?; 12,50x10° conidios/L de aislamientos de B. bassiana 'y M.
anisopliae, respectivamente, con los productos Metarril® y Boveril® y un control (0,0 conidios / L). Se registraron altas
tasas de eclosion de ninfas de E. annulipes en especimenes que recibieron tratamientos con M. anisopliae. Se observo
un efecto levemente perjudicial en todas las concentraciones de conidios de B. bassiana en posturas de E. annulipes,
pues B. bassiana afectd negativamente la tasa de eclosion de ninfas de E. annulipes. La supervivencia fue del 100% en
hembras de E. annulipes que recibieron todas las concentraciones probadas de M. anisopliae. Las hembras que recibi-
eron aplicaciones topicas de B. bassiana presentaron sobrevivencia entre 80,3 (12,50x10° conidios) y 100% (5,00x10°
conidios). Los machos de E. annulipes presentaron una tasa de supervivencia con B. bassiana entre 95 (12,50x10° co-
nidios) y 100% (5,00x10° conidios) y de 96,0 (12,50x10° conidios) a 100% (5,00x10° conidios) al recibir aplicaciones
de M. anisopliae. Los hongos entomopatégenos B. bassiana y M. anisopliae no afectaron la mortalidad de ninfas y
adultos de E. annulipes. Sin embargo, se deben adoptar medidas precisas en aplicaciones de B. bassiana directamente
en posturas de E. annulipes.

Palabras clave: Patogenicidad de hongos. Hongos entomopatdgenos. Seletividad. Enemigo natural.
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Introduction

Earwigs or Dermaptera constitute several species with high
predation capacity due to their aggresive behavior. Among
these species, Euborellia annulipes (Lucas, 1847) (Dermap-
tera: Anisolabididae) is an important biological control agent
of pests in agriculture. This insect species occurs throughout
the neotropical zoogeographical region and has been an po-
tential predator of several insect pests, particularly of eggs
and immature stages of insects of the Lepidoptera, Hemip-
tera, Coleoptera and Diptera (Lemos et al. 1998, 1999). In
northeast Brazil it is common occurrence of this insect prey-
ing on immature stages of pests that occur in soil or in plant
structures lying on the ground as case of the larvae and pupae
of boll weevil at field of cotton.

Entomopathogens are prevalent in natural systems and
should receive greater attention in life-history studies (Hes-
keth et al. 2010; Roy et al. 2009). Mycoinsecticides com-
pose only a small component of the biopesticide market, but
their use is gaining acceptance as an alternative to the use
of traditional contact insecticides for pest control (Ludwig
and Oetting 2001). Beauveria bassiana (Balsamo) Vuill and
Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok are among the most
studied species of entomopathogenic and are used as bio-
control agents of agricultural pests (Alves 1992; Alves et al.
1998). In biological control of pests an important pathogen is
that one who affects only the target insect and not their natu-
ral enemies (Flexner et al. 1986; Generoso 2002).

The severity of the effects of microbial insecticides de-
pends on the concentration of spores applied and the stage of

' M.Sc. Student in Environmental Science and Technology, Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Brazil. e-mail: flavinha2010@ibest.com.br corres-
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the insect (Ginsberg et al. 2002). The use of low concentra-
tions of alternative insecticides may increase the selectivity
and help reduce costs of production (Oliveira 2008). In recent
studies conducted by Oliveira et al. (2010), it was observed
that low concentrations of mycoinsecticides isolates of B.
bassiana and M. anisopliae promoted high efficiency control
of larvae and pupae of fruit flies. However the direct effects
of entomopathogenic fungi in natural enemies have not been
well studied and probably have been overestimated. It is also
necessary to develop techniques to express accuracy in doses
of microbial insecticides to achieve maximum physiological
compatibility. Due to the increased use of biological control
in integrated pest management and considering that informa-
tion regarding the selectivity of entomopathogenic fungi in
biological control agents is incipient, the aim of this research
is to evaluate the influence of M. anisopliae and B. bassiana
in the survival of the predator E. annulipes.

Material and Methods

Insects. Specimens of the E. annulipes used in this study
were obtained from laboratory rearing. The stock colony was
maintained in an acclimatized room at 26£1°C, of 70+10%
r.h. and 12L:12D photoperiod. The bioassays followed the
methodology described by Lemos et al. (1999). This study
used eggs, nymphs of 1st instar, (< 24h old), 2nd instar, and
adult insects of both sexes of E. annulipes. Individuals have
been placed in Petri dishes and kept at a constant temperature
of 25+1°C, with 70+10% R.H., and a photoperiod of 12:12h
(L:D). The insects or clutches has been kept in groups of 5
units per dish. Recently emerged adults (< 24h old) have been
sexed by the characteristics of external morphology, the num-
ber of abdominal segments and the curvature of the forceps
(Tomkins and Simmons 1998).

Bioassay. The following concentrations of conidia tested
were 5.00x10°, 7.50x10% 10.00x10° 12.50x10° conidia/L,
and control (0.0 conidia/L). These concentrations are rec-
ommended to the pests control, i.e. in applications at soil to
control of larvae and pupae of fruit flies (Oliveira 2008). The
isolates have been obtained from the products Boveril® and
Metarril®, produced by the Company Itaforte Bio products.

Patogenicity and virulence of isolates. The viability of
isolated evidence of pathogenicity and virulence has been
evaluated according to the method described by Franga et al.
(2006). In the viability test has been used two Petri dishes
containing PDA (potato dextrose agar) culture media, incu-
bated in climatized chamber (25+2°C, 12h of photophase and
relative humidity of 70£10%) for 24 hours, later to perform
readings in a light microscope by determining the percent-
age of germinated conidia and not germinated. For proving
the pathogenicity and virulence of the isolates tested in this
study, we spraying a suspension of 5.00x10° conidia/L on
the 100 larvae Ist-instar of Ceratitis capitata (Wiedemann,
1824) (Diptera: Tephritidae) for each species of fungus, be-
cause it is a highly susceptible to entomopathogenic stage
(Oliveira 2008).

Effects on survival and development stages of E. annuli-
pes. Fungal suspensions of each fungal product concentration
have been applied topically with deposition of Sul from each
suspension. The applications have been performed using a

manual spray (1L) just once time on the entire structure of the
dorsal body of the specimens, and in the case of the clutches
around the whole egg chorion. After 10 days of period ap-
plication was observed the survival rate. This period was
established because the action time of two microorganisms
have been also observed and the assessments made after 5
days of application to the insects as young and adult (Bustillo
et al. 1999) as well as after 10 days, which was the maxi-
mum period of hatching in this conditions (Lemos 1998). The
mortality was confirmed by sporulation in humide chamber.
Then, mortality has been calculated and corrigid to control
(un-treated) group.

Data analysis. The experimental design was completely ran-
domized with five replications per concentration/treatment,
with each replication consisting of five insects or clutches
(100 eggs per clutch). The survival of insects in treatments
was calculated using the formula: S (%) = 100 - Ma (%).
The mortality data (Ma %) of the treatments and control were
submitted to Abbott’s formula (Abbott 1925). Data were also
subjected to polynomial logistic regression (P=0.05) (PROC
GENMOD, SAS Institute 2006). The determination of the
harmfulness of the products was based on the guidelines for
the insecticides under laboratory conditions by the IOBC/
WPRS (Amano and Haseeb 2001): survival >70%, non-
harmful, survival >30% and <70%, slightly harmful; sur-
vival> 1% and <30%, moderately harmful and survival <1%
severely harmful.

Results and Discussion

In our test with C. capitata, it has been recorded a mortality
rate approximately 98% and 97% caused by fungi M. aniso-
pliae and B. bassiana, respectively. Therefore, the survival
of E. annulipes was not because the lack of fungi virulence.
High rates of hatching nymphs of E. annulipes have been
recorded in clutches that received applications of M. aniso-
pliae. The hatching percentage nymphs confirmed was 96.23,
92.47, 91.58 and 91.50% in the concentrations of 5.00x10°,
7.50x10°, 10.00x10° and 12.50x10° conidia/L of M. aniso-
pliae, respectively. Moreover, B. bassiana affected the hatch-
ing rate of nymphs of E. annulipes, the survival ranged from
31.13 (12.50x10%) to 60.06% (5.00x10%) (Fig. 1). Results
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Figure 1. Hatching percentage Euborellia annulipes nymphs with co-
nidia concentrations/L of Metarhizium anisopliae ( —o— Ma) (y= 0.92
x%-6.108x+101.32. R>= 0.98) and Beauveria bassiana ( ...g... Bb) (y=
0.4408x2-11.188x+103.55. R?>= 0.91). Observed + S.E. (dots) and pre-
dict results (line models).
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Figure 2. Relationship between the application of different concentrations of conidia of fungi Metarhizium anisopliae (—o—Ma) (y= 0.025x>-
0.045x+96.375. R>= 0.96) and Beauveria bassiana (- Bb) (y= 0.004x%-0.002x+96.395. R?= 0.976) on the survival of males of E. annulipes A.
and the different concentrations of conidia of fungi M. anisopliae (—0—Ma) (y= 100) and B. bassiana (--e--Bb) (y= 0.0016x>-0.0744x+80.916. R*>=
0.958) on the survival of females of E. annulipes B. Observed + S.E. (dots) and predict results (/ine models).

obtained by Duso et al. (2008) with the predatory mite Phy-
toseiulus persimilis (Athias-Henriot, 1957) (Acari: Phytosei-
idae) have shown high hatching rate of this predator species
after application of B. bassiana, although this researchers
have reported mortality of up to 43% in females.

In the other hand, M. anisopliae and B. bassiana did not
affect the survival of nymphs. There was overall survival
(100%) of nymphs of 1st and 2nd instars in all tested con-
centrations of both the fungi B. bassiana and M. anisopliae
(data not shown in figures). Results obtained by Kohno et
al. (2007) are in agreement with those obtained in this study.
These authors verified no effect of B. bassiana to nymphs
of 2nd instar Labidura riparia (Pallas, 1773) (Dermaptera,
Labiduridae).

The fungi M. anisopliae and B. bassiana did not affect the
survival of adults of £. annulipes. In all tested concentrations
of M. anisopliae in female E. annulipes, survival was 100%.
The females which received topical application of B. bassi-
ana have been shown a survival rate ranging from 80.3%
(12.10x10° conidia) up to 100% (5.00x10° conidia); whereas,
for males of E. annulipes, the survival rate in insects treated
with B. bassiana ranged from 95% (12.10x10° conidia) to
100% (5.00x10° conidia) and from 96.02% (12.10x10° conid-
ia) to 100% (5.00x10° conidia) after receiving applications of
M. anisopliae (Figs. 2a and 2b).

Efficient selectivity is based on physiological differ-
ences between pests and their natural enemies, being that
pest killed at a concentration of product that does not affect
individual benefits. A slightly harmful effect (survival> 30%
and <70%) has been observed in all the concentrations of
conidia B. bassiana in clutches of E. annulipes (Fig. 1). The
microbial insecticides tested were not harmful (survival>
70%) for adults (Figs. 2A and 2B) and nymphs of first and
second instar. Therefore, the two mycoinsecticides can be
used to control pests without significantly affecting nymphs
or adults of E. annulipes. The greater susceptibility of eggs
of E. annulipes in relation to nymphs or adults should be the
interaction that occurs due to pathophysiologic effects on the
cuticle of nymphs or adults of the predator, which hindered
the process of infection and lessens the potential for invasion
of microorganisms for these stages of E. annulipes. More-
over, the ability of this insect to survive in areas of land, soil
inhabitant galleries can to be an important factor to provide

a greater hardening of their cuticle. Other factors such as
intestinal pH, biochemical or immunological defense-physi-
ological may be related to the tolerance of nymphs or adults
of E. annulipes concentrations of mycoinseticidas used in
this study.

According Kiselek (1975), B. bassiana was harmless
to adults Cryptolaemus montrouzieri Mulsant, 1853 (Coc-
cinellidae: Coleoptera) while the effect was lethal to larvae
(50%) that consumed insects infected by this fungus. In this
study, nymphs and adults of E. annulipes were not affected
by concentrations tested in this study adopted of B. bassi-
ana and M. anisopliae. In other words, the results of this
study have revealed that B. bassiana caused a reduction in
the rates of hatched nymphs, unlike M. anisopliae. More-
over, insecticide applications that are not directly to the soil
may enable the adoption of that microorganism in programs
of integrated pest management in agroecosystems in which
E. annulipes is present, because this kind of predator tends
to deposit their eggs in soil galleries built by adults (Bha-
radwaj 1966).

Other studies have also demonstrated the selectivity of
entomopathogenic organisms to natural enemies, like B.
bassiana with Orius insidiosus (Say, 1832) (Hemiptera: An-
thocoridae) (Cavalcanti 2006); M. anisopliae and B. bassi-
ana with parasitoid Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912)
(Hymenoptera: Eulophidae) (Santos Jr. ef al. 2006). The con-
centrations adopted in this study of entomopathogenic fungi
B. bassiana and M. anisopliae did not affect the mortality of
nymphs and adults of E. annulipes. Neither we found ovicid-
al activity of M. anisopliae to E. annulipes. However, care-
ful measures should be adopted in applications from 5.0x10°
conidia/L of B. bassiana directly into clutches of E. annuli-
pes, because from this concentration we found a significant
reduction in hatching rate this predator. We also suggest the
implementation of other studies, as the effects these bio-in-
secticides on the fitness of E. annulipes.
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Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) species as an agents
of biological control of Oxydia vesulia (Lepidoptera: Geometridae)

Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) como agentes de control biolégico de Oxydia vesulia
(Lepidoptera: Geometridae)

HARLEY NONATO DE OLIVEIRA!, JOSE COLA ZANUNCIO? FABRICIO FAGUNDES PEREIRA?,
and DIRCEU PRATISSOLI*

Abstract: Lepidoptera defoliators are important pests of Eucalyptus. This research aimed to evaluate the potential of
Trichogramma acacioi and Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) to control the eucalyptus
defoliator Oxydia vesulia (Lepidoptera: Geometridae). Biological parameters and parasitism rate of Trichogramma on
eggs of O. vesulia were evaluated under laboratory conditions. Trichogramma pretiosum did not parasitized eggs of O.
vesulia but more than 93% of T acacioi females parasitized eggs of this defoliator, showing its potential for the biologi-
cal control of this Lepidoptera.

Key words: Eggs parasitoid. Biological control. Eucalyptus. Lepidoptera.

Resumen: Los lepidépteros defoliadores son importantes plagas de Eucalyptus. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el potencial de Trichogramma acacioi y Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) para controlar el
defoliador del eucalipto Oxydia vesulia (Lepidoptera: Geometridae). Los pardametros bioldgicos y la tasa de parasitismo
de Trichogramma en huevos de O. vesulia fueron evaluados en condiciones de laboratorio. Trichogramma pretiosum
no parasito esta especie, pero mas de 93% de las hembras de T acacioi presentaron parasitismo en los huevos de este

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9081

defoliador, mostrando su potencial para el control bioldgico de este lepidéptero.

Palabras clave: Parasitoide de huevos. Control bioldgico. Eucalyptus. Lepidoptera.

Introduction

Lepidoptera defoliators are found in Eucalyptus plantations
and their importance is increasing due to frequent outbreaks
and damage (Oliveira et al. 2008; Pereira et al. 2008). This
group includes species of the genus Oxydia (Lepidoptera:
Geometridae) which have been collected in population out-
breaks in the Brazilian States of Minas Gerais, Séo Paulo (Za-
nuncio et al. 1994), Maranh&o (Zanuncio et al. 1992), Goias
(Alves et al. 1994) and Bahia (Santos et al. 2002). Outbreaks
of these species have been controlled with different meth-
ods, but especially with chemical insecticides which can have
negative impact on the environment (Zanuncio et al. 1994,
Zanuncio et al. 2001; Oliveira et al. 2003). Therefore, there
is a need to develop alternative control methods for this kind
of pest (Zanuncio et al. 1991). The release of Trichogramma
species, which have been widely used in many crops, repre-
sents one of the techniques that have shown good results to
control pest, especially in species of Lepidoptera (Bueno et
al. 2009).

Some species such as Trichogramma demoraesi Nagaraja,
1983, Trichogramma soaresi Nagaraja, 1983, Trichogramma
manicobai Brun, Moraes & Soares, 1984, Trichogramma
caiaposi Brun, Moraes & Soares 1984, Trichogramma maxa-
calii Voegelé and Pointel, 1980, Trichogramma acacioi Brun,
Moraes & Soares, 1984 and Trichogramma pratissolii Queri-
no and Zucchi, 2003 are recorded occurring in eucalyptus
plantations (Oliveira et al. 2003; Soares et al. 2007; Vianna
et al. 2007). But it is necessary to evaluate the interaction

between these parasitoids and the host target because spe-
cies of Trichogramma have a great variation in behavior and
preference (Bueno et al. 2009). For this reason, the objective
of this research was to evaluate the ability of 7. acacioi and
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Tricho-
grammatidae) to parasitize eggs of Oxydia vesulia (Cramer,
1779) (Lepidoptera: Geometridae).

The biological characteristics of 7. acacioi and T. pre-
tiosum were studied using eggs of O. vesulia obtained from
adults originating from caterpillars collected in a eucalyptus
plantation and reared with Eucalyptus cloeziana F. Muell..
The experiment was carried out at 25+1°C, 75+10% relative
humidity and 14h photoperiod. Twenty-five fresh eggs of
O. vesulia were glued onto a piece of blue cardboard (3.5 x
0.5cm) with Arabic gum (30% diluted) and were offered to
the parasitoids on the same day. Each cardboard was placed
in a glass tube with one parasitoid female with maximum
age of 24h and honey droplets were offered as food. The
cardboard was removed from the tubes after 24 hours and
kept in a plastic bag under the same conditions as described
above. Fifteen replicates were done for each parasitoid spe-
cies. The percentage of females that parasitized, the parasit-
ism rate (number of eggs parasitized/number of eggs in the
cardboard), embryonic period (between egg to adult emer-
gence), emergence rate (eggs with a hole made were counted
to evaluate), number of individuals/egg, sex ratio (number of
females/number of females + males) and longevity of female
offspring were evaluated.
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Females of T. pretiosum did not parasitize eggs of O.
vesulia although 7. acacioi parasitized 93.3% of those (Ta-
ble 1). Some factors that may explain the host rejection by
the parasitoid are size, format and texture of the host eggs
(Schmidt 1994; Oliveira et al. 2000; Moreira et al. 2009) and
these factors can also affect the behavior of Trichogramma
and their capacity to parasitize a specific host (Schmidt and
Smith 1987). In the field, host eggs of these two parasitoid
species may have a different size. In our study, the strain of
T. pretiosum was collected in areas which tomato was grown,
parasitizing eggs of Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidop-
tera: Gelechiidae) while 7. acacioi were collected in arboreal
environments, with avocado orchards occurring in Nipteria
panacea Thierry-Mieg, 1892 (Lepidoptera: Geometridae)
eggs. Probably O. vesulia eggs have sizes more similar to
those accepted by 7. acacioi than by T pretiosum.

The parasitism rate of 7. acacioi on eggs of O. vesulia
was around 15%, lower when compared to the performance
of this parasitoid on eggs of Anagasta kuehniella Zeller, 1879
(Lepidoptera: Pyralidae) and Sitotroga cerealella (Olivier,
1789) (Lepidoptera: Gelechiidae) (Pratissoli et al. 2009).
However, it is important to emphasize that the size of the
eggs are different, being the O. vesulia eggs bigger than
those from the factitious host. Bueno et al. (2009) reported
that the size of the egg can influence the number of eggs laid
per female of Trichogramma. The results found in this work
showed a larger number of individuals produced per egg
of O. vesulia than those from alternative host. On the other
hand, in the same host, the parasitism by different species of
Trichogramma can vary, because the number of eggs of O.
vesulia parasitized by 7. acacioi was higher than that by 7.
maxacalii (Oliveira et al. 2003).

The parasitism it is an important factor in the selection of
the species or strain of parasitoids, and in the field this bio-
logic characteristic can be especially important to determine
the best species (Bueno ez al. 2009). This higher parasitism
indicates that 7" acacioi should present better potential in con-
trolling O. vesulia. The viability, sex ratio, number of individ-
uals per egg, female longevity and duration of the embryonic
period found to 7. acacioi (Table 1) was similar to those of 7.
maxacalii on eggs of this defoliator (Oliveira et al. 2003).

Trichogramma acacioi may be used with 7. maxacalii
to control eggs of the Lepidoptera defoliator O. vesulia. Ad-
ditionally, further studies should be developed to define the
potential of these parasitoids as biological control agents of
Lepidoptera defoliators of Eucalyptus species.

Table 1. Means and standard error of the percentage of females that
parasitizing females, parasitism rate, duration of embryonic period,
emergence rate, number of individuals per egg, sex ratio and longevity
of offspring females of Trichogramma acacioi (Hymenoptera: Tricho-
grammatidae) on eggs of Oxydia vesulia (Lepidoptera: Geometridae).

Characteristics Trichogramma acacioi
Parasitizing females (%) 93.3+1.72
Parasitism rate (%) 14.9 + 0.60
Duration of embryonic period 10.08 £ 2.60
Emergence rate (%) 89.9+2.10
Number of individuals/egg 3.01+0.07
Sex ratio 0.46 £ 0.03
Longevity of offspring females (days) 1.51 +0.02
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Emergence patterns of Orgyia ericae (Lepidoptera: Lymantriidae) parasitoids

Patrones de emergencia de los parasitoides de Orgyia ericae (Lepidoptera: Lymantriidae)

CUI YA-QIN!, SHENG MAO-LING? LUO YOU-QING?, and ZONG SHI-XIANG*

Abstract: To provide guidance on the utilization and conservation of the forest defoliator Orgyia ericae parasitoids,
we survey its parasitoid species. We identified the developmental stages associated with the different parasitoids, and
the emergence pattern of adult parasitoids. Observations of hatching were conducted hourly from 7am to 12pm until
all adults had emerged. Pupation time, emergence patterns, and the abundance of Exorista larvarum parasitoids were
recorded in detail. The abundance and daily emergence patterns of Bracon (Habrobracon) sp., and Tetrastichus sp. were
analyzed. Bracon (Habrobracon) sp. and E. larvarum both had only one emergence peak, whereas Tetrastichus sp. had
two. The daily emergence of Bracon (Habrobracon) sp., Tetrastichus sp. and E. larvarum peaked at 3 to Spm, 3 to Spm
and 7 to 8am, respectively. The E. larvarum pupation distribution was characterized by two peaks.

Key words: Parasitoids. Bracon (Habrobracon) sp. Tetrastichus sp. Exorista larvarum. Grey-spotted tussock moth.

Resumen: Para proveer guias acerca de la utilizacion y conservacion de los parasitoides del defoliador forestal Orgyia
ericae se inventariaron sus especies de parasitoides. Se identificaron los estados de desarrollo del lepidoptero con las
distintas especies de parasitoides asi como sus patrones de emergencia. Se adelantaron observaciones de emergencia
desde las 7am hasta 12pm hasta que todos los adultos emergieron. Tiempo de pupacion, patrones de emergencia y
abundancia del parasitoide Exorista larvarum se registré en detalle. Se analizaron la abundancia y patrones de emer-
gencia de Bracon (Habrobracon) sp. y Tetrastichus sp. Bracon (Habrobracon) sp. y E. larvarum exhibieron un solo
pico de emergencia mientras que Tetrastichus sp. muestra dos picos. La emergencia diaria de Bracon (Habrobracon)
sp., Tetrastichus sp. y E. larvarum fue mayor entre las 3 a Spm, 3 a S5pm y 7 a 8am, respectivamente. La pupacion de
E. larvarum mostr6 dos picos.

Palabras clave: Parasitoides. Bracon (Habrobracon) sp. Tetrastichus sp. Exorista larvarum. Polilla de penacho de

manchas grises.

Introduction

Orgyia ericae (Germar, 1824) is a defoliator moth of the
Lymantriidae family (Lepidoptera) (Xu 1980; Wu et al.
1982). It is distributed mainly in Heilongjiang, Jilin, Liaon-
ing, Shaanxi, Gansu, Qinghai, and Shandong provinces, in
the autonomous regions of Inner Mongolia and Ningxia in
China, and in the former Soviet Union and Europe (Zhao
1978; Xiao 1992; Dapkus 2004, 2010). O. ericae is an im-
portant pest of trees. Given the economic and ecological
importance of the species it attacks, O. ericae has a major
impact in the regions where it is found. In recent years, it
has been frequently reported to attack Hedysarum frutico-
sum Pall. var. mongolicum (Turcz. ex B. Fedtsch., 1902)
(Fabaceae), Caragana, Hedysarum scoparium (Fisch. et
C. A. Mey., 1841) (Fabaceae), Calligonum mongolicum
(Turcz., 1832) (Polygonaceae), Ammopiptanthus mongo-
licus (Maxim. ex Kom.) (S. H. Cheng, 1959) (Fabaceac)
and other desert plants, occurring in a large area of desert
shrubbery of regions such as Inner Mongolia, Ningxia and
Qinghai. These species are important for desert shrubbery
in northwest China, and play a particularly key role in land-
scape stability and desertification control. They are resis-
tant to drought, sand burial, wind erosion, sand, and barren
soil, and grow rapidly. These plants can be used as fodder

for livestock (except A. mongolicus), and as ingredients for
Chinese medicine, also edible oils can be extracted from
seeds of these plants (Liu et al. 1985; Liu et al.1987). Stud-
ies of the biological characteristics and life history of O. eri-
cae have shown that O. ericae has two generations per year
(Xu 1980; Xiao 1992; Wang & Liu 2002; Wang et al. 2009).
Individuals overwinter as eggs in cocoons, which hatch in
the middle of May. The newly hatched larvae undergo six
instars of four to five days each, usually feeding on leaves.
The dispersion of larvae depends on wind. Pupation begins
in mid June on the branches of plants, and adults emerge
after approximately ten days, in early July. The wingspan
is 21-28mm for males, while females are wingless and re-
lease sex pheromones that attract mates to cocoons, where
eggs are laid. Each female adult can produce, on average,
approximately 250 eggs. Males have obvious phototaxis.
The second generation of eggs begins to hatch in the middle
of July, with pupation beginning in mid to late August and
adult emergence in early September. The eggs overwinter in
cocoons after mating. Although the biological characteris-
tics and parasitoids of O. ericae (Wang & Liu 2002; Yu et
al. 2007; Wang et al. 2008; Sun et al. 2008; Li et al. 2009),
and the sex pheromone (Chen ef al. 2010; Chen et al. 2011),
nuclear polyhedrosis virus and polyhedrin gene sequence of
of Orgyia ecricae (Zhang et al. 1991; Dai & Zu 1996; Zu
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& Dai 1997; Yang et al. 2006), have been intensely studied,
there are currently no reports describing the emergence pat-
terns of adult O. ericae parasitoids. To provide guidance on
the utilization and conservation for parasitoids of O. ericae,
we investigated O. ericae parasitoid species and the emer-
gence pattern of adult parasitoids.

Materials and Methods

A total of 982 cocoons of O. ericae were collected from
H. scoparium in Hangjinqi, Erdos, Inner Mongolia, on
July 4, 2008. All cocoons were cultured and observed in
two loosely airtight containers placed in a rearing room at
24+1°C, 50+£10% relative humidity and a photoperiod of
14:10 (L:D).

Observations of O. ericae egg hatching as well as the
identification of parasitoid species and measurements of
their stage and abundance were conducted hourly from 7am
to 12pm from July 7, 2008, until all adults had emerged. In
order to represent a proportion of parasitism of all male and
female cocoons, all cocoons collected were dissected on Au-
gust 14, 2008. O. ericae cocoons were also classified with
respect to sex, based on their morphological differences. Fe-
male cocoons present one mating hole, and differ in length
and color: the female pupa is 15mm long and characterized
by a yellow and brown color, whereas the male pupa is ap-
proximately 8mm long and it is dark brown.

To complete the next stage of their life cycle, the larvae of
Exorista larvarum (Linnaeus, 1758) (Tachinidae) (S. M.-L.)
must break out of the O. ericae cocoon and pupate. All the
pupae of E. larvarum were collected in vitro, and the time of
pupation and emergence, as well as the quantity of parasit-
oids, were recorded. We used LSD multiple comparisons to
analyze and identify where differences in the peaks of emer-
gence occurred.

Results

Parasitoid species. Out of the 982 cocoons of O. ericae, 485
male cocoons and 384 female cocoons were parasitized, rep-
resenting a parasitism of 88.18% and 88.89% for male and
female cocoons, respectively. Eight parasitoid species were
identified, including the following Hymenoptera, numbers
within brackets indicate their abundance: Bracon (Habrobra-
con) sp. (Braconidae) (174), Itoplectis viduata (Gravenhorst,
1829) (Ichneumonidae) (S. M.-L.) (11), Pimpla disparis (Vi-
ereck, 1911) (Ichneumonidae) (S. M.-L.) (3), Eutanyacra
picta (Schrank, 1776) (Ichneumonidae) (S. M.-L.) (3), Tetra-
stichus sp. (Chalcidoidea) (S. M.-L.) (180), Aprostocetus sp.
(Chalcidoidea) (S. M.-L.) (1), Brachymeria lasus (Walker,
1842) (Chalcidoidea) (S. M.-L.) (2), and the Diptera Exorista
larvarum (Linnaeus, 1758) (Tachinidae) (445).

Adult emergence period of parasitoids. Bracon (Hab-
robracon) sp. and Tetrastichus sp. were the most frequent
Hymenoptera parasitoid species in the sample. By contrast,
only 11 adults of I. viduata emerged, and the remaining
species of parasitic wasp were represented by three or less
individuals. There were 445 adults of E. larvarum in our
sample.

For Bracon (Habrobracon) sp. it took 11 days for adults
to begin to emerge and emergence occurred from the 7th to
the 22nd July (Fig.1). Peak emergence corresponded to 54

Number of parasitoids/adults

1 9/7 w7 137 157 177 197 217 23/ 2517

27172971 317 2

Date (date/month) of emergence

Figure 1. Adult emergence periods of Bracon (Habrobracon) sp., Tetra-
stichus sp. and E. larvarum adults.

adults (31% of the total number of Bracon sp. individuals
that emerged). Eclosion took 16 days for Tetrastichus sp. and
occurred from the 9th to the 27th July (Fig.1). Emergence in
this species was characterized by a bimodal pattern of emer-
gence, with the first peak of emergence being slightly higher
than the second. Adults of E. larvarum emerged from mid
July to early August (Fig.1). There were three small peaks of
emergence concentrated in mid and late July, followed by a
low rate of emergence until the 10th August.

Daily emergence rhythm of parasitoids. The emergence
of Bracon (Habrobracon) sp. peaked between 11 and 12am
and between 3 and 5pm, with most emergences occurring
between 3 and 5pm (Fig. 2). Tetrastichus sp. emerged most
frequently from 7am to 8pm, with two emergence peaks at
8 to 10am and 3 to Spm, with the second peak being slightly
higher (Fig. 2). The daily emergence of E. larvarum was
characterized by a high peak of emergence from 7am to
8pm and several low peaks of emergence throughout the
day (Fig. 2).

Pupation range of Exorista larvarum. E. larvarum pupation
lasted from 7 to 34 days and two emergence peaks were ob-
served, accounting for respectively 40% (first peak) and 48%
(second peak) of all emergences (Fig. 3).

Our results show that the parasitoid species Bra-
con (Habrobracon) sp., Tetrastichus sp. and E. larvarum
emerged at different times in July, with distinctive differ-
ences in the timing of their peaks of eclosion. The consecu-
tive peaks of eclosion may be the consequence of long-term
co-evolutionary competition processes among these three
parasitoid species, which would have resulted in the mini-
mization of inter-species competition and parasitation of
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100 —=— Tetrastichus sp.
90 —a— Exorista larvarum
s 80

Number of p
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Figure 2. Daily emergence patterns of Bracon (Habrobracon) sp., Tet-
rastichus sp. and E. larvarum adults.
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Figure 3. Pupation time of E. larvarum in days (Means + SE, and the
different letters indicate significant differences (P+0.05) based on LSD
multiple comparisons).

the same host at different periods. This conjecture may also
explain how these parasitoid populations are maintained in
balance.

Although this study has confirmed that the emergence of
Tetrastichus sp. adults is characterized by two peaks, it is still
not clear whether 7etrastichus sp. is a hyperparasitoid insect.
Conversely, a large number of E. larvarum adults emerged
between midnight and 7am, but there are no data on the num-
ber of eclosions per hour, precluding the determination of
specific emergence times. In addition, because the number
of individuals belonging to 1. viduata, P. disparis, E. picta,
Aprostocetus sp. and B. lasus was low, we were unable to
determine their patterns of eclosion, an issue that should be
addressed in future studies.

Most adults of O. ericae emerge in early July, mate and
lay eggs. Newly hatched larvae of the second generation
emerged in mid July, and mature larval pupated in mid and
late August. Adults emerged in early September. Based on
the life cycle and habit of O. ericae, Tetrastichus sp. might
parasitize eggs of O. ericae, Bracon (Habrobracon) sp. and
E. larvarum might attack larvae of O. ericae. Similar results
were reported by Haiyan Li ef al. (2009), whose anatomical
observations of the parasitoids of egg cocoons of O. ericae
showed that each developmental stage of O. ericae is parasit-
ized by a different parasitoid species. These findings could
permit the selection of the most appropriate parasitoids ac-
cording to the developmental stage of the host, as well as
the selection of suitable prevention and control periods based
on adult emergence patterns of parasitoids and the biological
characteristics of the host.

Chemical control and cocoon extirpation are commonly
used to prevent and control O. ericae (Yu et al. 2007; Sun
et al. 2008; Wang et al. 2009; Luan et al. 2010). However,
chemical control and cocoon extirpation would also ad-
versely affect parasitoid population numbers, reducing the
effectiveness of this natural control of O. ericae. Therefore,
it might be appropriate to reduce these artificial control
measures during adult emergence periods of parasitoids. Si-
multaneously, through investigations of O. ericae parasitoid
species and the emergence patterns of adult parasitoids, it
might be possible to choose a suitable time for the release of
parasitoid species into the field to control population num-
bers of O. ericae.
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Collaria oleosa (Hemiptera: Miridae) on Brachiaria ruziziensis and Penissetum

purpureum (Poaceae): Characterization of injury and biological aspects

Collaria oleosa (Hemiptera: Miridae) en Brachiaria ruziziensis y Penissetum purpureum (Poaceae):
aspectos biologicos y caracterizaciones de sus lesiones

ALEXANDER M. AUAD', DANIEL S. PIMENTA? DANIELA M. SILVA?, PRISCILA H. MONTEIRO?,
and TIAGO T. RESENDE®

Abstract: Injuries caused by Collaria oleosa have often been observed in signal grass and elephant grass pastures.
Therefore, the aim of this study was to diagnose and delineate the sites of the injuries caused by C. oleosa and to
evaluate some biological aspects of this insect on forage. The duration and survival of the instars and nymph phase of
the pest were analyzed. The epidermises were evaluated to identify the sites where the style of the pest entered and to
characterize the anatomy of the injured site. The stoma was the entry place of the style and the main injuries were caused
to the chlorenchyma of both grasses, and to the parenchymatic sheath of the signal grass. The lignified sheath remained
intact, so this appears to be a feeding barrier for the insect. The duration was shorter from second to fifth instars and the
nymphal phase when fed with the elephant grass. The way the food sources were hydrated did not alter the development
of the nymphs. The survival was greater for the specimens maintained on elephant grass and the nymphs of the first
instar were less sensitive when the grass blades were maintained on agar. This hydration method was also better for the
survival of the mirid’s nymph phase.

Key words: Plant bug. Forage. Elephant grass.

Resumen: Los dafios de Collaria oleosa (Hemiptera: Miridae) se han observado con frecuencia en las praderas de bra-
chiaria y pasto elefante. El objetivo de este estudio fue de diagnosticar y delimitar los lugares de dafio provocados por
la C. oleosa, asi como evaluar algunos aspectos biologicos de este insecto en los forrajes. Se analizaron la duracion y
supervivencia de los instares y la fase ninfal del insecto. Se observo la epidermis con el fin de diagnosticar en que lugar
ingreso el estilete de la plaga, asi como la caracterizacion del sito afectado. El estoma fue el lugar mas frecuente de
ingreso para el insecto, promoviendo dafios en el clorénquima de los dos forrajes y también en la vaina parenquimatosa
de la brachiaria. La vaina lignificada se mantuvo intacta, significando una barrera para la alimentacion del insecto. La
duracion fue menor del segundo al quinto estadios y para la fase de ninfa cuando son alimentados con el pasto elefante.
Las ninfas no fueron afectadas por la forma que fue hidratado y distribuido el alimento. Un nimero mayor de ninfas
sobrevivio en el pasto elefante. Los instares demostraron ser menos sensibles cuando las hojas se mantuvieron con agar.

El método de agar como hidratacion también causd mas sobrevivencia en la fase ninfal de mirideo.

Palabras clave: Chinche. Forraje. Pasto elefante.

Introduction

The genus Collaria is associated with various host plants,
such as rice, wheat, oat, barley and forage grasses at different
development stages (Silva et al. 1994; Carlessi et al. 1999;
Ferreira et al. 2001; Goellner and Floss 2001). These insects
cause whitish stippling or spotting on the leaves that impair
the production of photo assimilates, reducing yield and nutri-
tional value of the plants, and in the case of grasses, the palat-
ability to cattle (King and Saunders 1984). The affected areas
coalesce when the attack is more intense, and in the youngest
leaves the limbo can totally or partially dry out. According
to Menezes (1990), this type of injury is characteristically
caused by the feeding habits of this genus. Wheeler (2000)
reported that besides the local lesions and growth disorders
caused by these bugs’ feeding habits, one of the most im-
portant effects is the change in color, often accompanied by
small black spots from their excrement.

The mirid Collaria oleosa (Distant, 1883) (Hemiptera:
Miridae) is widely distributed in South America, including
various Brazilian states (Carvalho and Fontes 1981). Al-
though the mentioned report date from 30 year ago, few other
studies of this bug have been conducted. The typical damage
caused by this species has often been observed in signal grass
and elephant grass pastures, but farmers and agronomists still
often do not associate this damage with the causative agent,
leading to the use of incorrect tactics to combat the problem.
According to Barboza (2009), this species is also a potential
pest to wheat in cerrado (savanna) regions of Brazil.

Morales and Rodriguez (2004) reported that C. scenica
Stal, 1859 this species is responsible for serious losses in
pastures in Colombia, requiring the use of pesticides for its
control. Also in Colombia, Duarte ef al. (1998) reported that
this species is the main problem for production of milk in
the Bogota savanna region due to the high prevalence of this
mirid, which is present in 95% of the dairy farms, causing
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reduction of pasture carrying capacity and daily milk produc-
tion per cow. In Brazil, serious damage caused by this mirid
was reported in pastures of Cynodon dactylon, (L.) Pers and
Brachiaria plantaginea, (Link) Hitch in 2005 and 2006 (Bar-
boza 2009).

The complexity of the problems caused by pests in pas-
tures requires finding and implementing different solutions
than those used on food crops. This in turn requires under-
standing the way the insects and plants interact. The aim of
this study was to diagnose and delineate the places where
Collaria oleosa causes injuries to forage grasses and to eval-
uate some biological aspects of this insect in pastures.

Material and Methods

Characterization of the leaf injuries. The adaxial and abax-
ial parts of the epidermis of the grass samples were examined
in the Plant Anatomy Laboratory, Federal University of Juiz
de Fora - MG, Brazil, to detect the places where the insects
insert their stylet. For internal anatomical characterization,
six blades each of elephant grass and signal grass with signs
of injury were collected. Then three cross sections were ob-
tained from each sample, for a total of 18 sections from each
grass species. The percentage of area injured in each section
was determined in the median and intercostal portion. The
transversal measures were obtained from the second second-
ary vascular bundle, counted from the keel, since the diam-
eter of these secondary bundles diminishes in direction of the
leaf edge. Digital photographs were taken of the cross sec-
tions and the injured proportion was determined by quantify-
ing the pixels on a gray scale using image editing software
(Adobe® Photoshop®). The data on leaf thickness were also
obtained in pixels related to the area of the cross section,
where the horizontal measure was held constant, according
to the microscopic field. To determine the length of the injury,
the photographs were analyzed with the same software, but
the measurements were taken with a caliper and converted to
real scale with the aid of an objective micrometer.

Evaluation of the biological aspects of C. oleosa. Adult
specimens were collected in a greenhouse and reared in
the laboratory of the Embrapa Dairy Cattle Research Cen-
ter. Nymphs up to 12 hours old were individualized in two
types of rearing chambers. The first rearing type consisted
of cylindrical plastic beakers (2.5cm in diameter x 2.5cm in
height) in which a layer of agar about 1.0cm thick was placed
to maintain the turgescence of the leaves. The second rearing
type consisted of Petri dishes (Scm in diameter) lined with a
sheet of filter paper moistened with distilled water to keep
the leaf sections hydrated. In both cases the nymphs were
given leaf disks of elephant grass (Pennisetum purpureum
Schum Cv. Pioneiro) or signal grass (Brachiaria ruziziensis
Germain and Evrard). The rearing chambers containing the
nymphs were sealed with voile cloth held in place with rub-
ber bands and kept in a climate chamber (28°C, 70+10% RH
and 14-hour photophase). The leaves were changed daily or
when they turn yellowish. The experiment was performed in
a fully randomized 2x2 factorial design (grass species x rear-
ing method), with 100 repetitions.

The duration (days) and survival (%) of each instar and
the nymph phase of C. oleosa kept on the elephant and sig-
nal grass were recorded. The data were submitted to vari-
ance analysis and the means were compared by the Tukey

test (p<<0.005). The species identification of C. oleosa was
performed by the taxonomist Dr. Paulo Sérgio Fiuza Ferreira
of Vicosa Federal University, Brazil.

Results and discussion

Injuries to the host plants caused by C. oleosa. The injuries
to the two grasses were caused by the insertion of the stylet
in the leaf epidermis, through the stomata, causing the leaves
to lose pigmentation. This same reaction was observed by
Salvadori (2000), who mentioned that C. scenica nymph in-
sert the stylet in the lengthwise direction of the leaf and suck
out the cell contents, causing whitish stippling along the leaf
limbo of wheat. The second step is what injures the plant, by
impairing photosynthesis and reducing the biomass.

Among grasses there are species with single leaf sheaths
(lignified) or dual sheaths (lignified and parenchymatic), for
elephant grass and signal grass (Figs. 1A-1B). According to
Hatch and Slack (1966), this is the normal kranz anatomy of
grasses. In both grass species the injury mainly occurred to
the chlorenchyma, which radiates around the bundle sheath.
It was also possible to observe that the parenchymatic sheath
was affected in the signal grass. In both grass species the lig-
nified sheath remained intact, indicating it acts as a feeding

Figure 1. Cross sections of elephant grass A. and signal grass B. with
injuries indicated (bar = 0.05mm). Front views of the adaxial epidermis
C. indicating the injured stomata. Longitudinal section of elephant grass
D. with the injured area indicated (bar = 0.05mm).
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Figure 2. Injury length (mm) A. leaf thickness (pixels) B. injured leaf (%) C. injury (pixels) D. in the two grass species (standard

deviation at 5% probability).

barrier to the insect. This agrees with the finding of Raven
et al. (2007), who mentioned that lignin is deposited on the
cell wall, providing compression resistance and rigidity. In
general the epidermis cells were not attacked, except upon
insertion of the stylet, in the case, the main injury occurred to
the stomata (Fig. 1C).

Analysis of the injured area by observing the longitudi-
nal section showed it was limited by the length of the sty-
let, which penetrates the leaf blade in this direction through
the stomata in the adaxial and abaxial epidermis (Fig. 1D).
Therefore, due to the little variation in the stylet lengths of
the C. oleosa specimens, there was no significant difference
in the length of the injuries in both grass species (F=2.324;
p=0.13) (Fig. 2A).

The leaf thickness of the two grass species is significantly
different (F=30.563; p=0.0001) (Fig. 2B). Nevertheless, there
was no statistical difference between the species in the pro-
portion of injured area relative to the thickness of the cross
section (F=0.534; p=0.47) (Fig. 2C) and the total injured area
(F=0.227; p=0.63) (Fig. 2D), denoting a similar effect caused
by the pest in the two grasses.

Effect of grasses and rearing chamber conditions on the
biology of C. oleosa. The insects fed with both forage grasses
passed through five instars. The average duration of the first
instar of C. oleosa did not differ significantly when fed with
signal or elephant grass (Table 1). However, the duration of
the next four instars was shorter for the specimens fed with
elephant grass (Table 1), indicating this grass has better nutri-
tional quality for C. oleosa, since in general insects develop
faster with diets having higher nutritional quality. Silva et
al. (1994) reported a maximum duration of 13 days for the

nymph phase of the same species fed with wheat leaves and
maintained under climate conditions similar to those in this
study.

The durations of the first, third and fifth instars and the en-
tire nymph phase did not differ significantly, indicating that
the way in which the food sources were maintained did not
have a significant effect on the development of the nymphs.

Comparison of the rearing method on each grass species
individually showed that for the elephant grass the mainte-
nance of the leaves on an agar layer shortened the life cycle
of the insect, except in the second instar, where this parameter
was longer, and in the third instar, where there was no differ-
ence in duration. For signal grass no difference was observed
from the first to the third instar, and for the fifth instar and the
entire nymph phase the maintenance of turgescence of the
leaf by agar was not favorable. We attribute these findings to
the thickness of the leaf blades of the two grasses evaluated:
elephant grass has thinner leaves, making them less depen-
dent on hydration (Fig. 2B).

The survival of the nymphs did not differ significantly
from the first to the fourth instars when fed with signal or
elephant grass. However, for the fifth instar and the entire
nymph phase those maintained on elephant grass had a high-
er survival rate (Table 1). Therefore, this forage species was
better for the biologic parameters, duration and survival.

With respect to the rearing method, the nymphs of the
first instar were more sensitive: they presented 37% higher
survival when the leaves’ turgescence was maintained by a
layer of agar (Table 1), which made the leaves more tender
and consequently made it easer for the nymphs to find the
food site. The survival of the nymphs of the third and fourth
instar was not influenced by the way the leaves were main-
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Table 1. Duration (days) and survival (%) of the instars of the nymph phase of Collaria oleosa fed with signal grass or elephant
grass leaves under a hydration regime with moistened filter paper or a layer of agar. 28°C, 70+£10% RH and 14-hour photophase.

Forage Duration Survival
Filter paper Layer of agar Average Filter paper Layer of agar Average

1° Instar
Signal grass 2.82Ba 291 Aa 2.87A 50.52 Ab 94.28 Aa 7240 A
Elephant grass 3.10 Aa 2.81 Ab 2.96 A 57.64 Ab 88.27 Aa 7295 A
Average 2.96 a 2.86a 54.08 b 91.275a

2° Instar
Signal grass 222 Aa 2.36 Aa 229A 100.00 Aa 92.85 Aa 96.42 A
Elephant grass 1.96 Bb 2.17Ba 2.07B 98.05 Aa 88.72 Ab 93.38A
Average 2.09b 227a 99.02 a 90.78 b

3° Instar
Signal grass 244 Aa 2.56 Aa 2.50A 88.88 Aa 95.53 Aa 9220 A
Elephant grass 2.26 Aa 2.31Ba 229B 94.70 Aa 84.62 Ba 89.66 A
Average 235a 244 a 91.79 a 90.07 a

4° Instar
Signal grass 3.44 Aa 2.77 Ab 311A 65.83 Aa 79.96 Aa 72.89 A
Elephant grass 2.84 Ba 2.53 Ab 2.69B 69.41 Aa 85.50 Aa 77.455 A
Average 3.14a 2.65b 67.62a 82.73 a

5° Instar
Signal grass 3.80 Ab 4.42 Aa 411A 69.81 Aa 59.52 Ba 64.66B
Elephant grass 4.30 Aa 3.59 Bb 395B 49.38 Aa 93.80 Ab 71.59 A
Average 4.05a 4.00 a 59.595b 76.66 a

Nymph phase

Signal grass 14.00 Ab 14.91 Aa 14.46 A 20.00 Aa 32.85Ba 26.42B
Elephant grass 14.41 Aa 13.12 Bb 13.77B 18.82 Ab 58.44 Aa 38.63 A
Average 1421 a 14.02 a 19.41b 45.64 a

Values followed by different capital letters in the columns and small letters in the lines differ from each other by the Tukey test (P<0.05).

tained. Those of the fifth instar had greater survival when fed
with leaves kept on agar, but this did not occur for the second
instar.

Starting with the fourth instar there was a decline in the
viability values for the nymphs in both rearing chambers and
for both grasses (Table 1). This can be explained by the size
of the chambers, suggesting that for more developed instars
the rearing receptacle should be larger.

The entire nymph phase of C. oleosa was longer for those
fed with leaves kept on agar than for those maintained on
filter paper moistened with distilled water (Table 1). It was
evident that agar assured better hydration of the leaf disks,
maintaining the internal hydrostatic pressure so that the cells
remained turgid for a longer period. This method permitted
an efficiently way to create the mirids. Carlessi ef al. (1999)
studying the biology of C. scenica fed with wheat leaf sec-
tions with no substrate for maintenance, reported 50.9% vi-
ability of the nymphs.
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Parasitismo de huevos de Paraselenis flava (Coleoptera: Chrysomelidae)
en batata (Ipomoea batatas)

Parasitism in eggs of Paraselenis flava (Coleoptera: Chrysomelidae) in sweet potato ([pomoea batatas)

SONIA MARIA N. M. MONTES' and VALMIR A. COSTA?

Resumen: Se reporta la ocurrencia de Emersonella pubipennis (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando los huevos de
Paraselenis flava (Coleoptera: Chrysomelidae) atacando batata ([pomoea batatas), en la region de Presidente Prudente,

SP, Brazil.

Palabras clave: Parasitoide. Enemigos naturales. Control bioldgico.

Abstract: The occurrence of Emersonella pubipennis (Hymenoptera: Eulophidae) parasitizing eggs of Paraselenis
flava (Coleoptera: Chrysomelidae) infesting sweet potato, ([pomoea batatas), in the region of Presidente Prudente, state

of Sdo Paulo, Brazil, is reported.

Key words: Parasitoids. Natural enemies. Biological control.

Con la expansion del cultivo de batatas (/pomoea batatas (L.)
Lam.) (Convolvulaceae) en el oeste del Estado de Sao Pau-
lo, algunas plagas han comenzado a demostrar un importante
aumento de poblacion, tal es el caso de Paraselenis flava (L.,
1758) (Coleoptera: Chrysomelidae) (Fig. 1A). Ademas, estos
insectos también atacan Ipomoea purpurea (L.) Roth (Bie-
zanko et al. 1949) y otras Convolvulaceae (Silva et al. 1968).
En el afio agricola 2003/2004, en el municipio de Presidente
Prudente, SP, se constatd la presencia de este insecto en exten-
sas zonas de cultivo de batata (Informacion del autor).

Las larvas y adultos del insecto se alimentan de las hojas,
reduciendo considerablemente el area fotosintética e indirec-
tamente perjudican el desarrollo de los tubérculos (Marques
1932). Por lo general, los dafios son pequeiios, pero los cul-
tivos son afectados al ser perforadas las hojas, retrasando el
crecimiento de la planta y la formacion de tubérculos (Bon-
dar 1930, 1954).

En Brasil se han citado previamente varios depredadores
y parasitoides que atacan crisomélidos de la subfamilia Cas-

sidinae. En la region del amazonas, Carrol (1977) afirma que
86% de los huevos de Stolas sp. fueron parasitados por Emer-
sonella niveipes (Girault, 1916) (Hymenoptera: Eulophidae)
y sus larvas pueden ser devoradas por depredadores diversos
incluyendo hormigas, mientras que las pupas son parasitadas
por Brachymeria sp. y Conura (Spilochalcis) sp. (Hymenop-
tera: Chalcididae).

De Santis (1983), al describir cuatro especies de Emer-
sonella de América del Sur, informo la existencia de Emer-
sonella ooecia De Santis, 1983 y E. niveipes en Brazil. Tam-
bién se ha mencionado en el pais la especie Emersonella
trimaculata Azevedo y Silva, 2000 (Azevedo et al. 2000),
aunque Hansson (2002) considera esta entidad como sindni-
mo de E. niveipes.

Hay un gran interés en desarrollar medidas de control
biologico contra plagas debido al riesgo de efectos dafiinos
de plaguicidas quimicos al medio y a los seres humanos y
conocer los enemigos naturales es uno de los primeros pasos
a tomar. El objetivo de este trabajo fue reportar parasitoides

Figura 1. A. Postura y adulto de Paraselenis flava B. Adulto de Emersonella pubipennis (Hym.: Eulophidae).

! Dra. PqC. APTA-Po6lo Regional Alta Sorocabana, Rodovia Raposo Tavares, km 561, Caixa 298, Presidente Prudente, SP, Brasil, CEP 19015-970,
soniamontes@apta.sp.gov.br, Autora para correspondencia 2 Dr. PqC.APTA- Instituto Biologico, Rodovia Heitor Penteado, km 3, Caixa 70, Campinas, SP,

Brasil, CEP- 13001-970, valmir@biologico.sp.gov.br
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de huevos de P. flava en cultivos de batata en la region de
Presidente Prudente, SP, Brazil.

Las colecciones se hicieron en parcelas comerciales de 5
hectareas de batata cultivar Rio II, en la ciudad de Presidente
Prudente, SP, Brazil (UTM 7545369 m N, 459817 m E y 437
m de altitud). hasta final del ciclo, no se habian realizado apli-
caciones de plaguicidas quimicos.

Se recolectaron hojas al azar en una bolsa plastica y se lle-
varon al laboratorio del Polo de la region da Alta Sorocabana,
en el municipio de Presidente Prudente, SP, para obtener los
insectos. Para evaluar el parasitismo, los peciolos de hojas
conteniendo huevos del escarabajo se envolvieron con algo-
doén empapado en agua destilada y se mantuvieron aisladas en
recipientes de vidrio de 15cm y 8cm de diametro. La tapa del
recipiente fue perforada para colocar una gasa que permita
aireacion. Un tubo de ensayo invertido permitio la alimenta-
cion y la visualizacion de los parasitoides que emergian. Los
recipientes se mantuvieron a temperatura ambiente hasta la
emergencia de los parasitoides y la eclosion de las larvas del
escarabajo.

Los parasitoides obtenidos fueron sacrificados y conser-
vados en etanol al 70% y luego identificados con la ayuda
de las claves de Schauff er al. (1997) y Hansson (2002); los
ejemplares fueron depositados en la Coleccion de Insectos
Entomodfagos “Oscar Monte”, del Instituto Bioldgico, en
Campinas, SP, Brazil. El porcentaje de parasitismo se calcul6
mediante la formula P = (N° de huevos parasitados/ total de
huevos) x 100.

Se recogieron un total de 96 huevos de P. flava, de los que
emergieron 15 larvas del escarabajo y 30 adultos de Emerso-
nella pubipennis Hansson, 2002 (Hymenoptera: Eulophidae).
(Fig. 1B). El parasitismo fue del 31%. Este es el primer re-
gistro de E. pubipennis en batata en Brazil, aunque su distri-
bucion conocida incluia s6lo a Panama (Moura 1985). Emer-
sonella Girault es un género restringido al Nuevo Mundo
(Boucek 1977). Todas las especies conocidas del parasitoide
atacan los huevos de Chrysomelidae (Hansson 2002). Emer-
sonella pubipennis ha sido asociada a huevos de Acromis
sparsa (Boheman, 1854) (Hansson 2002). Con este trabajo
aumenta el numero de especies hospederas del parasitoide,
haciendo notar que al ser una plaga agricola, le confiere a .
pubipennis, el estatus de potencial agente de control biologi-
co en programas de manejo integrado de plagas.

Hay pocos estudios sobre la biologia de Emersonella. En
Brazil, Azevedo et al. (2000) estudiaron el ciclo de vida de
E. niveipes (como E. trimaculata) en Zatrephina meticulosa
Spaeth, 1909, la cual, en Maranh@o, ha sido detectada sobre
hojas de Ipomoea pescaprae (L.) R.Br. Un hecho curioso so-
bre Emersonella es que las hembras del parasitoide pueden
ser foréticas en las hembras del hospedador y parasitar sus
huevos justo después de ser depositados. Esto ha sido ob-
servado en E. niveipes por Carrol (1977) y en E. ooecia por
Becker y Frieiro-Costa (1988).

Expresamos nuestro agradecimiento al Dr. Christer Hans-
son (Universidad de Lund, Suecia) por la donacion de un

ejemplar de su obra (Hansson 2002), lo que permite el re-
conocimiento de E. pubipennis y a la Dra. Marlene Cristina
Alves (FEIS/UNESP) por la revision del manuscrito.
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Evaluacion del perfil neurofarmacologico del aceite de Ulumoides dermestoides
(Coleoptera: Tenebrionidae)

Evaluation of neuropharmacological profile of oil from Ulumoides dermestoides (Coleoptera: Tenebrionidae)

FLOR ANGELA TOBON', GLORIA PATRICIA GUTIERREZ Z.2 y MARTA LILIANA MEJIiA G.3

Resumen: Este estudio investiga el perfil neurofarmacolégico del aceite extraido del Ulumoides dermestoides “in-vivo”
para establecer su efecto sobre el sistema nervioso central. La técnica empleada en el disefio experimental fue bloques
completamente aleatorizados de cuatro tratamientos: Sustancia control (solucion salina), Sustancia problema (aceite de
U. dermestoides), Sustancia patroén estimulante (Anfetamina) y Sustancia patron depresora (Diazepam y Difenhidra-
mina), utilizando ratones albinos (Mus musculus), cepa suizo ICR. Los resultados muestran que el aceite (3mg/Kg, vo)
tiene un efecto depresor en el SNC de esta especie e indican diferencia significativa entre tratamientos. Dicho efecto
depresor es dosis-dependiente a través del tiempo.

Palabras clave: Aceite. Depresion. Sistema Nervioso Central.

Abstract: The neuropharmacological profile of extracted oil from Ulumoides dermestoides “in vivo” to establish its
effect on the central nervous system was studied. The method used was random blocks of four treatments: Control Sub-
stance (saline solution), Problem Substance (oil from U. dermestoides), Stimulant Pattern substance (Amphetamine)
and Depressive Pattern Substance (Diazepam and Diphenhydramine) by using Swiss ICR strain albino mice (Mus
musculus). The results show that the oil (3mg/kg, ov) has a CNS depressing effect on this specie and indicate some
significant difference between treatments. The comparative analysis of obtained data concerning the CNS depressing
effect of the oil compared with the other treatments used, points out this depressing effect is dose-dependent over time.

Key words: Oil. Depression. Central Nervous System.

Introduccion

El coledptero Ulumoides dermestoides (Fairmaire, 1893), es
un insecto de la familia Tenebronidae, originario de la China
que fue introducido en Colombia desde hace varias décadas
como remedio natural antiasmatico. E1 uso de este insecto
como remedio por parte de personas del comtn despertd el
interés de entomdlogos bidlogos y profesionales de la salud.
U. dermestoides se reproduce adecuadamente en los granos
de mani (4Arachis hypogaea L.), maiz (Zea mays L.), arroz
(Oriza sativa L.), sorgo (Sorghum bicolor L.), frijol mungo
(Vigna radiata) y soya (Glycine max (L.) Merill), (Londo-
fo 1992). Segun referencia popular en la China y Malasia,
las heces de este insecto se utilizan para curar indigestiones,
afecciones cardiacas, mialgias, enfermedades renales y asma.
Ademas, se utiliza en el tratamiento de una variedad de infec-
ciones y se ingiere vivo como afrodisiaco (Chua y Chandre-
pal 1978; Chu et al. 1997).

Las medicinas alternativas de origen chino utilizan gene-
ralmente mezcla de principios activos —PA—y la mayoria de
ellos son responsables de la actividad farmacologica y usos
clinicos, pero no estan bien definidos. El grado de evidencia
clinica para apoyar estas medicinas como terapéuticas no re-
une los estandares internacionales de farmacos nuevos acep-
tados para tratamientos clinicos. Algunos estudios preclini-
cos y clinicos realizados en China se publican en la literatura
de ese pais, pero los resultados no son de facil acceso para las

comunidades occidentales. Las medicinas de origen natural
constituyen una perspectiva de la investigacion de la biodi-
versidad, como un beneficio sostenible enorme, es ademas
fuente de oportunidades de empresa; razones culturales y
econdmicas, entre otras, la convierten en una alternativa tera-
péutica que presenta bioactividad con potencialmente menos
eventos indeseados que alteren organismos y el ambiente,
comparados con los medicamentos sintéticos tradicionales
(Largo 1987; Gutiérrez 2002; Li ef al. 2003).

Desde esta perspectiva, este articulo presenta la valora-
cion del perfil neurofarmacolégico del aceite obtenido de U.
dermestoides, partiendo de un estudio de casos, en el cual
se consultaron algunas personas del comun que recibian tra-
tamiento en el departamento de Neumologia del Hospital
San Vicente de Paul de la ciudad de Medellin (Colombia)
y que ademas tomaban infusion de este coledptero vivo, en
leche o en agua de panela caliente, para aliviar los sintomas
en crisis asmaticas. Las personas consultadas expresaron que
dicha infusion les mejoraba los sintomas agudos de asma y
notaban una mayor recuperacion. Estos resultados plantean
la posibilidad de que el aceite extraido del coledptero, obteni-
do en condiciones de estrés a una temperatura entre 35-45°C
/10min, tenga bioactividad farmacoldgica broncodilatadora
o antiinflamatoria. Esta accion broncodilatadora puede ser
debido indirectamente a que el mani contiene acidos grasos
poli-insaturados de dos familias:1) la familia ®-3 como el
acido linolénico (C18:3, ®-3), compuestos de cadena mas

' M. Sc. Facultad Quimica Farmacéutica. Grupo UNIPLURI/VERSIDAD, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. Carrera 74 No.40-27, edificio
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2 Integrante del Grupo UNIPLURI/VERSIDAD-GITT, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. Especialista en Gerencia de Proyectos. Correo electro-
nico: patri0411@hotmail.com, teléfono 2195783, 4118329. 3 Grupo UNIPLURI/VERSIDAD-GITT, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. Correo
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larga como los acidos eicosapentenoico —EPA— (C20:5),
docosapentenoico —DPA— (C22:5, ®-3) y docosahexenoico
(C22:6, ®-3). 2) la familia ®-6 como el 4cido araquidonico
(C20:4, ®-6). Estos PA intervienen en la reduccion de los ni-
veles de colesterol y triglicéridos, y en el aumento de las li-
poproteinas de alta densidad (HDL) en el plasma; que pueden
ser utilizados por el organismo como un factor protector en
la prevencion del riesgo de enfermedades cardiovasculares y
enfermedades inflamatorias en vias respiratorias y articula-
ciones porque tienen accion antioxidante (Tobon et al. 2002).
En Colombia es una necesidad la bisqueda de sustancias de
origen natural que tengan mayor probabilidad de presentar
pocos efectos adversos para las personas y menor impacto
negativo al medio (Echeverri y Quifiones 1997; Smith 2002;
Li et al. 2003).Por las razones anteriores, el proposito de in-
vestigacion fue iniciar un tamizaje farmacoldgico de dicho
aceite utilizado por la comunidad, empezando por establecer
su efecto depresor o estimulante en el SNC, el cual es uno de
los sistemas vitales del organismo.

Materiales y Métodos

Esta investigacion se desarrolld en la Universidad de Antio-
quia, en el Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de
Quimica Farmacéutica. Las pruebas biologicas se realizaron
de conformidad con las normas colombianas para el uso e
investigacion en animales vivos (Ley 84, 1989; Resolucion
8430, 1993), teniendo en cuenta los principios técnico-cien-
tificos y éticos del manejo y el respeto al animal como sujeto
experimental, desde las tres R de Russell y Burch (Reem-
plazo, Reduccion y Refinamiento), para proporcionar al ani-
mal bienestar mientras viva, minimizando las molestias que
pueda originarle el estudio; como también garantizar que los
resultados de la investigacion sean confiables (Tobon 1998;
Mrad 2006; Cardoso et al. 2007; Concepciodn et al. 2007). El
proceso metodologico se hizo en dos fases:

Cultivo del pie de cria de U. dermestoides. Los especime-
nes adultos de este coledptero, se obtuvieron de un pie de cria
reproducido en mani, en el laboratorio de Entomologia Médica
de la Facultad de Medicina, Universidad de Antioquia, Mede-
1lin, Colombia. De dicho pi¢ de cria se extrae el aceite que se
utiliza en las pruebas neurofarmacologicas (Londoiio 1992).

Ambientacion del animal de experimentacion. Se utili-
zaron 36 ratones albinos, cepa suizo ICR, adquiridos en el
bioterio de la facultad de Medicina de la Universidad de An-
tioquia, y éstos se distribuyeron en seis grupos homogéneos
de cuatro ratones, con las siguientes caracteristicas: machos
con peso entre 18 y 21g y 50 dias de edad. La edad de los ani-
males de experimentacion garantiza la madurez del SNC para
que el efecto por el aceite no sea alterado debido a la no ma-
duracion del cerebro. Las condiciones ambientales se ajusta-
ron a una temperatura aproximada entre 22 y 25°C; periodos
de luz y oscuridad de 12 horas c/u; humedad relativa entre 65
y 70%; como material de cama se utilizé viruta de madera
libre de elementos extrafios. Los ratones se alimentaron con
concentrado de soya, teniendo en cuenta los requerimientos
nutricionales y con agua acidulada ad /ibitum (Tobon 1998;
Mrad 2006; Cardoso et al. 2007; Concepcion et al.2007).

Evaluacién del perfil neurofarmacolégico del aceite de U.
dermestoides

1. Test de Irwin preliminar. Es una prueba preliminar que con-
siste en hacer un estudio cualitativo observacional con enfoque

hermenéutico, para identificar efecto depresor o estimulante
del aceite de U. dermestoides (0,60mg/Kg, vo) en el SNC de
ratones albinos. La prueba se realizé por medio de la observa-
cién del comportamiento general del animal de experimenta-
cién comparado con el efecto del patron estimulante Anfetami-
na (25mg/Kg, ip), del patroén depresor Diazepam (25 mg/Kg,
ip) y del efecto del control solucion salina (0,9%, ip).

2. Test de Irwin prueba de validacion. Confirma el efecto
depresor que se presenta en la prueba preliminar con el acei-
te de U. dermestoides (3mg/Kg, vo). Este efecto depresor se
compard con el patron Difenhidramina (37,50mg/Kg, vo) de
menor potencia depresora que el Diazepam, con leche (62,5
mg/Kg, vo) vehiculo del aceite y el control solucion salina
(0,9%, vo).

3. Pruebas neurofarmacologicas especificas de valida-
cion: Se realizaron cuatro experimentos: Memoria, Apren-
dizaje y Discriminacion; Actividad Motriz Exploratoria; Ac-
tividad Motriz Espontanea y Neurosis Experimental. Estos
experimentos se llevaron a cabo en un acercamiento a las
investigaciones de Turner (1965) y Lipman (1978).

Los ensayos de los tests de Irwin, preliminar y confirma-
torio, son una prueba cualitativa de observacion mediante la
cual se estima con destreza y cuidado el efecto de los trata-
mientos en el comportamiento general del animal. Los ensa-
yos se dividieron en tres categorias basicas: la observacion
del comportamiento, los efectos neurologicos y los efectos
sobre el sistema nervioso auténomo del aceite, comparado
con el efecto de los otros tres tratamientos.

La evaluacion del efecto depresor o estimulante, se rea-
liz6 partiendo del criterio farmacologico del “Todo o Nada”,
es decir: “prueba positiva” (si afecta el estado de alerta, el
estado de animo, la postura corporal, la actividad motora, el
tono muscular y los reflejos; si produce excitacion del SNC
incoordinacion motora; aumenta o disminuye la miccion y
la defecacion), o “prueba negativa” (no afecta el comporta-
miento, no tiene efectos neuroldgicos ni efectos sobre el sis-
tema nervioso autonomo).

La “prueba positiva”, se interpreta como aquel efecto
preestablecido que se manifiesta en términos de: presencia
del efecto (+), efecto aumentado (++) o ausencia del efec-
to (-). Al administrar el aceite de U. dermestoides (3mg/Kg,
vo),comparandolo con el patron Difenhidramina (37,50mg/
Kg, vo); leche (62,5mg/Kg, vo) vehiculo del aceite y el con-
trol solucion salina (0,9%, vo).

El efecto se valora mediante una escala de valores entre
0y 8, bajo los siguientes criterios: respuesta normal (4), esti-
mulacion (5-8), depresion (3-1) y ausencia de respuesta (0),
siguiendo los criterios experimentales y del efecto farmaco-
logico (Tobon 1998; Rang et al. 2004).

Actividad Motriz Exploratoria: en este ensayo evalua la
actividad locomotora mediante el registro del nimero de ex-
ploraciones realizadas por el animal (introduccion de la ca-
beza en los agujeros hasta, por lo menos, el nivel de las ore-
jas) en un dispositivo con el suelo agujereado, durante Smin
(Nakama 1972; Meneses ef al. 1990; Ariza et al. 2007).

Actividad Motriz Espontinea: La prueba determina la
longitud (cm) de los movimientos del raton en su desplaza-
miento habitual durante dos min (F=1,19; gl=4; p< 0,05), uti-
lizando un actégrafo con unos sensores en el piso del disposi-
tivo, el cual registra y mide la longitud del desplazamiento de
los animales (Nakama 1972; Meneses et al. 1990). El analisis
estadistico de los datos de este ensayo permite rechazar la hi-
potesis Ho, el andlisis define que existe diferencia en el efecto
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Tabla 1. Prueba de Irwin preliminar al aceite de U. dermestoides en diferentes concentraciones en mg por kg de peso en Mus mus-

culus albinos durante seis horas.

Concentracion
\ 100 200 400 800 1.600 3.200
Efectos observados
Somnolencia + + + + ++ ++
Pasividad + + ++ ++ ++ ++
Autoacicalacion - - - + + +
Vocalizacion - - - - -
Relajacion + + + + +

+: Presencia del efecto. ++: Efecto aumentado. -: Ausencia del efecto.

depresor sobre el SNC producido por los cuatro tratamientos.
La figura 3 muestra que el aceite de U. dermestoides (3mg/
Kg, vo), causa un efecto depresor en esta funcion del SNC
de los ratones, semejante al efecto producido por el patron
depresor, la Difenhidramina (37,50mg/Kg, vo).

Neurosis experimental. Este ensayo mide el grado de an-
siedad de los animales; para lo cual se priva de agua durante
48 horas a los biomodelos experimentales antes del ensayo,
con el fin de generarles ansiedad. La prueba evalua la respues-
ta del comportamiento reprimido mediante electrodos conec-
tados al tetero del animal y se precisa el promedio de descarga
eléctrica de 50 miliamperios durante 30 segundos que sopor-
taba el animal (F=3,24; gl=4; p<0,05). Para esta prueba, se
tuvo en cuenta que la corriente eléctrica aplicada al animal,
alcanzara el umbral de respuesta, sin causarle excesivo temor.
Si bien causa cierto malestar al animal, esta descarga eléctrica
es minima y la molestia es leve; por lo que este tratamiento
se justifica por los posibles beneficios que esta investigacion
puede aportar en la construccion del conocimiento en este
campo, una necesidad poco explorada en Colombia.

Criterios de experimentacion. La dosificacion de los trata-
mientos se determind de acuerdo al peso del animal. La ad-
ministracion por via oral a los ratones albinos ICR, se hizo
mediante una sonda metalica, teniendo en cuenta no ocasio-
narles malestar. El aceite de U. dermestoides se incorpor6 en
leche hasta que se disolviera, a una temperatura aproximada a
la temperatura corporal del raton de 36,9 a 37,9°C; semejante
a la forma como utilizan el U. dermestoides las personas del
comun, para tratar los sintomas del asma en la cotidianidad.

Los ensayos especificos evaluaron el efecto depresor del
aceite de U. dermestoides (3mg/Kg, vo), comparandolo con
el patron Difenhidramina (37,50mg/Kg, vo); leche (62,5mg/
Kg, vo) vehiculo del aceite y el control solucion salina (0,9%,
vo). La evaluacion se realizo por triplicado a los 30, 60, 120,
240 y 360 minutos, entre las 6H y las 14H, teniendo en cuenta
el tiempo de vida media de eliminacion (t,,) de los medica-
mentos utilizados (Rang et al. 2004; Alcaraz 2005).

Se empled el disefio de bloques completamente aleatori-
zados en cada una de las pruebas neurofarmacologicas para
confirmar el efecto depresor del aceite del coledptero en el
SNC de ratones albinos ICR. El nivel de significancia fue de
0,05 en la prueba de analisis de varianza simple (ANOVA),
seguido de un analisis de comparaciones multiples (Tukey)
(Wayne 1995; Diaz 1999). Se utilizaron los programas Ex-
cel® y SPSS® para el procesamiento de los datos.

Resultados y Discusion

La evaluacion preliminar del efecto del aceite en la conducta
y en el sistema autéonomo de los ratones albinos, mediante el
Test de Irwin, se realizd en términos de la discriminacion de
presencia del efecto neurofarmacoldgico depresor o estimu-
lante (+) y aumento del efecto (++). Los efectos mas relevan-
tes que presentaron los animales en esta prueba preliminar
fueron somnolencia y pasividad (++); mientras que la relaja-
cién y la autoacicalacion se presentan (+) a través del tiempo
del experimento; comparandolo con el efecto depresor del
patron Diazepam y el efecto estimulante de la Anfetamina
en el SNC. Estos hallazgos preliminares dan lugar a afirmar
que el aceite de U. dermestoides (3mg/Kg, vo) tiene un efecto
depresor moderado en el SNC en una relacion directa y de-
pendiente de la dosificacion; el cual después de media hora
de administrado comenzaba a disminuir y los animales recu-
peraron su comportamiento normal a las seis horas de inicia-
do el ensayo (Tabla 1).

El efecto neurofarmacoldgico mas notorio causado por
aceite de U. dermestoides (3mg/Kg, vo) fue la depresion, de-
mostrada como pasividad. Este efecto depresor se confirma
mediante otro Test de Irwin, comparando dicho efecto con el
patron depresor del SNC Difenhidramina (37,50mg/Kg, vo),
cuya prueba muestra disminucion de la alerta y de la reacti-
vidad, ademas de la presencia y el aumento de la pasividad a
través del tiempo del experimento (Tabla 2).

Las dos pruebas del Test de Irwin sugieren que el aceite
de U. dermestoides produce un efecto depresor leve sobre el

Tabla 2. Prueba de Irwin confirmatoria. Promedio de los valores del efecto neurofarmacologico del aceite de U. dermestoides en Mus musculus

albinos comparados con Difenhidramina durante 360 minutos.

Aceite de U. dermestoides

Difenhidramina (patrén)

Tratamiento
Efecto 30 60 120 240

360 30 60 120 240 360
Alerta (4) 3,0 2,7 2,7 33 40 40 40,0 3,70 3,70 40
Pasividad (0) 0,7 1,3 2,0 2,0 2,3 0,0 0,0 0,33 0,33 0,0
Reactividad (4) 3,0 2,7 2,7 33 4,0 40 4,0 3,70 3,70 40
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Figura 1. Comparacion del efecto del aceite de U.dermestoides (3 mg/
Kg, vo) y la Difenhidramina (37,5mg/Kg, vo) en la Memoria el Apren-
dizaje, y la Discriminacion sobre ratones albinos durante 360 minutos.

SNC de los ratones albinos, el cual desaparece después de
seis horas de administrado en una relacion directa y depen-
diente de la dosificacion en los signos observados respecto al
comportamiento, en los efectos neuroldgicos y en los efec-
tos en el sistema nervioso autonomo, tales como el estado de
alerta (atento, ubicacion visual, pasividad); el estado de ani-
mo (autoacicalacion, intranquilidad, irritabilidad, temor), la
actividad motora (reactividad, actividad motora espontanea,
respuesta al dolor); la postura corporal y de extremidades,
la incoordinacién motora (marcha vacilante, marcha normal,
reflejo de posicion) y el tono muscular (de extremidades,
fuerza prensil, encorvadura corporal, tono corporal, tono ab-
dominal); comparados con el efecto producido por la Difen-
hidramina. Dichos ensayos de Irwin estan en coherencia con
ensayos reportados por (Turner 1965; Nakama 1972; Lipman
1978; Meneses et al. 1990).

Pruebas neurofarmacologicas confirmatorias del efecto de-
presor del aceite de U. dermestoides

La determinacion del perfil de actividad en el SNC del aceite,
se realizo por medio de pruebas orientadas a valorar las si-
guientes funciones del cerebro:

Memoria, Aprendizaje y Discriminacion: El animal se
entrena previamente y se somete a un ayuno de alimentos
solido durante 24 horas, con el fin de que se estimule durante
el experimento a buscar el alimento colocado al final de una
ruta establecida como un premio (Velasco y Gonzalez 1981;
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Figura 2. Comparacion del efecto del aceite de U. dermestoides (3 mg/
Kg, vo) y la Difenhidramina (37,5 mg / Kg, vo) en el nimero de explo-
raciones realizadas por los ratones albinos en un lapso de cinco minutos.

Poldinger 1984; Meneses et al. 1990). Se evaluo el tiempo
que tarda el animal en atravesar el recorrido trazado en el
equipo (laberinto multiple) hasta llegar al alimento. El aceite
origina una notable disminucion en estas funciones del SNC
(Fig. 1), comparado con el efecto depresor de la Difenhidra-
mina (F=1,30; gl=4; p<0,05). El analisis estadistico de los
promedios de los datos obtenidos durante esta prueba, revela
que el aceite de U. dermestoides produce una notable dismi-
nucion en estas funciones del cerebro de los animales.

Actividad Motriz Exploratoria: La evaluacion de este
efecto farmacologico muestra que el aceite de U. dermestoi-
des produce un efecto depresor moderado (F=11,09; gl=4;
p<0,0001) y que existe diferencia en el efecto depresor en el
SNC por lo menos entre dos tratamientos. Comparado con el
efecto depresor de la Difenhidramina (37,50mg/Kg, vo) en el
SNC, el aceite de U. dermestoides (3mg/Kg, vo), genera una
disminucion en el nimero de exploraciones del raton, lo que
sugiere un estado de depresion. En este sentido, esta prueba
confirma un efecto depresor moderado del aceite de U. der-
mestoides en esta funcion del SNC (Fig. 2).

Actividad Motriz Espontanea: El andlisis estadistico de
los datos de este ensayo permite rechazar la hipotesis Ho,
el analisis define que existe diferencia en el efecto depresor
sobre el SNC producido por los cuatro tratamientos. El aceite
de U. dermestoides (3mg/Kg, vo) causa un efecto depresor
en esta funcion del SNC de los ratones, semejante al efecto
producido por el patrén depresor, la Difenhidramina (37,50
mg/Kg, vo) (Fig. 3).

Neurosis Experimental. En este experimento, la ansiedad
generada por la sed causa en el animal un conflicto entre si
toma la decision de calmar la sed, a pesar del malestar que
le causa el tetero cuando intenta acercarse a ¢l, o no calmar
la sed (Vogel 1971; Nakama 1972; Meneses et al. 1990). El
analisis estadistico indica que hay diferencias estadisticas en
la respuesta. Comparado con el efecto depresor de la Dif-
enhidramina (37,50mg/Kg, vo) en el SNC, el aceite de U.
dermestoides (3mg/Kg, vo), inhibe la respuesta emocional
del animal de experimentacion, compatible con un efecto an-
siolitico del aceite (Fig. 4). Esta prueba confirma que existe
diferencia en el efecto depresor sobre el SNC producido por
los cuatro tratamientos.

En aproximacion a las opiniones de Tasaka (1986) y Rang
et al. (2004), las pruebas desarrolladas durante esta investiga-
cion para evaluar el perfil neurofarmacologico del aceite de
U. dermestoides comparado con los patrones depresores del
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Figura 3. Comparacion del efecto del aceite de U. dermestoides (3 mg/

Kg, vo) y la Difenhidramina (37,5 mg/Kg, vo) en el desplazamiento
habitual de los ratones albinos medido en cm.
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Figura 4. Comparacién del efecto del aceite de U.dermestoides (3 mg/
Kg, vo) y la Difenhidramina (37,5 mg/Kg, vo) en el comportamiento
reprimido de ratones albinos por aplicacion de 50 mA durante 30 seg.

SNC: Diazepam (medicamento ansiolitico) y Difenhidramina
(medicamento antihistaminico, antagonista de los receptores
H1 de Histamina), se puede deducir que los resultados pre-
sentaron cierta variabilidad biologica, debido probablemente
a factores genéticos propios del animal de experimentacion,
a los factores ambientales y de sensibilidad de los animales y
a la manipulacidn; variables que son dinamicas en el tiempo
(Vogel 1971; Meneses et al. 1990; Tobon y Meneses 1991).

En general se determino que en las condiciones de esta
investigacion, el aceite presenta un efecto depresor leve so-
bre el SNC y ciertos signos neurofarmacologicos compati-
bles con un efecto ansiolitico moderado en los biomodelos.
Las pruebas neurofarmacologicas especificas al aceite, en
especial el ensayo de la Neurosis Experimental, muestran un
efecto ansiolitico moderado, probablemente por una accion
farmacologica de tipo gabaérgico, como sucede con el patron
Diazepam (Rodgers y Dalvi 1997). Sin embargo, la literatura
reporta mas efectos empiricos en otros 6rganos y sistemas;
por ejemplo, se vincula con la curacion de indigestiones,
afecciones cardiacas, mialgias, enfermedades renales, varie-
dad de infecciones, asma y se ingiere vivo como afrodisiaco
(Chua y Chandrepal 1978; Chu et al. 1997).
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Actividad de picadura de Anopheles calderoni (Diptera: Culicidae)
en dos localidades del Valle del Cauca, Colombia

Biting activity of Anopheles calderoni (Diptera: Culicidae) in two localities of Valle del Cauca, Colombia

DIANA LUCUMI-ARAGON!, RANULFO GONZALEZ 0.2y CRISTHIAN SALAS-QUINCHUCUA?

Resumen: Anopheles calderoni ha sido recientemente registrado en Colombia y aparentemente muchos de los aspectos
bionémicos de An. punctimacula corresponden a esta especie, esclarecer esta confusion es indispensable para desarro-
llar programas de prevencion y control de vectores de malaria, por tal motivo, en este trabajo se evalta su actividad de
picadura en tres estaciones de dos localidades del Valle del Cauca: una en El Otofio (Candelaria) y dos en Laguna de
Sonso (Buga); se realizaron 312h de colecta con cebo humano protegido, en periodos de 12h (18:00 a 06:00), colectan-
do 5.831 especimenes, 334 en El Otofo, 864 y 4.633 en la estacion uno y dos de la Laguna de Sonso respectivamente.
El indice de picadura por humano por noche (IPHN) y por hora (IPHH), asi como las horas de mayor actividad de
picadura variaron entre las estaciones y sitios de muestreo, esto estuvo aparentemente relacionado con la proximidad
de las estaciones de colecta a los criaderos o con la disponibilidad y productividad de criaderos locales. El IPHN vario
de 26,5 a 78,5 (¥=55,7) en El Otofio, y entre 16,5y 157,0 (X=65,8) y 246,0 y 1265,5 (¥=661,9) en la estacion uno y dos
de la Laguna de Sonso respectivamente. En conclusion, en ambas localidades la especie presenté un comportamiento
unimodal y bimodal dependiente de las densidades y muy heterogéneo entre las noches de muestreo, lo que sugiere una
caracteristica de plasticidad en su comportamiento hematéfago.

Palabras claves: Control de Malaria. Peridomicilio. Extradomicilio. Anopheles punctimacula.

Abstract: Anopheles calderoni has been recently registered in Colombia and apparently many bionomic aspects of
An. punctimacula correspond to this species, to clarify this confusion is essential to develop prevention and control
programs of malaria vectors, for that reason this paper evaluates its biting activity at three stations in two localities of
Valle del Cauca, one in El Otono (Candelaria) and two in Laguna de Sonso (Buga), 312 collecting hours were carried
out with protected human bait in periods of 12 hours (18:00 to 06:00), 5.831 specimens were collected, 334 at El Otoflo,
864 and 4.633 at Laguna de Sonso stations respectively. The biting rate per human per night (IPHN), the biting rate per
human per hour (IPHH) and peak hours of biting activity varied among stations and sampling sites apparently related
to the proximity of sampling stations to the breeding sites or to the availability and productivity of local breeding sites.
The IPHN ranged from 26.5 to 78.5 (¥=55.7) in El Otofo, and between 16.5 and 157.0 (¥=65.8) and between 246.0 and
1265,5 (X=661.9) in the station one and two respectively. In conclusion, at both localities the species showed unimodal
and bimodal behavior depending on the densities and being heterogeneous between nights, which suggest a plasticity

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9086

feature on its hematophagous behavior.

Key words: Malaria control. Peridomicile. Extradomicile. Anopheles punctimacula.

Introduccion

Un buen conocimiento de la bionomia de los vectores de
malaria favorece una mejor programacion de las activida-
des de prevencion y control (Voorham 2002). Los patrones
de actividad diaria de los mosquitos estan regulados por un
ritmo circadiano endogeno (Beck 1968), que puede estar in-
fluenciado por la luz, temperatura y humedad (Murillo et al.
1988). Este ritmo es especie-especifico y puede ser explicado
por la competencia que tienen varias especies de Anopheles
presentes en un mismo habitat por la explotacion en diferen-
tes tiempos de recursos alimenticios, sitios de reposo y cria-
deros (Solarte et al. 1996).

Como parte de una revision sistematica de las especies
de Anopheles (Anopheles) de la Serie Arribalzagia, realizada
en los ultimos 20 afios, An. punctimacula Dyar y Knab. 1906
fue redescrita por Wilkerson (1990), y An. malefactor Dyar
y Knab. 1907, elevada de sindnimo con la anterior, a especie
valida. Posteriormente, a partir de ejemplares colectados en

Salitral, departamento de Piura, Peru, Wilkerson (1991) des-
cribi6 a An. calderoni, tanto en larvas como en adultos y con-
sider6 que su distribucion estaba restringida a las tierras bajas
del Peru, con elevaciones menores a 250 m.s.n.m sin embar-
g0, en 1995 se reportd en Peru que el limite de dispersion mas
alto de esta especie era de 1.080 m.s.n.m y se incrimind como
el segundo vector potencial de malaria, en especial a partir de
400 m de elevacion (Calderén et al. 1995). Posteriormente,
Rubio-Palis y Moreno (2003) la registraron para Venezuela,
en posible simpatria con An. punctimacula. Recientemente
Gonzalez et al. (2010), a partir de analisis morfologico de
progenies, especimenes de coleccion y secuencias de codi-
go de barras (subunidad I del gen de la citocromo oxidasa
del ADN mitocondrial), comprobaron su presencia en varias
localidades de Colombia y Ecuador, incluyendo localidades
costeras y de alturas hasta de 1.113 metros de elevacion. An-
tes de estas revisiones, en la Amazonia y Andes de Suramé-
rica, An. punctimacula era reconocida entre los entomélogos
como una especie involucrada en la transmision de malaria

! Biologa con énfasis en entomologia, Universidad del Valle, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Calle 13 # 100-00, Ed 320 Departamento de Biologia.
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Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Calle 13 # 100-00, Ed 320 Departamento de Biologia. Grupo de Investigaciones Entomologicas (GIE). ranulfog@
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(Villalobos y Valderrama 1944; Levi-Castillo 1945; Deane et
al. 1948; Levi-Castillo 1949; Lane 1953; SEM 1957; Forat-
tini 1962; Gorham et al. 1973; Calderén et al. 1974; Cova-
Garcia y Sutil 1977 (Com. pers); Knight y Stone 1977).

Dada la confusion en la taxonomia de estas especies,
posiblemente muchas de las caracteristicas biondmicas, de
distribucion altitudinal, e incriminacion vectorial asignadas
en el pasado a An. punctimacula en Pert, Colombia, Ecua-
dor y Venezuela, en realidad corresponden a An. calderoni
y en algunas regiones a una mezcla entre ésta y las especies
An. guarao Anduze y Capdevielle, 1949 An. punctimacula o
An. malefactor. Segin varios autores, An. punctimacula en
Ecuador presenta un comportamiento zoofilico (Levi-Casti-
llo 1945) y generalmente antropozoofilico (Forattini 1962;
Barreto 1971). En Colombia, a Anopheles punctimacula se
le asigna una amplia distribucion en el occidente y la cuenca
del rio Magdalena (Olano ez al. 2001), y segin Pinzén (1945)
era la tercera especie de Anopheles mas frecuentemente
capturada en viviendas de Puerto Salgar (Cundinamarca) a
1.773m de elevacion. Ese mismo afio fue incriminada como
vector de malaria en Itagilii (Antioquia) a una elevacion de
1.540ms.n.m. (Rey et al. 1945).

Con base en la revision de especimenes presentes en la
coleccion del Museo de Entomologia de la Universidad del
Valle (MUSENUYV), recolectados en el valle geografico del
Valle del Cauca, durante mas de 15 afios, y el trabajo recien-
te de Gonzalez et al. (2010) se puede decir que la especie
antes reconocida como An. punctimacula en esta region, co-
rresponde a An. calderoni. Segun lo anterior, posiblemente
muchos de los comportamientos observados en An. puncti-
macula en varios paises de Suramérica correspondan a An.
calderoni, pero dado que no existe tal certeza, es necesario
clarificarlo apoyados en los nuevos hallazgos taxondmicos.

En algunas regiones o localidades de Suramérica, parece
ser que An. calderoni tiene actividad antropozoofilica sobre
todo en el ambiente peri y extradomiciliar. En Perti, segin
Calderon et al. (1995) es la segunda especie en abundancia e
invasividad domiciliaria y esta comprometida en la transmi-
sion de malaria. En su rango de distribucion en Pertl, (Cruz
et al. 2004) han observado que An. calderoni es mas frecuen-
temente exofagica que endofagica y en algunos casos, su ac-
tividad de picadura es mayor que la que se observa en An.
pseudopunctipennis Theobald, 1901. Poco se conoce sobre
los picos de actividad de esta especie, en algunas localidades
de Pert1, es unimodal y en presencia de densidades muy bajas,
presenta su pico de mayor actividad entre las 23:00 y 24:00h
en el intradomicilio y entre las 22:00 y 23:00h en el perido-
micilio, pero cuando su densidad es mayor, se presenta entre
las 23:00 y 24:00h tanto en el peri como en el intradomici-
lio (Cruz et al. 2004). Dado que estos datos corresponden
a localidades del Perti, por debajo de los 300 m.s.n.m, a la
amplia distribucion en Colombia de esta especie (Gonzalez et
al. 2010) y que el comportamiento de picadura de una especie
de Anopheles constituye una variable importante de su com-
petencia vectorial, se evalu6 esta actividad en peridomicilio
y extradomicilio en dos localidades del Valle geografico del
Rio Cauca, Colombia.

Materiales y Métodos
Area de estudio. La actividad de picadura peridomiciliar y

extradomiciliar de An. calderoni se evaluo en dos localida-
des: El Otofio, municipio de Candelaria y Laguna de Sonso,

municipio de Buga ubicadas en el Valle geografico del rio
Cauca, departamento del Valle del Cauca, Colombia. En la
primera, la estaciéon de muestreo se ubico en la coordenada
3°24°24,7°N 76°19°10,7”W a una elevacion de 1.005ms.n.m
en el peridomicilio. En la segunda, se establecieron dos es-
taciones en la sede de la Corporacion del Valle del Cauca
(CVC). Laguna de Sonso, a una altitud promedio de 966
msnm: Estacién uno en el peridomicilio de las edificaciones
con coordenadas 3°52°32”N 76°20°53”W y la Estacion dos
ubicada en el extradomicilio aproximadamente a 800m de las
edificaciones con coordenadas 3°52°34,0”N, 76°20°49,5”W

(Fig. 1).

Recoleccion y determinaciéon taxonémica. Las colectas se
hicieron con cebo humano protegido entre mayo de 2008
y mayo de 2010, dos operarios por estacion realizaron 12
colectas en periodos comprendidos entre las 18:00h y las
06:00h distribuidas asi: tres en la localidad de El Otofio (dos
en mayo y una en junio de 2008) y nueve en las dos estacio-
nes de la CVC en la Laguna de Sonso (dos en noviembre de
2008, tres en mayo de 2009 y cuatro en mayo de 2010). En
total se realizaron 312h de colecta. Para realizar los mues-
treos se uso6 un aspirador bucal siguiendo métodos estanda-
res de colecta (WHO 1975). Los especimenes de cada hora
de muestreo se colocaron en vasos de 250ml de capacidad
y se almacenaron en un frigotermo Coleman® de 40L, don-
de se transportaron hasta el Laboratorio de Investigaciones
Entomolodgicas de la Universidad del Valle para su identifi-
cacion y cuantificacion.

Laguna de Sonso
3°52'N 76°20'W
960 m.s.n.m.

El Otofio
3°24'N 76°19'W
1005 m.s.n.m.

o

N
Il Cabeceras Municipales A

20 10 0 20 40 60 80

Figura 1. Ubicacion geografica de las dos localidades estudiadas en los
municipios de Candelaria y Buga en el Valle del Cauca, Colombia.
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Los ejemplares se sacrificaron en frio, se separaron y de-
terminaron a especie, para esto ultimo, se utilizo la clave de
Gonzalez y Carrejo (2009) asi como mediante la confirma-
cion de los caracteres diagnosticos de An. calderoni presenta-
dos en la descripcion original (Wilkerson 1991). No se midi6
la actividad de otras especies presentes esporadicamente (A4n.
triannulatus s.1. Neiva y Pinto 1922 y An. albimanus Wie-
demann, 1820) Finalmente algunos ejemplares se montaron
en alfileres entomoldgicos, se etiquetaron y depositaron en el
Museo Entomoldgico de la Universidad del Valle (MUSE-
NUV).

Analisis estadistico. Para cada fecha se cuantific el nimero
de mosquitos por hora, se promediaron los valores por noche
para cada estacion y este valor se transformo a porcentaje con
respecto al total por jornada de colecta. También se calcul6 el
Indice de Picadura por Hora por Humano (IPHH) y el Indice
de Picadura por Humano por Noche (IPHN). Las variaciones
promedio de los picos de actividad de picadura se analizaron
y graficaron por separado para cada una de las localidades. Se
consider6 la coincidencia en el tiempo entre la actividad hu-
mana y la actividad de picadura de los anofelinos agrupando
los datos con base en la contribucion relativa de tres perio-
dos funcionales: anochecer (18:00 a 21:00), noche (21:00 a
03:00) y amanecer (03:00 a 06:00).

Resultados y Discusion

Se recolectaron, picando o aterrizando sobre el cebo 5.831
especimenes de An. calderoni, 334 en la localidad de El Oto-
N0y 5.497 en las dos estaciones de la Laguna de Sonso (Tabla
1). En esta ultima, el incremento en densidad se presentd en
la estacion 2 (4.632 especimenes), coincidiendo con una épo-
ca de alta densidad de mosquitos.

Los criaderos mas importantes de esta especie parecen
estar mas relacionados con los regimenes de lluvias, es de-
cir sujetos a estacionalidad. Segiin Levi-Castillo (1945) A4n.
punctimacula en Ecuador (posiblemente An. calderoni) se re-

Tabla 1. indices de picadura por humano por noche (IPHN) y por huma-
no por hora (IPHH) de An. calderoni en tres estaciones de dos localida-
des del departamento del Valle del Cauca, Colombia.

Localidad Fecha N /Noche IPHN IPHH
1 157,0 78,5 6,5
El Otoiio 2 53,0 26,5 2,2
ED 3 124,0 62,0 52
Media 55,7 4,6
4 48,0 24,0 2,0
5 33,0 16,5 1.4
Laguna de 6 3140 157.0 13,1
Sonso (E1) 7 221,0 110,5 9,2
8 105,0 35,0 2,9
9 143,0 71,5 6,0
Media 65,8 55
10 492,0 246,0 20,5
Laguna de
Sonso (E2) 11 1.608,0 536,0 44,7
12 2.533,0 1.266,5 105,5
Media 661,9 55,2

Tabla 2. Precipitacion durante los meses en los que se realizaron co-
lectas de An. calderoni en las dos localidades de estudio, acumulado y
promedio mensual de seis meses anteriores a los meses de los muestreo
realizados (Cantidades dadas en mm). Fuentes: CENICANA (para El
Otofio) y CVC (Para Laguna de Sonso).

Precipitacién (mm)

Acumulada Prome(llig
Mes d seis meses mensual de
Localidad les te Mensual anteriores a setls meses
colecta los meses de lan eriores a
colecta os meses de
colecta
Mayo 2008 128,30 806,50 134,42
El Otoiio Junio 2008 119,20 806,40 134,40
Total 247,50 1.612,90 134,41
Noviembre 2008 67,00 604,00 100,67
Laguna Mayo 2009 116,00 420,00 70,00
de S
¢ sonso Mayo 2010 107,00 523,00 87,17
Total 290,00 1.547,00 85,94

produce durante los meses de Febrero a Junio en los charcos
que estan en proceso de secarse, cuando las lluvias dejan de
ser torrenciales y en pantanos de agua dulce sombreados. Es-
tos criaderos desaparecen durante el resto del afio por lo que
los adultos solo se pueden colectar ocasionalmente. En Pert,
la reproduccion de este mosquito esta asociada con canales
de irrigacion y lagunas formadas por filtraciones de la irriga-
cion de campos cultivados cerca del litoral (Cruz et al. 2004).
En Colombia, segin Olano ef al. (2001) An. punctimacula
(posiblemente An. calderoni) se suele reproducir en huecos
y pisadas de animales con agua lluvia, pero durante una epi-
demia de malaria en La Tebaida (departamento del Quindio)
también se observaron en tanques bajos a la intemperie y be-
bederos de animales. En el valle geografico del rio Cauca, las
densidades poblacionales de An. calderoni fluctian mucho,
aparentemente sujetas al régimen de lluvias, como se obser-
v6 en las estaciones de muestreo. En el Otofio y la Laguna
de Sonso la precipitacion total de los seis meses anteriores a
los muestreos oscilo entre 806,40 y 806,50 mm (CENICA-
NA) y entre 420 y 1.547mm (CVC) respectivamente, pero
con los registros mas bajos para la Laguna de Sonso antes
de los muestreos de mayo de 2009 y mayo de 2010 (Tabla
2), por eso, posiblemente la época en la cual se encontrd la
mayor densidad corresponde a los meses de mayo y junio.
En una de las estaciones de la Laguna de Sonso se obtuvo la
mayor emergencia de adultos, aparentemente las bajas preci-
pitaciones en meses previos al muestreo (87,17mm) durante
el verano, ocasionaron una disminucion del nivel del agua en
la laguna lo que afecto la disponibilidad de criaderos, pero
con la llegada de las lluvias, a partir del mes de abril, recu-
peroé una gran extension de terreno, generando mayores posi-
bilidades de reproduccion de estos mosquitos. Sin embargo,
para un mejor entendimiento de esta dinamica poblacional, es
necesario la realizacion de un monitoreo mensual durante los
diferentes meses del afio y correlacionarlos con los diferentes
parametros ambientales.

En ambas localidades las densidades variaron considera-
blemente entre las noches de muestreo, en general, el [IPHN
fluctu6 de baja a muy alta en la Laguna de Sonso y baja en
la localidad de El Otofio. Considerando todas las noches de
colecta, este indice vario de 26,5 a 78,5 (X =55,7) en El Oto-
o, 16,5 a 157,0 (X =65,8) en la Estacion uno de la Laguna
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Tabla 3. Media y rango en la actividad horaria (IPHH) por fecha de An. calderoni en tres estaciones de dos localidades del departamento del Valle

del Cauca, Colombia.

L. Sonso E1 L. Sonso E2 El Otoiio
IPHH IPHH IPHH

HORA Ntotal Media Rango N'otal Media Rango N'otal Media Rango
18:00-19:00 100 9,2 1,5-19,5 324 46,3 10,0 - 113,5 16 2,7 0,0-7,0
19:00-20:00 187 12,2 3,0-275 457 65,3 21,0-142,0 20 33 2,0-7,0
20:00-21:00 161 12,4 3,5-29,5 518 74,0 42,5-145,0 41 6.8 7,0 - 10,0
21:00-22:00 142 10,9 1,0-33,0 634 90,6 42,5-172,5 34 5,7 3,0-11,5
22:00-23:00 93 72 1,7-20,0 466 66,6 30,5-110,5 65 10,8 2,5-20,0
23:00-24:00 53 4,1 1,0-10,5 467 66,7 14,5-131,0 28 4,7 2,0-7,5
24:00-01:00 38 29 0,0-6,5 341 48,7 12,0 -102,0 29 4,8 1,0-11,0
01:00-02:00 28 2,2 0,5-6,0 340 48,6 14,5-107,5 51 8,5 3,0-17,5
02:00-03:00 20 1.5 0,0-3,0 398 56,9 24,5-109,5 21 35 1,0-12,0
03:00-04:00 13 1,0 0,0-25 379 54,1 19,0 -77,0 20 33 0,0-6,5
04:00-05:00 14 1,1 0,0-2,5 216 30,9 8,0-43,0 9 1.5 0,0 - 4,0
05:00-06:00 15 1,2 0,0-4,0 93 13,3 7,0-17,7 0 0,0 0,0-0,0
TOTAL 864 4.633 334
MEDIA 5,5 55,2 4,6

de Sonso y entre 246,0 y 1265,5 (X =661,9) en la Estacion
dos de la Laguna de Sonso. Estos resultados pudieron verse
influenciados por la presencia de criaderos y condiciones am-
bientales que favorecen la emergencia de grandes cantidades
de mosquitos en la Laguna de Sonso. Los criaderos de la lo-
calidad de El Otofio parecen ser fundamentalmente los cana-
les de riego de grandes cultivos de cafia y aguas encharcadas
de terrenos con malezas.

La actividad horaria de An. calderoni, cuantificada como
Indice de Picadura por Hora por Humano (IPHH) vari6 entre
2,2y 6,5 (X=4,6) en la localidad de El Otofio y entre 1,4
y13,1 (X=5,5) y entre 20,5 y 105,5 (X =55,2) en las esta-
ciones uno y dos de la Laguna de Sonso (Tabla 3). Los picos
de mayor actividad de picadura fueron diferentes entre las
localidades y estaciones de muestreo, independientemente de
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Figura 2. Variacion en los picos de actividad hematofaga extradomici-
liar/peridomiciliar de An. calderoni en tres estaciones de dos localidades
del Valle del Cauca, Colombia (N=5.831 mosquitos).

la densidad de mosquitos en la Estacién uno de la Laguna de
Sonso, la actividad de picadura mostré una tendencia uni-
modal, con un pico de mayor actividad de picadura entre las
19:00 y las 20:00 h (Fig. 2; Tabla 3). En la localidad de El
Otoflo la mayor actividad de picadura parece depender de la
densidad observada, cuando la densidad fue muy baja (26,5
mosquitos por humano por noche) se observd un comporta-
miento unimodal (19:00-22:00 h), pero en promedio y fun-
damentalmente cuando la tasa de picadura se presentd entre
62,0 y 78,5 mosquitos por humano por noche, se observo un
comportamiento bimodal, con picos cerca de la media noche:
el mayor, entre las 22:00 y las 23:00h y el menor entre las
01:00 y las 02:00h (Fig. 2). Este comportamiento coincidio
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Figura 3. Porcentaje acumulado por hora por noche de 4n. calderoni

colectados en el extradomicilio/ peridomicilio en tres estaciones de dos
localidades del Valle del Cauca, Colombia. (N = 5.831 mosquitos).
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mas con el de la Estacion dos de la Laguna de Sonso donde se
presentaron las densidades mas altas de mosquitos, ya que los
picos se registraron entre las 21:00-22:00h y entre las 02:00-
04:00h (Fig. 2). Cruz et al. (2004) en Perti, también registro
un comportamiento unimodal para la especie, pero con pi-
cos diferentes a los presentados en El Otofio y la Laguna de
Sonso: en una de las localidades estudiadas en ese trabajo,
ubicada a 110 m.s.n.m, el pico en el peridomicilio se presento
entre las 22:00 y 23:00h, mientras que en otra, ubicada a 40
m.s.n.m, el pico se presentd entre las 23:00 y las 24:00h, estas
variaciones ademas de estar relacionadas con las diferencias
en el ambiente pueden estar relacionadas con una caracteris-
tica de plasticidad fenotipica de la especie.

El porcentaje acumulado de mosquitos por hora refleja las
diferencias entre las estaciones y localidades, por ejemplo,
cuando ocurri6 el pico de mayor actividad hasta las 20:00h en
la Estacion uno de la Laguna de Sonso, ya se habia colectado
cerca de un 33% de los mosquitos que picarian en la noche,
mientras que en la Estacion dos se colectd cerca del 17% y
en la localidad de El Otofio solo un 10% (Fig 3). Lo mismo
ocurri6 hasta la media noche en la Estacion uno donde cerca
del 85% de los anofelinos habian picado mientras que en la
Estacion dos y el Otofio solo se habia presentado un poco mas
del 60% de las picaduras.

Cuando se compararon las estaciones teniendo en cuenta
la contribucion relativa de los tres periodos funcionales se
observaron variaciones con la estacion de muestreo: en la
Estacion uno, se presenté un mayor porcentaje de contacto
al anochecer (45%-60%) coincidiendo con el pico de mayor
actividad (19:00 - 20:00 h) (Fig. 4B), mientras que en el

m18:00 - 21:00

m21:00 - 03:00 003:00 - 06:00

Figura 4. Porcentajes acumulados en tres periodos de la actividad de
picadura extradomiciliar de An. calderoni en tres estaciones de dos lo-
calidades del Valle del Cauca, Colombia (N= 5.831 mosquitos). Cada
anillo de A B y C corresponde a una fecha de colecta. A. El Otofio (Can-
delaria). B. Estacion uno de la Laguna de Sonso (Buga). C. Estacion
dos de la Laguna de Sonso (Buga). D. Promedios de las tres estaciones
(Anillo interno: Estacion uno de la Laguna de Sonso. Anillo intermedio:
Estacion dos de la Laguna de Sonso. Anillo externo: El Otoio).

intervalo noche (21:00- 03:00h) vario entre 33% y 50% y
en el amanecer, cuando las densidades fueron bajas (IPHN
=6,5y 24,0), no se presentd actividad de picadura del mos-
quito. Pero cuando fueron mayores la actividad varid entre
5% y7% (Fig. 4B). A diferencia de la anterior, en la Esta-
cion dos la actividad de picadura fue mas heterogénea (Fig.
4A) y la mayor actividad correspondié al intervalo de la
Noche (64% a 71%), al anochecer vari6 entre el 16% y el
34% y al amanecer se present6 poca actividad hematofaga
(2% a 13%). Un comportamiento similar se observo en la
estacion de El Otofio pero con menor rango de variacion
entre fechas (Fig. 4C). En general, promediando todas las
fechas para los tres periodos funcionales, se observo una ac-
tividad de picadura muy heterogénea (Fig. 4D) que parece
coincidir con una caracteristica de plasticidad del compor-
tamiento hematdfago de An. calderoni que puede presen-
tarse en cualquiera de los tres periodos funcionales depen-
diendo de las densidades, las localidades y la época del afio,
incrementando la importancia en la incriminacion vectorial
de la especie. Los periodos de mayor actividad presentaron
coincidencias con las actividades humanas de las zonas de
muestreo, las cuales estan relacionadas con las jornadas la-
borales de sus pobladores: en la Laguna de Sonso, la pesca
es la actividad principal y seglin los habitantes de la zona
¢ésta se realiza generalmente durante el anochecer y durante
la noche, mientras en la vereda El Otofio, la principal fuen-
te de ingreso esta relacionada con el cultivo de la cafia de
azucar, con jornadas laborales diurnas, por lo que durante
el anochecer y noche la poblacion usualmente se encuen-
tra en sus domicilios. Estas coincidencias entre los picos de
actividad y la actividad humana son importantes ya que se
incrementa la probabilidad de contacto entre los pobladores
de la Laguna de Sonso y An. calderoni, siendo este también
un componente importante para su incriminacion vectorial.

Estos hallazgos son importantes porque contribuyen a en-
tender los diferentes componentes entomologicos que inter-
vienen en la transmision de malaria en Colombia y posible-
mente algunos brotes de malaria atribuidos a An. punctima-
cula corresponden en realidad a An. calderoni. Considerando
su amplia distribucion en el pais (Gonzalez et al. 2010) y
su incriminacién como vector secundario en algunas regio-
nes de su rango de distribucion en Suramérica (Calderon et
al. 1995), es importante llevar a cabo estudios adicionales
en localidades con presencia de esta especie, para diferenciar
su papel como transmisor de malaria de las otras especies
relacionadas, especialmente de An. punctimacula (Brochero
y Quifiones 2008).

En conclusion An. calderoni presenta una alta actividad
hematofaga durante el anochecer y gran parte de la noche
mostrando un descenso durante el amanecer. Los picos de
mayor actividad de picadura de esta especie varian segun la
localidad de muestreo y aparentemente segin su densidad.
En ambas localidades se presenta un comportamiento unimo-
dal y bimodal, pero el comportamiento bimodal, parece ser el
mas frecuente de observar, especialmente cuando se presenta
una densidad mediana a alta.
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Insecticidal activity of three species of Guatteria (Annonaceae)
against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Actividad insecticida de tres especies de Guatteria (Annonaceae) contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

SULLAMY D. G. ACIOLE'?, CARLA F. PICCOLI% JONNY E. DUQUE L., EMMANOEL V. COSTA?,
MARIO A. NAVARRO-SILVA?, FRANCISCO A. MARQUES?, BEATRIZ H. L. N. SALES MAIA’,
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Abstract: The products of vegetal origin were assessed for bioactive substances to reduce reliance on organophosphate
and pyrethroid insecticides, to which insect populations have become resistant. For this reason the aim of this study was
to assess whether the essential oils of Guatteria hispida, G. blepharophylla and G. friesiana have insecticidal effect
against 4. aegypti under laboratory conditions. Essential oils were extracted through hydrodistillation using a modified
Clevenger apparatus and analyzed by Gas Chromatography (CG-FID), Gas Chromatography coupled to Mass Spec-
trometry (GC-MS), and Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The bioassays were analyzed according to the Probit
model. The GC-MS and NMR analyses confirmed that the leaves of G. blepharophylla have the caryophyllene oxide
as their main component; in G. friesiana the a-,- and y-eudesmols prevail, and in G. hispida o- and B-pinene, and
(E)-caryophyllene are the predominant compounds. The lethal concentrations LCsy, LCos and LCsy, were respectively
85.74, 199.35 and 282.76ppm for G. hispida; 58.72, 107.6 and 138.37ppm for G. blepharophylla; and 52.6, 94.37 and
120.22ppm for G. friesiana. The oil extracted from G. friesiana presented the best insecticidal effect.

Key words: Mosquito control. Dengue. Essential oils. Larvicides

Resumen: Se evaltan productos de origen vegetal en busca de sustancias bioactivas que tengan la capacidad de redu-
cir la dependencia de insecticidas organofosforados y piretroides, a los que las poblaciones de insectos se han vuelto
resistentes. Por esta razon el objetivo de este estudio fue evaluar si los aceites esenciales de Guatteria hispida, G.
blepharophylla'y G. friesiana presentan efecto insecticida contra A. aegypti bajo condiciones de laboratorio. Los aceites
esenciales se extrajeron a través de hidrodestilacion por medio de un aparato tipo Clevenger, analizados por Cromato-
grafia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Los bioensa-
yos se analizaron de acuerdo con el modelo Probit. Los analisis de (CG-EM) y (RMN) confirmaron que las hojas de G.
blepharophylla presentan 6xido de cariofileno como el principal componente; en G. friesiana fue a-, B- y y-eudesmol,
y en G. hispida o~y B-pineno y (E)-cariofileno fueron los compuestos predominantes. La concentraciones letales CLs,
CLys y CLy fueron respectivamente 85,74, 199,35 y 282,76ppm para G. hispida; 58.72, 107.6 y 138.37 ppm para G.
blepharophylla; 52,6, 94,37 y 120,22ppm para G. friesiana. El aceite extraido de G. friesiana presentd el mejor efecto
insecticida.

Palabras clave: Control de mosquitos. Dengue. Aceites esenciales. Larvicidas.

Introduction

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9087

Dengue cases and their clinical complications appear in
countries of tropical and subtropical regions every year, with
no promising prospects for future decrease of this problem
(Guzman et al. 2006). Unplanned urbanization, demograph-
ic and climatic changes in conjunction with the fast human
migrations worldwide through air and land transport facili-
ties are increasing the spread of the dengue arboviruses and
its vector, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) to new places
(Kroeger and Nathan 2007).

In the absence of a vaccine that confers permanent im-
munity to the four serotypes of the DENV1-4 dengue and

their genetic variations, vector control is used as the key
measure to fight the disease (Hombach 2007; Periago and
Guzman 2007). However, even with the extensive accumu-
lated knowledge over decades on this problem and knowing
that so far that the only viable possibility is the direct vector
control; this is not efficient since the epidemics in countries
of tropical and subtropical regions continue occurring.

The dependence on synthetic organophosphorus (OP)
and pyrethroid (P) insecticides to combat both immature
and adult forms of the vector mosquito has been the most
frequently adopted procedure for years, despite its little im-
pact on the reduction of dengue cases. Unfortunately, such
procedure has favored the outburst of A. aegypti populations
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that are insecticide tolerant at concentrations that otherwise
would cause mortality to susceptible individuals (WHO
1992). This phenomenon has been reported in several regions
such as: Venezuela (Mazzarri and Georghiou 1995), the Ca-
ribbean (Rawlins 1998), Singapore (Ping et al. 2001), Cuba
(Rodriguez et al. 2002), Peru (Chavez et al. 2005), Thailand
(Ponlawat et al. 2005), Argentina, Bolivia (Biber et al. 2000),
Meéxico (Flores et al. 2006) and Brazil (Montella et al. 2007).

Botanical-origin products emerge as a promising alter-
native to control the vector of the dengue virus, after being
set aside between the 30’s and the 50°s because the discov-
ery of chemical synthetic insecticides (organochlorines, or-
ganophosphates, carbamates and pyrethroids). Besides have
proven insecticidal effect, the plant-based products display a
diversity of compounds with attractive, dislodging or repel-
lent features that could be used in integrated pest manage-
ment systems, as alternatives aimed at monitoring and con-
trol the mosquito populations (Isman 2006; Navarro-Silva et
al. 2009).

The Annonaceac family comprises approximately 130
genera with 2.300 species of tropical and subtropical distri-
bution (Kessler 1993). This group of plants has well known
economic importance due to the trade of its fruits, byprod-
ucts, pharmacological activity, raw material for cosmetics,
perfume industry, natural medicine and antimicrobial and
insecticidal activity compounds (Costa et al. 2008, 2009;
Boyom et al. 2003; Isman 2006). The genus Guatteria Ruiz
& Pav, belongs to this family, with approximately 290 spe-
cies distributed throughout Mesoamerica, the Caribbean and
South America (Erkens and Maas 2008) with no study re-
lated to its insecticidal activity yet. The history of biologi-
cal potential of the Annonaceae and its antimicrobial activity
described in Costa et al. (2008), related with the chemical
composition of essential oils of three species of the genus
Guatteria, Guatteria blepharophylla (Mart.), Guatteria frie-
siana (W.A. Rodrigues) and Guatteria hispida (R.E. Fries)
(Erkens and Maas 2008), raised the hypothesis of its insecti-
cidal properties.

Research has been carried out to determine the potential
efficacy of derivates from plants in vector control programs.
The environmentally safe and biodegradable botanical insec-
ticides could be an alternative method of control, owing to
the growing incidence of the insect resistance to synthetic
insecticides. In view of the abovementioned and the records
of the insecticide action of the Annonaceae Family and the
antimicrobial activity of the genus Guatteria, the essential
oils of these species were evaluated for their effect against A.
aegypti larvae under laboratory conditions.

Materials and Methods

Sample Collection. With the purpose to observe some vari-
ance in the chemical constituents on the essential oils of the
species of Guatteria (G. blepharophylla, G. friesiana, and G.
hispida) the collection was made in the same months, as well
as, of the same species used by Costa et al. (2008), but three
years later. Leaves of G. blepharophylla were collected in
January 2008, on the campus of the Federal University of
Amazonas (UFAM); Leaves of G. friesiana were collected in
January 2008, at the Experimental Farm of the Federal Uni-
versity of Amazonas (UFAM), and leaves of G. hispida were
collected in July 2008, at the Adolpho Ducke Forest Reserve.
Voucher specimens were deposited in the Herbarium of the

Department of Biology, UFAM, Manaus, AM, Brazil, un-
der registration numbers 7340, 7341 and 7707, respectively.
Leaves were obtained from flowered plants.

Extraction of essential oils. The leaves (250g) of the three
Guatteria species were randomly collected dried at room
temperature for three days, grounded and subjected to hy-
drodistillation for 4 hours, using a modified Clevenger-type
apparatus. The oils were dried over anhydrous sodium sul-
phate (Na,SO,) and the percentage content was calculated
based on the dry weight. The extraction was repeated three
times.

Gas Chromatography (GC-FID) analysis. The GC analy-
ses were carried out using a Shimadzu GC-17A fitted with a
flame ionization detector (FID) and an electronic integrator.
Separation of the compounds was achieved employing a ZB-
SMS fused capillary column (30m x 0.25mm x 0.25um film
thickness) coated with 5%-phenyl-arylene-95%-methylpoly-
siloxane. Conditions of injection were performed according
to Costa et al. (2008): injector temperature 240°C; oven tem-
perature program of 60°C-300°C at a rate of 3°C/min; split
20:1 during 1.50 min, carrier gas He: 1 mL/min, constant
flow; sample volume 0.5 pL.

Gas Chromatography - Mass Spectrometry GC-MS anal-
ysis. The GC-MS analyses were performed on a Shimadzu
QP5050A GC/MS system equipped with an AOC-20i auto-
injector. A J&W Scientific DB-5MS (coated with 5%-phe-
nyl-95%-methylpolysiloxane) fused capillary column (30m
x 0.25mm x 0.25um film thickness) was used as the station-
ary phase. The conditions of injection were the same as de-
scribed above and according to Costa et al. (2008). The mass
spectrometer was operated at 70eV. The constituents of the
essential oils were identified by comparison of their mass
spectral pattern and retention indices (RI) with those given in
the literature (Adams 2007). The retention indices (RI) were
calculated according to Van Den Dool and Kratz (1963).

1D/2D 'H and C Nuclear Magnetic Resonance analysis
(NMR). The crude essential oils of these species were ana-
lyzed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of 'H and "*C
1D/2D. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectra were
recorded in a Bruker Avance 400 spectrometer operating at
9.4 Tesla, observing 'H at 400 MHz and C at 100 MHz.
Chloroform was used as the deuterated solvent. Chemical
shifts values were given in parts per million (ppm) relative to
the tetramethylsilane (TMS), used as internal reference stan-
dard (5 0.00).

Determination of insecticidal activity. The larvae from the
Rockefeller Colony - CDC (Center of Disease Control) were
kept in plastic trays (35.5cm x 21.5cm x 6.5¢cm) containing
3.000mL of dechlorinated water under controlled tempera-
ture (25°C+1), humidity (70%=10) and photoperiod (12:12)
conditions in a climatized chamber Model 347 CDG, at the
Laboratory of Medical and Veterinary Entomology. Thus
they remained there until reaching the stage of final 3" instar
and initial 4™ instar, a change observed from the exuviate.
The latter did not receive any food or chemical treatment.
After reaching the larval stage described above, the lar-
vae were counted, separated and transferred with a Pasteur
pipette to disposable plastic glasses with a 50mL capacity,
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containing 20mL of the same dechlorinated water, in a total
of 10 larvae per glass. Then, these larvae were exposed to dif-
ferent concentrations of essential oils from the Guatteria spp.
(12, 15, 20, 35, 40, 50, 60, 65, 80, 85, 95 and 120 ppm). The
amount of oil for each concentration was placed in plastic
containers of 330mL capacity containing Dimethyl sulfoxide
(DMSO) 1% (BIOTEC® brand, with 99% purity) and 80mL
of mineral water, in a final volume of 100mL.

All the experiments were repeated four times, including a
control treatment exclusively with DMSO and mineral water.
Finally, seven concentrations were tested (12, 15, 20, 35, 40,
60 and 85ppm).

Mortality of the larvae exposed to the treatment was de-
termined after 24 hours, considering mortality within a confi-
dence interval of 95%. Larvae unable to reach water surface
when touched were considered dead (WHO 1981a, 1981b).
In parallel, the DMSO calibration was achieved in five con-
centrations between 1% and 5% to confirm that the 1% per-
centage used in the assays in fact did not cause mortality of
the larvae. Data of the bioassay and solvent calibration were
subjected to the Probit analysis (Finney 1971; Raymond
1985).

Results and Discussion

The yields of essential oils were 0.6% for G. friesiana, 0.5
for G. hispida, and 0.3 for G. blepharophylla. These results
of the GC-FID and GC-MS analyses are similar to those
obtained by Costa et al. (2008) (Table 1). The analyses of
'H and “C 1D/2D NMR spectral data of the crude essential
oils of G. friesiana and G. blepharophylla, along with the
analysis of these crude essential oils by GC-FID and GC-MS
(Table 1), confirm the results reported by Costa et al. (2008)
that G. friesiana are dominated by o-eudesmol (15.1%),
B-eudesmol (52.0%) and y-eudesmol (24.0%) (Fig. 1A-C),
respectively, while G. blepharophylla is dominated by caryo-
phyllene oxide (70.0%) (Fig. 1D). From the actual 'H and
BC NMR spectral along with GC-FID and GC-MS (Table
1) analyses of the crude essential oil of G. hispida, the three
major compounds, a-pinene (31.0%), B-pinene (36.0%) and
(E)-caryophyllene (21.0) (Fig. 1E-G respectively), were con-
firmed after extensive analysis by Barero et al. (1995); Lee
(2002); Hall et al. (2005), and suggested by the GC-MS per-
formed by Costa et al. (2008). The 'H and C NMR data

Table 1. Essential oil composition of Guatteria species.

OH

E

Figure 1. Major components identified in the essential oils of Guatteria
leaves. A: a-cudesmol; B: B-eudesmol; C: y-eudesmol; D: caryophyl-
lene oxide; E: a-pinene; F: B-pinene; and G: (E)-caryophyllene.

obtained for compounds a-, -, y-eudesmols, caryophyllene
oxide, a-, B-pinenes, and (E)-caryophyllene in the crude es-
sential oils were in accordance with Barero ef al. (1995); Lee
(2002); Hall et al. (2005) and Costa et al. (2008).

Mortality tests with the 4. aegypti larvae under laboratory
conditions using essential oils of the three Guatteria species
indicated a strong larvicida action, with the highest rates be-
ing recorded for LCss and o9 for G. hispida, and the lowest
rates for G. friesiana (Table 2). By comparing the confidence
intervals (CI) of each lethal concentration (LC) of the three
species, it becomes evident that G. hispida is not in the same
category as of the others. However, G. blepharophylla and G.
friesiana were similar according to IC. The same behavior
of insecticide action was observed in relation to the Angular
Coefficient (AC) of concentrations and mortality response
for the three species. Finally, all the experiments were sig-
nificantly adjusted to the Probit (p < 0.05) model (x* = 0.318,
3.20 and 3.58, Table 2).

Considering the increase of 4. aegypti insecticide-resis-
tant populations, mosquito control requires candidates to
replace organophosphates (OP) and pyrethroids (P) chemi-
cal pesticides with products of proven insecticide effective-
ness while these are environmentally safe. New plant re-
cords with biological action emerge every day, standing as
possible substitutes to be incorporated into the fight against
Culicidae.

Leaf oil %

Constituents

RI* RI® Guatteria Guatteria Guatteria
blepharophylla friesiana hispida

o-Pinene (1E) 931 932 31.0
Camphene 944 946 0.4
B-Pinene (1F) 977 974 36.0
Myrcene 988 988 0.5
p-Cymene 1022 1020 0.1
Limonene 1028 1024 0.4
Citronellal 1150 1148 0.1

a-Terpinen-4-ol 1172 1174 1.0
a-Terpineol 1188 1186 0.1
v-Elemene 1333 1335 0.1

(Continiia)
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(Continuation Table 1).

Leaf oil %

Constituents RI* RI® Guatteria Guatteria Guatteria
blepharophylla friesiana hispida

Cyclosativene 1368 1369 0.1

a-Ylangene 1373 1373 0.9 0.3

B-Bourbonene 1388 1387 0.2

B-Elemene 1390 1389 1.2

(E)-Caryophyllene (1G) 1419 1417 1.0 21.0

B-Ylangene 1420 1419 0.1

a-Trans-bergamotene 1434 1432 0.3 0.1

Aromadendrene 1437 1439 0.1

oa-Humulene 1451 1452 0.7

(E)-B-Farnesene 1456 1454 0.5

Trans-cadina-1-(6),4-diene 1475 1475 0.2

v-Gurjunene 1477 1475 0.2 0.6

y-muurolene 1478 1478 0.2

y-curcumene 1482 1481 0.7

v-Himachalene 1483 1481 14

Germacrene D 1487 1484 0.1

epi-Cubebol 1492 1493 0.1

B-Selinene 1493 1489 0.4 0.8

Cuparene 1500 1504

B-Bisabolene 1507 1505 0.3

y-Cadinene 1511 1513 0.2

3-Cadinene 1523 1522 1.1 1.2

Trans-cadina-1(2),4-diene 1530 1531¢ 0.4

a-Calacorene 1540 1544 0.7

Elemol 1551 1548 22

Trans-cadinene-ether 1554 1557 2.0

Germacrene B 1554 1559 0.3

Spathulenol 1578 1577 2.5

Caryophyllene oxide (1D) 1582 1582 70.0 3.0

B-Copaen-4-o.-ol 1592 1590 0.7

Humulene epoxide II 1609 1608 22 0.1

10-epi-y-Eudesmol 1620 1622 1.3

1-epi-Cubenol 1627 1627 0.3

Cis-cadin-4-en-7-ol 1632 1635 1.6

v-Eudesmol (1C) 1632 1630 24.0

Caryophylla-4(14),8(15)- 1635 1636¢ 0.6

dien-5-ol

Hinesol 1641 1640 0.9

Cubenol 1643 1645 0.4

B-Eudesmol (1B) 1652 1649 52.0

a-Eudesmol (1A) 1656 1652 15.1

14-hydroxy-9-epi-(E)- 1670 1668 2.5

Caryophyllene

Ishwarone 1679 1680 2.0

14-oxy-o-muurolene 1770 1767 0.2

Carissone 1926 1926 0.2

Monoterpenes identified 0.1 68.4

Sesquiterpenes identified 91.2 98.2 31.0

Total identified 91.3 98.2 99.4

RI* (calc.), retention indices on ZB-5MS column calculated according to Van Den Dool and Kratz (1963). RI® retention indices according to Adams, 2007.
“Costa et al. (2008).
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Table 2. Values of lethal concentrations (LC) that cause mortality in 50, 95 and 99 % of the 4. aegypti larvae and confidence inter-

vals (IC)

Lethal concentrations Guatteria hispida Guatteria blepharophylla Guatteria friesiana
LCso 85.74 ppm 58.72 ppm 52.60 ppm

1C (74.05 - 112.78) (55.08 — 62.81) (50.11 - 55.17)
LCys 199.35 ppm 107.64 ppm 94.37 ppm

1C (140.19 - 435,37) (95.28 - 128.16) (85.96 — 107.09)
LCy 282.76 ppm 138.37 ppm 120.22 ppm

1C (108.92 —769.05) (117.98 — 174.53) (106.09 — 142.82)
x? 0.318 3.20 3.58
Slope 4.48 £0.89 6.25+0.62 6.48 £0.55

There was no mortality in the control groups. LCs lethal concentration that causes death in 50% of larvae exposed, LCos lethal con-
centration that caused the death of 90% and LCy, lethal concentration that causes death in 99% of larvae exposed, slope + standard

deviation, X? chi-square (Finney 1971).

The extraction yield of vegetable essential oils is a factor
to consider in botanic products with biological action. When
compared to the yield of oils extracted from other Annona-
ceae published in literature (Boyom et al. 2003), it becomes
evident that the Guatteria species analyzed produced higher
yields, especially considering that only 250g of leaves from
each species were used for the entire extraction process. The
type of compound and its chemical characteristics are funda-
mental factors to determine whether an extract or essential
oil can act as an insecticide. According to Costa et al. (2008),
the essential oils of the three Guatteria species are formed by
mono and sesquiterpenes. According to NMR data the major
compounds in G. friesiana are -eudesmol, y-eudesmol, and
a-eudesmol (Fig. 1A-C respectively); in G. blepharophylla,
caryophyllene oxide (Fig. 1D), and in G. hispida a-pinene,
B-pinene, and (E)-caryophyllene (Fig. 1E-G respectively),
agreeing with the results of Costa et al. (2008). Determining
the relation between the insecticide activity and the chemical
composition of the essential oils is a significant challenge,
because the possibility of synergic activities is always pres-
ent, which makes difficult to establish an efficient model for
this purpose. However, contrasting analyses of oil composi-
tion, its major compounds and the abundance of its constitu-
ents are often carried out in an attempt to assign the mortality
action observed.

The results achieved in this study lead to the hypothesis
that sesquiterpene-rich essential oils can be considered more
active in the control of A. aegypti in relation to those contain-
ing more monoterpenes. This conclusion becomes evident by
comparing activity results of G. friesiana, G. blepharophylla
against G. hispida. The first two are significantly richer in
sesquiterpenes than the latter, which contains monoterpenes
(Costa et al. 2008). The same pattern can be observed in the
study developed by Santos et al. (2006) with Cordia leuco-
malloides (Jack) (LC5=63.1 ppm) and C. curassavica (Jack)
(Boraginaceae) (LCs5=97.7), active in the 4. aegypti larvae
control, the first species being both more active and richer
in sesquiterpenes; however, these are less effective than the
plants analyzed here. Similarly, Simas et al. (2004) indicate
that the best insecticidal activity was detected for the isolated
(E)-nerolidol (LCs=17 ppm), sesquiterpenes of Myroxylon
balsamun (L.) Harms (Fabaceae). Despite that its LCs is low-
er than that found in the present study, it reinforces the idea

that the sesquiterpenes are highly effective when compared
with monoterpenes.

Although studies developed by Santos ef al. (2006) and
Simas et al. (2004) evidenced a stronger action of the ses-
quiterpenes, this pattern was not found in Costa et al. (2005)
with oils of Hyptis martiussi Benth. (Lamiaceae), Lippia si-
doides Cham. (Verbenaceae) and Syzigium aromaticum (L.)
Merr. & Perry (Myrtaceae), whose major compounds are
the monoterpenes (1,8-cineol, timol and eugenol), present-
ing LCss, similar to these reported by Santos et al. (2006)
and Simas ef al. (2004) against A. aegypti larvae.

The comparison between LCs, and LCys indicates that di-
terpenes could have an even more toxic effect than sesqui-
terpenes for this mosquito species, as shown with Copaifera
reticulata Ducke (Fabaceae) for diterpenoid acid 1[(-)-3f-
acetoxylabdan-8(17)-13-dien-15-oic] (LCs=0.8ppm and
LCys=8.2ppm) and acid 2{alepterolic [(-)-3p-hydroxylab-
dan-8(17)-13-dien-15-o0ic ]} (LCso = 87.3ppm and LCys
=128.8ppm) (Geris et al. 2008). More interesting is the fact
that tetranortriterpenoids (azadirachtin) have presented less
effect than monoterpenes, sesquiterpenes and triterpene ac-
cording to the LCs for A. aegypti (Wandscheer et al. 2004).
By observing the results in Furtado et al. (2005) and Caval-
canti ef al. (2004) (Table 3), only the essential oils of a few
plants present the LCs with values close to the determined
by G. friesiana, and G. blepharophylla which places the es-
sential oils of these species among the most active against A.
aegypti larvae. Finally, we recommend conducting studies to
reveal the mechanisms of action of the major compounds of
these oils in the mosquito.
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Table 3. Comparison between lethal concentrations (LCs) of the essential oils from several plant species evaluated as larvicidal against 4. aegypti

with their major compounds, respectively.

Vegetal species Chemical compound LCs LCy LCos
Vanillosmopsis arborea Baker (Compositae)* a-bisabolol 15.9 mg/mL 28.5 mg/mL -
Lippia sidoides Cham (Verbenaceae)® Timol 45.4 mg/mL 48.2 mg/mL -
Cymbopogon winterianus Jowitt (Graminaceae)® Citronelal 54.6 mg/mL 88.2 mg/mL -
Ageratum conyzoides L (Asteraceae)” Precocene 61.5 mg/mL 95.1 mg/mL -
Cymbopogon citratus Stapf (Graminaceae)® Neral 63.8 mg/mL 112.2 mg/mL -
Ocimum basilicum purpurascens Benth (Labiadae)® Linalool 66.9 mg/mL 88.3 mg/mL -
Ocimum tenuiflorum L (Labiadae)® Eugenol 71.2 mg/mL 111.6 mg/mL -
Tagetes minuta L (Asteraceae) Diidrotagetone 72.8 mg/mL 104.8 mg/mL -
Citrus limon L (Rutaceae)® Limonene 95.8 mg/mL 102.8 mg/mL -
Ocimum gratissimun L (Labiadae)? Eugenol 104.5 mg/mL 195.1 mg/mL -
Ocimum gratissimum L (Labiadae)® Eugenol 60 ppm - -
Lippia sidoides Cham (Verbenaceae)® Timol 63 ppm - -
Ocimum americanum L (Labiadae)b E-Methyl-Cinnamate 67 ppm - -
Cymbopogon citratus Stapf (Gramineae)® Geranial 69 ppm - -
Hyptis suaveolens Poit (Labiadae)® 1,8-Cineole 261 ppm - -
Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith 1,8-Cineole 313 ppm - -
(Zingiberaceae)®

Syzygium jambolana DC (Myrtaceae)® Z-Ocimene 433 ppm - -
Citrus limonia Osbeck (Rutaceae)® Limonene 519 ppm - -
Citrus sinensis Osbeck (Rutaceae)® Limonene 538 ppm - -
Guatteria hispida (Fries) Erkens & Maas o~ and B-pinenes and (E)- 85.7 ppm - 199.3 ppm
Annonaceae)" caryophyllene

G. blepharophylla (Mart) Mart (Annonaceae)* Caryophyllene oxide 58.7 ppm - 107.6 ppm
G. friesiana (Rodrigues) Erkens & Maas (Annonaceae)*  o-, B- and y-eudesmols 52.6 ppm - 120.2 ppm

2 Furtado et al., (2005); ® Cavalcanti et al., (2004) and ° our result; - Data are not comparable.
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Efectos ovicida y larvicida del spinosad en Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Ovicidal and larvicidal effects of spinosad in Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

ANA L. ARGUETAY, JAVIER VALLE? y CARLOS F. MARINASZ

Resumen: Se evaluaron los efectos ovicida y larvicida del spinosad (Tracer 480SC) en Aedes aegypti a concentracio-
nes de 0,1, 5 y 10ppm, a diferentes tiempos de exposicion en condiciones controladas de temperatura (25+1°C). En el
primer experimento se observé un efecto ovicida bajo (promedio 6,6-8,2% de no eclosion y periodos de 12 a 96h de
exposicion) y en el segundo un efecto mediano (promedio 27,9-31,9% de no eclosion expuestos a spinosad de 1 a 12
semanas). La mortalidad de larvas se incremento significativamente a mayor concentracion de spinosad (100% a 10ppm
a 6h) y a mayor tiempo de exposicién (99,9% a 1ppm a 12h). Este bioinsecticida puede ser una buena herramienta para
el control de inmaduros de insectos vectores como el mosquito A. aegypti por sus caracteristicas insecticidas y el bajo
impacto sobre organismos no blanco y la salud humana. Esta claro que su potencial en el control de vectores reside en
su efecto larvicida mas que en su actividad ovicida.

Palabras clave: Control de vectores. Mortalidad. Toxicidad. Dengue.

Abstract: The ovicidal and larvicidal effects of spinosad were studied in Aedes aegypti treated with concentrations of
0.1, 5y 10 ppm spinosad (Tracer 480SC) during different periods of exposure at a constant temperature of 25£1°C. In
a first experiment the ovicidal effects were low (6.6-8.2% of non-eclosion averaged over 12-96h exposure periods),
whereas in a second experiment ovicidal effects were moderate (27,9 - 31,9% of non-eclosion in eggs exposed to
spinosad suspension of 1-12 weeks old). Mortality of larvae increased significantly with increasing concentration and
increasing duration of exposure to this product. Although spinosad has clear applications as a mosquito control product
for control of vectors such as A. aegypti, it is clear that its vector control potential resides in its larvicidal effects rather

than its ovicidal activity.

Key words: Vector control. Mortality. Toxicity. Dengue.

Introduccion

El mosquito Aedes aegypti (L., 1758) es considerado el prin-
cipal vector del dengue en el continente Americano. Sin em-
bargo, se sospecha que A. albopictus (Skuse, 1894) puede
ser un vector secundario, aunque no ha sido involucrado de
manera fehaciente en la transmision de la enfermedad (San
Martin et al. 2010). El principal método de control de estos
vectores es a través de la aplicacion de insecticidas quimicos,
principalmente organofosforados y piretroides de amplio es-
pectro. Sin embargo, el uso excesivo de los insecticidas puede
provocar dafios a la salud de los seres humanos y al ambiente
(Attaran et al. 2000; Walker 2000). Por otra parte, un nimero
importante de especies vectores ha desarrollado resistencia
hacia los insecticidas sintéticos (Sina y Aultman 2001), por
lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera
necesario el desarrollo de métodos alternativos de control de
estos insectos (WHO 1995).

El spinosad, es un bioinsecticida producto de la fermen-
tacion del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa (Mertz'y
Yao, 1990). Este bioinsecticida ha demostrado ser altamente
toxico para larvas de 4. aegypti y otros mosquitos en experi-
mentos de laboratorio y campo (Hertlein ez a/. 2010). Sin em-
bargo, los efectos ovicidas del spinosad no han sido determi-
nados de manera clara (Romi et al. 2006; Pérez et al. 2007).
Debido a esto, Hertlein ez al. (2010) sugieren realizar nuevos
estudios para corroborar la actividad ovicida del spinosad.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue analizar el efecto

ovicida y larvicida del spinosad en huevos de 4. aegypti en
varias concentraciones y tiempos de exposicion a traves de
bioensayos en laboratorio.

Materiales y Métodos

Los huevos de 4. aegypti se obtuvieron de una colonia ais-
lada y establecida en 2006 en el Centro Regional de Inves-
tigacion en Salud Publica (CRISP) en Tapachula, Chiapas;
Meéxico. Larvas de esta colonia registraron susceptibilidad de
100% en bioensayos realizados en el laboratorio acorde al
protocolo estandar (WHO 2005). Por otra parte, otras cepas
de A. aegypti originarias de Tapachula han registrado suscep-
tibilidad a piretroides (Saavedra-Rodriguez et al. 2007). La
edad maxima de los huevos en los experimentos fue de 15
dias. Los huevos y las larvas se mantuvieron en condiciones
controladas a una temperatura de 25+1°C. Las larvas se ali-
mentaron con una dieta compuesta a base de proteina cruda,
grasa cruda, fibra cruda y cenizas. La suspension de spinosad
que se utilizé fue una formulacion comercial (Tracer 480SC),
con ingrediente activo de 480g/L. Para el primer experimento
lotes de 200 huevos de A. aegypti se expusieron en volimenes
de 100ml, a concentraciones de 0,1, 5y 10 ppm de spinosad
en vasos de plastico de 150ml, por tiempos de exposicion de
12,24, 48 y 96h. En los tiempos de exposicion de 48 y 96h se
realizaron observaciones cada 24h para registrar la eclosion
de huevos y emergencia de larvas de aquellos que permane-
cian sin eclosionar durante las primeras 24 h de experimen-

t Licenciada Quimica Farmacobidloga. Universidad Auténoma de Chiapas. Facultad de Ciencias Quimicas. Tapachula Chiapas 30700, México. 2 M. Sc.
ECOSUR. Tapachula Chiapas 30700, México. 3 Ph. D. Centro Regional de Investigacién en Salud Publica - INSP, Tapachula Chiapas 30700, México. fina-

rina@insp.mx Autor para correspondencia.


Paula
Texto tecleado
https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9088


270  Revista Colombiana de Entomologia

Ana L. Argueta y cols.

tacion. En el segundo experimento se prepararon las mismas
concentraciones de spinosad, las cuales permanecieron en el
laboratorio a una temperatura de 25+1°C desde el inicio has-
ta el final del experimento que consté de 12 semanas. Cada
semana, lotes de 200 huevos de 4. aegypti se expusieron por
24h a dichas concentraciones. Después del periodo de expo-
sicion, los huevos se sometieron a un lavado para eliminar
los residuos de spinosad. Los lotes de huevos expuestos al
spinosad se sumergieron por tres minutos en un recipiente
conteniendo 100ml de agua. Este paso se realiz6 cuatro ve-
ces. Después, los lotes de huevos se pusieron a eclosionar
en agua declorada por 48h. Luego se registré el nimero de
huevos eclosionados. Las larvas que eclosionaron se criaron
por 48h para registrar la sobrevivencia en cada tratamiento.

Se realizaron cuatro repeticiones de cada experimento.
Los promedios de la proporcién de huevos de mosquitos que
no eclosionaron fueron analizados por medio de un analisis
de varianza (ANOVA) de dos factores. Uno de los factores
fue la concentracion del spinosad y el otro el tiempo de expo-
sicion de los huevos. Las comparaciones multiples se hicie-
ron a través de la prueba de Tukey. Debido a que en el primer
experimento no hubo una interaccion positiva entre las con-
centraciones y el tiempo, las comparaciones se hicieron con
los promedios generales de los tratamientos. Para normalizar
la distribucion de los porcentajes de huevos no eclosionados,
los datos fueron transformados al arcoseno de la raiz cua-
drada de la proporcion. EI nimero de larvas sobrevivientes
fue analizado a través de un modelo de regresion logistica
tipo Probit con estructura de error binomial para verificar
las diferencias estadisticas entre los diversos tratamientos.
En este modelo una de las covariables fue el logaritmo de la
concentracion +1 y la otra fue el logaritmo del tiempo. Los
datos influyentes fueron detectados mediante un analisis de
residuales y excluidos de los analisis posteriores debido a que
alteraban los supuestos de normalidad e igualdad de varian-
za. En el segundo experimento se excluy6 una repeticion de
spinosad a 10ppm en la semana cinco que tuvo 79% de hue-
vos no eclosionados y en la semana siete una repeticion de la
concentracion a 1ppm y otra de 5ppm que tuvieron 66 y 54%
de no eclosién respectivamente.

Resultados y Discusion

En el primer experimento hubo huevos no eclosionados en
todos los tratamientos (Tabla 1). EI promedio méas bajo del
porcentaje de huevos que no eclosionaron se registré en el
control con 2,5% y fue significativamente menor a los prome-
dios registrados en los tratamientos de spinosad (6,6 —8,2%)
(F3.46=4,36; P=0,007). No se encontraron diferencias signifi-
cativas al contrastar los tiempos de exposicion (Fs4s=0,76;

P=0,5). Por otra parte, se observo que la mortalidad de larvas
se incremento significativamente a mayor concentracion de
spinosad (y?=10.294,5; gl=1; P<0,0001). También se obser-
vl que a mayor tiempo de exposicion la mortalidad de las
larvas se incrementd significativamente (}?=2.063,5; gl=1;
P<0,0001).

En el segundo experimento se observaron proporcio-
nes de huevos no eclosionados mas altos que en el primer
experimento. Sin embargo, las proporciones de huevos no
eclosionados fueron significativamente mayores en los trata-
mientos de spinosad comparados con el tratamiento control
(F3.141=63,5; P<0,0001). Asimismo, se observaron diferencias
significativas en las proporciones de huevos no eclosionados
con respecto al tiempo (F.14=95,4; P<0,0001). Estas dife-
rencias se registraron entre la segunda y octava semana, y en
la décima semana del experimento (Tabla 2). Por otra parte,
la mortalidad de larvas 4. aegypti fue del 100% en las tres
concentraciones de spinosad durante las primeras semanas
del experimento. Sin embargo, la mortalidad decreci6 a partir
de la cuarta semana en el tratamiento spinosad a lppmy en la
séptima a 5ppm, en tanto que a 10ppm la mortalidad se man-
tuvo a 100% durante todo el experimento (¥*=124,8; gl=1,
P<0,0001). La mortalidad de las larvas en los tratamientos de
spinosad fue significativamente dependiente de la concentra-
cion del bioinsecticida (y*=21.594,9; gl=1; P< 0,0001).

Los resultados de este estudio demuestran que el spinosad
tiene un ligero efecto ovicida en 4. aegypti. Sin embargo,
difieren con los obtenidos por Romi et al. (2006) quienes ob-
servaron en colonias de mosquitos establecidas por més de
30 afios que huevos de 4. aegypti tratados con spinosad a
10 y 1ppm bajo condiciones controladas el 71,5y 81,5% de
los huevos respectivamente, no eclosionaron. Asimismo, ob-
servaron que el mayor porcentaje de huevos no eclosionados
(85,0%) fue en el tratamiento de 50 ppm que representa una
concentracion extremadamente alta. También reportaron un
100% de efecto ovicida en huevos de Anopheles stephensi
(Liston, 1901).

En contraste, Pérez et al. (2007) no observaron diferen-
cias significativas en el porcentaje de eclosion de huevos de
A. aegypti de la cepa Rockefeller expuestos en condiciones
controladas a 5y 20ppm de spinosad. Las diferencias encon-
tradas en los resultados de estos estudios pueden ser debidas
a varios factores. Es posible que las cepas de las cuales pro-
vienen estas poblaciones de mosquitos difieren en el grosor o
consistencia de las capas de proteccién de los huevos como
la cuticula serosa, el exocorién y el endocoridn, las cuales
les confieren diferente susceptibilidad. La cuticula serosa de
huevos en 4. aegypti estd compuesta por quitina y esta aso-
ciada con la resistencia a la desecacion y su impermeabilidad
puede impedir el paso del spinosad (Rezende et al. 2008).

Tabla 1. Porcentaje promedio de huevos de A. aegypti no eclosionados expuestos a concentraciones de spinosad a 1,5 y 10ppm a diferentes tiempos

de exposicion, bajo condiciones controladas de temperatura (25+1°C).

Tiempo (horas)

12 24 48 96 Promedio
Control 14+1,0 21+08 39+03 27+11 25+0/5°
Spinosad 1 ppm 6,1+0,8 9,7+£3.2 6,0+1,0 55+0,6 6,8 £0,9*
Spinosad 5 ppm 96+25 74408 56+16 46+0,6 6,6 0,8
Spinosad 10 ppm 6,7+2,2 13,1+4,6 74+11 55+23 8,2+ 152

* Letras diferentes en la columna significan diferencias significativas segiin la prueba de ANOVA, (Fs; 4= 4,36; P=0,007), y comparacion maltiple por prueba de Tukey P = 0,05.
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Tabla 2. Porcentaje promedio de huevos de A. aegypti no eclosionados expuestos a concentraciones de spinosad a 1,5y 10ppm. Las concentraciones
de spinosad después de preparadas permanecieron en condiciones controladas de temperatura (25+1°C). El periodo de exposicion a spinosad fue

de 24h.

Tiempo (semanas)

Control 1 2 8 4 5 6

7 8 9 10 1 12 Promedio

8,9+0,5* 4,0£1,9¢ 6,9+1,5° 8,4+1,4¢ 19,7+1,4° 0,2+0,2°

3,2+0,3° 8,1+3,1° 49,0+1,7% 43,4+1,7° 12,5+0,6% 11,0£2,1° 14,6+2.2

Spinosad

9,6+2,0° 31,744 32,06,7° 27,5+3,8" 31,549,9* 3,540,3*

1ppm

Spinosad

9,9+2,0* 22,4+4,2° 23,2+4,8° 48,5+4,9* 28,6+1,9 11,5+4,5%

5 ppm

Spinosad

4,9+0,4° 39,1+4,2° 51,1+6,4° 44,0+£7,9 33,3+7,6 6,9+2,2

10 ppm

7,5%0,3" 24,1£2,7% 50,1+5,0* 86,1+2,1° 16,5+3,2° 9,6+1,5° 27,9434

13,246,2% 25,7£3,4° 46,9+4,5* 80,5+4,0* 17,9£2 42 17,0£3,5% 29,1#3.1

20,9+4,6 26,2+4,8" 49,0£2,6° 72,1+1,5* 19,1+1,6 17,1+1,8° 31,9£3.0

* Letras diferentes en las columnas de las semanas significan diferencias significativas segun la prueba ANOVA (Fi, 141 = 95,4; P < 0,0001) y Prueba

de Tukey P=0,05.

Otra razon puede ser que haya habido algunas diferencias en
las condiciones de exposicion de los huevos en los experi-
mentos ya que en este estudio los huevos fueron sumergidos
en los tratamientos, y en los anteriores las hembras oviposita-
ron en ellos. Asimismo, la manera de evaluar la eclosién pue-
de ser un factor en las diferencias ya que Romi ez al. (2006)
pusieron a secar las tiras de huevos por 24h después de la
exposicion, en tanto que Pérez et al. (2007) los pusieron a
eclosionar de inmediato, y en este estudio se realizé una eli-
minacion del exceso de spinosad y se pusieron a eclosionar.
La razén de este procedimiento fue para tener un mejor con-
trol del tiempo de exposicidn al bioinsecticida y ha sido uti-
lizado con los mismos propdsitos para investigar los efectos
subletales de un virus patogeno en larvas de 4. aegypti (Ma-
rina et al. 2003). Por otra parte, se observd en el tratamiento
control que del 1,4 a 3,9% en el primer experimento y del
0,2 a 49,0% de los huevos no eclosionaron en el segundo
experimento. En tanto que Romi ez al. (2006) reportaron que
no eclosionaron los huevos en el tratamiento control del 14,0
al 22,0% y Pérez et al. (2007) del 51,3 al 60,5%. Esto puede
ser debido caracteristicas bioldgicas de la especie, a que no
todos los huevos eclosionan al mismo tiempo, o0 a un factor
desconocido.

Factores abidticos como temperatura, bajos o altos ni-
veles de precipitacion pueden influir en el retraso de la
eclosion de los huevos de mosquitos como se observé en A.
triseriatus (Say, 1823) (Khatchikian et al. 2010). Por otra
parte, en A. albopictus se demostrd que la edad de los hue-
vos no influye en el retraso de la eclosion y que los embrio-
nes pueden ser capaces de detectar sefiales concernientes a
la estabilidad o riesgo inherente en el habitat y responder
a través de su plasticidad fenotipica a ese potencial riesgo
(Vitek y Livdahl 2009). Este estudio demuestra que el spi-
nosad tiene bajo efecto ovicida. También corrobora los altos
niveles de mortalidad en larvas de mosquitos observados en
estudios anteriores. El spinosad tiene potencial para utili-
zarse en los programas de control de inmaduros de insectos
vectores como el mosquito 4. aegypti por sus caracteristicas
insecticidas y el bajo impacto sobre organismos no blanco y
la salud humana (Bond et al. 2004, Hertlein et al. 2010, Ma-
rina et al. 2011). Los resultados de este estudio sirven para
evidenciar que su potencial no reside en su efecto ovicida
sino en su alta eficiencia larvicida.
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Analisis de secuencias de ADN mitocondrial (Cytb y ND1)
en Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae)

Analysis of mitochondrial DNA sequences (Cytb and ND1) in Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae)

PAULA ANDREA GIRALDO H.!, SANDRA INES URIBE S.2 y ANDRES LOPEZ R.3

Resumen: Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae) es una especie de importancia forense debido a su asociacion con
cuerpos en descomposicion en Antioquia y otras regiones de Colombia. La implementacion de metodologias que per-
mitan la identificacion rapida y acertada de esta especie es de gran importancia en entomologia forense. En la actualidad
las secuencias de ADN mitocondrial son consideradas una herramienta complementaria a la taxonomia clasica y son
utilizadas en la tipificacion de especies morfologicamente similares o indistinguibles como en el caso de las moscas de
importancia forense. En el presente trabajo se estudio la variabilidad de la region mitocondrial (Cyt b-RNAt-Ser-ND1)
en un fragmento de 480 pb amplificada por PCR y cuyo ADN fue obtenido de larvas de tercer estadio de L. eximia pro-
venientes de Medellin y dos zonas aledanas. Las diferencias en las secuencias en términos de nucledtidos y distancias
genéticas permitieron separar los individuos de la especie de interés de otras especies cercanas. Asi mismo, al realizar
un analisis de NJ (K2P), se observo una agrupacion de los haplotipos relacionada con la procedencia geografica de los
individuos.

Palabras clave: Entomologia Forense. Citocromo b. Marcadores moleculares.

Abstract: Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae) is a species of forensic importance for its associa-
tion with decomposing bodies in Antioquia and other regions of Colombia. The implementation of meth-
ods to allow the rapid and accurate identification of this species is a matter important in forensic entomology.
Currently, the mitochondrial DNA sequences are considered to complement classical taxonomy and are used in the
characterization of morphologically similar or indistinguishable species as in the case of forensic importance flies.
We evaluated the variability of a mitochondrial region (Cytb -RNAt-Ser-ND1) of 480 bp that was amplified by PCR,
from L. eximia larvae on third stage from Medellin and two other localities. The sequence differences evaluated as
nucleotidic differences and genetic distances permitted the separation of individuals from the species of interest when
compared with morphologically similar and related species. Furthermore, using a N.J analysis (K2p) the haplotype
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groupings were related to the geographical origin of individuals from L. eximia.

Key words: Forensic Entomology. Citochrome b. Molecular markers.

Introduccion

La familia Calliphoridae se considera de importancia en ento-
mologia forense debido al comportamiento necrofago de sus
especies, las cuales se desarrollan a diferentes tasas de creci-
miento sobre cuerpos en descomposicion (Anderson 2000).
Esto permite utilizar algunas de sus especies como indicado-
ras del tiempo de muerte y como herramienta para calcular el
intervalo post-mortem en casos legales (Marchenko 2001).
En Colombia se han registrado 12 géneros y 29 especies
de califoridos, de las cuales por lo menos 13 son de impor-
tancia forense (Amat et al. 2008; Amat 2009; Florez y Wolff
2009). De particular interés se considera el género Lucilia
representado en el pais por cinco especies de amplia distribu-
cion geografica, cuatro de ellas asociadas a cadaveres desde
los estados tempranos de descomposicion (Pérez ef al. 2005;
Salazar 2008; Vélez y Wolff 2008; Segura ef al. 2009).
Aunque se ha avanzado grandemente en la taxonomia del
género y en precisar aspectos como su presencia y distribu-
cion en el pais, la identificacion taxondmica de sus especies

con base en caracteres morfologicos es dificil. Esta situacion
es cierta en el caso de los estadios inmaduros debido a la
similitud de las caracteristicas anatomicas. La identificacion
de éstos con base en herramientas como las moleculares es
relevante, dado que son éstos, los estados que predominan en
escenas de muerte (Wallman y Donellan 2001; Wells et al.
2007).

Las especies del género Lucilia pueden separarse con
base en diferencias sutiles en los adultos, como la coloracion
de ciertas estructuras, el ancho relativo de la frente y la for-
ma de los genitales en los machos (Withworth 2010). Estas
caracteristicas se consideran validas en términos taxonomi-
cos pero son dificiles de expresar de un modo objetivo sin la
ayuda de un especialista e implicaria la necesidad de criar los
estados inmaduros hasta adultos bajo condiciones de labora-
torio para su identificacion, o disponer de claves taxondmicas
y especialistas y un minucioso trabajo con las larvas aumen-
tando la dificultad de su uso potencial en forense.

Entre las metodologias mas utilizadas actualmente para
complementar estudios de taxonomia clasica, se encuentran
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aquellas de tipificacion molecular a partir de secuencias de
ADN. En el caso de los insectos y en particular de aquellos de
importancia forense, se considera ventajoso el hecho de que
las moléculas posibilitan la identificacion de especimenes en
cualquiera de sus estados, e incluso de partes de ellos (Benec-
ke 1998). Esto es relevante en entomologia forense, no solo
para corroborar la identidad de las especies, sino también por
la informacion que puede obtenerse aun en aquellos casos en
los cuales los insectos se encuentran muertos, o afectados por
los procesos de depredacion propios de la sucesion y en los
que el ADN es la tinica fuente disponible para su identifica-
cion (Sperling et al. 1994).

En este sentido, el ADN mitocondrial ha sido ampliamen-
te sugerido y utilizado como marcador molecular; su condi-
cion haploide, herencia matrilineal, altas tasas de evolucion
y la presencia de regiones conservadas y variables, facilitan
la tipificaciéon molecular de individuos y su uso para la dife-
renciacion de los mismos a diferentes escalas taxondmicas,
ventajas que han sido aprovechadas en estudios con diversos
grupos de insectos, incluyendo aquellos de importancia mé-
dica y forense (Sperling ef al. 1994; Behura 2006).

Actualmente se han estudiado alrededor de 12 genes mi-
tocondriales para caracterizar insectos de importancia foren-
se (Lessinger y Azeredo-Ezpin 2000), siendo mas utilizados
los genes que codifican para Citocromo Oxidasa uno y dos
(COl'y COII) y validados como marcadores consistentes para
la diferenciacion a nivel de género y entre grupos monofilé-
ticos de la familia Calliphoridac (Nelson et al. 2007; Wells
y Williams 2007; Wells et al. 2007). Sin embargo, en este
ultimo se han encontrado bajos niveles de divergencia entre
especies hermanas particularmente en los géneros Calliphora
y Lucilia (Wallman y Donellan 2001; Wallman et al. 2005;
Wells et al. 2007). Estudios que involucren especies de im-
portancia forense con estos géneros y con este marcador no
han sido publicados en Latinoamérica.

El gen Citocromo b (Cytb) esta involucrado en el trans-
porte de electrones en la cadena respiratoria de la mitocon-
dria. La variabilidad exhibida por el gen a diferentes niveles
taxondmicos y su uso exitoso como marcador molecular en
conjunto con fragmentos de genes mitocondriales vecinos,
lo ha convertido en uno de los mas usados para analisis filo-
genéticos (Irwin et al. 1991). Asi mismo, éste ha mostrado
su utilidad en el estudio de complejos de especie, especies
morfolégicamente similares e incluso al interior de especies
(Meyer 1994). Aunque el Cytb ha sido principalmente usa-
do para estudiar mamiferos, también se conocen estudios de

Tabla 1. Datos de referencia de los individuos secuenciados

filogenia y sistematica de insectos, y en especial del orden
Diptera (Simmons y Weller 2001; Torgerson ef al. 2003).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variabili-
dad molecular de un segmento de ADN mitocondrial ampli-
ficado mediante PCR, que corresponde a un segmento de la
region 3’ del gen Citocromo b (Cytb), el RNA de transferen-
cia para Serina (ARNt-Ser), el espaciador intergénico (IG2)
y un segmento de la region 3’ del gen NADH deshidrogenasa
1 (ND1) en Lucilia eximia (Wiedemann, 1819).

Esta especie de distribucion Neotropical, se ha regis-
trado en Colombia en los departamentos de Antioquia, Bo-
livar, Caquetd, Cundinamarca, Choc6 y Santander (Vélez
y Wolff 2008), en asocio con estados tempranos de des-
composicion cadavérica. Estas caracteristicas la convier-
ten en una especie con gran potencial para ser utilizada en
investigaciones legales y en la determinacion de intervalos
postmortem.

Materiales y Métodos

Obtencion de especimenes. Para la obtencion de las larvas
se realizaron cuatro muestreos con intervalos de dos meses
entre Enero y Agosto de 2006, en tres municipios del depar-
tamento de Antioquia (Tabla 1). La frecuencia de muestreo se
disend con el fin de obtener individuos de diferentes cohortes
en las poblaciones seleccionadas.

Se utiliz6 una trampa Van-Someren—Rydon cebada
con higado fresco de cerdo para colectar adultos y huevos
de acuerdo a la metodologia modificada de Stevens y Wall
(1997). Posteriormente se establecieron crias de laboratorio
con el fin de obtener adultos para la determinacion taxonomi-
ca de la especie y larvas para la tipificacion molecular. La de-
terminacion taxonémica de la especie fue realizada de acuer-
do con el trabajo de Florez y Wolff (2009) y verificada por
el especialista Eduardo Amat del Instituto de Investigacion
de Recursos Biologicos - Alexander Von Humboldt (Villa
de Leyva, Colombia), siguiendo la propuesta de Whitworth
(2010) para individuos adultos.

Como punto de comparacion y para evaluar el uso poten-
cial de la secuencias en separar los individuos de otras espe-
cies morfolégicamente similares y cercanas, se utilizo una se-
cuencia de referencia depositada en genbank correspondiente
a Lucilia sericata (Meigen, 1826) y un individuo de Lucilia
cuprina (Wiedemann, 1830) recolectado en la ciudad de Me-
dellin, previamente identificado con base en la metodologia
de Amat et al. (2008) y verificado por el especialista Eduardo

Numeros de acceso (genbank) de
la secuencia de cada individuo

Municipios de Antioquia de donde
provienen los individuos

Coordenadas geograificas de la

Zon i
zona de colecta ona de vida

FJ686030, FJ686031,
FJ686032, FJ686033,
FJ686034, F1686035,
FJ686036, FJ686037

Santa Rosa de Osos

FJ686020, FJ686021,

FJ686022, FJ686023, Medellin
FJ68602

FJ686025, FJ686026,
FJ686027, FJ686028, Itagiii

FJ686029

Bosque muy humedo montano

06°35"10”N 75°15°02”,W (bmh-MB)

Bosque hiimedo premontano

(06°15°91”°N 75°34°51”°W), (bh-PM)

Bosque himedo premontano

(06°14°09” 75°34°45”W (bh-PM)
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Amat, del Instituto Alexander von Humboldt (Villa de Le-
yva).

Analisis molecular

Preparacién de especimenes. Las secuencias fueron obte-
nidas a partir de la extraccion y amplificacion de ADN de
larvas en tercer estadio obtenidas a partir de hembras paridas
en el laboratorio. Como paso previo al procedimiento de ex-
traccion de ADN, cada individuo fue tratado con agua calien-
te por 10 segundos y posteriormente disectado con el fin de
conservar las estructuras consideradas de importancia en la
determinacion taxondmica como son el esqueleto cefalofa-
ringeo y el segmento terminal donde se encuentran las placas
espiraculares. Estas estructuras, fueron aclaradas en KOH al
10% segin la metodologia de Stehr (1987) y posteriormente
fijadas en placa con balsamo de Canada. El resto fue preser-
vado en isopropanol al 100% para la extraccion de ADN.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realiz6 a par-
tir de fragmentos de 4 mm de larvas, siguiendo la metodo-
logia de buffer de macerado (Collins y Porter 1990) que ha
sido utilizado con modificaciones menores en otros insectos
del orden Diptera (Uribe et al.1998; Uribe 1999). La extrac-
cioén del ADN vy su calidad fueron confirmadas por medio de
electroforesis en gel de agarosa y la concentracion se estimo
utilizando un nanodrop 1000 de Thermo Scientific ®.

Amplificacion del ADN. La amplificacion se efectué me-
diante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utili-
zando un termociclador (PTC 100 MJ Researcher). Los oli-
gonucledtidos utilizados para amplificar los fragmentos de
los genes fueron CB3FC (CA(T/C)ATTCAACC(A/T)GA-
ATGATA) y NINFR (GGTA(C/T)(A/T)TTGCCTCGA(T/A)
TTCG(T/A)TATGA) .

La reaccion de PCR se llevd a cabo empleado entre 0,5
y 1,0 mL de ADN al cual se le adicionaron 4mL de MgCI2
(25mM), 0,8 mL (ImM) de cada deoxinucleotido (Adeni-
na, Timina, Citosina y Timina), 0,4 mL de cada primer (50
mM), y SmL de Buffer 10X (Fermentas), ajustados con agua
bidestilada para un volumen final de 50 mL. Después de la
fase de desnaturalizacion del ADN a 94°C durante tres mi-
nutos, los parametros de amplificacion para los siguientes 35
ciclos de la reaccion de PCR fueron: desnaturalizacion por
30 segundos a 93°C, alineamiento por un minuto a 48°C y
extension por un minuto a 70°C. Los productos amplificados
fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% con bromuro de etidio y empleando un marcador de
peso molecular de 100 pb. La visualizacion de los geles se
realizé en cdmara de U.V y estos fueron analizados mediante
el programa BioDocAnalyze de BIOMETRA ®.

Obtencion y analisis de secuencias. La secuenciacion de
ADN se realizo en el Center for Disease Control CDC de
Atlanta (Estados Unidos). La edicion y el alineamiento de
las secuencias se realiz6 utilizando el programa BIOEDIT
Sequence Alignment Editor (Hall 1999). Para la totalidad de
las secuencias provenientes de los individuos se estimo, la
diversidad haplotipica (%), la diversidad nucleotidica (pi) y el
valor neto de sustituciones nucleotidicas (K), por medio del
programa DnaSP version 4 (Rozas et al. 2004).

El analisis de la variabilidad de L.eximia provenientes de
los tres sitios de muestreo (municipios), fue realizado con

base en los polimorfismos de ADN. Las secuencias fueron
comparadas teniendo en cuenta la composicion en términos
de nucleotidos, el porcentaje de transiciones y de transversio-
nes, y el nimero de sitios polimoérficos o sus longitudes. Se
exploro la region secuenciada en busqueda de las regiones
mas conservadas y variables. Como una medida de la varia-
bilidad entre los individuos y las localidades se calcularon
las distancias genéticas (Jukes y Cantor 1969). Finalmente se
us6 el programa MEGA (version 5) para observar de forma
grafica las similitudes (agrupaciones) de los haplotipos con
base en las distancias genéticas intra e interespecificas, usan-
do un criterio de Maxima Verosimilitud (M.L).

Los resultados y analisis relacionados con la variabilidad
de las secuencias se realizaron considerando éste como un
estudio exploratorio sobre el uso potencial de la region se-
cuenciada para agrupar individuos de la especie de interés
(provenientes de diferentes localidades geograficas) y sepa-
rarlos de otras especies morfologicamente similares con base
en las distancias genéticas y no como un estudio de genéti-
ca de poblaciones. No obstante, la validacion del gen como
marcador taxonémico, correspondera a un estudio con mayor
nimero de individuos, localidades y especies similares como
punto de comparacion y que se deriva de los resultados del
presente estudio.

Resultados

Extraccion y amplificacion. El bufer de macerado permitio
obtener ADN de las larvas en cantidad y calidad suficiente
para una amplificacion mediante PCR de la region de interés,
usando entre 0,5 y ImL de ADN de extraccion en una reac-
cion de PCR de 50mL. Ademas, se logré extraer exitosamen-
te ADN con calidad para PCR de fracciones de 2, 3, y 4 mm
de larvas L1, L2, y L3 respectivamente con una concentra-
cion promedio de 86ng/ul. de ADN por muestra. Como dato
adicional y pensando en las muestras frecuentemente encon-
tradas en los cadaveres, también se usaron para la extraccion
de ADN otras fuentes o partes del insecto disponibles en la
cria al momento de los ensayos moleculares. Al respecto se
encontraron extracciones exitosas a partir de tres huevos,
pupas completas, dos patas y pequefios fragmentos de torax
extraidos de los adultos. No se recuper6 ADN de puparios
vacios, (datos no mostrados).

Analisis de secuencias. El segmento amplificado incluy6
324 pares de bases correspondientes a la region 3’ del gen
Cytb, ademas de un segmento de 66 pares de bases de ARNt-
ser, 23bp de la region IG2 y un segmento del extremo 3" del
gen ND1 de 66 bp. La identidad de las secuencias se verificd
por comparacion con la secuencia de referencia de L. sericata

Tabla 2. Composicion nucleotidica expresada en porcentaje.

T C A G
L. sericata (Gen bank) 38,9 10,9 39,1 11,1
L. cuprina 38,8 12,5 36,7 12,1
L. eximia(M)* 38,4 12,5 37,4 11,7
L. eximia (I)* 38,2 12,5 37,4 11,9
L. eximia (SR)* 38,6 12,3 37,8 11,3
Promedio 38,6 12,2 37,7 11,6

“M= Medellin, I= Itagiii. SR= Santa Rosa.
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Tabla 3. Numero de transiciones y transversiones en un segmento de
480 pb de ADN mitocondrial.

Nl’lmerq qe sustituciones L. eximia L. eximja L. sericqta
nucleotidicas L. cuprina L. cuprina
Total sustituciones 7 55 21
Transversiones 4 30 17
Transiciones 3 25 4

en relacion con la cual el segmento amplificado correspon-
de a las posiciones 12338 - 12815 del genoma mitocondrial
el cual esta depositado en GenBank con niimero de acceso
AJ422212. En total se obtuvieron 18 secuencias para igual
nimero de individuos.

Al observar la distribucion de la variabilidad entre las po-
siciones del alineamiento, se evidencid que los sitios con ma-
yor cantidad de polimorfismos se encuentran en los extremos
del alineamiento. Estas posiciones corresponden a las regio-
nes terminales 3’ de los genes Cytb y ND1 respectivamente,
por lo cual se realizaron analisis detallados en términos de
haplotipos con énfasis especial en la porcion de ND1, que fue
tomada para caracterizar por tipos los sitios de muestreo. Los
sitios conservados, se encontraron distribuidos, en las posi-
ciones centrales del alineamiento.

Los porcentajes de la composicion nucleotidica (Tabla 2)
mostraron una mayor cantidad de Adenina y Timina (76,1%)
con respecto a la cantidad de Citosina y Guanina (23,8%) pa-
tron de composicion de bases que corresponde a lo observado
en la mayoria de los genomas mitocondriales de insectos, es-
pecialmente en las regiones codificantes (Hoy 2003).

Respecto a las sustituciones nucleotidicas, se encontr6 un
mayor numero de transiciones que de transversiones (Tabla
3). L. sericata y L. cuprina se consideran especies morfolo-
gicamente similares y diferenciables de L.eximia, lo cual se
correlaciona con la variacion en el nimero de sustituciones
expresada en porcentajes. Se encontrd un porcentaje de 11%
de variacion entre L. eximia y L. cuprina, 4,2% entre L. cu-
prina 'y L. sericata 'y 1,4% entre individuos de L. eximia.

Variabilidad de Cytb. El analisis incluy6 324 nucledtidos de
los cuales, 322 sitios fueron conservados y dos polimdrficos
con mutaciones en las posiciones 23 y 34 de la secuencia que
corresponden a las terceras posiciones del codon, este cambio
muestra las poblaciones de Medellin e Itagiii con un mismo
haplotipo y la poblacion de Santa Rosa como un segundo ha-
plotipo. Los valores de diversidad haplotipica y diversidad
nucleotidica para las secuencias de L.eximia (Tabla 4), co-
rresponden con los observados a nivel intraespecifico para
datos haploides (Stephan y Langley 1992).

Tabla 4. Diversidad nucleotidica para las secuencias amplificadas.

Valores intraespecificos Cytb ND1
Numero de haplotipos 2 3
Diversidad haplotipica (h) 0,523 £0,048 0,686 + 0,054
Diversidad nucleotidica (Pi) 0,00323 0,03912
Promedio de diferencias 1,04575 2,58170
nucleotidicas (K)

Valores interespecificos Cytb ND1
Numero de haplotipos 4 5
Diversidad haplotipica (h) 0,652 + 0,069 0,767 + 0,053
Diversidad nucleotidica (P1) 0,04938 0,06154
Promedio de diferencias 16,0 4

nucleotidicas (K)

Variabilidad de ND1. El segmento que codifica para ND1 de
66 pb, corresponde a la region 414 - 480 de la matriz. En esta
fraccion, se encontraron 61 sitios conservados y cinco poli-
morficos que originaron cambios en las primeras y terceras
posiciones del codon. Los sitios variables fueron parsimonio-
samente informativos con dos estados en las posiciones dos,
tres, 55, 57 (416, 417, 469 y 471 de la matriz general) y un
sitio igualmente informativo con tres estados en la posicion
cuatro (418 de la matriz general) en la primera posicion del
codon. Este fragmento represento la porcion mas variable de
la region de ADN estudiado y con base en el cual se observo
una clara separacion de los especimenes por localidad.

Al comparar las distancias genéticas Jukes y Cantor
(1969) al interior de la especie con base en las regiones (Cytb,
ND1), se encontraron valores entre 0,01 y 0,011, (Tabla 5).
Estos resultados son similares a los encontrados a nivel in-
traespecifico en otras especies del género como L sericata
(0,0-2,1) y L. caesar (0,0 -0,9) en los cuales se utilizd una
region de 268 pb del gen COI entre individuos provenientes
de diferentes provincias de China (Liu ef al. 2010). Los valo-
res fueron mayores entre los individuos de Medellin y Santa
Rosa y Medellin e Itagiii, que entre los de Itagiii y Medellin,
correspondiendo con las mayores distancias geograficas.

De igual forma, los valores de # (Nei 1987) encontra-
dos entre los individuos de las diferentes localidades (0,53
y 0,684) estan ligeramente por encima de los valores pro-
medio ya que para marcadores de evolucion rapida como el
ADN mitocondrial, los valores de diversidad haplotipica in-
tra especies generalmente son menores de 0,5. Asi mismo,
el nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre los
haplotipos (K) (Tajima 1983) indic6 una diversidad genética
media-baja.

Tabla 5. Distancias genéticas intra e interespecificas obtenidas usando un criterio de maxima verosimilitud

1 2 3 4 5
1 L. sericata (genbank)
2 L. cuprina 0,046
3 L. eximia (M)* 0,098 0,114
4 L. eximia (I)* 0,100 0,116 0,006
5 L. eximia (SR)* 0,100 0,116 0,015 0,

*M =Medellin, I= Itagui. SR= Santa Rosa.
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Figura 1. Fenograma de distancias de las muestras de Lucilia eximia procedentes de distintos lugares de Antioquia.

La topologia obtenida a partir de distancias genéticas
de Jukes y Cantor muestra las relaciones entre haplotipos
correspondientes a los sitios de muestreo (Fig. 1). En ¢l se
observa un tnico haplotipo por municipio, asi como la co-
rrespondencia entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas. El fragmento completo secuenciado permitio
discriminar individuos de los tres municipios separados a una
distancia minima de 8 kilometros.

Discusion

Para las Ciencias Forenses, la aplicabilidad de cualquier mé-
todo de andlisis, depende de varios factores. Entre los mas
importantes se encuentran la rapidez, eficiencia y costos de
la técnica. En cuanto a la obtencion y uso de ADN, actual-
mente se encuentran disponibles y bien documentadas téc-
nicas como RAPDS, RFLPS, y secuenciacion de ADN mito-
condrial utilizados para analisis de genética de poblaciones,
taxonomia molecular y analisis filogenéticos en especies de
importancia forense. En la actualidad la obtencion directa de
secuencias aparece como el método mas utilizado y de gran
potencial en la sistematica de insectos, mostrando en compa-
racion con otras técnicas excelentes resultados en cuanto a la
variabilidad genética de las especies, siendo una informacion
100% conectable con otros resultados similares y permitien-
do a posteriori la implementacion de técnicas masivas de ca-
racterizacién que usen las regiones mas variables o conser-
vadas de acuerdo al interés (Infante-Malachias et al. 1999;
Litjens et al. 2001; Stevens y Wall 2001).

En este trabajo realizamos una estandarizacion de la ex-
traccion y amplificacion de una region del ADN mitocon-
drial, Cytb y ND1, (480 pb) y verificamos su uso potencial en
la asignacion de especimenes o sus partes a una especie de in-
terés forense con identificacion taxondmica previamente rea-
lizada con base en morfologia. Esta region ademas permitio
separar los individuos con base en su procedencia. Adicional-
mente, exploramos como el polimorfismo en las secuencias
de esta region permite separar de forma correcta individuos
de otras dos especies cercanas y morfoldégicamente similares:
L. sericata y L. cuprina. Las diferencias en términos de na-
mero y tipo de haplotipos y distancias genéticas sugieren un
uso potencial de este marcador pero que debera verificarse en
un estudio posterior que incluya muestreos en el rango geo-
grafico de distribucion de la especie y en relacion con otras

especies de forma que se evalué la consistencia del marcador
a este nivel taxonémico y de preferencia en el género.

A diferencia de la mayoria de los casos reportados para
ciencias forenses, en el presente estudio no se usaron kits co-
merciales de extraccion de ADN que suelen ser costosos en
comparacion con la solucion de lisis con la cual se realiz6 la
extraccion. La calidad y cantidad de ADN evaluada con el
nanodrop y mediante gel de agarosa, asi como la amplifica-
cion exitosa de PCR es de resaltar, en especial, si se considera
que a partir de pequenas partes o tejidos de los insectos, con
menores costos y en tiempos similares se obtienen resultados
adecuados y comparables con los que representa el uso de
productos comerciales.

Literatura citada

AMAT, E. 2009. Contribucion al conocimiento de las Chrysomyi-
nae y Toxotarsinae (Diptera: Calliphoridae) de Colombia from
Colombia. Revista Mexicana De Biodiversidad 80: 693- 708.

AMAT, E.; VELEZ, C.; WOLFF, M. 2008. Clave ilustrada para la
identificacion de los géneros y las especies de califoridos ( Dip-
tera : Calliphoridae ) de Colombia. Caldasia 30(1): 231-244.

ANDERSON, G.S. 2000. Minimum and maximum development
rates of some forensically important Calliphoridae (Diptera).
Journal of Forensic Sciences 45: 824-32.

BEHURA, S. K. 2006. Molecular marker systems in insects: current
trends and future avenues. Molecular ecology 15(11): 3087-113.

BENECKE, M. 1998. Six forensic entomology cases: description
and commentary. Journal of Forensic Sciences 43:797-805;
43:1303.

COLLINS, F.H; PORTER, C.H. 1990. Comparison of rDNA and
mtDNA in the sibling species Anopheles freeborni and A. Herm-
si. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene 42:
417-423.

FLOREZ, E.; WOLFF, M. 2009. Descripcion y clave de los estadios
inmaduros de las principales especies de Calliphoridae (Dipte-
ra) de importancia forense en Colombia. Neotropical Entomo-
logy 38(3): 418-429.

HALL, T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence
alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT.
Nucleic Acids Symposium Series 41: 95-98.

HOY, M. 2003. Insect molecular genetics; an introduction to princi-
ples and applications. USA, Academic Press, 544 p.

INFANTE-MALACHIAS, M.E; YOTOKO, K.S; AZEREDO-ESPIN,
AM. 1999. Random amplified polymorphic DNA of Screwworm
fly populations (Diptera: Calliphoridae) from Southeastern Brazil
and Northern Argentina. Genome 42: 772-779.



278  Revista Colombiana de Entomologia

Paula Andrea Giraldo H. y cols.

IRWIN D.M; KOCHER T.D; WILSON, A.C. 1991. Evolution of
the cytochrome b gene in mammals. Journal of Molecular Evo-
lution 32: 128-144.

JUKES, T. H.; CANTOR, C. R. 1969. Evolution of protein molecu-
les. (Munro H N, eel.) Mammalian protein metabolism. III. New
York: Academic Press. 21-132 p.

LESSINGER, A.C; AZEREDO-ESPIN, A.M.L. 2000. Evolution
and structural organization of mitochondrial DNA control re-
gion of miasis-causing blow flies. Medical and Veterinary Ento-
mology 14: 71-80.

LIU, Q.L.; CAL J.F.; CHANG, Y.F,; GU, Y.; GUO, Y.D.; WANG,
X.H.; WENG, J.F.; ZHONG. M.; WANG, X.; YANG, L.; WU,
K.L.; LAN, L.M; WANG, I.F; CHEN, Y.Q. 2010. Identification
of forensically important blow fly species (Diptera: Calliphori-
dae) in China by mitochondrial cytochrome oxidase I gene di-
fferentiation. 18: no. doi: 10.1111/5.1744917.2010.01377 x.

LITJENS, P; LESSINGER, A.C; AZEREDO- ESPIN, A.M. 2001.
Characterization of the screwworm flies Cochliomyia homini-
vorax and Cochliomyia macellaria PCR-RFLP of mitochondrial
DNA. Medical and Veterinary Entomology 15: 183-188.

MARCHENKO, M.I. 2001. Medicolegal relevance of cadaver ento-
mofauna for the determination of the time of death. Forensic
Science International 120: 8§9-109.

MEYER, A. 1994. Shortcomings of the Cytochrome b gene as a
molecular marker. Trends in Ecology and Evolution 9: 278-280.

NELSON, L. A.; WALLMAN, J F.; DOWTON, M. 2007. Using
COI barcodes to identify forensically and medically important
blowflies. Medical and Veterinary Entomology 21(1): 44-52.

NEI, M. 1987. Molecular evolutionary genetics. Columbia Univer-
sity Press. New York.

PEREZ, S. P.; DUQUE, P.; WOLFF, M. 2005. Successional beha-
vior and occurrence matrix of carrion-associated arthropods
in the urban area of Medellin, Colombia. Journal of Forensic
Sciences 50(2): 448-54.

ROZAS, J; SANCHEZ-DEL BARRIO, J.C; MESSEGUER, X; RO-
ZAS, R. 2004. DNASP Dna sequence polimorphism. Version
4.0, Barcelona, Universidad de Barcelona.

SALAZAR, J. 2008. Estudio de la entomofauna sucesional asocia-
da a la descomposicion de un cadaver de cerdo doméstico Sus
scrofa en condiciones de campo. Universitas Scientiarum 13(1):
21-32.

SEGURA, N. A.; USAQUEN, W.; SANCHEZ, M. C;, CHUAIRE,
L.; BELLO, F. 2009. Succession pattern of cadaverous entomo-
fauna in a semi-rural area of Bogota, Colombia. Forensic Scien-
ce International 187(1-3): 66-72.

SIMMONS, R.B; WELLER, S.J. 2001. Utility and evolution of
cytochrome b in insects. Molecular Phylogenetics and Evolu-
tion. 20 (2): 196-210.

SPERLING, F.H.A; ANDERSON, G.S; HICKEY. D.A. 1994. A
DNA-based approach to the identification of insect species used
for postmortem interval estimation. Journal of Forensic Science
39: 418- 427.

STEVENS, J.; WALL, R. 1997. The evolution of ectoparasitism in
the genus Lucilia (Diptera: Calliphoridae). International Journal
of Parasitology 27(1): 51-59.

STEVENS, J; WALL, R. 2001. Genetic relationships between
blowflies (Calliphoridae) of forensic importance. Forensic
Science International 120: 116-123.

STEHR, F. W. 1987. Techniques for collecting, rearing, preserving
and studying immature insects, voll, Kendall/Hunt Publishing
Company, lowa, USA.754 p.

STEPHAN, W.; LANGLEY, C.H. 1992. Evolutionary consequen-
ces of DNA mismatch inhibited repair opportunity. Genetics
132: 567-574.

TAJIMA, F. 1983. Evolutionary relationships of DNA sequences in
finite populations. Genetics 105: 437-460.

TORGERSON, D.G; LAMPO, M; VELAZQUEZ, Y; WOO, P.
2003. Genetic relationships among some species groups within
the genus Lutzomyia (Diptera: Psychodidae). American Journal
of Tropical Medicine and Higiene 69: (5) 484-493.

URIBE S, PORTER CH; VELEZ ID. 1998 Amplificacion y Obten-
cion de Secuencias de rRNA Mitocondrial en Lutzomyia spp
(Diptera: Psychodidae) Vectores de Leishmaniosis. Revista Co-
lombiana de Entomologia 23 (3-4): 177-185.

URIBE S. 1999 Polimorfismo entre Poblaciones de Lutzomyia lon-
gipalpis (Diptera: Psychodidae) Vector de Leishmaniosis Sugie-
re la Existencia de un Complejo de Especies. Revista Biomédica
19(1): 56-66.

VELEZ, M. C.; WOLFF, M. 2008. Rearing five species of Diptera
(Calliphoridae) of forensic importance in Colombia in semicon-
trolled field conditions. Papéis Avulsos de Zoologia (Sao Paulo),
48(6): 41-48.

WALLMAN, J.F; DONELLAN, S.C. 2001. the utility of mitochon-
drial DNA sequences for identification of forensically important
blowflies. (Diptera: Calliphoridae) in southeastern Australia.
Forensic Science International 120 (1): 11-115.

WALLMAN, J.F.; LEYS, R., HOGENDOORN, K. 2005. Molecular
systematics of Australian carrion-breeding blowflies (Diptera:
Calliphoridae) based on mitochondrial DNA. Invertebrate Sys-
tematics 19: 1-15.

WELLS, J.; WALL, R.; STEVENS, J. 2007. Phylogenetic analysis
of forensically important Lucilia flies based on cytochrome oxi-
dase I sequence: a cautionary tale for forensic species determi-
nation. International Journal of Legal Medicine 121(3): 229-33.

WELLS, J.; WILLIAMS, D. 2007. Validation of a DNA-based
method for identifying Chrysomyinae (Diptera: Calliphoridae)
used in a death investigation. International Journal of Legal Me-
dicine 121(1): 1-8.

WHITWORTH, T. 2010. Keys to the genera and species of blow
flies (Diptera: Calliphoridae) of the West Indies and description
of a new species of Lucilia Robineau-Desvoidy. Zootaxa 2663:
1-35.

Recibido: 19-may-2010 ¢ Aceptado: 7-may-2011



Revista Colombiana de Entomologia 37 (2): 279-288 (2011)

Seccion Basica

Wasmannia auropunctata (Hymenoptera: Formicidae):
Junicolonial o multicolonial? en el valle geografico del rio Cauca

Wasmannia auropunctata (Hymenoptera: Formicidae): ;Unicolonial o multicolonial? in the valley Cauca river

BEATRIZ SALGUERO R.!, INGE ARMBRECHT? HERNANDO HURTADO T.* y ANGELA MARIA ARCILA C.*

Resumen: Con el objetivo de identificar la estructura social de la pequefia hormiga de fuego Wasmannia auropunctata,
en ambientes drasticamente perturbados, se model6 la distribucion espacial de esta especie en dos parches de bosque
seco con grados de perturbacion contrastantes, ubicados al sur y norte del valle geografico del rio Cauca, regiones para
las cuales W. auropunctata es considerada nativa con estructura social multicolonial. Para los andlisis se tuvieron en
cuenta las variables densidad poblacional y nidos/m? en los biotopos: borde, interior de bosque y potrero. La modelacion
estuvo enmarcada en el campo de la geoestadistica, donde se estimaron los modelos de semivariogramas y parametros
asociados, que definieron la continuidad espacial de las variables de interés y que fueron utilizados para la interpolacion
y construccion de mapas en regiones del espacio no muestreadas, a través del krigeado. Se encontr6 que la distribucion
espacial estuvo bien descrita por modelos de semivariogramas esféricos y exponenciales, que explicaron el patron de
autocorrelacion espacial. Los mapas de interpolacion de obreras por cebo y de nidos/m?, permitieron mostrar como la
pequena hormiga de fuego presenta una estructura social unicolonial en el parche de bosque de San Julian, al sur del
departamento del Valle asociado a un mayor grado de perturbacion, lo que puede llegar a justificar su baja agresividad
intraespecifica en su rango nativo. En contraste, en el parche de bosque de Alejandria al norte del departamento y con
un menor grado de perturbacion, presentd una estructura social multicolonial con alta agresion intraespecifica.

Palabras clave: Estructura social. Fragmentacion. Colombia. Modelacion matematica. Hormiga del fuego.

Abstract: With the aim of identifying little fire ant Wasmannia auropunctata’s social structure in drastically disturbed
environments, we modeled the spatial distribution of this species in two patches of dry forest with contrasting levels of
disturbance, at southand and north of the Cauca river valley, a region for which W. auropunctata is considered native
with a multicolonial social structure. For the analysis, we took into account both, population density and nests/m?, in
biotopes: edge, interior forest and pasture. The modeling was framed in the field of geostatistics, were, by the estimation
of semivariograms’ models and parameters, the spatial continuity of variables we were interested in was defined. They
were used to interpolate and construct the maps for those regions not sampled all of this through kriging. It was found
that the spatial distribution model was well described by spherical and exponential semivariograms, which explained
the pattern of spatial autocorrelation. Interpolation maps of workers per bait and nests/m?*allowed usto show that the
little fire ant has an unicolonial social structure in the patch of san Julian’s forest, at south of the valley. That was as-
sociated with a greater degree of disturbances, which may justify their low intraspecific aggression in its native range.
In contrast, in the Alejandria’s forest patch situated at north of the department and which exhibited a lower disturbance,

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9090

it introduced a social structure multicolonial and high intraspecific aggression.

Key words: Social structure. Fragmentation. Colombia. Mathematical modeling. Fire ant

Introduccion

En Colombia, el valle geografico del rio Cauca, alguna vez
estuvo dominado por una espesa vegetacion arborea propia
de bosque seco tropical (bs-T), pero debido a la actividad
antropica sufri6 una drastica fragmentacion (Velasco 1982),
quedando tan solo con 2% de cobertura boscosa (Arcila
2007). Este escenario fue parte de un fendémeno mas amplio,
y hoy se considera al bs-T como uno de los ecosistemas mas
amenazados en el Neotropico (Didier et al. 2001). El reem-
plazo de casi la totalidad del bosque por cultivos, convierte
el paisaje en parches de bosque rodeados por una matriz alta-
mente transformada, hostil para la conservacion de especies
que requieren grandes extensiones de bosque continuo para
su desarrollo y que facilita la invasion de especies generalis-
tas (Kattan 2002).

Aunque se conoce poco de los efectos de la fragmen-
tacion del habitat sobre las comunidades de invertebrados
(Didham et al. 1998), se ha documentado que algunas es-

pecies son insensibles a los cambios estructurales y utilizan
habilmente los habitats del borde (Kotze y Samways 2001),
mientras que otras, incluyendo varias especies de insectos,
responden rapidamente a factores relacionados con los bor-
des (Laurance y Vasconcelos 2001). En la evaluacion de am-
bientes perturbados, los insectos son de gran utilidad pues
cumplen con una serie de criterios ecologicos, biogeogra-
ficos, de conservacion, monitoreo y calidad del ambiente
(Brown 1991; Kremen et al. 1993; IAvH 1998). Las hormi-
gas (Hymenoptera: Formicidae) cumplen con las condicio-
nes requeridas (Brown 1991) y pueden reflejar la naturale-
za de la vegetacion, las condiciones fisicas, perturbacion y
posiblemente la variedad de otros invertebrados que estan
presentes en un area dada (Burbidge ef al. 1992). En Colom-
bia se han realizado estudios sobre la fauna de hormigas en
pequefios parches de bosque seco a lo largo del valle geogra-
fico del rio Cauca y se han encontrado mas de 200 especies
de hormigas (Armbrecht y Chacon de Ulloa 1999; Chacon
de Ulloa y Armbrecht 20006).
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Dentro de este gran grupo se destaca la pequefia hormi-
ga de fuego Wasmannia auropunctata (Roger, 1863), por su
abundancia, facilidad para identificar y colectar. Se distribu-
ye en un rango geografico bastante amplio, es nativa de los
tropicos americanos y ha invadido zonas tropicales y subtro-
picales de otros continentes del mundo (Silberglied 1972;
Wetterer et al. 1999; Ulloa - Chacon y Cherix 1990). Esta
hormiga es una especie generalista en su dieta, anida en ho-
jarasca y posee caracteristicas propias de las especies vaga-
bundas (“tramp”), descritas por Holldobler y Wilson (1990),
como poliginas, unicoloniales, reproduciéndose por fision
de las colonias y dispersandose por las actividades humanas
(Ulloa-Chacén y Cherix 1990; Passera 1994).

En parches de bosque seco tropical del Valle del rio Cauca
se ha encontrado una correlacion negativa entre la incidencia
de captura de Wasmannia auropunctata y la riqueza de otras
hormigas, por esta razén ha sido propuesta por Armbrecht y
Ulloa - Chacén (2003), como un indicador de baja biodiver-
sidad de la comunidad de hormigas. Todo parece indicar que
la fragmentacion causa pérdidas de especies por aislamiento
liberando recursos y nichos que son aprovechados por W. au-
ropunctata favoreciendo asi la colonizacion de estos habitats
perturbados (Arcila 2007; Philpott et al. 2010).

En su rango introducido, la pequefia hormiga de fuego no
exhibe agresividad hacia sus congéneres (Clark et al. 1982;
Ulloa - Chacon 1990). En su rango nativo, se ha reportado es-
tructura social multicolonial con agresividad intraespecifica.
Sin embargo, Lopez (2005) encontrd estructura unicolonial
con baja agresion intraespecifica en zonas agricolas altamen-
te perturbadas, donde se comporta como especie invasora,
mas no dentro de los bosques relativamente bien conservados
en el valle geografico del rio Cauca. A nivel interespecifico,
la pequeiia hormiga de fuego si presenta un comportamien-
to agresivo (Wetterer y Porter 2003) especialmente donde ha
sido introducida afectando negativamente otras especies sil-
vestres (Silberglied 1972; Clark et al. 1982).

Los diferentes comportamientos de agresividad de W. au-
ropunctata se expresan claramente en la distribucion espacial
que exhibe la hormiga, tanto en habitats perturbados como
naturales. Cuando su distribucion es muy agregada, su ten-
dencia es a comportarse como en su rango nativo y cuando su
distribucion tiende a uniforme se comporta como invasora,
exhibiendo unicolonialidad, es decir, multiples nidos interco-
nectados y poca agresividad intraespecifica (Ulloa-Chacon y
Cherix 1990; Lopez 2005).

Dada la anterior problematica con la pequefia hormiga de
fuego, es necesario explorar el comportamiento de las po-
blaciones en su rango nativo utilizando herramientas de la
estadistica espacial. Usualmente, se utilizan métodos de la
estadistica clasica para los andlisis de distribucion espacial,
basados en indices de dispersion, que no tienen en cuenta la
localizacion exacta de la muestra. Estos métodos suponen
independencia en los datos ¢ igual distribucion, por lo que
pueden errar en la diferenciacion de patrones espaciales disi-
miles (Ramirez-Davila y Porcayo-Camargo 2008; Robertson
1987). Al no tener en consideracion toda la informacion es-
pacial, los investigadores podrian llegar involuntariamente a
resultados y predicciones erroneas (Carrol y Pearson 2000;
Rossi et al. 1992; Moral 2004), debido a que se puede presen-
tar autocorrelacion.

El uso de la Geoestadistica ha ido en incremento, para
fortalecer estudios donde se presenta autocorrelaciéon espa-
cial, puesto que comprende un conjunto de herramientas y

procedimientos estadisticos que permiten analizar, modelar
y predecir los valores de una variable que se muestra dis-
tribuida en el espacio o en el tiempo en forma continua y
autocorrelacionada (Isaaks y Srivastava 1989; Diaz - Francés
1993). A diferencia de los indices de dispersion, que ignoran
la localizacion de las muestras (Taylor 1984), los métodos
geoestadisticos requieren informacion georreferenciada obte-
niéndose la localizacion espacial bidimensional exacta de la
variable de estudio, adicionalmente el tratamiento de la infor-
macion con estas técnicas permite elaborar mapas de interpo-
lacion muy utiles, para establecer centros de concentracion de
las poblaciones. En las dos tltimas décadas se han utilizado
en ecologia técnicas geostadisticas con notable éxito (Rossi
et al. 1992), para obtener mapas de interpolacion de variables
ecologicas en regiones del espacio no muestreadas (Isaaks
y Srivastava 1989; Rossi ef al. 1992; Diaz - Francés 1993)
donde al conocer la distribucion espacial de un insecto plaga
en alguna region geografica, se pueden aplicar controles para
disminuir sus poblaciones (Diaz-Francés 1993; Liebhold et
al. 1993; Ramirez-Davila et al. 2005; Ramirez-Davila y Por-
cayo-Camargo 2008; Nordmeyer 2009).

Dada la necesidad de conocer la distribucion espacial de
W. auropunctata en los parches de bosque seco tropical exis-
tentes en el valle geografico del rio Cauca, especialmente en
el bosque de San Julian al sur, un sitio altamente perturbado
y en el bosque Alejandria al norte, un sitio poco perturba-
do, se planted el presente estudio que propone presentar con
herramientas de la geoestadistica, la modelacion matematica
de la distribucion de la hormiga W. auropunctata. El estu-
dio modela dos variables, obreras por cebo y nidos/m?, (en
adelante “nidos” y “agregados” significaran lo mismo) en los
biotopos, interior de bosque, borde de bosque y matriz cir-
cundante. Se espera que la modelacidén actiie como un ente
informador desde el cual se pueda discutir la estructura social
de la pequenia hormiga de fuego en dos parches de bosque al-
tamente contrastantes de acuerdo a su grado de perturbacion.
Los resultados permitiran establecer estrategias de manejo de
estos ecosistemas encaminados a la coexistencia de otras es-
pecies de hormigas con W. auropunctata.

Materiales y Métodos

El trabajo se realizé en dos etapas: el muestreo de W. auro-
punctata, siguiendo los protocolos de muestreo optados por
Arcila (2007) y la modelacién matematica de la distribucion
espacial de la pequena hormiga de fuego. Arcila (2007) se-
lecciond 10 parches de bosque a lo largo de la cuenca alta
del rio Cauca, de los cuales dos fueron seleccionados para
el presente estudio: San Julian (3°6°38,8”’N 76°31°41,2”°W)
en el sur limitando con el departamento del Cauca y Alejan-
dria (4°49°58,6”N 75°53°2.4”W) en el norte limitando con
el departamento de Risaralda. Para estos sitios se registrd una
altura sobre el nivel del mar entre 900 y 1100m respectiva-
mente, con temperaturas promedio de 24°C y precipitacio-
nes anuales fluctuando entre 1000 y 2000mm (CVC 1990),
caracteristicas propias del bosque seco tropical (bs-T) (Fig.
1). Los parches de bosque presentan una estructura interna
muy similar (Armbrecht y Ulloa - Chacon 2003), pero fueron
diferentes en tamafo, forma, grado de aislamiento y tipo de
matriz que los rodea, la cual por lo general se encontr6 cons-
tituida por cultivos de cafia de azucar y potreros. El area total
de los parches fue de 10,6 hectareas para San Julidn y de 15,3
hectareas para Alejandria, con una extension interna de bos-
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Figura 1. Ubicacion del departamento del Valle del Cauca en el territo-
rio colombiano y de las localidades de muestreo en la cuenca alta del rio
Cauca, departamentos del Cauca, Valle del Cauca y Risaralda. (Tomado
de Arcila 2007).

que sucesional tardio del orden de 3,5 Ha, caracterizandose
como bosques muy pequefios (Arcila 2007).

En San Julian y Alejandria se obtuvieron datos del ni-
mero de obreras y nidos/m?, en el borde de bosque, interior
de bosque y matriz circundante (potrero o cafia de azucar).
Para el andlisis se tomaron solo los registros que permitieran
informacion en términos de un arreglo en el plano asi fuese
irregular, situacion recomendable para los analisis de estruc-
tura espacial (Giraldo 2002; Isaaks y Srivastava 1989; Diaz
- Francés 1993; Zas 2006).

Arcila (2007) y Lopez (2005) seleccionaron para la ma-
triz que fue el elemento mas extenso del paisaje, un borde
consistente en una franja de 50m de ancho a partir del limite
entre el parche y la matriz. De acuerdo con Didham et al.
(1998), ésta debe ser superior a los 100 metros, pero dada
el area tan pequefia de la zona boscosa, este ancho dejaria
las zonas de estudio sin interior de bosque. En cada uno de
los biotopos se trazaron aleatoriamente transectos lineales,
con estaciones de muestreo separadas 20m, procurando que
su distribucion fuera uniforme en todo el area, se alcanzaron
cerca de 30 estaciones para cada biotopo, para un total de 90
para cada localidad. Los transectos de la matriz se dispusie-
ron de forma paralela a 50m de los bordes del bosque (Lopez
2005).

En cada estacion de muestreo se colocaron cebos de atin,
en cuadros de papel blanco de 4cm x 4cm, expuestos por 3
horas, después de las cuales fueron revisados para registrar la

presencia de W. auropunctata, posteriormente se colectaron
y se llevaron al laboratorio para realizar el conteo de obreras
capturadas. En aquellas estaciones de muestreo donde se re-
gistro la presencia de W. auropunctata se colocaron cuadran-
tes de 1m?separados por una cuadricula de 20cm x 20cm. En
cada uno de los cuadrantes se realizé la busqueda directa en
hojarasca y tronquitos huecos, para establecer la densidad de
nidos/m? de W. auropunctata. Cada estacion de muestreo fue
georreferenciada usando un geoposicionador portatil Garmin
12 XL.

Analisis Geoestadistico. A través del analisis geoestadistico
se determind la estructura de autocorrelacion entre los datos y
su uso en la prediccion o interpolacion a través de las técnicas
conocidas como kriging (Hurtado ef al. 2007). Inicialmente,
la informacion se organizoé en bases de datos Excel georrefe-
renciadas en un sistema de coordenadas UTM, con origen en
centro - occidente (4°35°56,57”N 77°4°51,3”W) (Com. Per.
2007, Jorge Mejia PhD, OSSO Observatorio Sismoldgico del
Sur Occidente). Se realizé con el software statgraphics Plus
5.1, el andlisis exploratorio de datos originales para obreras
por cebo y nidos/m?, para reconocer valores atipicos, analizar
las medidas de tendencia central en los datos. Con el software
GS+ (version 5.1) se obtuvieron los mapas de ubicacion de
los sitios de muestreo con su respectivo registro. Cuando el
supuesto de normalidad no se satisfizo, se realiz6 una trans-
formacion Box - Cox tipo potencia, la cual suaviza la varian-
za Cabe anotar, que esta transformacion es reversada para la
interpolacion e interpretacion de los resultados. En cada sitio
de estudio se estimo6 un semivariograma experimental a partir
de los registros de obreras por cebo y nidos /m?, a través de la
siguiente ecuacion (Isaaks y Srivastava 1989)

()=

2N

; N(h)
i 2 zen-26)1YP
i=1

Donde 7() corresponde al semivariograma experimental para
el intervalo de distancia 4; N(h) corresponde al nimero de pa-
res de puntos muestrales separados por el intervalo de distan-
cia /; Z(x;) es el valor de la variable regionalizada de estudio
en el punto x, y Z(x;+h) es el valor de la variable regionaliza-
da de estudio en el punto x; +4.

En Geoestadistica, las variables regionalizadas, son aque-
llas variables aleatorias medidas en el tiempo o en el espacio
y que presentan estructura de correlacion, son funciones Z(x)
que toman un valor en cada punto x del espacio y que definen
un proceso estocastico (Hurtado ef al. 1996). Se consiguieron
semivariogramas experimentales, a los cuales se les ajustd un
modelo tedrico que corresponde a una funcion definida posi-
tiva (Isaaks y Srivastaval989), la grafica resultante de v(r) en
funcion de 4, describe el grado de autocorrelacion presente.

La mayoria de los modelos tedricos de ajuste, contienen
tres parametros comunes: el efecto pepita o nugget effect,
que corresponde a la variacion causada por errores experi-
mentales o de muestreo, generalmente ocasionados por una
microvariabilidad en la variable de estudio, la meseta o sill
que es la cota superior del semivariograma y corresponde
a la maxima variabilidad de la variable regionalizada y el
rango o alcance, que es aquel valor de % para el cual el se-
mivariograma alcanza la meseta, en términos practicos es la
distancia a partir de la cual dos observaciones son indepen-
dientes, (Fig. 2).
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En los anteriores ajustes, es importante determinar el ni-
vel de dependencia espacial. Este valor se obtiene del cocien-
te entre los valores del efecto pepita y la meseta, expresando
su resultado como un porcentaje. Si este valor es menor del
25% se considera como un nivel de dependencia alto; un va-
lor entre 26% y 75% corresponde a un nivel de dependencia
moderado; finalmente un nivel por encima del 76% corres-
ponde a un nivel de dependencia bajo (Cambardella et al.
1994). También, como establece Diaz - Francés (1993) para
que el modelo de correlacion describa la realidad es reco-
mendable que el valor del efecto pepita no supere el 50% del
valor de la meseta 6 cota superior.

Posterior al establecimiento de la dependencia espacial,
se usa el modelo del semivariograma ajustado, para realizar
la interpolacion en aquellos puntos que no fueron muestrea-
dos, usando algoritmos del kriging, los cuales permiten es-
timar el valor de la variable de interés en un punto muestral
especifico a partir de los restantes valores muestrales. El pro-
cedimiento anterior permitié elaborar un mapa representando
el comportamiento de las dos variables de densidad de W.
auropunctata en la zona estudiada. También se realizaron en
Arc Map version 9, los mapas de distribucion de obreras por
cebo con las isolineas de la variable nidos/m? superpuestas.

Resultados

De acuerdo con el andlisis exploratorio de los datos, San Ju-
lian present6 657 obreras por cebo y 4,2 nidos /m?en prome-
dio, mientras que en Alejandria los registros fueron de 20 y
1,31 respectivamente. En ambos parches de bosque, el coefi-
ciente de variacion para obreras por cebo y para nidos/m?, fue
mayor a 100%.
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Figura 2. Representacion de la estructura de correlacion con los para-
metros del variograma.

Para todas las variables se estimaron variogramas acota-
dos o con meseta finita, en ningn caso exhibieron semiva-
rianza constante en funcion de la distancia, (pepita puro) lo
que muestra que los modelos encontrados, si reflejaron una
estructura de dependencia espacial para las variables. Las va-
riables en las dos localidades se llevaron a los datos origina-
les por la transformacion inversa y muestran que el valor del
efecto pepita fue menos del 48,1% del valor de la meseta en
la mayoria de los modelos, esto conduce a establecer que al
menos el 51,9% de la variabilidad total es debida a la depen-
dencia alta en estas escalas de muestreo, resultando en la ma-
yoria de los modelos con una dependencia espacial moderada
(Tabla 1). El valor de la pepita o nugget no supero el 50% de
la meseta 6 cota superior del variograma, por lo que los mo-
delos conseguidos para este estudio describen correctamente
la variabilidad total, con una dependencia espacial moderada.

Nidos por metro cuadrado San Julian
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Figura 3. Variograma experimental y tedrico ajustado, pardmetros para obreras por cebo y agregados/m?para las localidades de San Julian y Alejan-
dria. A obreras/cebo San Julian, B agregados/m? San Julian, C obreras por cebo Alejandria, D agregados/m? Alejandria.
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Figura 4. Mapas de interpolacion obreras por cebo para el bosque de San Julian. A. Representacion bidimensional.

B. Representacion tridimensional.

El coeficiente R? para obreras por cebo, igual a 0,924 en San
Julian y a 0,789 en Alejandria, indicaron la calidad del ajuste
del semivariograma tedrico al semivariograma experimental.
En la figura 3 se presentan los modelos de semivariogramas
para las variables descritas en las dos localidades.

Los mapas de distribucion bi y tridimensional de obreras
por cebo para San Julian muestran un gradiente positivo, con
una agregacion hacia la region suroriente de la localidad (Fig.
4). El mapa geografico correspondiente a la zona de estudio,
permiti6 evidenciar la tendencia de la densidad obreras por
cebo hacia la zona del borde en la esquina suroriente, en limi-
tes con la matriz de cafa (Fig. 5). Los mapas de distribucion
bi y tridimensional de agregados o nidos por metro cuadrado
para Alejandria muestran tres agrupamientos (Fig. 6): uno en
potrero, al noroeste, y los otros dos en el borde, hacia el cos-
tado este en el norte y en cercanias al sur. Similar a San Julian
el mapa geografico correspondiente a la zona de estudio, per-
miti6 evidenciar la tendencia de la densidad obreras por cebo

hacia las zonas del borde en cada una de las concentraciones
(Fig. 7).

Los mapas de distribucion de obreras por cebo junto con
las isolineas de nidos por metro cuadrado para las dos locali-
dades exhibieron una interpolacion muy similar al de obreras
por cebo, se observa como densidades altas de obreras por
cebo, coinciden con los mayores registros de nidos por metro
cuadrado, que en San Julian alcanzé 15 nidos/m?y en Alejan-
dria llego hasta 9 nidos/m? (Fig. 8).

Discusion

Mediante herramientas de la geoestadistica, este estudio per-
mitié conseguir modelos tedricos de semivariogramas ajusta-
dos a los semivariogramas experimentales, con el valor de R?
y el cociente valor de la pepita sobre el valor de la meseta, lo
cual verifico la calidad del ajuste. Los semivariogramas ex-
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Figura 5. San Julian. A. Mapas de localizacion estaciones de muestreo. B. Mapa de distribucion de obreras por

cebo y estaciones de muestreo.
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Tabla 1. Parametros de los modelos ajustados a los semivariogramas de obreras por cebo y agregados/m?.

Localidad Variable Modelo Pepita Meseta Alcance o 2 Pepita/ deNei:;?jle?lecia
rango (m) R Meseta (%) sspacial
) Obreras/cebo  Exponencial 121 279 162,40 0,924 43,36 Moderado
San Julian ;
Agregados/m*>  Exponencial 1,4 2,91 97,40 0,398 48,10 Moderado
. i Obreras/cebo  Exponencial 5.25 44 137,3 0,789 11,93 Alto
Alejandria
Agregados/m?>  Esférico 0,6 2,0 85,2 0,475 30 Moderado

perimentales encontrados, presentaron estructura de depen-
dencia espacial, puesto que en ningin caso la semivarianza
fue constante en funcion de la distancia, es decir, ninguno de
los variogramas estimados exhibié una linea recta horizon-
tal (Giraldo 2002; Diaz - Francés 1993; Isaaks y Srivastava
1989). Se ajustaron semivariogramas tedricos exponenciales
y esféricos, acotados, exhibiendo una meseta u horizonte
de correlacion finito (Samper y Carrera 1990). Estos mode-
los son apropiados, para el analisis de una variable como la
densidad de insectos en una zona de estudio, por ser los que
mejor describen la distribucion erratica de la poblacion en
distancias pequeias o reducidas (Isaaks y Srivastava 1989).

En ninguno de los ajustes el valor de la pepita o nugget,
superd el 50% de la meseta ¢ cota superior del variograma,
una caracteristica que segun Diaz - Francés (1993), es reco-
mendable para que el modelo de correlacion describa bien
la realidad. Los mapas de distribucion o de prediccion per-
mitieron identificar tendencias y agrupaciones de las varia-
bles. El nimero de obreras por cebo y el nimero de nidos/
m? mostraron para los dos parches de bosque, un gradien-
te positivo desde el interior del bosque hacia el borde y un
comportamiento agregado de W. auropunctata en todos los
parches de bosques y sus matrices aledaias. En resumen, los
resultados del modelamiento matematico en los fragmentos
bosques fueron consistentes, es decir, el nivel de dependencia
espacial indica una distribucion agregada de la hormiga, y
el comportamiento de la densidad y los nidos de obreras fue
coherente respecto a un gradiente hacia los bordes, como lo
exhiben los mapas de distribucion de abundancia junto con
las isolineas de nidos/m?, donde se muestra una relacion di-
recta entre las dos variables (Salguero 2008).

Los mapas de distribucién para obreras por cebo y ni-
dos/m?, presentaron agregaciones con diferentes densidades

A
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Agregacosim2

poblacionales, considerablemente altas para la localidad de
San Julian con un poco mas de 1600 obreras por cebo, com-
parada con Alejandria, la cual fue aproximadamente de 141
obreras/cebo. Para ambos sitios los valores maximos de la
variable coincidieron con los de agregaciones de nidos/m?.
La distribucion y densidad de la pequefia hormiga de fuego
fue sorprendentemente contrastante en los dos bosques, pues
estando en su rango nativo se esperaba que el comportamien-
to de la especie fuese multicolonial (Le Breton et al. 2004),
donde la agresividad intraespecifica fuese muy comun, con
tendencia a exhibir muchas colonias que presentasen limites
territoriales definidos.

Los resultados de este estudio pueden analizarse a la luz
de los estudios de agresividad realizados por Lopez (2005) en
tres bosques secos de la cuenca media del rio Cauca: San Ju-
lian, El Medio y Alejandria. Esta investigadora encontrd que
cuando esta en altas densidades poblacionales, la hormiga
presenta muy bajos indices de agresividad y viceversa. Asi,
se justifica que la habilidad de W. auropunctata para alcanzar
altas densidades poblacionales en San Julian se debe al hecho
que presenta una baja agresividad intraespecifica en su rango
nativo, fendmeno que también ocurre en los sitios donde la
especie es introducida (Ulloa-Chacén y Cherix 1990).

No sucedié lo mismo con Alejandria, bosque donde pre-
sentd una baja densidad poblacional y que de acuerdo con
Loépez (2005), presentaria una alta agresividad intraespecifica
en su rango nativo. Por lo anterior, es posible afirmar que,
desde la interpolacion exhibida en los mapas de distribucion
de obreras por cebo para San Julian, se concibe esta localidad
como una gran unicolonia, para la cual la agresion intraespe-
cifica no estad (Le Breton ef al. 2004), lo que permite un libre
intercambio entre los aproximadamente 15 nidos comprendi-
dos en ella.
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Figura 6. Mapas de interpolacion agregados por metro cuadrado para el bosque de Alejandria. A. Representacion

bidimensional. B. Representacion tridimensional.
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En Alejandria, el mapa de distribucién de obreras por
cebo exhibid tres agregaciones, con agrupaciones hasta de
7 nidos/m?, donde es posible que se presenten eventos de
agresion intraespecifica y permite ratificar asi su estructura
social multicolonial, como se predice para su rango nati-
vo. La riqueza de hormigas para este bosque alcanza las
69 especies (Armbrecht 1995; Armbrecht 1996; Armbrecht
y Chacon de Ulloa 1997; Lozano-Zambrano 2002), por lo
que se podria hipotetizar que la competencia contribuye a
regular las poblaciones de la pequefia hormiga de fuego en
esta localidad.

Por otro lado, para San Julian, los parametros del vario-
grama para obreras por cebo, se estim6 un rango Ao de 162,4
m (Tabla 1), el cual parece relativamente alto, teniendo en
cuenta que la distancia maxima entre dos puntos extremos
de la localidad uno ubicado en el potrero al norte y otro en
el borde al sur no superaron los 310m, este resultado segun
Giraldo 2002, es un indicador de fuerte dependencia espacial
para el caso considerado. Dada la estructura social unicolo-
nial para el bosque de San Julidn discutida anteriormente, se
puede establecer que para la variable obreras por cebo, las

San Julian
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0-14
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distancias hasta de 162,4m desde la esquina sureste, corres-
pondera a hormigas de la misma supercolonia.

Para Alejandria el valor del rango para obreras por cebo
fue de 137,3m (Tabla 1), y la distancia entre las tres agrega-
ciones fueron de 319,4m, 481,1m y 373,24m, mayores que
el rango, lo que permitiria establecer que son colonias inde-
pendientes, con lo que se estaria corroborando la naturaleza
multicolonial discutida anteriormente para esta localidad.

Es posible que la perturbacion y aislamiento de los
bosques secos del valle geografico del rio Cauca, provo-
quen cambios demograficos en la pequefia hormiga de fue-
go y en el resto del ensamblaje de hormigas. Tres factores
podrian explicar la dominancia de la pequefia hormiga de
fuego: una de caracter genético, otra relacionada con su
organizacion social y una tercera de caracter ecoldgico,
relacionada con la perturbacion humana mediante anali-
sis con microsatélites en poblaciones nativas de W. auro-
punctata sugirieron que la dominancia de esta hormiga
esta relacionada con la perturbacion humana (Foucaud et
al. 2009). Foucaud y colegas (2009) mediante analisis con
microsatélites en poblaciones nativas de W. auropunctata
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Figura 8. Mapas de distribucion de obreras por cebo vs. Isolineas de nidos/m*. A. San Julian B Alejandria.
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sugirieron que la dominancia de esta hormiga esta relacio-
nada con la perturbaciéon humana. En el presente estudio,
el parche de bosque San Julidan ubicado al sur del area de
estudio, ha sido uno de los méas perturbados con una frag-
mentacion severa, causada por la enorme intervencion an-
tropica, y labores productivas mas intensas (Arcila 2007).
Ademas, este bosque es uno de los que mayor indice de
aislamiento presentan (Arcila 2007).

El deterioro ambiental de los bosques se manifiesta al
comparar dos estudios separados por diez afos. Armbrecht
(1996), report6 una extension de 6 hectareas para San Julian,
mientras que Arcila (2007) reportd 3,5 hectareas para este
mismo bosque. Ademas, la zona exhibe paisajes converti-
dos en guaduales y monocultivos de cafia de azlcar, y has-
ta con penetracion de ganado. Al tratarse de un bosque muy
perturbado, hay un aumento de ramas y troncos caidos los
cuales son aprovechados eficientemente por W. auropunctata
para anidar (Armbrecht y Ulloa-Chacén 2003), lo que po-
siblemente contribuye a elevar su densidad de poblacion.
De lo anterior se puede concluir, que la connotacion de W.
auropunctata como especie vagabunda, que es atraida hacia
habitats perturbados (Fowler et al. 1990), es soportada por
Armbrecht y Ulloa-Chacon (2003) en un estudio sobre el des-
empeilo de la pequefia hormiga de fuego como bioindicadora
de la diversidad de otras hormigas. Las investigadoras encon-
traron que en catorce parches de bosque seco tropical en el
valle geografico del rio Cauca (Colombia), los bosques mas
al sur (San Julian y otro llamado Colindres), fueron menos
diversos y exhibieron las mas altas abundancias de W. au-
ropunctata, no tuvieron barreras protectoras en el borde del
bosque y mostraron mas signos de penetracion humana y de
ganado en su interior afectando la vegetacion del sotobosque
y calidad del suelo. Los anteriores resultados fueron corrobo-
rados posteriormente para los mismos bosques por Achury et
al. (2012).

Es digno de atencion que precisamente aquellos bosques
en los cuales W. auropunctata, y no especialmente otras espe-
cies de hormigas fue dominante, eran los menos diversos. Se
sospecha que la tendencia de las poblaciones de esta hormiga
a crecer en la direccidon norte - sur en la zona de estudio, se
debid precisamente a su preferencia por ambientes perturba-
dos, con matrices manejadas intensamente en las cuales la
transformacion hacia monocultivos de azucar estd tomando
lugar.

Conclusiones

Este estudio corrobora una vez mas el valor de usar herra-
mientas de la Geoestadistica para el modelamiento de feno-
menos bioldgicos (Rossi et al. 1992; Diaz y Casar 2004) tales
como la densidad y distribucion espacial de W. auropunctata.
El modelo permitio revelar caracteristicas en su rango nativo
que explican por qué la especie es invasora en otros conti-
nentes o en islas. La obtencion de una estructura de correla-
cion espacial permite establecer si la escala y los métodos de
muestreo utilizados fueron los apropiados en éste. Se logro
evidenciar como en el parche de bosque de San Julian, que
presenta la mayor intervencion humana, la hormiga presenta
una estructura social unicolonial, con altisima densidad (33
veces mas que Alejandria) y tendencia a alcanzar los bor-
des. En contraste, la estructura social de W. auropunctata es
multicolonial en el bosque de Alejandria, que es uno de los
bosques mas conservados del valle geografico, y en este caso

la hormiga se comporta espacialmente conforme con lo pre-
dicho para su rango nativo.
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Within tree distribution of a discoid gall on Caryocar brasiliense (Caryocaraceae)

Distribucion de una agalla discoide en el dosel de Caryocar brasiliense (Caryocaraceae)

GERMANO LEAO DEMOLIN LEITE!, ALINE FONSECA DO NASCIMENTO?, FABIENE MARIA DE JESUS', SER-

GIO MONTEZE ALVES', and GERALDO WILSON FERNANDES?

Resumen: Se evalu¢ la distribucion de agallas discoide en el dosel de Caryocar brasiliense en dos areas de pastos y
cerrado. El mayor nimero de agallas discoide se observo en el cerrado. Mas agallas discoide se encuentran en la cara
noreste, mientras que menor nimero se observaron en el follaje hacia el sur en la sabana. Sin embargo, en un potrero,
el menor nimero de agallas discoide se observo en la cara este. Mas agallas discoide se encuentran en las hojas de
interior de la copa (hojas uno y dos) que en el borde (hojas tres y cuatro), especialmente en la posicion de la hoja tres
en el cerrado. Hojas de posicion tres y cuatro reportan 83,6% de todas las agallas en la muestra. Este insecto cambia su
comportamiento en potreros, atacando mas en la segunda hoja y en este caso, las hojas de posicion tres y cuatro llevaban
el 32,8% de todas las agallas en la muestra. En sabana y pastizales se encontraron mas agallas discoide en la linea media
en comparacion con la porcion distal y proximal al eje longitudinal de las laminas en una. La agalla discoide prefiere
colonizar la parte central de la hoja o cerca de la vena principal de las hojas en toda la region en una pradera. En el
cerrado, este insecto sigue la misma tendencia, pero quizas debido a una mayor poblacion, se extendi6 sobre la hoja.

Palabras clave: Sabana. Insectos agalla. Pequi. Hymenoptera. Competencia.

Abstract. We recorded the discoid gall spatial distribution within Caryocar brasiliense trees in two areas of pasture and
one of savanna. A higher number of discoid gall/leaflet was observed in savanna than in the pastures. More discoid galls
were found on the eastern slope trees followed by the northern slope trees while fewer galls were found on the foliage
in the southern slope trees in savanna. However, in the pasture one, the lower discoid galls were observed on the eastern
slope. More discoid galls were found on the leaves in the interior (leaves one and two) of the tree crown than at the
border (leaves three and four), principally in the leaf position three in savanna. Leaf positions three and four supported
83.6% of all galls sampled. On the other hand, this insect changed its behavior in pasture one, attacking more the second
leaf and, in this case, leaf positions three and four supported 32.8% of all galls sampled. More discoid galls were found
on the median region compared to the distal and proximal longitudinal regions on leaflet in savanna and in pasture one.
The discoid gall insect preferred colonized the central portion than the border portion or near mid vein on transversal
regions on a leaflet in the pasture one. In the savanna, followed the same trend, but perhaps due to greater population,

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9091

the discoid galls have spread more evenly by the leaf of the tree.

Key words: Cerrado. Insect galls. Pequi. Hymenoptera. Competition.

Introduction

Insect galls are known to distribute differentially within host
organs. Many galling larva achieve higher density, size, and
even higher fitness at the proximal portion compared to more
distal portion of the leaf due to be the more rapid and ef-
ficient interception of plant photosynthates at the leaf base
(Auslander et al. 2003; Leite et al. 2009). In a similar way,
galls are also more abundant and larger at the basal portion of
the stems of its host plant perhaps due to stronger sinks in this
region of the plant (De Souza et al. 2001). On the other hand,
more galls of Eurytoma sp. (Hymenoptera: Eurytomidae)
were found on the median region of the leaf compared to the
distal and proximal areas of Caryocar brasiliense Cambess.
(Caryocaraceae) leaves maybe due to the lower density of
trichomes in this portion (Leite et al. 2009). Leaf trichomes
are known to have a strong influence on the behavior, selec-
tion, and fitness of insect herbivores (Agrawal 2004; Leite et
al. 2009).

Galling larva achieve higher density at leaf margin com-
pared to more central portion of the leaf, like observed for
Eurytoma sp. galls in leaves of C. brasiliense (Leite et al.
2009), although the density of trichomes are higher on the
leaf margin than on the other transversal leaf portions (Leite

et al. 2009), extra floral nectaries were also mostly frequent
on the leaf margins (Rezende 1998). The role of extra flo-
ral nectaries on the host plant interaction with galling insects
is not well known (Lach and Hoffmann 2011). Otherwise,
Leite et al. (2009) postulated that they might influence the
Eurytoma sp. female preference as they may have an indirect
positive role in protecting the galling insects against natural
enemies by attracting ants. Ants were reported to be associ-
ated with extra floral nectaries of Caryocar (Oliveira 1997)
and in the studied plants they were commonly seen associ-
ated with the leaf extra floral nectaries.

The position of the leaves in the stems can also affect the
colonization of gall insects. More Eurytoma sp. galls were
found on the leaves of C. brasiliense in the interior of the tree
crown than at the border, i.e. leaf positions three and four sup-
ported 66.7% of all galls sampled (Leite et al. 2009). Several
mechanisms may influence the trend found. First, differential
mortality caused by parasitoids, predators, and even differ-
ential plant resistance could diminish the galling success on
the more proximal region of the stems (Leite et al. 2009).
Even if females prefer leaves at the border, stronger selective
pressures would impair their success at such habitat (Leite
et al. 2009). An alternative hypothesis is that the most distal
leaves (leaves one and two) were too young to be found by

!nsetario G.W.G. de Moraes, ICA/UFMG, CP: 135. Montes Claros, MG, Brasil. Endereco eletronico: gldleite@ig.com.br. Autor para correspondencia. D.Sc,
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the galling insects while leaves three and four were exposed
to galling for a longer period (Leite et al. 2009). The last
hypotheses can explain this trend is the microclimatic differ-
ences between the interior of the tree crown and the border.

Insect galls may also distribute differentially between
habitats as well as within the host crown. Plants in sunny hab-
itats are known to support higher density of galls compared
to plants in shaded habitats (Fernandes and Price 1992; Aus-
lander et al. 2003; Leite et al. 2009) due to sun exposure may
influence the quality of the host plant tissue as well as the
gall tissue or even the plant ability to find and elicit induced
responses to the invading organism (Fernandes et al. 2000,
2005). Furthermore, natural enemies could also be strong
selective forces against galling on more favorable, shaded
habitats (Fernandes and Price 1992). Therefore, differential
selection could lead to female preference and larval fitness
for foliage in sunny habitats. More Eurytoma sp. galls were
found on the eastern slope tree compared to the other slopes
tree while fewer galls were found on the foliage in the north-
ern slope of C. brasiliense tree maybe due to the dispersion
by winds (Leite ef al. 2009). These authors postulated that the
foliage on the eastern slope of the host trees are the most ex-
posed to higher winds and strong sunlight in the South Hemi-
sphere.

Caryocar brasiliense Camb. (Caryocaraceae) is one of
the most common and important plant species in the dry and
harsh semi arid vegetation of Brazil, called cerrado (Leite et
al. 2006). It is host to a large number of invertebrate and ver-
tebrate herbivores (Oliveira 1997; Leite et al. 2011) as the
gall insects (Oliveira 1997; Leite et al. 2009), showing four
species of leaf galls in the cerrado of northern Minas Gerais
State, Brazil.

In an effort to initiate ecological studies in this system,
we obtained the first data on spatial distribution of a discoid
galling insect (Hymenoptera) (Fig. 1) at the tree level aimed
at sampling because this plant has been domesticated for fu-
ture commercial plantations. This gall is discoid with 3.70

Figure 1. Discoid galls on Caryocar brasiliense leaflet.
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Figure 2. Number of discoid galls induced according to stem orientation
on Caryocar brasiliense leaves. Averages followed by the same letters
did not differ statistically at P<0.05 (Tukey test). The bars represent the
standard error.

mm? of diameter and 0.57 mm of height, without hairs, its
color is light green, and located between the leaf veins (Fig.
1). As C. brasiliense has three leaflet compound leaves we
firstly asked whether gall abundance would differ among
the leaflets on a single leaf. Second, we studied the effect of
foliage slope orientation on gall abundance. A third analy-
sis addressed the distribution of the galls on the leaves along
the host stem (within tree). Fourthly, because the grouping
of galls on a given leaf portion may indicate site preference,
we analyze the within leaf (longitudinal) distribution of galls,
and addressed the transversal zonation of discoid galls within
leaves. Finally we studied the differences among areas of
pasture and savanna.

Material and Methods

This work was developed in one savanna and two pastures
(prior savanna) of the Municipality of Montes Claros, Minas
Gerais State, Brazil in April, June, August and October 2006,
where the average temperatures were 22.5, 19.0, 22.3 and
23.5°C; air relative humidity 80.0, 68.0, 54.0 and 78.0%,
month round accumulated precipitation of 211.5, 0.3, 3.8 and
279.0mm; winds prevailed from the northeast at an average
speed of 1.60, 1.70, 2.10 and 2.0m/s; insolation 7.21, 8.3, 9.4
and 4.7h, respectively, obtained from the main climate station
of Montes Claros of the “Estacdo Nacional de Metereologia”
(see Leite et al. 2006). The north of Minas Gerais State has a
climate Aw: tropical of savanna, according to the classifica-
tion of Koppen, with dry winter and rainy summer (Vianello
& Alves 2000). The areas studied were: savannah vegetation
stricto sensu, pasture 1 (in activity) and pasture 2 (abandoned
pasture = savanna in recovery). These areas show different
characteristics of soil and floristic diversity. The geographical
coordinates, altitude, soil type, physiochemical characteris-
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tics of the soil, floristic density, height and width of the crown
as well as diameter at breast height of C. brasiliense were
published in Leite ez al. (2011).

As the discoid gall density on C. brasiliense leaves is
highly variable among trees - (data not published), we chose
10 trees per area that had the discoid gall infestation. To eval-
uate the distribution of discoid galls within the tree crown
we recorded the number of galls on the compound leaves of
C. brasiliense of four randomly selected stems positioned on
north, south, east, and west slope trees of ten adult trees per
area. To evaluate the distribution of discoid galls among the
leaflets we recorded: i) gall abundance according to foliage
orientation (slope); ii) the differential abundance of galls on
the right, central and left leaflets ( Leite ef al. 2009); iii) gall
abundance on the distal, median, and proximal region of a
leaflet (see Leite et al. 2009); iv) gall abundance on the leaflet
border, central area, and adjacent to the mid leaf vein of the
leaflet ( Leite et al. 2009), and v) difference among areas.
1.269 leaflets of 423 leaves in savanna, 3.030 leaflets of 1010
leaves in pasture 1 and 2.613 leaflets of 432 leaves in pasture
2 were censured for discoid galls.

All data were transformed to Vx + 0.5 and were analyzed
by analysis of variance and followed by the Tukey test at the
significance level P< 0.05.

Results and Discussion

The higher number of discoid galls was observed in savanna
(10.86%1.17 A - Tukey test), followed by pasture one (3.17 +
0.31 B) and pasture two (0.23+£0.08 C) (F=76.955; df=1563;
P<<0.001). The pasture one (in activity) has less floristic di-
versity (< trees, groves, shrubs and herbs) and more soil cov-
ering by grass than pasture two - savanna in recovery - and
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Figure 3. Number of discoid galls induced according to position leaflet
on Caryocar brasiliense leaves. Averages followed by the same letters
did not differ statistically at P<0.05 (Tukey test). The bars represent the
standard error.

savanna, without differences between last two areas (Leite
et al. 2011). Savanna has less C. brasiliense per hectare than
the pastures and these trees are higher in pasture one than
other areas (Leite ef al. 2011). In addition, the soils in the
pasture one and savanna are more acid, pasture one is richer
in aluminum and sum of bases and less sandy than the other
areas (Leite e al. 2011). Perhaps these variables can explain
the difference in density of the discoid gall among savanna
and pastures studied (Fernandes and Price 1988, 1992; Gon-
calves-Alvim and Fernandes 2001; Fernades et al. 2005).
With the increase in the floristic diversity increases the diver-
sity of leaf galls species (total four species) on C. brasiliense
as well as increased the density of other galls while decreases
that of Eurytoma sp. (Hymenoptera: Eurytomidae), the most
abundant species (unpublished data). Moreover, in the pas-
ture one had more galls of Eurytoma sp. (~3/leaflet) than the
savanna (~0.8/leaflet) (unpublished data) and pasture two
~0.3/leaflet, (Leite et al. 2009). Maybe this fact is due to a
competition between discoid gall and Eurytoma sp. explain-
ing why we observed more discoid gall in savanna than in
the pastures.

We did not find significant differences in the distribution
of discoid galls in pasture two (P>0.05) according to slope
orientation of the tree crown, leaf position in the branches,
longitudinal and transversal regions on a leaflet on C. brasil-
iense (Figs. 2-6) probably due to the low density of this gall
in this area. On the other hand, more discoid galls were found
on the eastern slope tree followed the northern slope tree
while fewer galls were found on the foliage in the southern
slope tree in savanna (F=8.477; df=408; P<<0.001), and in
the pasture one, the lower discoid galls were observed on
the eastern slope tree (F=8.076; df=1004; P<< 0.001) (Fig.
2). Leite et al. (2009) observed more Eurytoma sp. galls on
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Figure 4. Number of discoid galls induced according to position leaves
on Caryocar brasiliense stem. Averages followed by the same letters
did not differ statistically at P<0.05 (Tukey test). The bars represent the
standard error.
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the eastern slope tree compared to the other slopes tree while
fewer galls were found on the foliage in the northern slope
of C. brasiliense tree maybe due to the dispersion by winds.
Leite ef al. (2009) postulated that the foliage on the eastern
slope of the host trees are the most exposed to higher winds
and strong sunlight, since prevalent winds in the region are
northeaster/eastern (Leite et al. 2006), corroborating previ-
ous findings in which galling insects are most abundant on
sunlight-exposed foliage (Fernandes and Price 1988). Why
did the discoid gall show different behaviors in the savanna
and pasture one? Perhaps the answer is to avoid competition
with the major galling insect on C. brasiliense leaves, the
Eurytoma sp.

The average number of discoid galls did not differ statis-
tically among the three leaflets of C. brasiliense in the three
areas studied (P>0.05) (Fig. 3). The same result was obtained
by Leite et al. (2009) with Eurytoma sp.. More discoid galls
were found (F=45.508; df=408; P<<0.001) on the leaves in
the interior of the tree crown than at the border, principally
in the leaf position three in savanna. Leaf positions three and
four supported 83.6% of all galls sampled (Fig. 4). On the
other hand, this insect changed its behavior in the pasture one,
attacking more (F=7.679; df=1004; P=<< 0.001) the second
leaf and, in this case, leaf positions three and four supported
32.8% of all galls sampled (Fig. 4), maybe avoiding or reduc-
ing the competition with Eurytoma sp., since this last gall in-
sect were found on the leaves of C. brasiliense in the interior
(leaf three and leaf four) of the tree crown than at the border
(Leite et al. 2009), being in higher population in pasture one
than in savanna (unpublished data). Several mechanisms may
influence the trend found in the case of Eurytoma sp.. First,
differential mortality caused by parasitoids, predators, and
even differential plant resistance could diminish the galling
success on the more proximal region of the stems (Leite et al.
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Figure 6. Number of discoid galls induced according to longitudinal
regions on Caryocar brasiliense leaflet. Averages followed by the same
letters did not differ statistically at P<0.05 (Tukey test). The bars repre-
sent the standard error.

2009). Even if females prefer leaves at the border, stronger
selective pressures would impair their success at such habi-
tat (Leite ef al. 2009). An alternative hypothesis is that the
most distal leaves (leaves one and two) were too young to be
found by the galling insects while leaves three and four were
exposed to galling for a longer period (Leite ef al. 2009). The
last hypotheses can explain this trend is the microclimatic
differences between the interior of the tree crown and the
border.

More discoid galls were found on the median region com-
pared to the distal and proximal longitudinal regions on leaf-
let in savanna (F=5.155; df=414; P<<0.001) and in pasture
one (F=58.831; df=1006; P<<0.001) (Fig. 5). Similar results
were observed for galls of Eurytoma sp. maybe due to the
lower density of trichomes in this portion (Leite et al. 2009).
Leaf trichomes are known to have a strong influence on the
behavior, selection, and fitness of insect herbivores (Agrawal
2004). Many galling larva achieve higher density, size, and
even higher fitness at the proximal portion compared to more
distal portion of the leaf or stems because in these areas are
more rapid and efficient interceptation of plant photosyn-
thates, being stronger sinks (De Souza et al. 2001; Auslander
et al. 2003).

The discoid gall insect preferred colonized (F=31.855;
df=1005; P<<0.001) the central portion than the border por-
tion or near mid vein on transversal regions on a leaflet in the
pasture one (Fig. 6). In the savanna, followed the same trend
(F=3.498; df=409; P=0.03), but perhaps due to greater popu-
lation, the discoid galls have spread more evenly by the leaf
of the tree (Fig. 6). Leite et al. (2009) postulated that extra
floral nectaries, mostly frequent on the leaf margins (Rezende
1998), might influence the Furytoma sp. female preference as
they may have an indirect positive role in protecting the gall-
ing insects against natural enemies by attracting ants. Ants
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were reported to be associated with the leaf extra flora nectar-
ies of C. brasiliense (Oliveira 1997) and in the studied plants
they were commonly seen associated with the leaf extra floral
nectaries (Lach and Hoffmann 2011). The preference of the
discoid gall insect attacks the central portion of leaflet than
the border portion, where has extra floral nectaries and ants
(less natural enemies) maybe due to the higher number of
Eurytoma sp. galls, principally in pasture one (unpublished
data), in the border portion of leaflets (Leite et al. 2009),
avoiding or reducing the competition with Eurytoma sp.

Conclusions

Some mechanisms may influence the fitness of discoid gall
in C. brasiliense trees. Discoid galls are most abundant in the
foliages most exposed to higher winds and strong sunlight
(stressed micro area). This galling insect prefers to attack the
leaves in the interior of the tree crown than at the border may-
be due to natural enemies, differential plant resistance, time
of colonization, and microclimatic differences between these
parts of the tree crown. Trichomes and competition with oth-
ers galling insects can effect the colonization of discoid gall
because it occurs more on the median region of leaflet where
less density of trichomes and Eurytoma sp. has.
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Ensambles estacionales de artropodos epigeos en un bosque de quebracho
(Schinopsis balansae) en el Chaco Humedo

Seasonal assemblages of epigean arthropods in a quebracho forest (Schinopsis balansae) in the Humid Chaco

GUILLERMO A. MONTERO!, NELIDA J. CARNEVALE? y GUSTAVO MAGRA’

Resumen: Los bosques Chaquetios poseen alta heterogeneidad estructural y floristica debido a sus condiciones edafi-
cas, sus regimenes de incendio y la intensa explotacion forestal a que han sido sometidos. Los artropodos pueden ser
buenos indicadores de la heterogeneidad del habitat, de la diversidad del ecosistema y del estado de estrés al que esta
sometido el ambiente. Se realiz6 una descripcion taxonomica y funcional de los ensambles de artropodos epigeos de la
superficie del suelo en un bosque de quebracho. Los muestreos se realizaron en areas elevadas con bromelidceas (EB)
y en areas planas con gramineas (PS). Se usaron trampas pitfall, que capturaron artropodos durante cinco dias conse-
cutivos en tres estaciones del aflo (primavera, verano e invierno). En primavera se evaluaron distintas caracteristicas
fisico-quimicas del suelo y el mantillo. Se capturaron 1668 individuos de 78 morfoespecies; las hormigas fueron el
taxon mas abundante y Coleoptera el de mayor riqueza especifica. Las arafias Lycosidae fueron las mas abundantes y
los Carabidae y Scarabaeidae presentaron mayor riqueza y abundancia entre los Coleoptera. La composicion especifica,
la estructura trofica de los artropodos epigeos y los grupos funcionales de hormigas difirieron entre estaciones y entre
micrositios. El mayor contenido de cenizas y conductividad en los micrositios EB se atribuye al aporte de la hojarasca
de arbustos, rica en calcio, magnesio y potasio. Las condiciones fisico-quimicas de la interfase mantillo-suelo podrian
modificar la presencia o la abundancia de algunas especies detritivoras en los diferentes micrositios acelerando los
procesos de descomposicion de la hojarasca.

Palabras clave: Bosques Chaquefios. Comunidades de artropodos. Grupos troficos. Hojarasca. Hormigas.

Abstract: Chaco forests have high structural and floristic diversity, due to their soil conditions, their fire regimes and
the intense logging that they have undergone. Arthropods can be good indicators of habitat heterogeneity, ecosystem
biodiversity, as well as the stress of the environment. We carried out a taxonomic and a functional description of the
epigeal arthropod assemblages of the soil surface in a quebracho forest. Samples were taken in convex areas with bro-
meliads (EB) and in flat areas with grasses (PS). Pitfall traps were used to capture arthropods for five consecutive days
in three seasons (spring, summer and winter). In spring, we evaluated different physical and chemical characteristics
of soil and litter. We captured 1668 individuals from 78 morphospecies; the ants are the most abundant taxa and the
Coleoptera had the largest species richness. Lycosidae spiders were the most abundant spiders and Carabidae and Sca-
rabaeidae presented the highest abundance among the Coleoptera. The species composition, trophic structure of epigeal
arthropods and ant functional groups differed among seasons and between microsites. The higher ash content and con-
ductivity in microsites EB is attributed to the contribution of shrubs leaves, which are rich in calcium, magnesium and
potassium. The physical and chemical conditions of the litter-soil interface could determine the presence or abundance
of detritivorous species at different microsites, accelerating the processes of litter decomposition.

Key words: Chaco forests. Arthropod communities. Trophic groups. Litterfall. Ants.
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Introduccion

El Gran Chaco ocupa un area de mas de 1.000.000 km? desde
los paralelos 15° a 35° S; se extiende por el centro-norte de
Argentina, oeste de Paraguay, sureste de Bolivia y una peque-
fia porcion del sureste de Brasil (Cabrera y Willink 1980). En
Argentina la mayoria de los autores distinguen dos grandes
areas: un sector occidental seco y otro oriental himedo, en
cuyo extremo austral se encuentra la Cufia Boscosa santa-
fesina (Prado 1993; Barberis et al. 2005). Esta formacion se
extiende entre los paralelos 28°y 30° 25°S y limita al este con
el valle del rio Parand y al oeste con los Bajos Submeridiona-
les (Lewis 1991).

Los bosques de la Cufia Boscosa santafesina presentan
una notable heterogeneidad estructural y floristica (Barberis
et al. 2005), atribuible tanto al tipo de suelo y diferencias es-
paciales en la topografia como a los regimenes de incendios
y de explotacion forestal (Lewis 1991; Barberis et al. 1998,

2002). Estos bosques han sido sometidos desde hace décadas
a la explotacion selectiva e intensiva del quebracho (Schinop-
sis balansae Engl. 1885, Anacardiaceae), cuya finalidad has-
ta 1960 fue la extraccion de taninos para curtiembres (Marino
y Pensiero 2003; Morello et al. 2005). El nivel de deforesta-
cion alcanzo el 59% en los tltimas tres décadas; este proceso
se acentud en los ultimos aflos debido al aumento sostenido
de las actividades agricolas pampeanas con la expansion de
sus fronteras y el desplazamiento de la ganaderia hacia areas
marginales (Carnevale et al. 2007). La intensificacion de la
ganaderia en estos bosques aumentd su nivel de degrada-
cion, debido a diversos efectos asociados al manejo, como
el sobrepastoreo, el incremento de la tasa de deforestacion y
los incendios. El paisaje resultante presenta un alto grado de
fragmentacion y las areas boscosas remanentes corresponden
sin excepcion a bosques secundarios (Alzugaray et al. 2006).
En estas areas las diferencias topograficas condicionan fuer-
temente a variables como la intensidad luminica, temperatura
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y humedad superficiales del suelo (Espino ez al. 1983), que a
su vez determinan la actividad de la biota edafica (Martin et
al. 1994).

Debido a su tamafio pequefio, su gran diversidad y su alta
sensibilidad a las variaciones del ambiente, los artrépodos
pueden ser buenos indicadores de la heterogeneidad del ha-
bitat, de la diversidad del ecosistema y del estado de estrés
al que esta sujeto el ambiente (Weaver 1995; Molina et al.
1998; Montero 2008). No obstante en Argentina son esca-
sos los estudios de artropodos al nivel comunitario en areas
boscosas chaquenas. Sélo se han realizado algunos estudios
de comunidades de insectos en bosques xerofiticos de la pro-
vincia biogeografica del Monte (Roig-Jufient et al. 2001), del
Chaco Seco (Bucher 1974; Gardner et al. 1995; Molina et
al. 1998, 1999) y del Chaco Humedo (Montero et al. 2010;
Laffont et al. 2007; Bar et al. 2008).

Las hormigas constituyen uno de los grupos mas abun-
dantes de insectos terrestres (Wilson 1994). Son relevantes
tanto en ecosistemas naturales como en ecosistemas muy al-
terados por la actividad antropica (Majer 1983) y cumplen
una amplia variedad de funciones en los ecosistemas, debido
a que tienen un vasto espectro de alimentacion, interactuan
con numerosas especies de animales y vegetales y utilizan
diversos sustratos para su nidificacion (Holdobler y Wilson
1990). Estos insectos son buenos bioindicadores terrestres
debido a que son muy sensibles a los cambios ambientales
(Alonso y Agosti 2000; Vittar 2008).

El objeto de este trabajo fue: a) identificar la artropo-
fauna epigea de la superficie del suelo, en dos micrositios
con estrato herbaceo y topografia diferentes, en un bosque
secundario del Chaco Himedo; b) determinar especies in-
dicadoras y diferenciar la composicion especifica, riqueza,
abundancia y diversidad de los diferentes grupos tréficos de
artropodos, entre micrositios y estaciones, durante el trans-
curso de un afio.

Material y Métodos

Area de estudio. El estudio se realizo en un bosque secun-
dario de quebracho de 400 ha localizado en Las Gamas,
Santa Fe, en el noreste de la Republica Argentina (29°28°S
60°28°0, a 58 m.s.n.m). Esta llanura que se incluye en el dis-
trito Chaqueiio Oriental (Cabrera y Willink 1980) presenta un
clima templado-humedo (Gorleri 2005), con una temperatura
media anual de 20°C y maxima y minima absolutas de 48°Cy
-5°C respectivamente. Las precipitaciones siguen un gradien-
te este-oeste y varian entre 800 a 1000 mm anuales; las prin-
cipales lluvias son estivales y se presenta una estacion seca
invernal de duracion fluctuante (Burgos 1970); no obstante
existe una gran variabilidad interanual con periodos secos
tanto en invierno como en verano (Barberis et al. 2005). El
relieve es suavemente ondulado a plano, con un microrelieve
intercalado con numerosas cubetas, que se anegan frecuente-
mente (Espino et al. 1983). Los suelos de las lomadas suaves
y las pendientes con monte ralo son natracualfes tipicos o al-
bicos y los de sectores levemente deprimidos son ocracualfes
udolicos (Mussetti y Alconchel 1986).

En los quebrachales de la Cufia Boscosa santafesina la
estructura del bosque varia en distancias de decenas de me-
tros en relacion con diferencias de microrelieve y humedad
de suelo (Barberis et al. 2005). Las especies arboreas do-
minantes son S. balansae, Acacia praecox (Griseb.) y Side-
roxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) T.D. Penn.); entre

los arbustos las especies mas frecuentes son Capparis retusa
(Griseb.), Achatocarpus praecox (Griseb.), Grabowskia du-
plicata (Am.) y Maytenus vitis-idaea (Griseb.) (Barberis et
al. 2002). Las areas mas clevadas del quebrachal, con relieve
convexo, tienen cobertura leflosa continua, con alta densidad
de arboles y arbustos; el estrato herbaceo con frecuencia esta
dominado por bromelidceas espinosas que forman matorrales
de “caraguatd” (dechmea distichantha Lem. y Bromelia se-
rra Griseb.) (Barberis et al. 2005). Por el contrario las areas
planas tienen una cobertura lefiosa discontinua, baja propor-
cion de arbustos y el estrato herbaceo del sotobosque esta
dominado por gramineas cespitosas, o en algunos casos, el
suelo se encuentra desnudo por efecto del sobrepastoreo de
ganado bovino (Pire y Prado 2001).

Muestreo de suelo y mantillo. Dada la heterogeneidad mi-
crotopografica del suelo del bosque en estudio, se seleccio-
naron micrositios marcadamente diferentes como areas de
muestreo. Por un lado zonas elevadas (EB) con mayor pre-
sencia de arbustos, donde la superficie del suelo es convexa
y el sotobosque estd dominado por bromeliaceas terrestres y
por otro lado, areas planas extendidas (PS) con menos arbus-
tos, cuya principal cobertura es proporcionada por gramineas.
En cada micrositio se seleccionaron cinco areas homogéneas
de muestreo de 16m?* (4 x 4m), separadas a mas de 50m, que
se utilizaron tanto para los muestreos de suelo y mantillo,
como para la captura de artrépodos.

Durante el mes de octubre de 2003 (primavera) se extra-
jeron en cada area de muestreo, cuatro muestras simples de
suelo de 20%x20cm y 7cm de profundidad, retirando previa-
mente la hojarasca. El material se sec6 al aire en laboratorio,
se molio y se tamiz6 con malla de 2mm. Se determiné el con-
tenido de carbono orgénico a través del método de Walkley-
Black (Nelson y Sommers 1982); sobre una suspension sue-
lo-agua destilada (1:2,5) se evaluo el pH y la conductividad
eléctrica, a una temperatura de 25°C (Marban y Ratto 2005).
También se extrajeron tres muestras del mantillo superficial
de 50x20cm en cada area; el material se seco en estufa a 60
°C durante 72 hs, se triturd y se tamizo. Se determind el peso
seco, el contenido de humedad, el porcentaje de materia or-
ganica (Nelson y Sommers 1982) y por calcinacién en mufla
a 900 °C durante dos horas se estimo el porcentaje de cenizas
del mantillo (Rodrigues et al. 1995).

Muestreo de macroartréopodos. En los meses de julio (in-
vierno) y octubre (primavera) de 2003 y en febrero (verano)
de 2004 se realizaron los muestreos; no fue posible extraer
datos durante el otofio de ambos afios debido a precipitacio-
nes excesivas que provocaron inundaciones locales. En cada
area de muestreo se colocaron cuatro trampas pitfall de 11cm
de didmetro, que contenian 200cm? de solucion conservante
(acido acético 5% y formaldehido 2,5%). Las trampas se dis-
pusieron en los vértices de un cuadrado de aproximadamente
4 m de lado. Los muestreos se realizaron durante cinco dias
consecutivos, contabilizando un esfuerzo total de captura de
600 trampa-dia [2 micrositios x 5 areas/micrositio X 4 tram-
pa/area x 3 estaciones X 5 dias/estacion = 600 trampa-dia]. El
material recolectado se conservd en alcohol al 70% para su
posterior determinacion. Se registrd el niimero de individuos
de cada morfoespecie capturada en cada trampa; la riqueza
y la abundancia de artropodos en cada ambiente se expresa-
ron en nimero de morfoespecies y numero de individuos por
trampa, respectivamente.
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Identificacion y agrupamiento del material. Los nombres
de los taxones superiores se consignaron segun Borror et al.
(1992); mientras que para la mayor parte de los géneros y
especies se siguid la clasificacion usada por Morrone y Cos-
cardn (1998) y Claps et al. (2008). Los estados inmaduros se
clasificaron utilizando diversas claves compiladas por Stehr
(1991). El material recolectado se identifico al nivel de orden
y familia; cuando fue posible se determind hasta la categoria
de especie. El resto del material se identifico como unidades
taxondmicas reconocibles o “morfoespecies” diferentes de
las anteriores. La determinacion hasta la categoria de espe-
cies demanda mucho tiempo y en algunos casos resulta prac-
ticamente imposible por la falta de taxénomos expertos para
los grupos involucrados. En muchos casos, el detalle taxono-
mico no mejora los resultados ecoldgicos obtenidos a pesar
del tiempo requerido para la adquisicion de este conocimien-
to (de la Fuente et al. 2003).

La estructura trofica de la comunidad se estudio asignan-
do cada morfoespecie capturada a un grupo tréfico segun
la informacion disponible en la bibliografia. Se definieron
cuatro grandes grupos: herbivoros, predadores, detritivoros
y hormigas (Root 1973; Hawkins y Mac Mahon 1989). Las
hormigas se consideraron como un grupo independiente de-
bido a que la mayoria de las especies explotan diversas fuen-
tes de alimentos de modo oportunista (Stork 1987; Stuntz et
al. 2002). Cada especie o morfoespecie de hormiga fue asig-
nada a un grupo funcional, siguiendo el criterio propuesto
por Bestelmeyer y Wiens (1996) para las hormigas del Chaco
Occidental.

Analisis de resultados. Con el fin de evaluar diferencias en
las condiciones edaficas superficiales entre los distintos mi-
crositios se utilizo la prueba de permutaciones de respuestas
multiples (MRPP; Biondini ef al. 1985). Debido a que los
atributos se miden en diferentes unidades, se relativizo la
matriz original ajustando los datos por la desviacion estan-
dar (Legendre y Legendre 1998); los calculos se realizaron
con el programa PC-ORD, version 4.0 (http://mjm-software-
design.software.informer.com/) (McCune y Mefford 1995).
Cada variable se analizé en forma independiente utilizando
una prueba ¢ de diferencia de medias; se utilizo el progra-
ma InfoStat, version 2010 (http://www.infostat.com.ar/) (Di
Rienzo et al., 2010).

Las diferencias en la composicion especifica de la artro-
pofauna entre micrositios y entre estaciones se evaluaron con
MRPP, utilizando el programa PC-ORD. Con el objeto de
detectar las especies de mayor fidelidad a cada ambiente en
cada periodo de muestreo se realizé un analisis de especies
indicadoras (Dufréne y Legendre 1997). El valor indicador
combina informacién de abundancia y frecuencia relativas,
de manera que se construye un indice para cada especie en
cada micrositio en particular. La significancia estadistica del
indicador se evaltia a través una prueba de permutaciones de
Montecarlo (Legendre y Legendre 1998; McCune y Mefford
1999). El valor indicador (VI) varia entre 0 (no indicador) y
100 (indicador perfecto).

Se calcul6 la diversidad o a través del indice de Shannon-
Weaver (Pielou 1966); la equidad se calcul6 utilizando el in-
dice de Pielou (Magurran 1988) y la diversidad  se estimo
a través de un indice cualitativo de reemplazo de especies
(indice de Whittaker; Moreno 2001) y de un indice de simili-
tud cuantitativo (indice de Bray-Curtis; Legendre y Legendre
1998; Moreno 2001).

Las diferencias en la riqueza, abundancia, diversidad y
equidad totales y la abundancia y riqueza de cada grupo tro-
fico se evaluaron por medio de modelos lineales generales,
utilizando un disefio de tipo factorial, con la estacion y el
micrositio como factores fijos y verificando si existen inte-
racciones entre los mismos. Los valores de las variables que
no presentaron distribucion normal se transformaron como
log,, (x+1) para cumplir los supuestos de normalidad y he-
teroscedasticidad. Los valores de probabilidad se ajustaron
por Bonferroni; los calculos se realizaron con el programa
Infostat, version 2010 (Di Rienzo ef al. 2010).

Resultados

Condiciones edaficas primaverales. Las condiciones fi-
sico-quimicas de la interfaz mantillo-suelo difirieron entre
micrositios durante el periodo primaveral (MRPP; T=-6,819;
P<0,001). El contenido de materia seca del mantillo no se
diferenci6 entre micrositios; no obstante el porcentaje de hu-
medad y de materia orgdnica fue mayor en los micrositios
PS, mientras que fue mayor el porcentaje de cenizas en los
micrositios EB. El pH y el contenido de materia organica del
suelo no difirieron entre micrositios pero la conductividad del
mismo fue mayor en los micrositios EB (Tabla 1).

Identificacion de la artropofauna. Se capturaron 1668 indi-
viduos de 78 morfoespecies, agrupadas en cuatro clases, 16
ordenes y 43 familias (Apéndice I). El 81% de la abundancia
correspondid a 63 morfoespecies de Insecta, que se agrupa-
ron en 10 6rdenes y 31 familias. Los Arachnida concentraron
el 16% de la abundancia (Fig. 1A) y el 15% de la riqueza
(Fig. 1B); Diplopoda y Crustacea fueron escasos y en con-
junto solo alcanzaron el 3 y 4% de la abundancia y la rique-
za, respectivamente (Fig. 1A y B). Los Hymenoptera fueron
el orden de mayor abundancia y los Coleoptera el de mayor
riqueza especifica (Fig. 1C y D). Lycosidae fue la familia de
mayor abundancia y riqueza entre las arafias y los Coleopte-
ra concentraron mayor riqueza y abundancia en las familias
Carabidae y Scarabaeidae (Fig. 1E y F). El 72% de los co-
ledpteros pertenece a las familias Carabidae, Scarabaeidae y
Tenebrionidae; las familias Gryllidae y Acrididae concentran
el 97% de la abundancia de ortopteros. Ocho especies de hor-
migas alcanzaron el 41% de la abundancia total de artropodos
(Fig. 1E). El 66% de la abundancia de hormigas capturadas
en trampas pitfall correspondi6 a Pachycondyla striata Smi-
th, 1858 (Ponerinae); Neivamyrmex diversinodis Borgmeier,
1933 (Ecitoninae) llega al 14% de la abundancia y el resto de
las especies son poco abundantes.

Tabla 1. Variables fisico-quimicas del suelo y el mantillo en dos mi-
crositios (EB y PS) de un quebrachal del Chaco Himedo, durante el
periodo primaveral. Los valores expresan media + error estandar.

Variables Micrositio ' P
EB PS

Suelo

Materia organica (%) 7,52+ 0,67 7,03 +0,72 0,493 0,627
PH,,,, 5004005  5,12+0,05 1,752 0,094
Conductividad (mS/cm) 0,61 +0,03  0,36+0,05 4,218 <0,001
Mantillo

Materia seca (g/m?) 213,8+£17,0  220,5+21,6 0,246 0,808
Humedad (%) 4737+1,79 64,83+135 7,300 <0,001
Materia orgéanica (%) 57,18+2,88 65,50 +2,75 2,091 0,048
Cenizas (%) 42,83 +£2,88 34,50+2,75 2,091 0,048
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Figura 1. Abundancia y riqueza de las principales clases, 6rdenes y fa-
milias de artropodos epigeos en un quebrachal del Chaco Himedo. Cla-
ses: ARA= Arachnida, CRU= Crustacea, DIP= Diplopoda e INS= Insec-
ta. Ordenes: ARA= Araneae, HYM= Hymenoptera, COL= Coleoptera
y ORT= Orthoptera. Familias: LYC= Lycosidae, FOR= Formicidae,
CAR= Carabidae, SCA= Scarabaecidac y GRY= Gryllidae. El valor so-
bre la barra indica abundancia o riqueza relativa segun corresponda.

Estructura tréfica. La estructura trofica de las comunidades
de artropodos epigeos difirio durante el ano (Fig. 2A). La pro-
porcién de detritivoros varid entre 37 y 48% en los periodos
invernal y primaveral, mientras que en verano su abundancia
fue inferior al 7%; en invierno la proporcion de detritivoros
fue mayor en los micrositios PS. Los herbivoros nunca supe-
raron el 23% de la abundancia total y en las tres estaciones
su proporcion fue mayor en los micrositios PS. Los predado-
res, cuya proporcion fue siempre inferior al 23%, fueron mas
abundantes en los micrositios PS, tanto en invierno como en
primavera. Por el contrario las hormigas alcanzaron mas del
77% de la abundancia total en verano en ambos micrositios,
mientras que en invierno y primavera hubo mayor proporcion
en los micrositios EB (Fig. 2A).

La estructura trofica de los ensambles de hormigas epi-
geas capturadas con pitfall vario, tanto entre micrositios
como entre estaciones (Fig. 2B). Las “ponerinas grandes epi-
geas” fueron las hormigas dominantes en las tres estaciones;
en invierno alcanzaron el 93% en los micrositios EB y no se
capturaron en los micrositios PS, su proporcion llego a 55 y
84% en ambos micrositios en primavera y verano, respecti-
vamente. Estas hormigas son preferentemente depredadoras
y elevaron notablemente la proporcion total de predadores en
todos los micrositios y estaciones. En primavera las “especies
ndémadas” representaron el 28 y 26% en los micrositios EB y
PS, respectivamente; el resto de los grupos troficos siempre

se presentaron en baja proporcion (Fig. 2B)Variaciones esta-
cionales de la composicion, abundancia, riqueza y diversidad.
Se capturaron 251 individuos en invierno, 1001 en primavera
y 416 en verano de 25, 48 y 39 morfoespecies respectivamen-
te (Fig. 2A). Las hormigas estuvieron representadas por 54
individuos en invierno, 309 en primavera 'y 315 en verano de
5, 7'y 5 morfoespecies, respectivamente (Fig. 2B).

La composicion especifica de los ensambles de artrépodos
epigeos variod entre estaciones climaticas (MRPP; T=-22,842;
P<0,001). No se detectaron especies indicadoras caracteristi-
cas del periodo invernal. En primavera dos especies de Ara-
chnida de alta abundancia y frecuencia relativa alcanzaron
los mayores valores indicadores (Lycosa malitiosa Tullgren,
1905 VI=53; P<0,001 y Caiza argentina Ringuelet, 1959,
VI=43; P<0,001). La hormiga P. striata fue la especie de ma-
yor valor indicador en el periodo estival (VI=42; P=0,002).

En primavera se registrd mayor abundancia y riqueza de
artropodos (Fig. 3Ay B; Tabla 2); la diversidad a y la equidad
no diferenci6 entre estaciones (Fig. 3C y D; Tabla 2). Durante
el periodo estival la diversidad o alcanzé el minimo valor
registrado, en contraposicion la diversidad Bemporar €valuada a
través del indice de Whittaker alcanzé su maximo valor (I,

A
100

128 123 563 438 247 169

80

60

40

20

Abundancia relativa (%)

EB PS EB PS
INV PRI

EDET OHER EIHOR COPRE

EB PS
VER

100

80

60

40

Abundancia relativa (%)

20

EB PS EB PS EB PS
INV PRI VER

B Pr EEc OCa E

At B Gm

Figura 2. Estructura trofica estacional de artropodos A. y grupos fun-
cionales de hormigas epigeas B. capturadas con pitfall en dos microsi-
tios (EB y PS) de un quebrachal del Chaco Himedo. A: DET= detriti-
voros, HER= herbivoros, HOR= hormigas y PRE= predadores. B: Pr=
depredadoras (Ponerinae), Ec= ecitoninas (Ecitoninae), Ca= campono-
tinas (Formicinae), At= atinas cortadoras (Attini: Myrmicinae) y Gm=
myrmicinas generalistas (Myrmicinae). INV=invierno, PRI= primavera
y VER= verano. El niimero sobre la barra indica la abundancia indivi-
dual en cada micrositio y estacion.
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=T7.41; Igpi= 7,68 y Iy, = 16,08). La similitud de las comu-
nidades entre las distintas estaciones es muy baja (Iciny-pri =
05319 IBCinv-vcr: 0529 y IBCpri-vcr: 0a32)

La abundancia de detritivoros fue menor en verano (Fig.
3 E; Tabla 2) y su riqueza fue mayor en primavera (Fig. 3F;
Tabla 2). La abundancia y la riqueza de herbivoros fueron
mayores en invierno y fueron minimas en verano; durante
la primavera se present6 una situacion intermedia (Fig. 3G
y H; Tabla 2). Fue mayor la abundancia de predadores en
primavera que la de verano e invierno, que no se diferencia-
ron entre si (Fig. 31I; Tabla 2); la riqueza de predadores no
difiri6 entre estaciones (Fig. 3J; Tabla 2). La abundancia y la
riqueza de hormigas fue menor en invierno y fue semejante
en primavera y verano (Fig. 3K y L; Tabla 2). Las ecitoni-
nas (Ecitoninae) fueron mas abundantes en primavera y no
se diferenciaron en verano e invierno (F= 6,45; P=0,007). La
abundancia de hormigas depredadoras (Ponerinae) fue menor
en invierno, mientras que no se diferencié en primavera y
verano (F=5,56; P=0,012).

Variaciones ambientales de la composicién, abundancia,
riqueza y diversidad. En los micrositios EB se capturaron
938 individuos de 60 morfoespecies y 730 individuos de 51
morfoespecies en los micrositios PS (Fig. 2A). Veintiocho
morfoespecies solo se capturaron en los micrositios EB y 19
en los micrositios PS. Se registré un sélo individuo en 20 y
en 16 morfoespecies, de los micrositios EB y PS, respectiva-
mente. En cuanto a las hormigas se detectaron 444 individuos
de 6 morfoespecies en los micrositios EB y 233 individuos de
7 morfoespecies en los micrositios PS (Fig. 2B).

La composicion especifica de los ensambles de artropo-
dos epigeos vari6 entre micrositios en las tres estaciones rele-
vadas (MRPP; Tixyv=-6,326; P<0,001; Tpr=-6,924; P<0,001;
Tyer=-5,184; P=0,002). La hormiga P. striata fue la especie
de mayor fidelidad a los micrositios EB durante el todo afio,
alcanzando altos valores de abundancia y frecuencia relativa;
su valor indicador fue méaximo en invierno (VI=92; P<0,001)
y minimo en verano (VI=61; P=0,020). En primavera Anade-
nobolus sp. 815 (Diplopoda) alcanz6 también un alto valor

indicador en los micrositios EB (VI=56; P<0,001). No se de-
tectaron especies indicadoras de los micrositios PS en las tres
estaciones relevadas.

La abundancia, riqueza, diversidad o y equidad no se di-
ferenciaron entre micrositios dentro de cada estacion (Fig.
3A a D; Tabla 2). En verano la diversidad B evaluada a tra-
vés del indice de Whittaker fue mayor en los micrositios PS
(Ipps=12,2; I5:5=8,62). La similitud de las comunidades en-
tre los distintos micrositios es relativamente alta (Igcmicrositios—
0,66).

No se detectaron diferencias entre micrositios en la
abundancia y la riqueza de detritivoros, herbivoros y preda-
dores (Fig. 3E a K; Tabla 2). La abundancia de hormigas fue
mayor en los micrositios EB, tanto en invierno como en pri-
mavera; durante el verano no se diferencio entre micrositios
(Fig. 3K; Tabla 2). La riqueza de hormigas no difiri6 entre
micrositios en las estaciones relevadas (Fig. 3L; Tabla 2).
En los micrositios EB fue mayor la abundancia de hormigas
depredadoras (F= 20,26; P<0,001) y de atinas cortadoras
(Attini) (F= 7,49; P=0,013). Las mirmicinas generalistas
(Myrmicinae) fueron mas abundantes en los micrositios PS
(F=11,48; P=0,003).

Discusion

Ensambles de artrépodos epigeos. Los 6érdenes mas abun-
dantes y de mayor riqueza especifica fueron Hymenoptera,
Arachnida, Coleoptera y Orthoptera, el resto de los érdenes
tuvo escasa representacion. La mayoria de las familias estu-
vieron escasamente representadas, siendo las mas abundantes
Formicidae y Lycosidae. Si bien los Carabidae se encuentran
en baja abundancia, alcanzan la mayor riqueza especifica. En
términos generales estos resultados coinciden con otros tra-
bajos realizados en bosques chaquefios (Bucher 1974, 1982;
Molina et al. 1998, 1999; Laffont et al. 2007; Bar et al. 2008).
Sin embargo la abundancia relativa de cada taxa puede variar
tanto por las condiciones ambientales del habitat (Molina et
al. 1998) como por el tamafio de las trampas (Abensperg-
Traun y Steven 1995) o el liquido conservante utilizado (Le-

Tabla 2. Resultados del ANAVA para los efectos estacion, micrositio y sus interacciones sobre la abundancia, riqueza, diversidad y equidad totales y
sobre la abundancia y riqueza de distintos grupos troficos de artropodos epigeos en un quebrachal del Chaco Huimedo. Las fuentes en negrita indican

diferencias significativas (P<0,05).

. Estacion Micrositio Estacion-Micrositio

Variables

F (3:30 P F 1:30 P F (230 P
Abundancia (ind./4 trampas) 9,64 <0,001 2,57 0,125 0,45 0,624
Riqueza (spp./4 trampas) 11,11 <0,001 1,92 0,181 0,83 0,449
Diversidad (Shannon) 3,03 0,071 0,17 0,687 2,02 0,159
Equidad (Pielou) 0,51 0,611 1,47 0,239 1,83 0,187
Abundancia DET (ind./4 trampas) 38,42 <0,001 0,20 0,660 0,06 0,939
Riqueza DET (spp./4 trampas) 13,24 <0,001 0,10 0,754 0,58 0,569
Abundancia HER (ind./4 trampas) 3,71 0,043 0,13 0,723 0,58 0,571
Riqueza HER (spp./4 trampas) 3,42 0,053 0,16 0,697 1,15 0,337
Abundancia PRE (ind./4 trampas) 12,63 <0,001 2,04 0,168 0,75 0,484
Riqueza PRE (spp./4 trampas) 1,51 0,245 2,81 0,110 1,00 0,386
Abundancia HOR (ind./4 trampas) 7,63 0,004 12,87 0,002 0,45 0,645
Riqueza HOR (spp./4 trampas) 4,46 0,025 0,51 0,485 1,37 0,276
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Figura 3. Abundancia, riqueza, diversidad y equidad totales (A a D) y abundancia y riqueza de distintos grupos troficos de artropodos epigeos (E
a L) en cada estacion y en cada micrositio (EB y PS) de un quebrachal del Chaco Himedo. Las barras representan el error estandar de la media.
Distintas letras mayusculas indican diferencias significativas entre estaciones y distintas letras minusculas indican diferencias significativas entre

micrositios (P<0,05).

mieux y Lindgrenn 1999). No obstante este método contintia
siendo el mas utilizado para este tipo de capturas, sobre todo
si se desean comparar diferentes sitios (Greenslade 1964;
Niemeli ef al. 1992; Bestelmeyer y Wien 1996; Pekar 2002).
En nuestro trabajo s6lo se evaluaron las fluctuaciones esta-
cionales de las comunidades de artrépodos epigeos durante
un afo de muestreo, por lo cual los resultados s6lo deben
tomarse como una primera aproximacion al problema de la
estacionalidad en estos bosques.

Gran parte de las diferencias que detectamos con los en-
sambles de artrépodos de los bosques del Chaco Occiden-
tal muy probablemente se deban a la extrema diferencia en
las condiciones de humedad relativa entre los dos ambien-
tes. El Chaco Oriental, donde se realiz6 el presente trabajo,
corresponde a un sitio mucho mas hiimedo que el evaluado
por Molina ef al. (1999), que presenta aproximadamente un
50% menos de precipitaciones anuales (Burgos 1970). Esta
diferencia hidrica se pone en evidencia en la abundancia de
opiliones y de carabidos capturados en el presente trabajo,
que constituyen una fauna tipica de ambientes muy himedos.
Al mismo tiempo, en el Chaco Occidental se verifica una pre-
dominancia de fauna adaptada a ambientes mas xéricos como
Tenebrionidae (Flores 1998).

Mantillo, suelo y detritivoros. En los bosques del Chaco
Humedo la caida de hojarasca ocurre a lo largo del aflo; no
obstante es mayor a partir de mayo y comienza a disminuir
a partir de agosto (Carnevale y Lewis 2001). La cantidad de
hojarasca caida es baja y varia segin las caracteristicas es-
tructurales del bosque. Es superior en las areas de dosel cerra-
do con mayor abundancia de arbustos (EB), mientras que en
las areas de dosel semi cerrado o abierto (PS) es muy inferior

(Carnevale y Lewis 2001). Sin embargo en nuestro trabajo
no encontramos diferencias en el contenido de materia seca
del mantillo durante la primavera, luego de la caida de la ma-
yor parte de la hojarasca; esto puede explicarse por un ma-
yor aporte del estrato herbaceo al mantillo del bosque en las
areas abiertas, que equipara la menor caida de hojarasca. El
mayor contenido de cenizas del mantillo y la mayor conduc-
tividad de la capa superficial de suelo en los micrositios EB
durante el periodo primaveral, la atribuimos al mayor aporte
de hojarasca proveniente de arbustos (Carnevale 2001), cuyo
contenido de calcio, magnesio y potasio es significativamen-
te mayor al de la hojarasca proveniente de arboles (Carnevale
y Lewis 2001). Por razones operativas solo pudimos efectuar
muestreos de hojarasca y suelo durante la primavera, por este
motivo no realizamos comparaciones estacionales de estas
variables.

No encontramos diferencias en la riqueza y abundancia
de detritivoros epigeos entre micrositios en las estaciones re-
levadas. En concordancia Carnevale y Lewis (2001) determi-
naron que pese a que el material proveniente de los arbustos,
mas abundantes en los micrositios EB, se descompone mas
rapido que el de los arboles, el proceso de descomposicion
de la hojarasca es independiente del micrositio donde ésta
se deposita. En primavera el porcentaje de humedad y de
materia organica del mantillo son mayores en los microsi-
tios PS, creando condiciones mas propicias para la accion de
los detritivoros; sin embargo no detectamos mayor abundan-
cia de este grupo tréfico. Por el contrario en esta estacion la
abundancia de Isopoda y Diplopoda detritivoros fue signifi-
cativamente mayor en los micrositios EB (F=3,27; P=0,002).
Posiblemente esto se deba a que ambos grupos de artropodos
seleccionan micrositios cuya hojarasca retiene mayor canti-
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dad de calcio y magnesio, que es utilizado en la constitucion
de su exoesqueleto (Nicolai 1988; Kostanjsek et al. 2006).

Diversos estudios realizados en bosques del Chaco oc-
cidental destacan la importancia de los insectos detritivoros
como macro descomponedores en sistemas aridos y semiari-
dos (Bucher 1974; Gardner et al. 1995; Molina et al. 1998),
donde otros agentes descomponedores tienen accion limitada
debido a que les son desfavorables las condiciones ambienta-
les. Molina et al. (1998) registraron que los insectos detriti-
voros alcanzaron el 70% de la abundancia total de artropodos
en bosques del Chaco Occidental; destacandose en riqueza y
abundancia especies xerofiticas de las familias Tenebrioni-
dae, Nitidulidae y Scarabaeidae. Por el contrario en el bosque
que estudiamos los detritivoros sélo alcanzaron entre 37 y
48% de la abundancia total en invierno y primavera, respec-
tivamente, destacandose por su abundancia especies higrofi-
las de la clase Diplopoda y de las familias Entomobriidae y
Porcellionidae, entre los Insecta. Durante el periodo estival,
particularmente seco durante este estudio, los detritivoros no
superaron el 7% de la abundancia total. En bosques humedos
altoandinos, Varela et al. (2007) determinaron que la tasa de
descomposicion de la hojarasca no difirié cuando fue exclui-
da la edafofauna, por lo cual consideraron que su rol es poco
relevante sobre la descomposicion de la hojarasca en estos
bosques. Si bien la tasa de descomposicion de la hojarasca
tiende a ser mas alta en los bosques himedos respecto a los
bosques secos (Swift et al. 1981; del Valle 2003), este efecto
no se deberia a la mayor accion individual de los artropodos
detritivoros sino a la combinacion de diversos agentes des-
componedores tales como hongos, bacterias y protistas.

No obstante los detritivoros no s6lo descomponen hoja-
rasca, sino que también se pueden alimentar de restos ani-
males en descomposicion o de sus deyecciones (Borror et al.
1992) cumpliendo otras importantes funciones ecosistémi-
cas. Los opiliones, quienes si bien en general son predadores,
también son capaces de ingerir presas ya muertas (Acosta y
Maury 1998).

Herbivoros y predadores. Si bien la abundancia de herbi-
voros nunca super6 en la zona el 23% se registré una mayor
proporcion que en estudios similares realizados en el Chaco
Occidental (Gardner et al. 1995; Molina et al. 1998), donde
este grupo trofico no super6 el 11% de la abundancia total.
Laffont et al. (2007) obtuvieron resultados similares a los
nuestros en bosques humedos de la provincia de Formosa
(Argentina). La mayor proporcion de herbivoros en los mi-
crositios PS puede explicarse por la presencia de un estrato
herbaceo de alta riqueza dominado por gramineas (Marino y
Pensiero 2003), que permiten una oferta alimenticia mas am-
plia para estos artropodos. Por el contrario el estrato herbaceo
de los micrositios EB, dominado por bromelidceas terrestres
que forman matorrales densos y de baja diversidad vegetal,
brinda una oferta alimenticia mas restringida. En concordan-
cia con estos resultados, Montero et al. (2010) determinaron
que los ensambles de macrofauna del follaje de la brome-
lidcea A. distichantha se caracterizan por la baja riqueza y
abundancia de herbivoros.

Los predadores se encontraron bien representados en los
ensambles de artropodos epigeos de la superficie del suelo
del bosque en estudio, tanto en abundancia como en riqueza
especifica. Araiias, opiliones y carabidos son los taxa de ma-
yor abundancia si se excluyen las hormigas; no obstante la
abundancia total de predadores se incrementa notablemente

si se incluyen en este grupo tréfico dos especies de hormi-
gas de la subfamilia Ponerinae, que son depredadoras epi-
geas generalistas. Las trampas pitfall constituyen el método
de muestreo mas utilizado para artrépodos que se desplazan
por la superficie del suelo; no obstante sus capturas son mas
bien indicadoras de la actividad superficial que de los nive-
les poblacionales (Montero 2008). Si bien es posible que se
esté sobrestimando la abundancia de predadores epigeos en
estos bosques, en estudios realizados con el mismo método
de muestreo en bosques del Chaco occidental (Gardner et al.
1995; Molina et al. 1998, 1999) la abundancia de predadores
es muy inferior a la que nosotros detectamos.

Las arafias constituyen el principal grupo de predadores
que habitan en el follaje de la bromeliacea A. distichantha
(Montero et al. 2010); sin embargo no encontramos diferen-
cias en la abundancia de arafias entre micrositios con y sin
bromeliaceas. Esto puede explicarse por la alta movilidad de
algunas especies de arafias como las Lycosidae, que utilizan
extensas superficies como sitio de caza de sus presas. En el
caso de Aglaoctenus lagotis (Lycosidae) solo fue detectado
en los micrositios EB, que es donde construye sus nidos con
forma de embudo, utilizando la estructura foliar de las bro-
meliaceas (Rubio ef al. 2005).

Si bien la abundancia y riqueza de Carabidae fue baja res-
pecto a la detectada en pastizales y areas agricolas del sur de
Santa Fe (Montero 2008), es mucho mayor a la detectada en
los bosques del Chaco occidental (Molina et al. 1998). En-
tre las especies de Carabidae capturadas, la mas abundante,
Bradycellus sp. 810 y Aspidoglossa intermedia son recono-
cidas como especies hidrofilas (Cicchino ef al. 2003). Los
micrositios PS que son los mas alterados por el pastoreo de
ganado bovino, mostraron una mayor abundancia y riqueza
de cardbidos en concordancia con lo detectado por Gardner
et al. (1995) y Molina et al. (1999) en sitios perturbados por
el ganado en bosques del Chaco occidental.

Grupos funcionales de hormigas. Si bien las trampas pitfall
no son las mas indicadas para realizar un analisis cuantitativo
de la abundancia de hormigas, debido a que no capturan in-
dividuos al azar sino que la probabilidad de captura aumenta
con la cercania a la colonia (Lagos 1999), se incluyeron en
este estudio teniendo en cuenta la ausencia de grandes hor-
migueros de Atta vollenweideri Forel, 1893, en las proximi-
dades del area de muestreo y la alta abundancia de Ponerini
patrulleras, frecuentemente muestreadas con pitfall (Bestel-
meyer y Wiens 1996; Silvestre et al. 2003).

El grupo funcional mas abundante son las depredadoras
(Ponerinae), que son hormigas generalistas que forrajean en
forma aislada en el suelo y poseen muy alta movilidad, lo
cual explica su alta proporciéon de captura en trampas pitfall
(Silvestre et al. 2003; Brandao et al. 2009). Una de las causas
que podrian explicar su menor abundancia en el invierno de
2003 fueron las inundaciones ocurridas en el otofio de ese
aflo; la mayor abundancia en los micrositios EB se relaciona
con una mayor altura topografica de los mismos. Las cam-
ponotinas (Formicidae) son hormigas omnivoras oportunis-
tas, consideradas agentes potenciales de control de plagas en
agroecosistemas tropicales (Jaffe y Sanchez 1984). La ecito-
nina Neivamyrmex diversinodis (Ecitoninae) es una especie
depredadora o necréfaga que causa grandes impactos sobre
los invertebrados de la hojarasca y las capas superficiales del
suelo (Berghoff et al. 2003; O'Donell et al. 2005). Tres es-
pecies de Myrmicinae de los géneros Solenopsis, Pheidole y
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Crematogaster son principalmente depredadoras generalistas
o necrofagas (Wilson 2003), aunque pueden utilizar semillas
o frutos como recurso alimenticio secundario (Johnson 2000).
Las “atinas cortadoras” (Myrmicinae) son especies herbivo-
ras que cultivan hongos a partir de hojas frescas. Si bien estas
hormigas suelen ser mas abundantes en areas abiertas con
predominio de gramineas (Bestelmeyer y Wiens 1996; Forti
et al. 2006), como los micrositios PS, en el bosque en estudio
detectamos mayor abundancia en los micrositios EB. Esto se
relaciona con la mayor presencia de hormigueros en los mi-
crositios mas elevados.
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Apéndice I. Grupos troficos y abundancia total de artropodos epigeos en dos micrositios (EB y PS) de un quebrachal del Chaco Himedo. Grupos
tréficos: DET= detritivoros, HER= herbivoros, HOR= hormigas y PRE= predadores. Grupos funcionales de hormigas: Pr= depredadoras (Pone-
rinae), Ec= ecitoninas (Ecitoninae), Ca= camponotinas (Formicinae), At= atinas cortadoras (Attini: Myrmicinae) y Gm= mirmicinas generalistas

(Myrmicinae). (A)= adultos, (L)= larvas.

Clase Orden Familia Especie/Morfoespecie grr(:g)c(:) l::gcms't;g
Arachnida Araneae Araneidae Argiopes sp . 855 PRE 0 1
Araneidae sp. 844 PRE 1 0

Clubionidae Clubionidae sp. 870 PRE 0 2

Filistatidae Filistatidae sp. 887 PRE 1 0

Lycosidae Lycosidae sp. 807 PRE 10 9

Aglaoctenus lagotis Holmberg, 1876 PRE 4 0

Lycosa malitiosa Tullgren, 1905 PRE 83 85

Oxiopidae Oxiopidae sp. 814 PRE 1 0

Salticidae Psecas splendidus Badcock, 1932 PRE 0 1

Opilionida Gagrelidae Caiza argentina Ringuelet, 1959 PRE 39 19
Gonileptidae Gonileptidae sp. 823 PRE 0 1

Scorpionida Buthidae Tityus confluens Borelli, 1899 PRE 2 0
Crustacea Isopoda Porcellionidae Porcellionidae sp. 712 DET 24 1
Diplopoda Tulida Rhinocricidae Anadenobolus sp. 815 DET 15 2
Polydesmida Oniscodesmidae Crypturodesmus sp. 801 DET 5 5
Insecta Blattaria Blattellidae Ischonoptera sp. 705 DET 1 0
Indeterminada Blattaria sp. 816 DET 3 9

Collembola Entomobryidae Entomobryidae sp. 401 DET 198 219
Coleoptera Bostrichidae Bostrichidae sp. 851 DET 1 0
Brentidae Brentidae sp. 860 DET 0 1

Carabidae Trirammatus moerens Brullé, 1843 PRE 0 1

Aspidoglossa intermedia Dejean, 1831 PRE 0 2

Ega montevidiensis Tremoleras, 1917 PRE 1 0

Inna megala Reichardt, 1966 PRE 0 1

Scarites trivialis Chaudoir, 1890 PRE 0 1

Pterostichini sp. 874 PRE 0 2

Bradycellus sp. 810 PRE 0 19

Lebiini sp. 875 PRE 0 2

Lebia sp. 888 PRE 2 1

Coccinellidae Cycloneda sanguinea Linnaeus, 1763 PRE 1 1

Curculionidae Curculionidae sp. 826 HER 2 3

Elateridae Elateridae sp. 878 DET 1 0

Ptesimopsia parallela Germain, 1841 PRE 1 0

Lampyridae Lampyridae sp. 850 PRE 8 0

Scarabaeidae Scarabaeidae sp. 854 DET 1 0

Archophileurus chaconus Kolbe, 1910 HER 10 13

Aphodius sp. 842 HER 1 1

Dyscinetus gagates Burmeister, 1847 HER 1 0

Archophileurus sp. 886 HER 1 0

Insecta Coleoptera Staphylinidae Staphylinidae sp. 615 PRE 1 13
Tenebrionidae Tenebrionidae sp. 617 DET 8 3

Indeterminada Coleoptera sp. 319 DET 7 12

Dermaptera Anisolabiduridae Euborellia annulipes Lucas, 1847 PRE 4 2
Diptera Syrphidae Syrphidae sp. 880 PRE 2 0
Tephritidae Tephritidae sp. 847 HER 1 0

Indeterminada Diptera sp. 885 DET 2 5

Hemiptera Belostomatidae Belostomatidae sp. 883 PRE 4 0
Lygacidae Lygacidae sp. 861 HER 1 1

Pyrrochoridae Pyrrochoridae sp. 827 HER 0 3

Reduviidae Reduviidae sp. 817 PRE 0 1

Homoptera Cicadidae Cicadidae sp. 618 HER 8 7
Hymenoptera Formicidae Odontomachus chelifer Latreille, 1802 HOR-Pr 1 31
Pachycondyla striata Smith, 1858 HOR-Pr 329 120

Pheidole sp. 818 HOR-Gm 0 2

Solenopsis sp. 839 HOR-Gm 1 15

Crematogaster sp. 837 HOR-Gm 2 0

Acromyrmex striatus Roger, 1863 HOR-At 39 10

Camponotus rufipes Fabricius, 1775 HOR-Ca 12 23

Neivamyrmex diversinodis Borgmeier, 1933 HOR-Ec 60 32

Lepidoptera Pyralidae Aglossa caprealis Hibner, 1809 HER 2 6
Indeterminada Lepidoptera sp. 621 HER 4 1

Orthoptera Acrididae Acrididae sp. 623 HER 6 14
Gryllidae Gryllidae sp. 642 HER 25 26

Proscopidae Proscopidae sp. 853 HER 1 0

Tettigonidae Tettigonidae sp. 838 HER 0 1
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Seasonal size distribution of Anacroneuria (Plecoptera: Perlidae)
in an andean tropical river

Distribucion estacional del tamafio de Anacroneuria (Plecoptera: Perlidae) en un rio tropical andino

HUGO BOHORQUEZ', GLADYS REINOSO?, and GIOVANY GUEVARA**

Abstract: Total body length and head capsule width (mm) were used as biometric characteristics in discriminating
between size-frequency estimates of three Anacroneuria morphospecies, from 28 sampling sites along a tropical river
subject to bimodal variations in water level in Central Colombia. A total of 344 specimens grouped into four size
classes were collected. The highest abundance of Anacroneuria larvae was observed during the dry season and there
was a higher abundance of small-sized individuals (body length <12mm). Overall, the highest abundance of stonefly
larvae was recorded between 1000 to 1600m.a.s.1. Conductivity and pH showed a significant correlation with the total
abundance of preimaginal stoneflies. Plecoptera size distribution patterns could be useful in assessing which stonefly
size-spectra are susceptible to disturbance in tropical rivers and in evaluating their population dynamics.

Key words: Neotropics. Andes. Biometry. Body Size. Tropics.

Resumen: Se utilizaron el largo total y el ancho de la capsula cefélica como rasgos biométricos para estimar la frecuen-
cia de tamafio de tres morfo-especies de Anacroneuria (Insecta: Plecoptera) registrados en 28 estaciones de muestreo
ubicadas longitudinalmente en un rio tropical del centro de Colombia sometido a un régimen de precipitacion bimodal.
Se coleccionaron 344 especimenes que fueron agrupados en cuatro clases de tamafio. La mayor abundancia de larvas se
registrd durante la estacion seca con una mayor presencia de individuos “pequeiios” (tamafio corporal <12mm). Con-
siderando ambas épocas hidrologicas, la mayor abundancia de plecopteros ocurrio entre 1000 y 1600m.s.n.m. La con-
ductividad y el pH del agua mostraron una correlacion significativa con la abundancia de plecopteros pre-emergentes.
Los patrones de distribucion de tamafio de larvas de Plecoptera constituyen una herramienta valiosa para establecer la
vulnerabilidad de los estadios larvales frente al efecto de la perturbacion en rios tropicales y para evaluar su dinamica

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9093

poblacional.

Palabras clave: Neotropico. Andes. Biometria. Tamaiio Corporal. Tropico.

Introduction

The order Plecoptera, is a group of hemimetabolous insects
with more than 3497 species described worldwide, of which
474 species are Neotropical (Fochetti and Tierno de Figueroa
2008), but recently 32 out of 508 valid names were consid-
ered questionable by Froehlich (2010). This order is an im-
portant component in lotic systems, both in terms of abun-
dance and in terms of ecological significance (Zwick 2004;
McLellan and Zwick 2007; Stark et al. 2009). In comparison
to their temperate counterparts, tropical stoneflies are poorly
understood (Sheldon and Theischinger 2009), and regional
and local species lists are extremely incomplete. One reason
for the paucity of systematics and ecological studies of tropi-
cal river Plecoptera is that identification of tropical species is
difficult for non-specialists (Suhaila and Che Salmah 2011).
In Colombia, the order Plecoptera is represented by two
families: Perlidae with three genera (Adnacroneuria, Macrog-
ynoplax and Klapalekia; Tamaris-Turizo et al. 2007; Zuiiga
et al. 2007) and, Gripopterygidae with one genus (Claudiop-
erla, Barreto et al. 2005; Ztiiga et al. 2009). Anacroneuria
Klapalek, 1909 (Plecoptera: Perlidae) is the largest Neotropi-
cal genus with more than 300 species (Froehlich 2003; Bispo
et al. 2005; Tomanova and Tedesco 2007). Its distribution ex-
tends from the southern United States to northern Argentina

(Stark 2001; Froehlich 2004). Sixty-one species are reported
from Colombia alone (Zuiiga et al. 2007). Nevertheless,
there is no published information on stoneflies from the To-
lima province, Central Colombia, except for the first record
of the Gripopterygidae family in the Paramo ecosystem (Bar-
reto et al. 2005), a special biogeographic zone at the high-
est altitudes of the Andean region in northern South America
(Hofstede 1995). Despite their importance as water quality
indicators, stoneflies have received little attention in Colom-
bia and the peer-reviewed literature is scarce (Stark et al.
2009). The life histories and trophic interactions of stonefly
larvae are not well-known even though they play an impor-
tant ecological role in the freshwater ecosystems (Bohorquez
et al. 2006; Tamaris-Turizo et al. 2007; Gamboa et al. 2009).

Biometric studies are important because several biologi-
cal, physiological and ecological properties can be extracted
from specific body dimensions (body length or head width;
Beer-Stiller and Zwick 1995; Krasnov ef al. 1996; Klingen-
berg and Spence 1997; Zwick 2003). The morphological
characteristics of aquatic insect larvae can be influenced by
biotic and abiotic factors (Crosa and Buffagni 2002; Tomano-
va and Tedesco 2007). Altitude, temperature, seasonality,
competition and predation are key factors regulating insect
abundances in aquatic environments (Brittain 1983; Saltveit
et al. 1994; Céréghino and Lavandier 1998; Céréghino et al.

' Bidlogo. Grupo de Investigacion en Zoologia, Facultad de Ciencias, Universidad del Tolima, Ibagué-Tolima-Colombia. boris3100@yahoo.es. > M.Sc.
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2002). Worldwide, biometric research on plecopterans has
mainly involved obtaining linear measurements to determine
growth in immature stages (larvae) for life-cycle and second-
ary production analyses (e.g., Sheldon 1969, 1980; Schmidt
and Tarter 1985; Lillehamnur et al. 1989; Townsend and
Pritchard 1998; Fenoglio ef al. 2007; Principe 2008). Simi-
larly, studies of morphometric differences (except taxonomic
descriptions) in larvae and adults of the Anacroneuria genus
and their relationships to environmental factors have been
highlighted for some tropical rivers (Tomanova and Tedesco
2007; Fenoglio et al. 2007; Cressa et al. 2008; Gamboa and
Arrivillaga 2010).

In tropical rivers, precipitation and discharge play an im-
portant role in structuring the benthic community (Silveira et
al. 2006; Wantzen et al. 2006). These rivers and their aquatic
communities are conditioned by rainfall during the rainy sea-
son (Turcotte and Harper 1982; Flecker and Feifarek 1994;
Jacobsen and Encalada 1998; Buss et al. 2004; Jacobsen
2004; Bispo et al. 2006). Rivers in the Andean region of Co-
lombia are also highly influenced by seasonal rainfall, nor-
mally occurring during two wet seasons, with sporadic spates
even during the “dry” season (Restrepo and Kjerfve 2000;
Arias et al. 2007).

The present study was carried out in the Prado River Ba-
sin, which is a valuable tributary of the Magdalena River, the
most important river system in Colombia (Galvis and Mojica
2007). The objectives of this study were to measure the vari-
ation in body size of Anacroneuria larvae across sampling
sites of varying in altitude during two contrasting seasons
(dry and wet); to identify morphological differences caused
by these temporal and spatial parameters; and to determine
whether this life-history characteristic varies with elevation
and season.

Materials and Methods

Study Area. The Prado River Basin is located in central Co-
lombia, in the Department of Tolima (3°45’N - 74°56°W;
Fig. 1), in the upper Magdalena Valley, between the Central
Range and the Eastern Range of the Colombian Andes. The
basin covers 170.000ha, with an annual mean temperature of
23.4°C and annual mean precipitation of 1896mm associated
with two rainy seasons, one from March to May and the sec-
ond between October and December (see Canosa and Pinilla
2001; Bohorquez et al. 2006; Guevara et al. 2009). Selected
sampling sites ranged from 280 to 2260m.a.s.1.

Sampling of stonefly larvae. Sampling of Anacroneuria lar-
vae was carried out over ten consecutive days at 28 sampling
sites, during two contrasting seasons, August-September (dry
season) and November 2005 (wet season). Stonefly larvae
were collected using a hand-net (250pum mesh) and a Surber
net (30 x 30cm, 250um mesh) and then stored in 75% etha-
nol. All samples were pooled for each sampling site.

In the laboratory, body length (BL; from the front of the
head to the tip of the abdomen), head capsule width (HCW;
across the compound eyes), and mesothoracic wing pad
length (WL; from the tip of the wing pad to the paramedial
contact point with the mesonotum) of each specimen (sensu
Nesterovitch and Zwick 2003) were measured to the near-
est 0.01lmm using a stereomicroscope (Olympus, 10X). We
sorted the collected larvae into three different Anacroneuria
morphospecies (M1, M2, M3; see Bohorquez et al. 2006)

R . So Aco slveal’
!’ado Reservoir é
" o R

16 km

Figure 1. Location of the Prado River Basin in Tolima Province (Co-
lombia). The distribution of Anacroneuria larvae in watershed networks
is shown by yellow circles.

related to variations in body size and pigmentation, among
other morphological traits. Intrastadial sizes characterized
by differences in the shape of the margins, the orientation
and the pigmented pattern of hind wingpads, i.e., rounded,
pronounced and darkish, were traced by assigning larvae to
one of four arbitrary size classes (obtained from frequency
histograms), given that estimation of larval instars is diffi-
cult for stoneflies because of their molting times (Otsuki and
Iwakuma 2008). Therefore, body length measurements for
each morphospecies were used to construct size-frequency
distributions pooled into four size classes (mm). Selected
physical, chemical and microbiological parameters were re-
corded at each sampling site and later analyzed following
methodologies proposed by APHA-AWWA-WEF (Clesceri
et al. 1999).

The relationships between total larval abundance and ele-
vation or physicochemical variables were analyzed by means
of Spearman Rank Correlation test, due to lack of normal-
ity. We used linear regressions to test the relationships be-
tween the body length and head capsule width measurements.
Since morphospecies 3 (M3) abundance was low during each
sampling period (4 during the dry season, 2 during the wet
season), we combined the data from both seasons when fit-
ting linear regressions. All analyses were performed using
STATISTICA version 7 (StatSoft 2004) considering a signifi-
cance of 5% (0=0.05).

Results

Abundance and physicochemical variables. During the dry
season, there were three-fold more plecopteran larvae than
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Figure 2. Scatter plot of the total abundance of Anacroneuria larvae
against elevation in the Prado River Basin (Tolima, Colombia) during
2005. Note the contrasting total numbers of individuals between dry and
wet seasons.

during the rainy season. The total abundance was signifi-
cantly correlated with elevation during the wet season (n=12;
r=0.66, P=0.018), but not during the dry season (n=17;
r=0.08, P>0.05). The highest larval abundance was regis-
tered between 1000 to 1600m.a.s.1. (Fig. 2).

The physicochemical variables, water temperature, air
temperature, pH, conductivity, total hardness, and total
and fecal coliforms, were highest during the dry season.
On the contrary, conductivity, dissolved oxygen and O,
saturation percentage displayed higher values during high
water level conditions (Table 1). The pH and conductivity
variables showed a significant correlation with total abun-
dance during the dry season (n=17; r=-0.58, P=0.014; r=-
0.57, P=0.015, respectively), while only conductivity was
marginally significant during the wet season (n=12; r=-
0.57, P=0.047).

Measurements of body size. We measured 344 Anacro-
neuria larvae, of which 262 were collected during the dry
season and 82 during the wet season. Larvae varied in size,
representing a wide range of growth phases (Fig. 3). Body
size ranged from 4 to 20mm. In all cases, larval stages were
more abundant during the dry season, with a great abundance
of the smallest larvae, i.e., <I2mm in body length (Fig. 3).
However, we did not find a significant relationship between
total body length and altitude, or any physical and chemical
parameter.

The smallest head capsule width was 1.08mm, and the
maximum was 3.95mm. We found a relationship between
total body length and head capsule width in every mor-
phospecies and according to season. This relationship was
strongly isometric (Fig. 4) and linear, with the following
equations being highly significant for all morphospecies:
M1 (dry and wet season; r’=0.98, P<0.001 and =0.91,
P<0.001); M2 (*=0.81, P<0.001 and =0.69, P<0.001);
M3 (+°=0.80, P<0.016). Larvae of all morphospecies exhib-
ited continuous variation of both HCW and WL and could
not be grouped precisely into instars based on either one of
these variables.

D=Dry season, W=Wet season. M=morphospecies: specimens that
have been sorted and classified as distinct according to their shape and
morphological characteristics, although unidentified and unsexed; M1:
morphospecies 1, M2: morphospecies 2, M3: morphospecies 3. Main
intrastadial changes are shown in the upper part.

Discussion

Larvae occurrence. Our results suggest that the greatest
abundances of larger larvae from M2 and M3 of Anacro-
neuria spp. during the dry season corresponded to individuals
near emergence (pre-emergent), although it has been suggest-
ed that some Colombian Anacroneuria emerge throughout
year, thereby displaying possible non-seasonality (Tamaris-
Turizo et al. 2007). In other regions of the country emergence
peaks are related to the transition between dry and rainy sea-
sons (Zuniga et al. 2003). Also, some mature Anacroneuria
larvae (last instar) reaching the adult stage have been found
to be of smaller size (M. del C. Ztiiiga, pers. com.). Various
insects, hemi- as well as holometabolous, emerge at succes-
sively smaller sizes throughout the emergence period (Nest-
erovitch and Zwick 2003). Although a frequency distribution
of measurements was constructed to visualize the number of
larval instars, the limits of each instar were defined by lower
frequencies fitted to one of four size classes. We associated
the instars of each morphospecies with the development,
shape and coloration of wing pads (e.g., Roessler and Zamora
1997). Our results indicate the existence of at least four lar-
val instars for these morphospecies. However, we strongly
recommend carrying out thorough periodical sampling over
a year and fitting the WL : HCW ratio against the HCW, as
suggested by Beer-Stiller and Zwick (1995) to determine
voltinism and identify “real” instars.

Zwick (2003) argued that in Plecoptera, the first small
rudiments of wingpads appear in the antepenultimate instar,
and the definite shape is reached during subsequent molts.
We sorted morphs according to biometric characters (mainly
wingpads) and color similarities, and identified and grouped
them according to stonefly congeneric specie, which unques-
tionably under-represents the actual species richness for the
river and the region. For instance, we report the presence of at
least three species which are probably correlated to the three
morphs, but a minimum of 58 species have been described
in Colombia based on adult collections (Zufiiga et al. 2007).
Since most ecological and biological studies ideally involve
aquatic insects in the adult stage (mainly males), it is neces-
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Figure 4. Relationship between body length (BL) and head capsule width (HCW) of three Anacroneuria morphospecies registered during contrast-
ing seasons in the Prado River Basin (Tolima, Colombia). Regression equations are also shown. e=dry season, o=wet season.

sary to rear larvae in order to associate them with the adults
(Hamada and Couceiro 2003). Therefore, more detailed stud-
ies are required in the region, beginning with adult collec-
tions, species identification and adult-larvae associations
(rearing). These aspects are important for future life-cycle
studies, nutrient fluxes, biodiversity and secondary produc-
tion analyses in tropical rivers where the limnology remain
understudied (Allan ef al. 2006).

Alternation between dry and wet seasons. The entire
Prado River Basin and network of streams experience two
pronounced dry seasons (from January through March, and
July through September) alternating with two rainy seasons
from April to June and October to December, exhibiting no-
table seasonal precipitation, flow and discharge (Salazar et
al. 2002; Guevara et al. 2009). During this bimodal water
level variation, changes occur in the richness and abundance
of benthos (Caupaz et al. 2006; Guevara et al. 2007a) and
fish communities (Castro-Roa et al. 2007). This discharge
in Andean rivers has been observed to be strongly seasonal
(Allan et al. 2006). For instance, in rivers of the Colombian
Andes subjected to high water-level conditions, a reduction
in the abundance of invertebrates has been reported (Arias et
al. 2007; Guevara et al. 2007b), but in northern Colombia,
in the Sierra Nevada de Santa Marta Natural National Park,
Anacroneuria larvae show similar distribution patterns (Tam-
aris-Turizo et al. 2007). Additionally, in tropical rivers the
effects of predation by insectivorous fish on the population
dynamics of Anacroneuria larvae are important (Tomanova
and Tedesco 2007).

In general, tropical freshwater bodies are characterized
by drastic variations in benthic community abundance dur-
ing high water level conditions (Winemiller and Jepsen 1998;
Jacobsen and Encalada 1998; Rincon and Cressa 2000; Want-
zen 2003). Turcotte and Harper (1982) suggested that rain-
fall spates are the major factor regulating benthic densities
in non-seasonal environments (Amazon drainage basin, Ec-
uador). The stonefly larvae abundance found during the wet
season (November) was markedly different from that found
during the dry season (August-September). The high pre-

cipitation registered during the second sampling period, No-
vember (wet season), increased discharge and consequently
stream and river instability, altering the community structure
by dislodging substrate and forcing drifting (Céréghino and
Lavandier 1998; Céréghino et al. 2002). In a tropical river of
Venezuela, Anacroneuria larvae were most abundant during
the period of least precipitation (Pérez and Segnini 2005).
These results are concomitant with a study of caddisfly larvae
in the Coello River watershed, Central Colombia, where low-
est abundances were recorded during the rainy season (Gue-
vara et al. 2005, 2007b).

Physicochemical variables and altitude. Several physico-
chemical parameters varied in relation to seasonal hydrologi-
cal variation in tropical rivers (Winemiller and Jepsen 1998).
During extended wet periods, water temperature and conduc-
tivity tend to be lower, and dissolved oxygen concentrations
tend to be higher. This tendency was observed in the majority
of the variables measured in our study, which were related to
seasonal changes in water level. However, only pH and con-
ductivity were significantly correlated with abundance under
low water level conditions suggesting a possible cause-and-
effect relationship between these variables. During rising wa-
ter events, conductivity appears to affect the total abundance
of Anacroneuria larvae (Biicker et al. 2010). Throughout the
drainage networks of the Prado River Basin, physicochemi-
cal attributes also are affected by human activities (e.g., agri-
culture, livestock, and cobble and sand extraction) mainly in
lower altitude areas, generating different population respons-
es in stoneflies to variations in altitude. Water temperature
and dissolved oxygen decreased with altitude, while other
measured variables were uncorrelated with elevation, as was
reported for Ecuadorian streams (Jacobsen 2008). It is there-
fore necessary to explore with more detail the relationships
among physicochemical variables, Anacroneuria species
richness, abundance, emergence patterns, and altitude from
headwater streams to the river’s mouth.

In general terms, a decline in species richness with in-
creasing altitude was observed (Von Ellenrieder 2007), as
well as a decline in frequency of occurrence in certain spe-
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cies towards higher altitudes, without disappearing altogether
(Jacobsen et al. 2003; Jacobsen and Brodersen 2008). Other
species can disappear completely at different points along the
altitude gradient, which affects their local and regional abun-
dance (Romero-Alcaraz and Avila 2000).

Although the size of stoneflies in temperate regions seems
to be correlated with environmental factors such as photope-
riod, water temperature and season (Nesterovitch and Zwick
2003), our results suggest that environmental factors in the
study area do not influence size or that these physicochemical
parameters are not sufficiently different to affect larval size.
Also, we did not find a significant relationship between body
length and elevation, but it is possible that a further evalu-
ation of pre-emergent Anacroneuria larvae may reveal sig-
nificant correlations with altitude and/or any other physico-
chemical variable (e.g., Tomanova and Tedesco 2007; Cressa
et al. 2008).
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Recursos ecolagicos utilizados por las especies de Xylocopa
(Apidae: Xylocopini) en el area urbana

Ecological resources used by Xylocopa species (Apidae: Xylocopini) in the urban area

TALLES MARQUES CHAVES-ALVES', CAMILA NONATO JUNQUEIRA?, LAICE SOUZA RABELO?,
PAULO EUGENIO ALVES MACEDO DE OLIVEIRA* y SOLANGE CRISTINA AUGUSTO?

Resumen: Las areas verdes de las ciudades, como parques ecologicos, plazas, la forestacion de carreteras y incluso
jardines domésticos, ademas de componer el paisaje urbano, también ofrecen recursos para la alimentacion y nidifi-
cacion de muchas especies de abejas, como las del género Xylocopa. En este sentido, el presente estudio tuvo como
objetivos identificar los sustratos naturales de nidificacion y la disponibilidad de los recursos alimenticios utilizados
por Xvlocopa spp. en una area urbana, con el fin de verificar el potencial de manejo de estas abejas. Ademas, se observo
el porcentaje de ocupacion de estas abejas en substratos utilizados como nidos-trampas. Tres especies de plantas se
utilizaron como sustratos, por las abejas Xylocopa, para construir sus nidos: Spathodea campanulata (Bignoniaceae),
Ligustrum lucidum (Oleaceae) y Ficus sp. (Moraceae). Los nidos se distribuyeron en agregado. Spathodea campanu-
lata, Ficus sp.y tallos de bambu (nidos-trampas) fueron los sustratos de nidificacion mas eficientes para Xylocopa spp.
y por consiguiente, son adecuados para la conservacion y manejo de estas abejas. Las flores de las pocas especies de
arboles visitadas por Xylocopa en el area urbana pertenecen a grupos asociados a menudo con las abejas y las fuentes
de recursos alimenticios se mostraron diferentes de las especies utilizadas para la nidificacion. Las areas urbanas en
condiciones adecuadas, como cuando hay sustratos adecuados para nidificacion y recursos alimenticios, pueden servir
como sitio de estudio, conservacion y manejo de las abejas carpinteras.

Palabras clave: Preferencias de Anidacion. Spathodea campanulata. Abejas carpinteras.

Abstract: Green areas of cities such as ecological parks, squares, road forestation and even domestic gardens, besides
being part of the urban landscape, also serve as ecological resources for many bee species, as those belonging to Xylo-
copa genus. In this sense, the present study aimed to identify the natural nesting substrates and food resources available
for Xylocopa spp. in order to verify the management potential of these bees in an urban area. Additionally, we observed
the percentage of occupancy for these bees on previously available substrates (trap-nests). Three plants were used as
nesting substrates: Spathodea campanulata (Bignoniaceae), Ligustrum lucidum (Oleaceae) and Ficus sp. (Moraceae).
The nests presented an aggregated distribution. Spathodea campanulata, Ficus sp. and bamboo canes (trap-nests) were
considered efficient substrates for Xylocopa spp. nesting and, for this reason, they can be used in management and con-
servation of these bees. The flowers of the few trees species visited by Xylocopa in urban areas belong to groups often
associated with bees and the food sources were different from those species used for nesting. The urban environment
under appropriate conditions, when appropriate nest substrates and food sources are presented, can serve as a place for
study, conservation and management of carpenter bees.

Key words: Nesting Preferences. Spathodea campanulata. Carpenter bees.
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Las areas verdes de las ciudades, como parques ecoldgicos,
plazas, la forestacion de carreteras y incluso jardines do-
mésticos, ademas de componer el paisaje urbano, también
ofrecen recursos para la alimentacidn y nidificacion de mu-
chas especies de abejas (Antonini y Martins 2003; Zanette
et al. 2005; Gaston et al. 2005). La vegetacion de estas zo-
nas se compone generalmente de especies exoticas, no obs-
tante, estas pueden presentar estrechas asociaciones ecolo-
gicas con las abejas nativas. Dos ejemplos son las especies
exoOticas Schefflera arboricola (Hayata) Merr. y Tecoma
stans (L.) Kunth, ampliamente utilizadas en el paisajismo
urbano brasilefio, que proporcionan recursos alimenticios

para especies de abejas nativas (Menezes et al. 2007; Silva
et al. 2007).

En las abejas del género Xylocopa se congregan mas de
730 especies, con mayor diversidad en los tropicos y subtro-
picos (Gerling et al. 1989). En Brasil se describen 50 espe-
cies (Hurd 1978) y la mayoria de estas construye sus nidos
excavando por el tejido seco de la planta, sin grietas ni fisu-
ras, como los arboles o troncos muertos, tallos de inflorescen-
cias, tallos huecos y tallos de bambu (Hurd 1978; Camillo y
Garofalo 1982; Freitas y Oliveira-Filho 2001).

Las especies de Xylocopa son abejas robustas y de com-
portamiento generalista a respecto de la colecta de los recur-
sos alimenticios (Gerling et al. 1989; Camillo 2003). Estas
abejas son directamente responsables por la reproduccion de
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muchas especies de la flora nativa y de cultivos tropicales
de alto valor econdmico afiadido como el maracuya amari-
llo (Oliveira y Sazima 1990; Oliveira y Gibbs 2000; Camillo
2003). Observaciones sobre las especies de plantas nativas
y exoéticas en el entorno urbano sugieren que las especies de
Xylocopa también utilizan estas plantas como fuentes de re-
cursos de nidificacion y alimentacion (Diaz y Sanchez 1998),
siendo que las especies adecuadas para nidificacion son las
que tienen ramas o troncos secos y presentan textura porosa,
lo que favorece la excavacion (Camillo y Garofalo 1982).

La identificacion de las especies vegetales utilizadas por
Xylocopa spp., para nidificar y para la obtencion de recursos
alimenticios, proporciona subvenciones para el manejo y la
preservacion de estas abejas, que es importante para el au-
mento de los servicios de polinizacion en areas naturales y
cultivadas. Por eso, hay una gran necesidad de estudios que
proporcionen la creacion artificial de las abejas solitarias con
el objetivo de manejar la densidad de la poblacion en cultivos
de maracuya amarillo, que dependen de estas abejas para la
polinizacion cruzada y para la formacion de frutos (Akamine
y Girolami 1959; Bruckner et al. 1995). La disponibilidad de
sustratos de nidificacion puede aumentar la tasa de nidifica-
cion y favorecer el aumento en el nimero de individuos en
una poblacion de Xylocopa spp.. Algunos estudios con abejas
carpinteras que nidifican en nidos-trampa se llevaron a cabo
con ¢xito (Camillo 2003; Chaves-Alves y Augusto 2005)
y hay ejemplos de nidos-trampa construidos con vigas de
madera seca con la perforacion de arranque, tallos secos de
bambu simulando una galeria pre-existente (Camillo 2003)
y cajas racionales de madera que facilitan observaciones del
comportamiento de Xylocopa (Freitas y Oliveira-Filho 2001;
Oliveira-Filho y Freitas 2003).

En este sentido, el presente estudio tuvo como objetivos
identificar los sustratos naturales de nidificacion y la disponi-
bilidad de los recursos alimenticios utilizados por Xylocopa
spp. en una area urbana, con el fin de verificar el potencial
de manejo de estas abejas. Ademas, se observo el porcentaje
de ocupacion de estas abejas en substratos utilizados como
nidos-trampas.

Materiales y Métodos

Area de estudio. El estudio se realizo en el campus Umua-
rama de la Universidad Federal de Uberlandia, Uberlandia-
MG (18°53°01”S 48°15°48”W). El campus estd situado en
la region de mayor altitud de la ciudad y presenta clima ca-
racteristico del Cerrado con verano caliente y lluvioso e in-
vierno frio y seco. El area aproximada del campus es de 27
hectareas y se dividié en 25 parcelas de 90 m x 120 m que
corresponden a las 25 manzanas de construccion y sus aceras
de tamaio equivalente.

En el area de estudio predominan arboles en las aceras
y en las areas verdes del campus. Estos arboles son repre-
sentados por especies nativas y exoticas, siendo las especies
nativas mas numerosas. Se identificaron todos los individuos
de todas las especies de arboles en el campus (aproximada-
mente 1000 individuos y 21 especies) en una inspeccion para
el reconocimiento de lo que podria constituir un sustrato po-
tencial (especies con ramas muertas y textura adecuada para
la nidificacion) para nidos de Xylocopa spp..

Sustratos de nidificacién. Después de la identificacion de
las especies potencialmente utilizables para la nidificacion,

se hicieron inspecciones mas detalladas para detectar nidos
de Xylocopa. Se marcaron todos los arboles que presentaban
nidos y se realizaron observaciones directas en cada uno de
ellos para verificar la actividad de los mismos (si las hem-
bras estaban excavando el sustrato, colectando recursos ali-
menticios o si habia celdas de cria), se examinaron los nidos
internamente con la ayuda de un auriscope médico. Esas ins-
pecciones se hicieron en cuatro levantamientos, realizados a
cada tres meses durante un aflo, en el periodo de enero a no-
viembre de 2005. Se consideraron como inactivos los nidos
que no tenian hembras adultas o celdas de cria.

Recursos alimenticios. En relacion con las fuentes de recur-
sos alimenticios utilizadas se realizaron inspecciones mensua-
les por el campus a fin de verificar la disponibilidad de estos
recursos para Xylocopa. La disponibilidad de los recursos se
evalud, de enero a noviembre de 2005, periodo en que se re-
gistraron las especies vegetales visitadas por las abejas para
la colecta de polen y néctar y la disponibilidad mensuales de
estos recursos. Se realizaron observaciones por 30 min en tres
individuos en floracién de cada especie, elegidos al riesgo.
Las observaciones se hicieron en los intervalosde9ha 12 hy
de 14 h a 16 h y tenian como objetivo verificar si las especies
en floracion actuaron como una fuente de polen o néctar, por
medio del comportamiento exhibido por las abejas.

Nidificaciones en los nidos trampas. Las ramas secas, tron-
cos de la especie de planta lefiosa que contenia un mayor nu-
mero de nidos naturales de Xylocopa spp. y tallos de bambu
se pusieron a disposicion como nidos-trampa en un rancho
construido en un area verde del campus de la Universidad
para la actividad de las abejas. Los sustratos de madera pre-
sentaban circunferencias que varian desde 30 a 50 cm y se
ataron con alambre plano a los puestos de apoyo en el rancho.
Se incluyeron 56 tallos de bambu cuya longitud varid entre
22 cm y 25 cm y el diametro entre 1,01 cm y 2,40 cm, en
siete ladrillos con ocho orificios. Mediante inspeccion quin-
cenal de los sustratos con la ayuda de un auriscopio médico
se obtuvieron el porcentaje y la tasa de ocupacion (nimeros
de nidos fundados por mes) por las especies de Xylocopa.

Analisis estadisticos. Para identificar el patron de distribu-
cion espacial de los nidos y de las especies vegetales estu-
diadas se utilizo la relacién Variacion/Media (R); valores
menores que 1,0 indican la ausencia del agrupamiento, igual
a 1,0 indican una distribucion regular y valores mayores que
1,0 indican agrupamiento. Se estim6 la densidad de los ni-
dos encontrados por el método de cuadrados. El analisis de
variacion de los datos se realiz6 para determinar el patron de
distribucion interna de los nidos de Xylocopa spp. en el cam-
pus (Brower y Zar 1984). Los valores promedios presentados
son seguidos por los valores de las desviaciones estandar. La
ocupacion del sustrato por las abejas se calculd por medio de
la cantidad de nidos por individuo de cada especie de planta.
Se utiliz6 la prueba de Mann-Whitney para identificar dife-
rencias significativas entre el nimero de nidos en los tallos de
bambu y en los troncos considerando las tres especies juntas
y cada una en separado.

Resultados

Nidificacion en los arboles y distribuciéon espacial de ni-
dos. La presencia de nidos de Xylocopa spp. ocurrid en sélo
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tres especies de arboles (14% de todas las especies vegeta-
les presentes en el area), Spathodea campanulata P. Beau
(Bignoniaceae), Ligustrum lucidum W.T.Aiton., (Oleaceae)
y Ficus sp. (Moraceae). Se registraron 118 individuos de S.
campanulata (4,37 individuos/ha) y 51 individuos de L. luci-
dum (1,88 individuos/ha). Los individuos de ambas especies
poseian ramas o troncos secos que permiten la nidificacion
de las abejas del género Xylocopa. De los 41 individuos de
Ficus sp. observados, 27 (1 individuo/ha) contenian sustrato
disponible para la nidificacion.

Se encontrd mayor cantidad de nidos activos o inactivos
y mayor porcentaje de nidos por sustrato en S. campanulata
comparado con las otras especies (Tabla 1). La mayoria de
los nidos se encontraron en las ramas por debajo de los cuatro
metros de altura (88,34%) y que tenpian una circunferencia
entre 15 cm y 90 cm (n=18; x=38+24,38 cm). De los 42 ni-
dos activos, 11 eran de Xylocopa (Neoxylocopa) grisescens
Lepeletier, 1841 (26,19%) y 31 de Xylocopa (Neoxylocopa)
suspecta Moure e Camargo, 1988 (73,81%).

Los nidos se distribuyeron de manera agregada (x =
3,845,69 nidos por parcela; R=8,51), de la misma forma
que las plantas utilizadas para la nidificacion, S. campanu-
lata (x=4,72+9,39; R= 18,09), L. lucidum (x = 2,04 £ 5,13;
R=12,89) y Ficus sp. (x = 1,08+5,0; R=23,14).

Recursos alimenticios. Se identificaron seis especies de
plantas lefiosas (29% de todas las especies vegetales presen-
tes en el area) que actuaron como fuentes de polen y néctar
para las tres especies de Xylocopa (Fig. 1). Caesalpinia pel-
tophoroides Benth. (Leguminosae), Senna macranthera (Co-
llad.) Irwin et Barn. (Leguminosae) se consideraron fuentes
de polen y Tecoma stans (L.) Kunth (Bignoniacea), Thunber-
gia grandiflora Roxb. Passiflora edulis f. flavicarpa Deneger
(Passifloraceae) y Passiflora alata Curtis (Passifloraceac) se
consideraron fuentes de néctar. Se observo una superposicion
en el periodo de floracion de las especies que sirven como re-
cursos alimenticios, con un maximo de dos fuentes de polen
y tres fuentes de néctar por temporada (Fig. 1).

Nidificacion en los nidos-trampa. En un periodo de 18 me-
ses se fundaron 36 nidos con predominio de nidos fundados
en madera (n=21; 58,33%) con respecto de nidos-trampa de
tallos de bambul (n=15; 41,67%) aunque no hubo diferencias
significativas en el numero de nidos entre los dos sustratos
(U0,05(2)1x,1x:155§ p>0,05).

Xylocopa suspecta fue la especie que mas utilizd los sus-
tratos contenidos en el rancho con 61,11%, seguido por X.
grisescens con 25% vy finalmente Xylocopa (Neoxylocopa)

Tabla 1. Numero total de arboles por especimenes de planta, nimero
de arboles con nidos de Xylocopa spp. y el numero total de nidos y el
numero de nidos por especie de arbol, en el medio urbano, Uberlandia-
MG, Brasil.

Especies de arboles Total de  N°total nidos  N° de nidos
arboles (CA/SA)* por arbol
Sphatodea campanulata 118 61 (27/34) 0,52
Ligustrum lucidum 51 18 (8/10) 0,35
Ficus sp. 41 19 (7/12) 0,46
Total 210 98 (42/56) 0,47

*CA= con actividad, SA= sin actividad.

Caesalpinia pelthophoroides
Tecoma stans

Passiflora edulis
Thumbergia grandiflora

Senna macranthera

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov

Passiflora alata

Figura 1. Periodo de floracion de las especies de plantas fuente de re-
cursos alimenticios utilizados por las tres especies de Xylocopa, en el
medio urbano, Uberlandia-MG, Brasil (P = polen y N= néctar).

frontalis (Olivier, 1789) (Hymenoptera: Apidae) con 13,89%
(Tabla 2). Se observo diferencia significativa entre el nimero
de nidos en los tallos de bambt y en los troncos para X. gri-
sescens (U osas15=255; p<0,05), pero no para X. suspecta
(U0’05(2)13’1g:139; p>0,05) Yy para X. frontalis (U0’05(2)13,1g:135;
p>0,05).

De enero a agosto de 2005, sélo se registraron funda-
ciones y en agosto comenzaron a ocurrir el encerramiento o
reutilizacioén de algunos nidos. Asi mismo, durante este tiem-
po el niimero de nidos activos se estabilizo (Fig. 2). Los picos
de la fundacion se ocurrieron en los meses enero a abril 2005
y diciembre de 2005 a marzo de 2006.

Discusion

A pesar de la existencia de varias especies de arboles en la
area de estudio, las cuales se encuentran cominmente en el
paisaje urbano, solo S. campanulata, L. lucidum y Ficus sp.
fueron utilizadas por especies de Xylocopa para la nidifica-
cion. Spathodea campanulata, conocida popularmente como
Tulipan Africano es originaria de la costa occidental del A fri-
ca (Francis 1990) y es ampliamente utilizada en el paisajismo
urbano. Son grandes arboles, 15m a 20m de altura y corteza
fina. Ligustrum lucidum es también una especie introducida
del Asia Oriental y es muy utilizada en el paisajismo de la
ciudad de Uberlandia (Miller 1998). El género Ficus incluye
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Figura 2. Numero de nidos de Xylocopa en actividad y fundaciones de
nidos acumuladas de enero de 2005 hasta junio de 2006, en el rancho
para la cria de las abejas construido en un area urbana de Uberlandia-
MG, Brasil.
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Tabla 2. Numero total y porcentaje de nidos Xylocopa spp. funda-
dos en los tallos de bambu y troncos de madera, en el medio urbano,
Uberlandia-MG, Brasil. Letras diferentes significan una diferencia es-
tadisticamente significativa entre los tipos de sustratos utilizados para
la nidificacion.

Especies Tallos Troncos

de abejas de bambu de madera Total
Xylocopa suspecta 6 (27%)* 16 (73%)* 22 (61,11%)
Xylocopa grisescens 9 (100%)* o° 9 (25%)
Xylocopa frontalis 0° 5 (100%)* 5(13,89%)
Total 15 (41,67%)* 21 (58,33%)" 36 (100%)

un gran numero de plantas ornamentales y arboles de jardin,
como Ficus elastica Roxb., Ficus religiosa Linn. y Ficus mi-
crocarpa L. (Mubo et al. 2004).

La evaluacion del numero de nidos por sustrato mostrd
que habia una ocupacioén mas alta en S. campanulata y Ficus
sp.. Este éxito corrobora los resultados obtenidos en Cuba,
por Diaz y Sanchez (1998), en que entre muchas especies
listadas como sustratos para la nidificacion, también en area
urbana, aquellas de las familias Moraceae y Bignoniaceae
fueron las mas importantes. Aunque el analisis de la textura
no se ha hecho, el sustrato de S. campanulata y Ficus sp., al
parecer, tienen textura menos tierna que el de L. lucidum, y
por lo tanto son mas féaciles de excavar. Ademas de la textura
adecuada, una mayor disponibilidad de ejemplares de S. cam-
panulata puede tener como resultado una mayor incidencia
de los nidos en esta especie cuando se compara con Ficus sp.
La gran diversidad de los sustratos utilizados por Xylocopa
spp., listada en algunos estudios (Camillo y Garéfalo 1982;
Camillo et al. 1986; Diaz y Sanchez 1998; Viana ef al. 2002;
Camillo 2003), indica que la mayoria de esas abejas son ge-
neralistas con respecto a la eleccion de especies vegetales,
desde que el sustrato posea textura y didmetro adecuados y
estén disponibles en el medio; solo algunas especies son la
excepcion como Xylocopa (Monoxylocopa) abbreviatta Hurd
& Moure, 1963 que presenta una estrecha asociacion con las
ramas de Encholirium spectabile Martius ex Schultess (Bro-
meliaceae) (Ramalho ef al. 2004). Otra evidencia que apo-
ya la idea del comportamiento generalista en relacion con la
eleccion de los sitios de nidificacion es que el género Xyloco-
pa, desde su origen, estaba distribuido en practicamente todo
el mundo (Hurd 1978).

La distribucion espacial agregada de los nidos con activi-
dad ocurri6 tanto debido a distribucion de las especies vege-
tales utilizadas para la nidificaciéon como también porque un
solo arbol puede abrigar mas de un nido, debido el compor-
tamiento de filopatria informado para especies de Xylocopa
(Camillo y Gardfalo 1989) en el que las hembras tienden a
nidificar en las dreas mas cercanas al nido materno.

Las fuentes de recurso alimenticios para las abejas en el
area urbana son diferentes de las especies utilizadas para la
nidificacion. No se puede atribuir a la casualidad la asocia-
cion de Xylocopa spp. con estas fuentes florales de los re-
cursos alimenticios, una vez que son plantas que pertenecen
a familias de plantas a menudo asociadas con Xylocopa spp.
y otras abejas grandes (Frankie et al. 1983; Endress 1996).
Los dos tipos de nidos-trampa fueron favorables para atrac-
cion y nidificacion de Xylocopa spp. Considerando que, en
general, no hubo diferencia significativa cuanto al uso de los

dos tipos de nidos-trampa, los tallos bambu, por su practici-
dad y facilidad de manipulacion y transporte, pueden ser mas
eficientemente utilizados en medidas de manejo destinadas a
incrementar las poblaciones en areas naturales y agricolas.
Los picos de fundacion en los nidos-trampa disponibles
en el rancho entomolodgico se dieron en los meses lluvio-
sos como ya habia sido observado por Camillo y Gardfalo
(1982). Se observo una tendencia a la estabilizacion en el nt-
mero de nuevos nidos en el segundo afio de estudio. La esta-
bilizacion se relaciona con la reutilizacion de algunos de los
nidos-trampa y, probablemente, con el comportamiento filo-
patrico exhibido por las hembras (Camillo y Garéfalo 1989).
Aunque no se puede evaluar la estabilidad de las pobla-
ciones de abejas que viven en areas alteradas, tales como el
ambiente urbano, esto estudio ha demostrado que algunas es-
pecies de Xylocopa nidifican con €xito en sustratos utilizados
en el paisajismo urbano, generalmente, especies de plantas
exoticas. Ademas, el medio urbano es favorable para realizar
y mejorar experimentos para la atraccion de los nidos. Asi
sitios urbanos como el estudiado pueden servir como areas
de estudio e incremento de poblaciones de abejas Xylocopa.

Agradecimientos

Los autores agradecen al Projeto de Conservagao e Utilizagdo
Sustentavel da Diversidade Bioldgica Brasileira (PROBIO),
Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq)
y Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG) por el apoyo financiero y a los jurados por la
revision completa del articulo.

Literatura citada

AKAMINE, E. K.; GIROLAMI, G. 1959. Problems in fruit set in
yellow passion fruit. Farm Science 14(2): 3-4.

ANTONINL Y.; MARTINS, R. P. 2003. The flowering-visiting bees
at the Ecological Station of the Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, Brazil. Neotropical Entomology
32 (4): 565-575.

BROWER, J. E.; ZAR, J. H. 1984. Field & laboratory methods for
general ecology. 2*ed. EUA: Wm. C. Brown Publishers. 226 p.

BRUCKNER, C. H.; CASALI, V. W. D.; MORAES, C. F.; RE-
GAZZI, AJ.; SILVA, E. A. M. 1995. Self-compatibility in
passion fruit (Passiflora edulis Sims). Acta Horticulturae 370:
45-57.

CAMILLO, E. 2003. Polinizagdo do Maracuja. Ribeirdo Preto-SP:
Holos Editora. 44 p.

CAMILLO, E.; GAROFALO, C. A. 1989. Social organization in
reactivated nests of three species of Xylocopa (Hymenoptera,
Anthophoridae) in southeastern Brasil. Insectes Sociaux 36: 92-
105.

CAMILLO, E.; GAROFALO, C. A.; MUCCILLO, G. 1986. On the
bionomics of Xylocopa suspecta (Moure) in southern Brazil:
nest construction and biological cycle (Hymenoptera: Antho-
phoridae). Revista Brasileira de Biologia 46: 383-393.

CAMILLO, E.; GAROFALO, C. A. 1982. On the bionomics of
Xylocopa frontalis (Olivier) and Xylocopa grisescens (Lepele-
tier) in southern Brazil: nest construction and biological cycle.
Revista Brasileira de Biologia 42 (3): 571-582.

CHAVES-ALVES, T. M.; AUGUSTO, S. C. Recursos ecoldgicos
utilizados por Xylocopa spp. em area Urbana, Uberlandia, MG,
Brasil. In: CONGRESSO DE ECOLOGIA DO BRASIL, VII
Anais do VII., 2005, Caxambu-MG. Anais do Congresso de
Ecologia do Brasil, VII, Caxambu-MG: Sociedade de Ecologia
do Brasil, 2005.



Recursos ecologicos utilizados por Xylocopa 317

DIAZ, A. L.; SANCHEZ, U. S. 1998. Feeding and nesting plants of
Xylocopa cubaecola (Hymenoptera: Apidae). Caribbean Journal
of Science 34 (1-2): 152-155.

ENDRESS, P. K. 1996. Diversity and evolutionary biology of tropi-
cal flowers. Cambridge, Cambridge University. 511 p.

FRANCIS, J. K. 1990. African tulip tree (Spathodea campanulata
Beauv.). Res. Note SO-ITF-SM-32. New Orleans: USDA Forest
Service, Southern Forest Experiment Station, 5 p.

FRANKIE, G. W.; HABER, W. W.; OPLER, P. A.; BAWA, K. S.
1983. Characteristics and organization of the large bee pollina-
tion system in the Costa Rica dry forest. In Handbook of ex-
perimental pollination biology (C. E. Jones; R. J. Litlle, eds.).
Scientific and Academic Editions, New York.

FREITAS, B. M.; OLIVEIRA-FILHO J. H. 2001. Criagao racional
de mamangavas para polinizagdo em areas agricolas. Fortaleza:
Banco do Nordeste. 96 p.

GASTON, K. J.; WARREN, P. H.; THOMPSSON, K.; SMITH, R.
M. 2005. Urban domestic gardens (IV): the extent of resource
and its associated features. Biodiversity and Conservation. 14:
3327-3349.

GERLING, D.; VELTHUIS, H. H. W.; HEFETZ, A. 1989. Biono-
mics of the large carpenter bees of the genus Xylocopa. Annual
Review of Entomology 34: 163-190.

HURD, P. D. 1978. An annotated catalog of the carpenter bees (ge-
nus Xylocopa Latreille) of the western hemisphere (Hymenopte-
ra, Anthophoridae). Washington D.C.: Smithsonian Institution.
106 p.

MENEZES, C.; SILVA, C. I; SINGER, R. B.; KERR, W. E. 2007.
Competicdo entre abelhas durante forrageamento em Schefflera
arboricola (Hayata) Merr. Bioscience Journal 23 (1): 63-69.

MILLER, J. H. 1998. Exotic invasive plants in southeastern forests.
Nashville: Tennessee Exotic Pest Plant Council 2: 97-106.

MUBO, A. S.; ADENIVI, A.; ADEYEMI, E. 2004. A morphometric
analysis of the genus Ficus Linn. (Moraceae). African Journal of
Biotechnology 3 (4): 229-235.

OLIVEIRA-FILHO, J. H.; FREITAS, B. M. 2003.Colonizagdo ¢
biologia reprodutiva de mamangavas (Xylocopa frontalis) em
um modelo de ninho racional. Ciéncia Rural 33 (4): 693-697.

OLIVEIRA, P. E.; GIBBS, P. E. 2000. Reproductive biology of
woody plants in a cerrado community Central Brazil. Flora 95:
311-329.

OLIVEIRA, P. E.; SAZIMA, M. 1990. Pollination biology of two
species of Kielmeyera (Gutiferae) from Brazilian cerrado vege-
tation. Plant Systematics and Evolution 172: 35-49.

RAMALHO, M.; BATISTA, M. A.; SILVA, M. 2004. Xylocopa
(Monoxylocopa) abbreviata Hurd & Moure (Hymenoptera:
Apidae) e Encholirium spectabile (Bromeliaceae): uma asso-
ciacdo estreita no semi-arido do Brasil tropical. Neotropical
Entomology 33 (4): 417-425.

SILVA, C. I.; AUGUSTO, S. C.; SOFIA, S. H.; MOSCHETA, I. S.
2007. Diversidade de abelhas em Tecoma stans (L.) Kunth (Big-
noniaceae): Importancia na Polinizagdo e Produgdo de Frutos.
Neotropical Entomology 36: 331-340.

VIANA, B. F.; KLEINERT, A. M. P.; SILVA, F. O. 2002. Ecolo-
gia de Xylocopa (Neoxylocopa) cearensis (Hymenoptera, An-
thophoridae) nas dunas litoraneas de Abaeté, Salvador, Bahia.
Iheringia, Série Zoologica 92 (4): 47-57.

ZANETTE, L. R. S.; MARTINS, R. P;; RIBEIRO, S. P. 2005.
Effects of urbanization on neotropical wasp and bee assembla-
ges in a Brasilian metropolis. Landscape and Urban Planning
71:105-121.

Recibido: 23-dic-2010 * Aceptado: 25-jun-2011



Revista Colombiana de Entomologia 37 (1): 318-326 (2011) https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9095

Variacion genética de poblaciones de Drosophila mercatorum
(Diptera: Drosophilidae) en ecosistemas semiaridos

Genetic variation in isolated populations of Drosophila mercatorum (Diptera: Drosophilidae) in semi-arid ecosystems

ANA PATRICIA ESTRADA F.'y RODRIGO PRIETO S.?

Resumen: Las variaciones en los genitales externos e internos pueden constituirse en barreras precigoticas que impiden
el apareamiento y por ende contribuyen a la divergencia entre poblaciones de una especie, posibilitando el surgimiento
de nuevas especies. Para el estudio de los procesos evolutivos involucrados en la diferenciacion de la morfologia de
los genitales, se tuvieron en cuenta caracteres sexuales como el apareamiento realizando cruces interpoblacionales y
analisis morfométricos de los genitales externos e internos de dos poblaciones de Drosophila mercatorum 'y sus hibridos
colectadas en el Desierto de la Tatacoa (Huila) y el Valle del Patia (Narifio) teniendo en cuenta que estos caracteres son
taxondmicamente importantes incluso a nivel de subespecies y razas. A fin de comparar la variabilidad interpoblacio-
nal en caracteristicas no sexuales y obtener sus correlaciones, se realizo el analisis morfométrico del ala y la mancha
abdominal, usando al igual que en el caso del aedeagus, 28 individuos por poblacion para la morfometria geométrica
y 20 para la tradicional. Se obtuvo menor variabilidad en estas estructuras y correlaciones positivas para el tamafio del
ala y el aedeagus. El niimero de cerdas en el clasper, la forma del ala y la mancha abdominal no presentaron diferencias
significativas entre las poblaciones, sin embargo, la disminucion en la descendencia en cruces interpoblacionales y
retrocruzas y la variacion morfologica en el aedeagus, permiten diferenciarlas como razas geograficas.

Palabras clave: Morfometria. Genitales. Aislamiento reproductivo. Especiacion.

Abstract: Variations in external and internal genitalia could constitute into pre-zygote barriers that prevent mating,
contributing to the divergence between populations of species and allowing the emergence of new species. Sexual
characteristics like mating, were taken into account to study the evolutionary processes involved in the morphology
differentiation of the genitalia, for this purpose, there were conducted interpopulation crossings and morphometric
analysis of external and internal genitalia of two populations of Drosophila mercatorum and its respective hybrids,
collected in the Tatacoa Desert (Huila) and the Patia valley (Narifio), considering that these are important taxonomic
characters, even to the level of subspecies and races. Morphometric analysis of non-sexual related characteristic such as
wings and abdominal stains were performed to compare the variability between populations, as well as to obtain their
correlations, by using 28 individuals per population for geometric morphometrics and 20 for the traditional one, as in
the case of the aedeagus. Less variability in these structures and a positive correlation for the wing size and the aedeagus
were found. The number of sows in the clasp, the shape of the wing and abdominal stains did not show significant diffe-
rences between populations; however, the decrease in the offspring produced through the inter-population crossings
and back-crossings, and the morphological variation in the aedeagus, allow differentiating them as geographic races.

Key words: Morphometry. Genitalia. Reproductive isolation. Speciation.

Introduccion la plasticidad fenotipica propia de la poblacion y el ambiente

en que se encuentra.

La divergencia entre las poblaciones hasta la formacion de
especies es gradual, sin marcarse un momento exacto en que
se pueda decir que ambas poblaciones son ya dos especies,
dandose situaciones intermedias de divergencia sin embargo,
esto puede resolverse porque en organismos con fertilizacion
interna, la divergencia en la morfologia genital masculina es
un caracter taxonomico aceptado para distinguir entre espe-
cies e incluso razas dada su rapida divergencia y especifi-
cidad para impedir copulas improductivas (Arnqvist 1998;
King 2003). La evolucion genital ha fascinado a los bidlo-
gos por mas de 150 afios y se ha usado para establecer dife-
rencias en el ambito de estudios intraespecificos (Arnqvist
1997). Una alternativa utilizada para su estudio es el analisis
del aedeagus masculino de las especies, empleando la morfo-
metria geométrica de contorno para monitorear procesos de
especiacion en marcha, pues es una herramienta que permite
entender si las variaciones morfométricas en una investiga-
cion son evidencia de divergencia intraespecifica o parte de

Existen tres hipotesis principales para explicar la diver-
sificacion morfoldgica de los 6rganos genitales animales, en
primer lugar El aislamiento reproductivo, afirma que la diver-
gencia genital causa aislamiento mecanico que evita la hibri-
dacion como estrategia de aislamiento pre-copulativo, como
en el caso de un cerrojo y una llave (Eberhard 1985, Arng-
vist 1998). La segunda es la hipotesis de Pleiotropia, segin
la cual, los 6rganos genitales son selectivamente neutrales y
evolucionan por efectos pleiotropicos a través de la seleccion
en un conjunto de rasgos (Mayr 1963), por tanto da cuen-
ta de cambios correlativos que tienen lugar a lo largo de la
evolucion. Finalmente la Seleccion sexual, propone que son
favorecidas las estructuras genitales Optimas que confieren
una ventaja reproductiva a los organismos (Eberhard 1985).

Aunque Eberhard (1985) ha desvalorizado la importan-
cia del aislamiento mecanico como factor responsable de la
complejidad genital en muchas especies animales, para las
especies sinmorficas o gemelas, se ha encontrado que cier-
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ta incompatibilidad genital refuerza el aislamiento ecologi-
co, temporal o etologico si este falla. Fernandez et al (2001)
encontraron que Lycosa tarentula fasciiventris (L., 1758) y
Lycosa sp. pese a sus diferencias en el cortejo, realizan co-
pulas heteroespecificas que no generan descendencia fértil,
lo que sugiere la existencia de aislamiento postcigotico, pero
ademas se estima una incompatibilidad entre los genitales de
machos y hembras debido a que existio diferencia significati-
va en la duracién del inicio de la insercion del pedipalpo des-
pués de la monta. Estudios morfologicos en Lycosa thorelli
(Keyserling, 1877) y L. carbonelli Costa & Capocasale, 1984
realizados por Simo et al (2002), atribuyen la incompleta in-
sercion del pedipalpo a pequefias diferencias morfologicas
principalmente en el tamafo de los genitales.

Dada la importancia de los rasgos reproductivos como
mecanismo de aislamiento asociado a la evolucion de las es-
pecies, en esta investigacion se evaluo la divergencia genital,
la correlacion entre ésta y otras estructuras y su efecto sobre
el aislamiento reproductivo en dos poblaciones de Drosophi-
la mercatorum (Patterson y Wheeler, 1942).

Materiales y Métodos

Los especimenes de Drosophila mercatorum se recolectaron
en dos ecosistemas semidridos aislados (Fig. 1), el Desierto
de la Tatacoa (Huila) y el Valle del Patia (Narifio). Se desta-
ca que ademas de la distancia mayor a 300km entre los dos
sitios, no hay puntos intermedios con posibilidad de albergar
especies del grupo repleta debido a que estan separados por
la cordillera de los Andes cuyo ecosistema alto-andino no
presenta zonas secas con cactaceas.

Larecoleccion se realizo de 5:00 a 7:00 y de 17:00 a 18:30
en dos puntos alejados para cada zona de muestreo denomi-

VENEZUELA

Desierto de la Tatacoa

Valle del Patia

ECUADOR

Figura 1. Mapa de Colombia y ubicacion de las zonas de muestreo.

Tabla 1. Cruces comparados con diferencia estadisticamente
significativa en la descendencia segun sexo de acuerdo al contraste de
multiple de rangos (HSD de Tukey - a 0,05).

Descendencia Femenina

Contraste Diferencias
[A2 x A2] vs. [Estandar P] *-26,5333
[Estandar Patia] vs. [ Al x @ P] *272

[Q Patia x & Tatacoa] vs. [§ Al x @ P] *25,6
Descendencia Masculina

Contraste Diferencias
[RA1 x &Al] vs. [Estandar P] *-20,5333
[QA1 x SA1] vs. [Q Al x 3 T] %.19,3333
[RAL x JAl]vs. [8 A2x @ T] *-18,6667
[Estandar P] vs. [§ Al x @ P] *20,5333
[Estandar P] vs. [§ A2x @ P] *19,5333
[2A1x 3 T]vs. [§Alx QP] *19,3333
[2A1x 3 T]vs. [§A2x @ P] *18,3333
[FA1x QP]vs. [FA2x QR T] *-18,6667

* Indica una diferencia significativa.
d': Macho, Q: Hembra, P: Patia, T: Tatacoa, Al: Hibridos entre machos de Tatacoa y
hembras de Patia, A2: Hibridos del cruce de machos de Patia y hembras de Tatacoa.

nados Remolino 1 (1°39°19,3”N 77°20°53,1”W 735 m.s.n.m)
y Remolino 2 (1°39°17,1”N 77°20°47,3”W 732m.s.n.m)
en el Valle del Patia y Rosalia (3°14°13,8” N 75°9°52.9"W
560m.s.n.m) y Hoyos (3°13°57”N 75°7°44”W 523m.s.n.m)
en el Desierto de la Tatacoa. Las trampas con cebo de fruta
madura en descomposicion (pifia, naranja y banano) se ubi-
caron en lugares con alta densidad de cactus y abarcando los
géneros Opuntia, Pilosocereus y Lemairucereus presentes en
las dos zonas de muestreo.

Las moscas se transportaron en frascos de vidrio con ta-
poén de gasa y medio de cultivo modificado del desarrollado
por Sans de la Rosa et al (1987) al Laboratorio de Entomo-
logia de la Universidad de Narifio, donde se identificaron y
sexaron segun las caracteristicas morfoldgicas descritas por
Gil en De Polanco (1997) y Wasserman (1982).

Teniendo en cuenta que las hembras de Drosophila mer-
catorum son cripticas respecto a las de D. paranaensis se
obtuvieron hembras virgenes de los frascos de colecta y se
aislaron durante 5 dias para asegurar la ausencia de descen-
dientes, posteriormente se cruzaron con machos de D. mer-
catorum debidamente identificados de acuerdo a sus caracte-
risticas externas y posterior al cruce se analizo6 los genitales
internos para confirmar la identificacion de parentales y des-
cendientes.

Cruces intra e interpoblacionales: Para asegurar que los in-
dividuos son de la especie correspondiente, se trabajé con los
descendientes de la tercera generacion y se utilizaron hem-
bras virgenes para todos los cruces estableciendo diez parejas
por frasco y cinco replicas de cada tipo de cruce. El cepario
se mantuvo a temperatura constante de 25°C y en medio de
cultivo modificado del descrito por Sans de la Rosa et al.,
1987 manteniendo diez parejas por frasco, las moscas des-
cendientes se transfirieron a un medio de cultivo fresco al
emerger de la pupa.
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TIPO DE CRUCE

Estandar Patia
Estandar Tatacoa
@Patia x J'Tatacoa
QPTatacéa x J'Patia
J'Al x QTatacoa
@Al x J'Tatacoa
d'A2 x H Tatacoa
QA2 x J'Tatacoa
JAl x @Patia
HAI1 x J'Patia
J'A2 x QPatia

A2 x §"Patia

Alx Al

A2x A2

Al x A2

440 380 390 440

Nuimero de descendientes

Estandar Patia: cruce de hembras y machos de Patia entre si.
Estandar Tatacoa: cruce de hembras y mchos de Tatacoa entre si.
Al: Hibridos cruce de machos de Tatacoa y hembras de Patia.
A2: Hibridos cruce de machos de Patia y hembras de Tatacoa.

Q y Jd: Sexo

de los parentales

Figura 2. Comparacion del nimero de descendientes obtenidos en los diferentes tipos de cruce realizados con Drosophila mercatorum del Desierto

de la Tatacoa (Huila) y el Valle del Patia (Narifio).

Se realizaron cruces intrapoblacionales (control) con el
fin de establecer un estandar reproductivo de cada poblacion,
cruces interpoblacionales para determinar la existencia de
aislamiento reproductivo, cruces entre los hibridos y de es-
tos con individuos de cada poblacién (retrocruzas). Se con-
tabilizé la descendencia de todos los cruces y con los datos
obtenidos, se realizd contraste de Kruskal Wallis y contraste
Multiple de Rangos (método de Tukey para 95% de confian-
za) con el software StatGraphics Plus (version 5.1 copyright
2002).

Variacion morfologica: Se utilizaron 60 moscas por sexo
y poblacion tomadas al azar de los cruces intrapoblaciona-
les (control) y se sumergieron por tres dias en KOH IN de
acuerdo a las modificaciones realizadas por Prieto (2006) al
método de Brower (1996a y 1996b), posteriormente se rea-
liz6 el registro de imagenes de la mancha abdominal en es-
tereoscopio con aumento de 5X y del ala y los claspers en
microscopio con aumento de 10X, para la obtencion de los
genitales internos, se realizé la diseccion del abdomen y se
limpid el aedeagus con agujas de diseccion e inmediatamen-
te, se fotografiaron en microscopio de luz Carl Zeiss con el
objetivo de 40X. Todas las fotografias digitales se tomaron
con camara Kodak 603 de 6,1 MP.

Morfometria tradicional: A partir de las fotografias de los
claspers (genitales externos) de 20 machos de cada poblacion
se realiz6 el conteo del numero de cerdas y se aplicd la prue-
ba U de Mann Whitney usando el software Past (version 1,38
copyright Hammer y Harper 2005).

Se midi6 de extremo a extremo el aedeagus de 20 machos
y el ala derecha de 20 individuos por sexo, desde la base has-
ta el apice de la vena M, en el programa MacBiophotonics
Imagel (version 1,390, 2008) y los datos obtenidos fueron
analizados mediante la prueba U de Mann Withney en el pro-
grama Past (version 1,38 ).

Morfometria geométrica: Se utilizo la figura del contorno
de los genitales internos de 28 machos adultos que se proceso
en el paquete TPSserie (version 1,37) y EFAwin (copyright
Rohlf y Ferson) aplicando 5 armodnicas. Para el contorno de
la mancha y el ala derecha de 20 individuos por sexo y pobla-
cion, se aplicaron 4 armonicas. En el analisis estadistico para
el método “Outline” las matrices obtenidas a través de los
coeficientes de Fourier, se analizaron utilizando MANOVA-
CVA en el programa Past (version 1,38 copyright Hammer y
Harper 2005) y su significancia estadistica se establecio me-
diante el indice de Shapiro Wilk.

Resultados y Discusion

Determinacion del aislamiento reproductivo post-cigotico
El contraste de Kruskal Wallis realizado a los datos de descen-
dencia de los cruces intra e interpoblacionales de Drosophila
mercatorum del Desierto de la Tatacoa y el Valle del Patia, re-
veld que no se presentan diferencias significativas en el nume-
ro de descendientes machos (P=0,141) ni hembras (P=0,131)
de acuerdo al tipo de cruce realizado lo que indica que nin-
guna de las vias de fertilidad, masculina o femenina, ha sido
afectada aun a pesar de la acumulacion de variabilidad propia
de cada poblacion asociada con el aislamiento geografico y
las diferencias que pueden observarse en otras caracteristicas
como la forma del aedeago y la mancha abdominal.

Aunque los resultados del analisis global muestran que
ninguno de los cruces interpoblacionales en D. mercatorum
manifiesta incapacidad reproductiva independientemente de
la procedencia del macho o de la hembra, se encontré dis-
minucién en el nimero de descendientes respecto al control
principalmente en los cruces entre los hibridos interpobla-
cionales y estos con parejas de sus poblaciones de origen
(retrocruzas), cuyos resultados son estadisticamente signifi-
cativos (Tabla 1) lo cual probablemente se relaciona con la
presion exogamica en las poblaciones y puede ser evidencia
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Figura 3. Analisis Morfométrico del Contorno de los Genitales Internos de Drosophila mercatorum Desierto de la Tatacoa y Valle del Patia.

+ A. D. mercatorum Tatacoa e B. D. mercatorum Patia.

del inicio del aislamiento reproductivo, que de mantenerse y
acentuarse, llevaria a un proceso de formacion de subespe-
cies o especies (Mayr 1942, Hey et al. 2005). Esto concuerda
con lo reportado para D. starmeri que presenta una reduccion
en el numero de hibridos interpoblacionales provenientes
de los cruces entre individuos de Santa Marta (Magdalena)
y Tatacoa (Rojas 2001), asi como diferencias a nivel preci-
gobtico que ocasionan disminucion en los hibridos o proba-
bilidades nulas de apareamientos entre individuos de Santa
Marta (Magdalena), Camarones (Guajira), Tatacoa (Huila),
Los Vados (Norte de Santander) y La Vega (Cundinamarca)
(Betancourt 2007).

Dada la disminucion en los hibridos interpoblacionales,
podria pensarse que la distancia obligada mayor a 300km en-
tre las dos regiones (Valle del Patia y Tatacoa), ha permitido
que las poblaciones presenten diferenciacion genética que
aun no es tan acentuada al no impedir la generacion de hibri-
dos fértiles, pero que si refleja un proceso activo de forma-
cion de razas.

Genitales. La prueba U de Mann-Whitney para el analisis
interpoblacional no mostr6 diferencias estadisticamente sig-
nificativas (P=0,8) en el numero de cerdas de los claspers (ge-
nitales externos), lo cual indica ausencia de variacion y una
compatibilidad completa para la sujecion y/o estimulacion de
la hembra de cualquiera de las poblaciones analizadas. En D.
mercatorum de Tatacoa se encontr6é un rango mas amplio, de
entre 10 y 13 cerdas, lo cual indica la existencia de mayor va-
riacidn intrapoblacional que en la poblacion del Patia donde
se encontro entre 10 y 11 cerdas.

El indice de Shapiro Wilk muestra diferencias significa-
tivas (P<0,001) para el analisis de la forma de los genitales
internos de los machos de las dos poblaciones de D. mer-
catorum (Fig. 3), la variacion morfoldgica de los individuos
puede darse como consecuencia de la existencia de un acervo
genético particular de cada poblacion por la imposibilidad de
flujo causada por el aislamiento geografico, siendo el inicio
de una divergencia evolutiva, pero que al ser gradual, no es
aun tan marcada como para impedir la copula y fertilizacion,
es decir, aun no existe aislamiento precigotico de tipo meca-

nico que impida la fecundacion del 6vulo (Futuyma 1998,
Rojas 2001).

El hecho de que haya existido descendencia fértil indica
que no hay variaciones drasticas en la conducta de las mos-
cas o en la afinidad de los gametos. Ecologicamente, también
presentan comportamientos similares en cuanto al habitat
que explotan en ecosistemas semiaridos y el uso de cactus
como nicho trofico (Wasserman y Wilson 1957). Aunque no
se tomaron datos de cortejo o conductas que evidencien la
existencia de preferencia en cuanto a la atraccion por machos
o hembras de la propia poblacion en D. mercatorum, la exis-
tencia de descendencia demuestra que independientemente
de la poblacion de origen los individuos tienen posibilidad
de cruzarse. Buena parte de la evolucion de las especies se
expresa en cambios morfologicos, por tanto, es posible que
la divergencia morfolégica de las poblaciones de D. merca-
torum del Desierto de la Tatacoa y del Valle del Patia se vean
reflejados a través de las variaciones en la forma de los geni-
tales internos (aedeagus).

La divergencia evolutiva rapida de la morfologia genital
masculina representa una de las tendencias mas notables en
animales con fertilizacién interna (Arnquist 1998), por esto,
los 6rganos genitales proveen caracteres taxonémicos utiles
para distinguir entre organismos en el nivel de especies don-
de ningun otro rasgo morfoldgico es valido (Eberhard 1985),
sin embargo, la diferencia entre las dos poblaciones indica la
posibilidad de un proceso de divergencia morfologica aun no
acentuado entre las mismas, por lo que se concluye que se
trata de la misma especie, con un grado de variacién que no
logra el aislamiento reproductivo.

En el analisis morfométrico tradicional del tamafio
de los genitales internos de D. mercatorum, se encontrod
que los machos del Valle del Patia presentan un aedeagus
de mayor tamafio (0,32mm-+/-0,005) que los de Tatacoa
(0,304mm+/-0,012) y pese a que esta diferencia es estadis-
ticamente significativa segtn la prueba U de Mann-Whit-
ney (P=0,0014) se produjo descendencia en todos cruces
por lo tanto se asume que existe compatibilidad para la
copula y fertilizacion.
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Figura 4. Comparacion de la forma del aedeago de las dos poblaciones de D. mercatorum y sus hibridos. e D.
mercatorum Patia + D. mercatorum Tatacoa. o Hibridos Al (QPatia x 4 Tatacoa) x Hibridos A2 (@ Tatacoa x &

Patia).

Ademas del analisis morfométrico de los genitales de los
individuos de cada poblacioén de D. mercatorum, se realizé la
comparacion de la forma de los aedeagos de los hibridos re-
sultantes de las cruzas interpoblacionales: A 1= hembras (Pa-
tia) x machos (Tatacoa) y A2= hembras (Tatacoa) x machos
(Patia).

Aunque existe diferencia estadisticamente significati-
va (P<0,001) en la forma del acdeago de los hibridos y las
poblaciones parentales (Fig. 4), se observa que los hibridos
Al presentan una mayor cercania morfoldgica con la po-
blacion de Tatacoa, lo cual es mas evidente en la figura SA
donde los individuos hibridos A1 se solapan con los de Tata-
coa (P<0,001), mientras que al compararlos con los machos

de Patia, no se observa una zona de interseccion (Fig. 5B,
P<0,001).

En la figura 6A se evidencia la agrupacion entre los hi-
bridos A2 con la poblacion de Patia donde a pesar de la dife-
rencia significativa en la comparacion (P<0,001), existe una
zona de unidn, a diferencia de lo observado en la figura 6B
donde hay una mayor separacion entre los hibridos A2 y la
poblacion de Tatacoa (P<0,001).

Se destaca la presencia de algunos puntos extremos en las
representaciones graficas, dado que el método utilizado (elip-
ses de Fourier) permite eliminar el sesgo de tamaiio y posicion
de los contornos, estos datos pueden indicar que la poblacion
no es homogénea y presenta polimorfismo, dichos individuos
con “fenotipos extremos” pueden desencadenar procesos mi-
croevolutivos (Gienapp, et al 2008), este comportamiento de
los datos es mas evidente en los hibridos A1 donde se observa
una division equilibrada (11 y 16 individuos).
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Figura 5. Comparacion de la forma del aedeago de los hibridos A1 respecto A. D. mercatorum de a) Tatacoa y B. Patia. ® D. mercatorum Patia +

D. mercatorum Tatacoa. 0 Hibridos A1 (9 Patia x & Tatacoa).
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Figura 6. Comparacion de la forma del aedeago de los hibridos A2 respecto a D. mercatorum de A. Patia y B. Tatacoa. ® D. mercatorum Patia +

D. mercatorum Tatacoa x Hibridos A2 (QTatacoa x 3 Patia).

El hecho de no presentarse una morfologia completa-
mente intermedia entre los hibridos interpoblacionales pue-
de asociarse al componente genético distinto de los hibridos
respecto al que puede presentarse en cada uno de los paren-
tales, teniendo en cuenta que el resultado fenotipico para este
caracter depende de las multiples interacciones de los genes
responsables de la forma en esta estructura y la combinacion
especifica que resulta de la herencia de los dos genomas dis-
tintos (Soto 2008).

Mancha abdominal. Teniendo en cuenta el componente ge-
nético asociado con la pigmentacion en las especies de Dro-
sophila (Brisson et al 2004) y con el fin de tener evidencias
de la variacidon genética de las dos poblaciones de D. mer-
catorum en este caracter, se realizo el analisis morfométrico
de la mancha abdominal, encontrando que esta no presenta
diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las
poblaciones entre sexos (Shapiro Wilk’s P=0,085 para la po-
blacion de Tatacoa y 0,084 para la poblacion de Patia).

En la figura 7A se observa que los machos de ambas pobla-
ciones no presentan diferencias estadisticamente significativas
en la forma de la mancha abdominal (P=0,07), por lo tanto,
este es un caracter que ademas de no variar entre sexos in-
trapoblacionalmente, tiene la misma forma en los machos en
comparaciones interpoblacionales, sin embargo, en la figura
7b la comparacion interpoblacional de las hembras muestra di-
ferencias significativas (P=0,003) lo que posiblemente es evi-
dencia de la diferenciacion genética entre las dos poblaciones
que para esta estructura es muy baja y por tanto, no permite
distinguir a que poblacion pertenece cada individuo.

Rocha, et al (2009), asocian la pigmentacion de D. medio-
punctata con la variacion en la temperatura y muestran que el
patron de expresion fenotipica depende del valor fenotipico

promedio, ademas de los genes de plasticidad y su importan-
cia en la seleccion natural y no encuentran una asociacion con
la presencia de diferentes inversiones cromosomicas. David,
et al (2005) asocian una menor pigmentacion con tempera-
turas altas en tanto que el aumento de la pigmentacion se da
como respuesta adaptativa a ambientes mas frios.

Estos resultados son similares a los encontrados por Prie-
to (2006), donde la variacion de la pigmentacion abdominal
y las manchas toraxicas entre las poblaciones de D. martensis
colectadas en Camarones y Santa Marta (Colombia), presen-
taron poca variabilidad indicando que es un caracter poco
discriminante. También puede atribuirse la baja variabilidad
al control de variables ambientales en el laboratorio, teniendo
en cuenta que la pigmentacion del abdomen en las especies
de Drosophila presenta variacion asociada a las condiciones
ecologicas en las poblaciones naturales, pues tiene un com-
ponente genético que contribuye adaptabilidad en ambientes
cambiantes (Brisson 2004).

Morfometria del ala. La comparacion de la forma del ala de
los machos de Drosophila mercatorum (Fig. 8) no muestra
variacion entre las dos poblaciones de Tatacoa y Patia, sien-
do, al igual que la mancha, un caracter que presenta una for-
ma estable. Respecto al tamaio la prueba de Kruskal Wallis
indica que existen diferencias significativas en los tamafos
de las alas en al menos uno de los grupos de individuos com-
parados (P<0,001) lo cual se corrobora con la prueba U de
Mann Whitney (Tabla 2) donde los machos de Tatacoa son
similares en tamafio a los del Patia (2,05-2,3 mm) pero pre-
sentan diferencias en todas las comparaciones con las hem-
bras, igualmente las hembras de Tatacoa son similares a las
del Patia (2,25-2,45mm), pero se diferencian de los machos
en todas las comparaciones.

Tabla 2. Prueba U de Mann Whitney para tamafio del ala de D. mercatorum (Patia vs Tatacoa).

3Tvs QT APvs QP 3Pvs QT AT vs QP APvs 4T QPvs QT
N 15 15 15 15 15 15
T=Ub 16 44 22 44 89 75
Valor P 6,84E-05 0,004795 0,0001892 0,004795 0,3401 0,1249

J': Macho, Q: Hembra, P: Patia, T: Tatacoa.
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Figura 7. Comparacion de la forma de la mancha abdominal entre poblaciones por sexos. ® Machos Tatacoa o Machos Patia + Hembras Tatacoa

x Hembras Patia.

Hay evidencias que indican que diferentes aspectos del
ala (tamafio y forma) de especies del genero Drosophila son
blanco de la seleccion natural, comprobadas en estudios de
variacion clinal (Gilchrist et al. 2004) y relacion con el cactus
hospedador (Soto et al. 2008), por lo tanto es un caracter im-
portante para evidenciar variacion genética y relacion con el
ambiente, sin embargo, dicha variacion principalmente atri-
buida a la plasticidad no se presenta dadas las condiciones
controladas en laboratorio.

Teniendo en cuenta que el tamafio del ala es usado para
estimar el tamafio del cuerpo, se puede asumir que no hay
diferencias en el tamafio de los individuos del mismo sexo
entre poblaciones. En la comparacion entre sexos se destaca
que, al igual que en muchas especies de insectos, las hembras
son mas grandes que los machos, por lo tanto, esta es una
caracteristica que puede representar dimorfismo sexual.

Para la poblacion de D. mercatorum del Desierto de la Ta-
tacoa, la correlacion canénica del tamafio del acdeagus y el ala

es de 0,9 y para el Valle del Patia es de 0,66 mostrando una co-
rrelacion positiva en las dos poblaciones (Tabla 3), esto indica
que la variacion en el tamafio del aedeagus puede atribuirse en
parte a la del cuerpo y el resto de su variacion puede deberse a
otras causas como la pleiotropia o la seleccion.

Analisis evolutivo. En los cruces interpoblacionales de D.
mercatorum el contraste multiple de rangos, muestra diferen-
cias significativas en algunos cruces de los hibridos entre si
o con su poblacién de origen, lo cual puede resultar de la
presion exogamica o la divergencia genética de las poblacio-
nes asociada a procesos evolutivos particulares, como mu-
taciones no compartidas por la falta de flujo genético y que
al reunirse en los individuos hibridos pueden generar cierto
aislamiento gamético.

La forma del aedeagus de los machos hibridos no fue fe-
notipicamente intermedia respecto a las poblaciones de ori-
gen y su afinidad morfoldgica varid segin el tipo de cruce, es

0,04
0,03
0,02
<o 0,01
df1: 16
0,01 | df2: 13
F: 1,324
p(same): 0,3084
-0,02 -0,01 0

Eje 1

Figura 8. Comparacion interpoblacional de la forma del ala de los machos de D. mercatorum de Tatacoa y

Patia. @ Machos Tatacoa + Machos Patia.
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Tabla 3. Correlaciones candnicas para tamafio del ala y el aedeago de D. mercatorum.

N° Autovalor Correlacion canonica  Wilks Lambda  Chi-cuadrado G.L. P-Valor
Tatacoa 1 0,807407 0,89558 0,192593 28,8256 1 7,44E-08
Patia 1 0,431178 0,656641 0,568822 9,87327 1 0,001661

Numero de casos completos: 20 por poblacion. 95% de nivel de confianza.

decir, los hibridos fueron morfolégicamente mas similares a
la poblacién de donde provenia el padre, siendo: los hibridos
A1 mas parecidos a la poblacion de Tatacoa y los hibridos A2
a la de Patia. Estos resultados son incompatibles con la idea
de que las diferencias en la morfologia de 6rganos genitales
propios de los machos se deben a poligenes con efectos adi-
tivos pequeios y que dan como resultado formas intermedias
en los aedeagus de los hibridos, reportada por Coyne y Orr
(2004) para D. simulans y D. mauritiana, sin embargo, los
autores admiten algun grado de dominancia y epistasis que
puede mostrar una tendencia de similitud de los genitales de
los hibridos con uno de sus parentales. Estas diferencias en
los resultados pueden deberse a que existan diferencias en el
tiempo de divergencia entre los miembros de los dos grupos
de especies.

Otro argumento para el agrupamiento de los hibridos con
las poblaciones de las que proviene el macho usado en el cru-
ce es la posible relacion de los genitales internos con genes
del cromosoma sexual Y, con posibles inversiones en los cro-
mosomas autosémicos no compartidas entre las poblaciones
0 con una arquitectura genética mas compleja, como ha sido
reportado para D. koepferae y D. buzzatii (Soto et al. 2007).
Es importante mencionar que los hibridos A2 presentaron
una agrupacion alejada de los parentales indicando posible
variacion genética debida a la distinta combinacion de los ge-
nes de las poblaciones parentales.

La forma de la mancha y las alas no revelan diferen-
ciacion genética entre las poblaciones de D. mercatorum,
asi mismo, el tamafio del ala como estimativo del tamafio
del cuerpo, tampoco presenta diferencias interpoblaciona-
les en comparaciones de individuos del mismo sexo, sin
embargo, el tamafio de las hembras es mayor al de los ma-
chos lo cual puede tomarse como un caracter de dimorfis-
mo sexual.

La evolucion requiere la sucesion de una serie de hechos
que generalmente se hallan distribuidos en un periodo consi-
derable de tiempo por lo que resulta dificil determinar todos
y cada uno de estos (Prieto 2006). En este trabajo se sefialan
algunas evidencias del cambio fenotipico de las poblaciones
geograficamente aisladas (Tatacoa y Valle del Patia), que esta
dado por la variacion inter-poblacional que se manifesto en la
reconstruccion geométrica de la forma del aedeagus, la medi-
cion de su tamaiio y el conteo de claspers. Teniendo en cuenta
que en el caso de los andlisis presentes el ambiente esta con-
trolado bajo las condiciones del laboratorio y todas las espe-
cies y poblaciones se mantuvieron bajo el mismo tratamiento
(temperatura, medio de cultivo, horas de luz/oscuridad, etc),
se puede afirmar que dicha variacion se debe en mayor parte
al componente genético.

Para explicar la evolucion de d6rganos genitales mascu-
linos se han discutido tres hipotesis principales, la hipotesis
llave-cerradura (Eberhard 1985, Arnqvist 1998), pleiotropia
(Mayr 1963) y seleccion sexual (Eberhard 1985). Para argu-
mentar qué tipo de hipdtesis explica mejor la evolucion de

las poblaciones estudiadas, se tiene en cuenta la existencia o
no de variacion morfologica y correlaciones entre aedeagus
y otras caracteristicas del cuerpo de los individuos por pobla-
cion.

La hipotesis de llave-cerradura propone que el desarrollo
de los 6rganos genitales deberia ser altamente canalizado, por
lo tanto, se esperaria muy poca variacion fenotipica en los
rasgos genitales debido a la seleccidn direccional, muy poca
plasticidad y ademas, deben ser relativamente independientes
de otros rasgos, como el tamafo del cuerpo; por lo tanto se
esperaria bajas correlaciones entre estas caracteristicas, esto
es descartado en este trabajo porque en ambas poblaciones
de D. mercatorum se presenta alta variabilidad y politipismo,
ademas, existi6 una correlacion positiva en el tamafio del las
alas y el aedeagus. Teniendo en cuenta que la variacion in-
tra e interpoblacional de la forma y el tamafio del aedeagus
es incluso mayor a la de otros caracteres no sexuales (alas
y manchas), y que ademas existio correlacion positiva en el
tamafio del aedeagus y del ala es posible apoyar la hipdtesis
de pleiotropia segtn la cual, los 6érganos reproductivos tienen
correlaciones positivas respecto a otros 6rganos no relaciona-
dos que dependen del mismo gen y por tanto, se ven afecta-
dos por el proceso selectivo.

Segun la hipdtesis de seleccion sexual, la variacion en
los rasgos relativos a los genitales esta relacionada con el
éxito del macho en la fertilizacion, competencia entre los
machos y eleccidon propia de las hembras, lo que sugiere
que los rasgos bajo seleccion sexual muestran variabilidad
fenotipica alta. Los resultados de este trabajo se ajustan a
esta teoria, puesto que la variabilidad de la forma del aedea-
gus a nivel intra e interpoblacional fue mas alta que la de las
alas y las manchas, resultados similares se han reportado en
especies del genero Hystrichophora (Lepidoptera: Tortrici-
dae) donde los dOrganos genitales presentan una alta varia-
cion morfologica intraespecifica lo cual apoya la hipotesis
de seleccion sexual y rechaza la hipotesis de llave-cerradura
(Gilligan & Wenzel 2008).

En esta investigacion se presentd correlacion en el tama-
fio del aedeago y el ala, lo cual no se esperaria segun la hi-
poétesis de seleccion sexual, aunque dicha correlacion no es
necesariamente imposibilitada, puesto que es una teoria muy
permisiva debido a que depende del tipo de seleccion que
actiie y de la posibilidad de que existan inversiones cromo-
somicas influyendo en los caracteres morfoldgicos. Para D.
mediopunctata se ha reportado correlacion altamente positiva
entre el tamafio del cuerpo medido usando como parametro
el ala y el aedeago, de acuerdo a esto, los autores proponen
que para esta especie la evolucion de los genitales se ajusta
a la hipotesis de pleiotropia y de seleccion sexual (Andrade
et al. 2009). Arnqvist et al (1997) encontraron correlaciones
positivas en el tamaio de los genitales de Gerris incogni-
tus y el tamafio del cuerpo y las patas, lo cual evidencia que
la morfologia de los genitales no fue altamente canalizada
como supone la hipotesis de llave-cerradura sino que su evo-
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lucion se explica mejor segtin la hipotesis de seleccion sexual
y de pleiotropia.

Las poblaciones de Drosophila mercatorum, a pesar de
presentar diferencias significativas en la forma del acdeagus,
se cruzaron exitosamente y generaron descendencia fértil,
en la cual se destaca que el numero de individuos hibridos
inter-poblacionales fue similar al estandarizado, pero presen-
t6 disminucion en los cruces entre hibridos y las retrocruzas,
dicha disminucién podria explicarse por la acumulacion de
variacion propia de cada poblacion, que da como resultado
la iniciacion del surgimiento de barreras reproductivas post-
cigdticas que afecten la viabilidad de los hibridos. El hecho
de no encontrar una forma intermedia en los aedeagos de
los hibridos respecto a las poblaciones de origen, sino una
agrupacion separada y con mayor parecido al cruce donde se
encontraba el progenitor macho, hace pensar que existen di-
ferencias importantes en los genes, posiblemente del cromo-
soma Y entre las poblaciones, y que ademas, la interaccion
de genes autosomicos en combinaciones diferentes pueden
influir en dicha estructura y generar la diferenciacion signifi-
cativa en la forma.
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Tricorythodes caunapi: a new species from the rain forest of the colombian pacific

(Ephemeroptera: Leptohyphidae)

Tricorythodes caunapi: una nueva especie para el bosque tropical himedo del pacifico colombiano
(Ephemeroptera: Leptohyphidae)

LUCIMAR G. DIAS!, TITO BACCA?,and PAULO S. F. FERREIRA®

Abstract: Tricorythodes caunapi sp n. is described and illustrated from larvae and adults of both sexes. The name refers
to the Caunapi River, located on the Pacific coast of Colombia, where the type-material was collected. This species can
be recognized by the following combination of characters of adults: shape of the male genitalia, tibiae and tarsi with
blackish bands, abdominal color pattern and small size (approximately 3mm); larvae: maxillary palp absent, tibiae and
tarsi with same coloration as adults, tarsal claws with 7-8 marginal and double row of 1-2 + 2-3 submarginal denticles,
abdominal color pattern, and triangular operculate gills.

Key words: Mayfly. Taxonomy. Neotropics. Biogeographic Choc6.

Resumen: Se describe e ilustra la larva y adulto de ambos sexos de Tricorythodes caunapi sp n. El nombre de la especie
hace alusion al rio Cunapi del Pacifico Colombiano, que corresponde al lugar donde el material tipo donde se colecto.
Esta especie se reconoce por las siguientes combinaciones de caracteristicas en el adulto: forma de los genitales del
macho, tibia y tarso con bandas oscuras, por el patrén de coloracion de abdomen y por su pequefio tamafio (3mm aproxi-
madamente). En la larva: por el palpo maxilar ausente, tibia y tarso con la misma coloracion del adulto, clavas tarsales
con 7-8 denticulos marginales y una doble hilera de 1-2 + 2-3 de denticulos marginales, por el patron de coloracion

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9096

abdominal y por las branquias operculares triangulares.

Palabras clave: Efimera. Taxonomia. Neotropico. Choco biogeografico.

Introduction

Tricorythodes Ulmer is a specious genus within the Lepto-
hyphidae. The genus was described by Ulmer (1920), and
is widely distributed in the Neotropical region. The genus is
represented by twenty-one species in South America (Dias
and Salles 2006; Dias et al. 2009a,b; Emmerich 2007; Gon-
calves et al. 2010; Molineri 2002; Molineri and Zuiiga
2006). In Colombia four species are known: 7. zunigae Mo-
lineri, 2002 from Choc6 Department; 7. trifasciatus Molineri
and Zuiiiga, 2006 from Valle del Cauca Department; 7. ca-
puccinorum Emmerich, 2007 and 7. uniandinus Emmerich,
2007, these last from Cundinamarca Department (Molineri
2002; Dominguez et al. 2006; Emmerich 2007; Molineri and
Ztniga 2006). All Colombian Tricorythodes species have
been described based on nymphs and adults.

The municipality of Tumaco is located in the Pacific
coastal region of Colombia. Tumaco belongs to the Choco
Biogeographical Region, which exhibits high levels of diver-
sity and endemism (Garcia-Kirkbride 1986; Gentry 1986).
Collecting and conducting biodiversity studies in this area is
difficult due to armed conflicts, illegal crops and extensive oil
palm plantations. Sampling of aquatic insects in this region
resulted in the finding of a new species of Tricorythodes. In
this paper, the authors describe and illustrate Tricorythodes
caunapi sp. n. based on larvae and adults of both sexes.

Material and Methods

Both larvae and adults were preserved in 90% ethanol.
Mouthparts and legs of larvae as well as male genitalia and

wings of the adults were mounted on microscope slides us-
ing Euparal. Illustrations were drawn using a camera lucida
attached to a stereo microscope. Specimens are deposited
in the following Institutions: Coleccion Entomoldgica del
Programa de Biologia de la Universidad de Caldas, Caldas,
Colombia (CEBUC); Coleccion Zooldgica de la Universidad
de Narifo, Narifio, Colombia (PSO-CZ); Instituto-Fundacion
Miguel Lillo, Tucuman, Argentina (IFML). Adults were ob-
tained and associated by rearing larvae in the Caunapi River.
All measurements are in millimetres; numbers correspond to
the minimum and maximum values.

Systematic account
Tricorythodes caunapi sp. n. (Figs. 1-22)

Type Material: Holotype male imago, from Colombia, Tu-
maco, Tangareal, Rio Caunapi. 13m. 1° 32* 78.1” N 78° 40’
59.5”W LAS COORDENADAS NO ESTAN CLARAS
06-nov-2007, Dias L. G., Bacca. T., Angulo. D., Estacio. J.
(IFML). Paratypes: 5 larvae, same data as holotype, except,
05-X1-07 (CEBUC). One male, 1 female imago, same data as
holotype (CEBUC). Five larvae, same data as holotype, ex-
cept, 05-XI-07 (IFML). Other Material: 5 larvae, same data
as partypes (PSO-CZ). One male, 1 female imago, same data
as paratypes (PSO-CZ).

Male imago (measurements taken from 5 specimens):
Length: body, 2.5 - 2.8mm; forewing, 2.8 - 3.0mm. General
colouration yellowish with black and brown marks.

' Ph.D., Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Caldas, Manizales, Colombia. Email: lucimar.dias@ucaldas.edu.co. Corresponding author.
2 Ph.D., Facultad de Ciencias Agricolas, Universidad de Narifio, Pasto, Colombia. * Ph.D., Museu de Entomologia, Departamento de Biologia Animal, Uni-
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Figures 1-4. Tricorythodes caunapi sp. n.: 1. female fore wing; 2. male fore wing; 3. male me-

sothoracic leg; 4. male genitalia.

Head: Yellowish with small black marks on posterior margin
of eyes and median region of occiput; antennae yellow.

Thorax: Pronotum uniformly shaded with black, except two
small yellowish marks on anterior region; mesonotum yel-
lowish, shaded with black; mesoscutellum brownish with
black marks, lateral regions yellowish, plumidium absent;
metanotum yellowish shaded with black; pleural and sternal
sclerites whitish. Legs (Fig. 3): coxae and trochanters whitish
shaded with black; femora whitish with dark marks on dorsal
and subapical regions; tibiae yellowish, shaded with subapi-
cal dark band, and a small, basal dark mark; tarsi whitish,
except fourth segment blackish. Forewings (Fig. 2): grey at
base, membrane hyaline; longitudinal veins blackish; cross
veins translucent, darkening toward costal margin; costa and
subcosta pigmented grey margin; CuP absent.

Abdomen: Terga uniformly shaded with black, except sub-
median region of terga I-IV, and along lateral margins; sterna
whitish shaded with pale gray. Genitalia (Fig. 4) whitish,
except lateral margins of penis brownish; penis pyramidal

and fused for greater than 75% of their length; segment I of
forceps subequal segment II; caudal filaments whitish, trans-
lucent.

Female imago. (measurements taken from 2 specimens)
Length: body, 2.8-3.0 mm; forewings, 3.0mm.

Female similar to male in morphology and color pattern, ex-
cept length of wings, longer than male and CuP vein curved,
weak and sometimes incomplete (Fig. 1). Abdomen yellow-
ish, shaded black (similar Fig. 5).

Mature larva (Figs. 5-22). (measurements taken from 6
specimens) Male length: body, 2.0-2.5mm, mesonotum, 0.50
- 0.70mm; cerci 1.2mm. Female length: body, 2.5-2.8mm;
mesonotum, 0.60-0.70mm; cerci 1.0mm. General coloura-
tion yellowish with blackish marks. Small specimens with
stout body.

Head (Fig. 5): Yellowish, with small marks on posterior mar-
gin of eyes; median region of occiput black; antennae yel-
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17

21

Figures 5-22. Tricorythodes caunapi sp. n.: 5. nymphal habitus; 6. labrum; 7. left mandible (dorsal view); 8. right mandible
(dorsal view); 9. hypopharynx (dorsal view); 10. left maxilla (dorsal view); 11. right maxilla (dorsal view); 12. labium (dor-
sal view); 13. foreleg; 14. mid leg; 15. hind leg; 16. tarsal claw; 17. operculate gill (dorsal view); 18. operculate gill (ventral

view); 19-22. gills III-VI (ventral view).

lowish, mouthparts yellowish with black marks (Figs. 6-12);
frontal shelf absent, genal projection slightly developed;
maxillae (Figs. 10, 11) with stipes subequal to galea-lacinia
length; inner proximal margin of galea-lacinia with 1 or 2
setae; maxillary palp absent.

Thorax (Fig. 5): Pronotum uniformly shaded black, except
two small, yellowish marks on anterior region and sometimes
along anterolateral margins; mesonotum yellowish, shaded
with black, darker between wing pads; anterolateral region
of mesonotum with whitish mark; wing pads yellowish with
dark veins; sterna whitish with grey shading. Legs (Figs. 13-
15) whitish, with blackish marks on dorsal region of femora;
femora bordered with long setae, dorsum of fore femora with a
transverse row of setae on submedian region; tibiae with bas-
al and subapical blackish bands, tarsi with subbasal blackish
band; tarsal claws with 7-8 marginal and a pair of 1-2 + 1-3
submarginal denticles near apex; distal setae present (Fig. 16).

Abdomen (Fig. 5): uniformly shaded black, except subme-
dian region of terga I-IV and lateral expansions of the abdo-
men (Fig. 5); lateral margins of segments III-VII expanded

with posterolateral spines on segments VII-IX, very short on
IX (Fig. 5); posterior margins of abdominal terga with rows
of setae; abdominal sterna whitish shaded with grey. Opercu-
late gills (Fig. 17) triangular, shaded black, whitish mark in
median and distal regions, with two dorsal ridges and a pair
of ventral membranous lamellae (Fig. 18); remaining gills
whitish, translucent and shaded with grey (Figs. 19-22); Gill
formula 3-3-3-3-2 (Molineri 2003). Caudal filaments yellow-
ish, translucent, shaded with grey, setae present at joints.

Diagnosis. In adults: (1) color pattern similar to figure 5; (2)
penis pyramidal (Fig. 4); (3) segment 1 of forceps subequal
to segment 2 (Fig. 4). In larvae: 1) maxillary palp absent
(Figs. 10, 11); 2) tarsal claws with 7-8 marginal and double
row of 1-2 + 1-3 submarginal denticles (Fig. 16); 3) opercular
gills triangular, blackish, except whitish mark in median and
distal regions (Fig. 17); 4) legs with dorsal blackish marks on
femora, tibiae with basal and subapical blackish bands, tarsi
with subbasal blackish band (Figs. 13-15); 5) transverse row
of setae on dorsal surface of fore femora in the submedian
region (Fig. 13); 6) general coloration yellowish, heavily
shaded with black (Fig. 5); 6) small size (3mm).
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The T. caunapi shows close resemblances with 7. trifas-
ciatus Molineri and Zufiga, the nymphs and adults possess
small size and the coloration pattern with black marks. In ad-
dition, both species are from Choco6 Biogeographical Region.
However, these species can be easily distinguished by penis
form; in nymphs by the number of denticles of the tarsal
claws, the maxillary palp absence in 7. caunapi, besides the
marks on tibia of the new species.

Etymology. The new species is named after the Caunapi Riv-
er, where the type specimens were collected.

Distribution. Colombia: Narifio Department: Tumaco.
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Lygaeoidea (Hemiptera: Heteroptera) de Parques Nacionales Naturales (PNN)

con nuevos registros para Colombia

Lygaeoidea (Hemiptera: Heteroptera) from National Natural Parks (NNP) with new records of Colombia

LAURA ALEXANDRA RENGIFO-CORREA' y RANULFO GONZALEZ OBANDO?

Resumen: Lygacoidea es uno de los grupos mas numerosos del suborden Heteroptera pero, a raiz de su diversidad, no
hay hasta el momento en Colombia estudios que sinteticen la informacioén taxondmica del grupo. La informacion taxo-
ndmica es critica para poder adelantar otro tipo de estudios, incluyendo aquellos que apuntan a la conservacion. Con el
fin de mejorar la comprension de este taxon, se presenta un listado de los géneros de Lygaeoidea para Parques Naturales
de Colombia. Se listan 19 géneros de Lygaeoidea, distribuidos en seis familias. Craspeduchus xanthostaurus, Epipolops
scudderi, Jalysus reductus, Melanopleurus inflatus, Neoninus sp., Ninyas sp. Ochrostomus brasiliensis, Polychisme
poecilus y Spilostethus pandurus constituyen nuevos registros para el pais. Spilostethus pandurus constituye ademas el
primer registro para el Neotropico. Se proveen diagnosis, fotografias para los géneros encontrados y se mencionan los
sitios de colecta en los Parques Nacionales.

Palabras clave: Chinches. Fauna neotropical. Taxonomia.

Abstract: Lygaeoidea is one of the largest groups of the suborder Heteroptera but, due to their diversity, there are
not taxonomic reviews of the group in Colombia. Taxonomic information is needed as a base line to allow other kind
of studies, including those aimed at conservation. For improve understanding about this taxon, a list of the genera of
Lygaeoidea Natural Parks of Colombia is provided. 19 genera of Lygaeoidea that belong to six families are listed.
Craspeduchus xanthostaurus, Epipolops scudderi, Jalysus reductus, Melanopleurus inflatus, Neoninus sp., Ninyas sp.,
Ochrostomus brasiliensis, Polychisme poecilus and Spilostethus pandurus are new records to Colombia. Spilostethus
pandurus is also recorded for first time in the Neotropic. Diagnosis, photographs for each genera and collecting places

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9097

in the National Parks are provided.

Key words: True bugs. Neotropical fauna. Taxonomy.

Introduccion

Entre los Heteroptera, Lygacoidea se destaca por ser uno de
los grupos mas numerosos del suborden con 15 familias, 695
géneros y mas de 4200 especies descritas hasta el momento
—datos calculados a partir de Cassis (2008)—. Son conocidos
como “chinches de las semillas” por que se alimentan de se-
millas maduras, aunque algunas especies succionan savia o
son entomdfagos (Schuh y Slater 1995). Respecto sus habi-
tats, Slater (1977) reconoce principalmente tres: 1) Arboreos:
especies que viven sobre hierbas (la mayoria) o arboles y son
buenos voladores; 2) Laminafilos: aquellos que viven apri-
sionados entre las hojas o tallos de los pastos, por lo general,
malos voladores; 3) Gedfilos: viven en la hojarasca o en sus
alrededores, con algunas formas micrépteras. Lygacoidea es
un grupo cosmopolita, aunque varios taxones son especial-
mente diversos en el neotropico (Schuh y Slater 1995). Pre-
senta una gran variacion morfologica, aunque en general, los
menos derivados comparten una escasa venacion en la mem-
brana de los hemiélitros (5 venas o menos), profémures en-
sanchados y presencia de almohadillas tricobotriales (Henry
1997a). Para propdsitos de este articulo se sigue la propuesta
de clasificacion de Lygacoidea segun Henry (1997a).

En Colombia es poco lo que se conoce sobre Lygacoidea.
La mayoria de los registros para el pais se han realizado con
ejemplares de museos extranjeros, los cuales provenian de
muestreos esporadicos. En contraste, los especimenes de las
colecciones en Colombia no estan determinados a un nivel

superior a familia a pesar que estas muestras son representa-
tivas de la fauna local, ya que han sido acumuladas continua-
mente. Es necesario recalcar que las colecciones bioldgicas
proveen importante informacion pues, como se han formado
a lo largo de grandes periodos de tiempo, brindan una pers-
pectiva historica de la diversidad y distribucion de varios
taxones. Ademas, el material que contienen sirve como refe-
rencia para trabajos posteriores en los que es necesario una
buena resolucion taxonomica (Ponder ef al. 2001).

Asi mismo, realizar un inventario de la biodiversidad
constituye uno de los principales retos para la conservacion,
pues la informacion generada por la taxonomia y la sistema-
tica es basica para dar un manejo adecuado a los recursos
naturales (McNeely 2006). En el caso de Colombia, que es
calificado como un pais megadiverso, todos los intentos de
conocer esta alta diversidad son deseables, especialmente en
grupos tan pobremente conocidos como los insectos (Cam-
pos y Fernandez 2002). Esto es de necesaria consideracion
especialmente en areas en donde la pérdida acelerada del ha-
bitat natural es un factor comtin (Chaves y Santamaria 2006).
Sin embargo, para evaluar el estado de dichas areas es nece-
sario tener como referente los inventarios de las zonas que se
encuentran bajo categorias de proteccion como los Parques
Naturales Nacionales (PNNs). Gracias a los esfuerzos de co-
lecta entomoldgica realizados en PNNs de Colombia por el
Instituto de Investigacion de Recursos Biologicos Alexander
von Humboldt (IAVH) y la Unidad Administrativa Espe-
cial de Parques Nacionales Naturales (UAESPNN) a través
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del proyecto “Insectos de Colombia” (Campos y Fernandez
2002) material entomoldgico de gran calidad estd disponible
para investigaciones taxonémicas.

Este trabajo presenta una lista de los Lygaeoidea de Par-
ques Naturales de Colombia, exceptuando los de la familia
Rhyparochromidae, que ya han sido estudiados (Rengifo-
Correa y Gonzalez 2011a, b; 2012). Asi mismo, se proveen
diagnosis y fotografias para los géneros encontrados en Par-
ques y se mencionan los sitios de colecta. De esta manera se
amplia el conocimiento de este taxon en Colombia.

Materiales y Métodos

El material registrado pertenece a las siguientes colecciones:
TIAvH - Instituto Alexander von Humboldt; Villa de Leiva,
Boyacd; ICN - Instituto de Ciencias Naturales, Universidad
Nacional de Colombia, Bogotd; MUSENUV - Museo de
Entomologia de la Universidad del Valle, Santiago de Cali,
Valle del Cauca. Los ejemplares del IAvH provienen del
proyecto “Diversidad de Insectos de Colombia”, en el que
miembros del IAvVH y la Unidad Administrativa Especial
del Sistema de Parques Nacionales Naturales (UAESPNN)
realizaron colectas usando trampas malaise en los afios 2000
al 2004 (Campos y Fernandez 2002). Entre todos los espe-
cimenes colectados, los autores separaron y curaron los Ly-
gaeoidea. De otro lado, el MUSENUYV posee principalmente
ejemplares que provienen del suroccidente colombiano. Todo
el material se procesoé e identificod en el laboratorio del Grupo
de Investigaciones Entomoldgicas (GIE) de la Universidad
del Valle. Las observaciones de estructuras de animales com-
pletos o de preparaciones se realizaron con un estereoscopio
Nikon modelo SMZ645 con ocular 20X y un microscopio
compuesto Nikon modelo ECLIPSE E200. Las fotografias
se realizaron con una cdmara marca CASIO modelo Exilim
EX-G1 y NIKON Coolpix 4500 al estereoscopio. Para la
determinacion de los especimenes se utilizaron algunas des-
cripciones de géneros, trabajos monograficos y las claves de
Distant (1882 -1883), Slater (1955, 1979), Ashlock (1967),
Slater y Brailovsky (1983, 1986), Slater A. (1992) y Henry
(1997b, 2006).

Resultados y Discusiéon

Se revisaron 795 ejemplares de Lygaeoidea distribuidos en
seis familias y 19 géneros. Para 15 de estos géneros todas las
especies fueron identificadas (total: 19). No se pudo determi-
nar a nivel de especie los ejemplares de Neoninus, Ninyas,
Nysius y Xyonysius. Entre las muestras de PNNs revisadas se
encontré el 18% (12) de las especies registradas para el pais
hasta el momento, esto es 68 especies (Tabla 1). A este listado
se le adicionan siete nuevos registros mas a nivel de especie
y dos a nivel de género.

Los nuevos registros representan la ampliacion de la dis-
tribucion para Craspeduchus xanthostaurus, Epipolops scu-
dderi, Melanopleurus inflatus, Ochrostomus brasiliensis y
Spilostethus pandurus y se elimina el vacio en la distribucion
para Jalysus reductus y Polychisme poecilus. Spilostethus
pandurus constituye una especie de distribucion Paleotropi-
cal y su primer registro para el Neotropico puede considerar-
se como una introduccién. Asi mismo, los géneros Neoninus
y Ninyas se registran por primera vez para Colombia.

En el caso de Toonglasa umbratus y Acroleucus nobilis,
quienes en la literatura primaria aparecen registrados para

Bogotd, es probable que la localidad de colecta no corres-
ponda a la realidad sino a un referente que hacia alusion en
el pasado al lugar desde el cual las muestras se enviaban a
Europa (Forero 2006). Como los registros originales carecen
de las elevaciones altitudinales, es dificil confirmar que no
corresponden realmente a Bogota y por tal motivo se conser-
vo ésta distribucion en el manuscrito. En caso contrario, los
registros aqui dados serian los primeros para los cuales se da
por primera vez localidades especificas.

No se menciona la informacion de los hospederos para
los registros debido a que las colectas fueron realizadas con
trampas malaise. Sin embargo, es necesario resaltar que esta
informacion es de gran importancia y debe ser considerada
en colectas futuras, pues existe una asociacion muy estrecha
entre las especies de Lygaeoidea y sus hospederos vegetales.

Familia: BERYTIDAE

Género: Jalysus Stél, 1862

Diagnosis: Cuerpo alargado y delgado. Longitud combinada
del fémur y la tibia de cada pata mayor a la longitud del cuer-
po. Proceso del ostiolo con forma de espina (Henry 1997b).
Comentarios: Con especies de amplia distribucion en el
Neotropico. Se colectaron en PNNs las dos especies que han
sido registradas previamente para Colombia y se obtiene el
primer registro para J. reductus. Estos se encontraron en los
departamentos de Bolivar, Magdalena, Putumayo y Tolima.
J. macer y J. sobrinus se registraron hasta una elevacion
maxima de 1508m.s.n.m, mientras que J. reductus se presen-
ta entre los 30 y 180m.s.n.m.

Especie: J. macer (Stal, 1859)

Distribucion conocida: Brasil, Colombia, Costa Rica, Cuba,
Ecuador, El Salvador, Estados Unidos, Guatemala, Guayana,
Honduras, Jamaica, México, Nicaragua, Panama, Paraguay,
Pera (Henry y Froeschner1998).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Amazonas. 1 H.
Araracuara. 21-jul-1977. R. Restrepo. [ICN]. Det: D. Forero.
Boyaca. 1 M. Moniquira. La Cumbre. 3-ene-1978. I de Are-
valo. [ICN]. Det: D. Forero. Magdalena. 1 M. PNN Tayrona.
Cerro San Lucas. 11°19°N 73°59°W. 550m.s.n.m. 11-16-ene-
2003. C. Sarmiento. [IAvH]. Tolima. 3 M. Fresno.Vereda.
Colombia. Finca Las Perlas. 5°12’N 75°2’W. 1508m.s.n.m.
23-26-dic-2002. Arias, T; Arias, D.; Arias, S. [TAvH]. San-
tander. | M. Charala. Bogotacito. 27-nov-1978. I de Aréva-
lo. [ICN]. Det: D. Forero.

Especie: J. reductus Barber, 1939

Distribucién conocida: Antillas Holandesas, Bahamas, Bo-
livia, Brasil, Cuba, Estados Unidos (Arizona), El Salvador,
Guatemala, Haiti, Honduras, México, Panama, Peru, Puerto
Rico, Republica Dominicana, Tobago, Trinidad, Venezuela
(Henry y Froeschner 1998)

Ejemplares examinados: Nuevo Registro. COLOMBIA.
Boyaca. 1 H. Villa de Leiva. Quebrada La Colorada, area
urbana. 5°38’N 73°31°W. 2200m.s.n.m. 24-sep-1998. Fore-
ro, D. [IAvH]. Det: D. Forero. Bolivar. 1 H. SFF Los Co-
lorados. Villa Roca. 9°54’N 75°07°W. 180m.s.n.m. 6-21-
dic-2001. Deulufeut, E. [TAvH]. Magdalena. 1 M. PNN
Tayrona. Palangana. 11°20°N 74°02°W. 30m.s.n.m. 29-sep-
18-0ct-2001. Henriquez, R. [IAvH]. Cundinamarca. 1 M.
San Antonio del Tequendama. Santandercito. 04°36,1°N
74°20,7°W. 1750m.s.n.m. 24-mar-2000. Forero, D. [ICN].
Det: D. Forero.
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Especie: J. sobrinus Stal, 1862

Distribucién conocida: Argentina, Bolivia, Brasil, Colom-
bia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras,
Jamaica, México, Nicaragua, Panama, Paraguay, Pert, Trini-
dad, Uruguay, Venezuela (Henry y Froeschner 1998).
Ejemplares examinados: COLOMBIA. Boyaca. 1H. Dui-
tama. El Carmen. 3450 m.s.n.m. 30-oct-1978. I de Arévalo.
[ICN]. Det: D. Forero. Cundinamarca. 1M. Cachipay. 10-
may-1970. [ICN]. Det: D. Forero. Magdalena. 1M. 1H. San-
ta Maria. Corregimiento de Minca. 480m.s.n.m. 9-abri-1977.
Peia, Yepes, Aponte. [ICN]. Det: D. Forero. Meta. 1M. Aca-
cias. 9-dic-1970. E. Soler. [ICN]. Det: D. Forero. Putumayo.
2 M. PNN La Paya. Bocana. Mamansoya. 0°6’S 74°58’W.
330m.s.n.m. 23-sep-2001. Campos, D. [IAvH]. Tolima. 46
M. 9 H. Fresno. Vereda. Colombia. Finca Las Perlas. 5°12°N
75°2°W. 1508 m.s.n.m. 23-26-dic-2002. Arias, T; Arias, D.;
Arias, S. [IAVH].

Género: Parajalysus Distant, 1881

Diagnosis: Pronoto con cuatro espinas largas y delgadas, una
central en el 16bulo anterior y las restantes en el l6bulo poste-
rior, una en el centro y a las otras dos en cada angulo himero.
Area evaporatoria de la glandula de olor reducida, con forma
de panal; ostiolo sin proceso, canal o espina (Henry 1997b).
Comentarios: Parajalysus comprende doce especies, lo que
lo convierte en el género de mayor riqueza entre los Beryti-
dae del Nuevo Mundo (Henry 1997b). Hay dos especies re-
gistradas para este género en Colombia, siendo P andinus
una de ellas (Tabla 1). Parajalysus andinus es comin sobre
el cacao (Theobroma cacao) pues es uno de sus principales
polinizadores (Henry 1997b).

Especie: P. andinus Horvath, 1905

Distribucién conocida: Bolivia, Brasil, Colombia, Pert y
Venezuela (Henry y Froeschner 1998).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Amazonas. 2M, 5
H. PNN Amacayacu. Via Palmeras, bosque Varzea, borde.
1-sep-1997. D.Campos-F.Fernandez. [IAVH]. Det: D. Fo-
rero.

Familia: BLISSIDAE

Género: Toonglasa Distant, 1893

Diagnosis: Se reconoce con base en los genitales y otros ca-
racteres de ejemplares machos. Generalmente tienen un par
de proyecciones con forma de espinas a cada lado del co-
nexivo VII. Esternitos del abdomen V — VII con una serie de
tubérculos espiniformes (como en el caso de T umbratus).
Auricula de la glandula de olor metatoracica curvada ante-
riormente, estrecha y alargada. Fémures de las patas anterio-
res con una espina distal (Slater 1979, Slater y Brailovsky
1983).

Comentarios: Hay dos especies registradas para este género
en Colombia (Tabla 1). Para lograr un inventario exhausti-
vo del grupo se necesitan colectas enfocadas a microhabitats
especiales debido al grado de especializacion en sus habitos
(fitéfagos y laminafilos). Toonglasa umbratus es de amplia
distribucion (Norteamérica hasta el norte de Suramérica) y
presenta una variacion morfologica considerable que aparen-
temente tiene una significancia geografica (Slater y Brailo-
vsky 1983).

Especie: 7. umbratus (Distant, 1893)
Distribucién conocida: Brasil, Colombia (“Bogota”), Cos-

ta Rica, Estados Unidos, Honduras, México, Panama (Slater
1979, Slater y Brailovsky 1983).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Valle del Cauca. 2
M. Dapa. 03°33°0.5” N76°32°56”W. 1520 m.s.n.m. 16-oct-
2010. Rengifo-Correa, L. [MUSENUV].

Familia: GEOCORIDAE

Subfamilia: PAMPHANTINAE

Género: Epipolops Herrich-Schaeffer, 1850

Diagnosis: Cabeza con ojos sobre largos pedunculos que se
extienden mas allé de los margenes del pronoto. Generalmen-
te, cuerpo cubierto de setas modificadas, pronoto presenta es-
pinas y procesos laterales. Hemélitros trasliicidos a opacos,
usualmente con proceso con forma de espina sobre el tercio
basal del margen lateral (Henry 2006).

Comentarios: Las 14 especies conocidas para el género son
de distribucion neotropical (Henry 2006). De estas s6lo dos
se han registrado previamente para Colombia: E. quadrispin-
us 'y E. oculuscancri, mientras que E. scudderi, es reportada
por primera vez para el pais. Los ejemplares provienen del
Valle del Cauca en una de elevacion de 671m.s.n.m (E. scu-
dderi) y 990-1150m.s.n.m (E. oculuscancri).

Especie: E. oculuscancri (DeGeer, 1773)

Distribucién conocida: Brasil, Colombia (Cundinamarca),
Costa Rica, Guatemala, Guayana, México, Panama, Surinam
(Slater 1964, Henry 20006).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Valle del Cau-
ca. 2 M. Cali. La Buitrera. 03°22°19,8”N 76°34”12,2”W.
1150m.s.n.m. 7-jun-2010. Gonzalez, R. [MUSENUV]. 1 M.
Cali. Universidad del Valle. 03°22°N 76°32°W. 990m.s.n.m.
3-nov-2010. Gonzalez, R. [MUSENUV]. 1M. Mismos datos
excepto 6-sep-2010. Arcila, L.

Especie: E. scudderi Henry, 2006

Distribucion conocida: Panama (Henry, 2006).
Ejemplares examinados: Nuevo registro. COLOMBIA.
Valle del Cauca. 1M. Dagua. 03°32°10,0”W 76°52°24,7”W.
671m.s.n.m. 11-sep-2010. Gonzalez, R.; Duque, D. [MUSE-
NUV].

Subfamilia: GEOCORINAE

Género: Ninyas Distant, 1882

Diagnosis: Ojos grandes, dirigidos hacia atras, sobre pedin-
culos. Margen lateral del corio expandido, ancho del apice
mayor al ancho de la base. Membrana larga, sobrepasa con-
siderablemente el apice del abdomen (Distant 1882-1883).
Comentarios: El género no se habia registrado para el pais.
Se reconocen las siguientes especies: N. deficiens, N. distan-
ti, N. humeralis, N. solubilis, N. strabo y N. torvus (Slater
1964). Este género no ha sido revisado y debido a ello no fue
posible en este trabajo la determinacion a especie.

Ejemplares examinados: Nuevo Registro. Ninyas sp.
COLOMBIA. Valle del Cauca. SM. 1H. Cali. La Buitrera.
03°22°19,8”N 76°34712,2”W. 1150m.s.n.m. 7-jun-2010.
Gonzalez, R. [MUSENUV]. 3M. 1H. Misma informacion,
excepto 23-29-may-2010. 2H. Misma informacion, excep-
to 14-sep-2010. 8M. SH. Dapa. 03°33°0,5”’N 76°32°56”W.
1520m.s.n.m. 16-oct-2010. Gonzalez, R. [MUSENUV]. 1 H.
Tulua. Mateguadua. Jardin Botanico Juan Maria Cespedes.
04°01’N 76°09°W. 1200 m.s.n.m. 21-ago-2010. Gonzalez, R.
[MUSENUV].
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Familia: LYGAEIDAE

Subfamilia: LYGAEINAE

Género: Acroleucus Stal, 1874

Diagnosis: Membrana del hemélitro café oscura a negra con
margen apical hialino; callo del 16bulo anterior del pronoto
interrumpido por una carena medial. Ojos distintivamente
separados del margen del l6bulo anterior del pronoto, apa-
rentando ser protuberantes. Impresiones del callo no ramifi-
cadas. Abdomen sin cicatrices anterolaterales. Longitud: 5,0-
14,0mm (Slater 1992).

Comentarios: Es el género de Lygaeoidea de mayor riqueza
para el pais, con 13 especies (Tabla 1); estas representan el
31% de la totalidad de Acroleucus (42 especies). Entre las
plantas hospederas se encuentran algunas Solanaceae, Con-
volvulaceae, Theaceae y Bromeliaceae (Brailovsky y Cer-
vantes 2008). Aqui se menciona el Valle del Cauca como una
nueva localidad para A. nobilis.

Especie: A. nobilis Stal, 1874

Distribucién conocida: Bolivia, Colombia (“Bogota”) (Stal
1874, Slater 1964).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Valle del Cau-
ca. IM. Chicoral. 1890 m.s.n.m. 2-nov-2005. Montoya, M.
[MUSENUV]

Género: Craspeduchus Stal, 1874

Diagnosis: Impresion postcallo interrumpida por una linea
medial. Lébulo anterior del pronoto claro u oscuro excepto
un margen estrecho. Linea medial clara alcanza el margen an-
terior. Venas del clavo del mismo color de corio. Impresiones
del callo ramificadas. Abdomen sin cicatrices anterolaterales.
Longitud: 7,0-9,5mm (Slater 1992).

Comentarios: Segun Slater (1992), las estructuras externas
de las especies de Craspeduchus y Ochrostomus son muy
similares, por lo que sdlo se diferencian con base en la co-
loracion y en los genitales. Es un género de distribucion neo-
tropical. Craspeduchus xanthostaurus se adiciona a las tres
especies registradas para Colombia.

Especie: C. xanthostaurus (Herrich-Schaeffer, 1847)
Distribucién conocida: Brasil, Guyana Francesa (Slater
1964).

Ejemplares examinados: Nuevo registro. COLOMBIA.
Valle del Cauca. 1M. Yotoco. 03°52°59”N 76°25°52”.
1538m.s.n.m. 6-nov-2010. Mendivil J.  MUSENUV].

Género: Melanopleurus Stal, 1874

Diagnosis: Pronoto oscuro con excepcion de los angulos hu-
merales, que algunas veces pueden ser rojos. Callo con im-
presiones no ramificadas o con ramas vestigiales. Abdomen
sin cicatrices anterolaterales. Longitud: 4,0-10,0 mm (Slater
1992).

Comentarios: En este género se reconocen 19 especies, pre-
sentando la mayoria un alto endemismo (Slater 1992). Entre
las de amplia distribucion, se encuentra la inica especie re-
gistrada hasta el momento para Colombia (M. bitriangula-
ris). Con el registro de M. inflatus en Colombia se extiende
ampliamente su distribucion, que previamente se consideraba
restringida a México.

Especie: M. inflatus Brailovsky, 1979
Distribucién conocida: México (Slater y O’Donnell 1995).
Ejemplares examinados: Nuevo registro. COLOMBIA.

Valle del Cauca. 1M. Tulua. Mateguadua. Jardin Botanico
Juan Maria Cespedes. 04°01’N 76°09°W. 1200 m.s.n.m. 25-
mar-1999. Tigreros, N. [MUSENUV]

Género: Neacoryphus Scudder, 1965

Diagnosis: Clavo palido con contrastantes venas negras. Im-
presiones del callo no ramificadas. Abdomen sin cicatrices
anterolaterales. Longitud: 7,0-9,0mm (Slater 1992).
Comentarios: Posterior al trabajo de Slater (1992) so6lo dos
especies son incluidas en el género. De estas N. bicrusis es la
que tiene la distribucion mas amplia.

Especie: N. bicrusis (Say, 1825)

Distribucion conocida: Brasil, Colombia, Estados Unidos,
Guayana, Honduras Britanica, México, Nicaragua, Venezue-
la (Slater 1964).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Tolima. 1H. Fres-
no. Vereda Colombia. Finca Las Perlas. 05°12’N 75°02°W.
1508m.s.n.m. 23-26-dic-2002. Arias, T.; Arias, D.; Arias, S.
[TAVH].

Género: Ochrimnus Stal, 1874

Diagnosis: Lobulo anterior del pronoto con cuatro surcos
transversales detras del callo, separados por dos carenas post-
callo longitudinales. Impresiones del callo ramificadas. Ab-
domen sin cicatrices anterolaterales. Longitud: 4,0-9,0mm
(Slater 1992).

Comentarios: Sus especies se presentan desde el sur de Es-
tados Unidos hasta el centro de Argentina (Slater 1992). Dos
especies para Colombia (Tabla 1), una de las cuales corres-
ponde a la que se encontr6 en PNNS.

Especie: O. disseptus (Stal, 1874)

Distribucion conocida: Colombia, Panama (Slater 1992)
Ejemplares examinados: COLOMBIA. Magdalena. 1H.
PNN Sierra Nevada de Santa Marta. El Ramo. 10°48’N
73°39°W. 2500m.s.n.m. 22-nov-15-dic-2000. Cantillo, J.
[TAVH]. 1M. Mismos datos, excepto 27-feb-14-mar-2001.

Género: Ochrostomus Stal, 1874

Diagnosis: Impresion postcallo no interrumpida por una li-
nea medial. Lobulo anterior del pronoto oscuro excepto un
margen grueso. Linea medial clara, si presente, no alcanza el
margen anterior. Venas del clavo del mismo color de corio.
Impresiones del callo ramificadas. Abdomen sin cicatrices
anterolaterales. Longitud: 7,0—8,5mm (Slater 1992).
Comentarios: Con especies de distribucion neotropical res-
tringida. Aqui se amplia la distribucion para una de ellas: O.
brasiliensis, en Magdalena a 30m.s.n.m. Esta se agrega a las
otras cuatro especies registradas en Colombia (Tabla 1).

Especie: O. brasiliensis Brailovsky, 1979

Distribucion conocida: Brasil (Slater & O’Donnell 1995).
Ejemplares examinados: Nuevo registro. COLOM-
BIA. Magdalena. 1 M. PNN Tayrona. Palangana. 11°20°N
74°02°W. 30 m.s.n.m. 21-mar-5-abril-2001. Henriquez, R.
[IAVH].

Género: Oncopeltus Stal, 1868

Diagnosis: Superficie del escutelo globosa, sin carena lon-
gitudinal en forma de cruz. Margen del 16bulo posterior del
pronoto sinuosa, ligeramente concavo medialmente, convexo
y fuertemente protuberante a cada lado del escutelo. Impre-
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Tabla 1. Lygaeoidea registrados para Colombia. Ber: Berytidae; Bli: Blissidae; Geo: Geocoridae; Lyg: Lygaeidae; Nin: Nini-
dae; Pch: Pachygronthidae.

Familia Género/Especie Fuente

Ber Gampsocoris decorus Henry y Froeschner (1998)

Ber Jalysus macer Henry y Froeschner (1998)

Ber Jalysus reductus Nuevo registro

Ber Jalysus sobrinus Henry y Froeschner (1998)

Ber Metacanthus multispinus Henry y Froeschner (1998)

Ber Metacanthus tenellus Henry y Froeschner (1998)

Ber Parajalysus andinus Henry y Froeschner (1998)

Ber Parajalysus spinosus Henry y Froeschner (1998)

Ber Pronotacantha depressa Henry y Froeschner (1998)

Bli Blissus insularis ICA (1989)

Bli Blissus leucopterus ICA (1989)

Bli Blissus pulchellus ICA (1989)

Bli Howdenoblissus slateri Stys (1991)?

Bli Ischnodemus nigripes Stal (1874)!

Bli Ischnodemus variegatus Stal (1874)!

Bli Patritius alternatus Slater y Wilcox (1966)?

Bli Patritius colombianus Slater y Wilcox (1966)*

Bli Reticulatodemus orbiculoides Slater y Wilcox (1966)*

Bli Toonglasa collaris Dohrn (1859)'?

Bli Toonglasa umbratus Slater y Brailovsky (1983)

Geo Epipolops oculuscancri Henry (2006)

Geo Epipolops quadrispinus Stal (1874)!

Geo Epipolops scudderi Nuevo registro

Geo Geocoris flavilineus Stél (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!, Torre-Bueno (1946)!
Geo Geocoris ochraceus Fieber (1861)', Stal (1874)', Lethierry y Severin (1894)'
Geo Geocoris punctipes Montandon (1908)'

Geo Ninyas sp. Nuevo registro

Lyg Acroleucus argutus Brailovsky (1980)>

Lyg Acroleucus daedalus Brailovsky (1980)?

Lyg Acroleucus diaphanus Brailovsky (1984)?

Lyg Acroleucus dollingi Brailovsky (1980)?

Lyg Acroleucus flavoseptus Stél (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Acroleucus haemopterus Stal (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Acroleucus marinoi Brailovsky (1980)>

Lyg Acroleucus neomaurus Stal (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!, Torre-Bueno (1914)!
Lyg Acroleucus nigellus Distant (1893)!

Lyg Acroleucus nigrovittatus Stal (1874)', Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Acroleucus nobilis Stal (1874)', Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Acroleucus signaticollis Stal (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Acroleucus vittaticeps Stél (1874)!, Distant (1893)!, Lethierry y Severin (1894)!
Lyg Biblochrimnus subcarinatus Stal (1874)'2, Lethierry y Severin (1894)'?

Lyg Craspeduchus attrahens Brailovsky y Barrera (1984)>

Lyg Craspeduchus circumceptus Stal (1867)', Walker (1872)', Stal (1874)', Lethierry y Severin (1894)!
Lyg Craspeduchus nigrolimbatus Stél (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Craspeduchus xanthostaurus Nuevo registro

Lyg Dalmochrimnus ayalai Brailovsky (1984)?

(Continua)
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(Continuacion Tabla 1)

Familia Género/Especie Fuente

Lyg Latochrimnus aduncus Brailovsky (1982)?

Lyg Lygaeus ashlocki Brailovsky (1978)?

Lyg Lygaeus inaequalis Walker (1872)', Stal (1874)"

Lyg Lygaeus turcicus Dallas (1852)!, Walker (1872)!

Lyg Melanopleurus bitriangularis Dallas (1852)', Stal (1874)', Distant (1882)', Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Melanopleurus inflatus Nuevo registro

Lyg Neacoryphus bicrusis Distant (1882)!

Lyg Ochrimnus disseptus Stal (1874)', Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Ochrimnus sceptrum Brailovsky (1982)?

Lyg Ochrostomus brasiliensis Nuevo registro

Lyg Ochrostomus neomodestus Stél (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Ochrostomus neotropicalis Stal (1874)', Distant (1882)', Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Ochrostomus obsoletus Stél (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Ochrostomus subcarinatus Stél (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Oncopeltus aulicus Stél (1874)!

Lyg Oncopeltus cingulifer Stél (1874)!, Distant (1882)!, Lethierry y Severin (1894)!, Torre-Bueno (1946)!

Lyg Oncopeltus faciatus Dallas (1852)', Stal (1874)!, Distant (1882)', Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Oncopeltus femoralis Dohrn (1859)!, Stal (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Lyg Oncopeltus varicolor Dallas (1852)!, Walker (1872)', Stal (1874)', Distant (1882)!, Lethierry y Severin (1894)!, Torre-
Bueno (1946)!

Lyg Spilostethus pandurus Nuevo registro

Lyg Coleonysius dimorphus Ashlock (1967)*

Lyg Neortholomus jamaisensis Uhler (1894) '

Lyg Nysius nubilus Dallas (1852)!, Dohrn (1859)!, Walker (1872), Stal (1874)!, Distant (1893)!, Lethierry y Seve-
rin (1894)!

Lyg Xyonysius basalis Lethierry y Severin (1894)', Barber (1947)"

Lyg Polychisme ferruginosus Slater y Brailovsky (1986)!

Lyg Polychisme poecilus Nuevo registro

Nin Neoninus sp. Nuevo registro

Pch Oedancala notata Stal (1874)!, Lethierry y Severin (1894)!

Pch Pachygrontha longiceps Stal (1874)', Distant (1893)', Torre-Bueno (1946)1, Barber (1947)"

Citado en 'Slater (1964), *Slater y O’Donnell (1995).

siones del callo no ramificadas. Abdomen con cicatrices con
forma de coma entre los esternitos III al VI. Longitud: 8,0—
16,0mm (Slater 1992).

Comentarios: Este género es uno de los mejor estudiados
entre los Lygaeoidea, sobresaliendo O. faciatus como espe-
cie modelo para estudios de biologia y bioquimica (Schuh y
Slater 1995). Para O. cingulifer se ha realizado en el Valle del
Cauca estudios sobre su biologia (Root y Chaplin 1976). Hay
cinco especies de este género en Colombia (Tabla 1).

Especie: O. cingulifer Stél, 1874

Distribucion conocida: Colombia, Costa Rica, Cuba, Gua-
temala, Honduras, México, Nicaragua, Panamd, Republica
Dominicana, Venezuela (Slater 1964).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Valle del Cauca.
IM. Buenaventura. Bajo Anchicaya. 555m.s.n.m. 03°32’N
76°52°W. 26-ago-1994. Olaya, L. A. [MUSENUV].

Género: Spilostethus (Stal, 1868)
Diagnosis: Pronoto con dos surcos longitudinales anchos y
de color oscuro. Macula a través del margen costal. Abdomen
con cicatrices con forma de coma entre los esternitos III al
VII. Longitud: 13,0-15mm.
Comentarios: Spilostethus es un género del viejo mundo
con 24 especies descritas, de las cuales 18 se encuentran en
Etiopia (Sweet 2000). Spilostethus pandurus es considerada
una especie de importancia econdmica ya que puede causar
dafios en cultivos de algodén de seda, Calitropis gigantea,
(Asclepidaceae = Apocynaceae) y girasol, Helianthus annuus
(Compositae) principalmente, aunque también otros como
ajonjoli, sorgo, mani, alfalfa, cafia de azucar, uva, citricos y
garbanzos. Esta especie participa como vector mecanico de
hongos fitopatogénicos (Sweet 2000).

Considerando su distribucion, el registro de S. pandurus
corresponde al primero para la region Neotropical y su pre-
sencia en Colombia constituye una introduccion.



Lygaeoidea de parques nacionales de Colombia 337

Especie: S. pandurus (Scopoli, 1763)

Distribucién conocida: Albania, Alemania, Algeria, Aus-
tria, Bulgaria, “Checoslovaquia”, China, Crimea, Cyprus,
Espaiia, Francia, Grecia, Hungria, India, Italia, Malta, Rusia,
Suiza, Sudéfrica, Yugoslavia (Slater 1964).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Magdalena. 1H.
PNN Tayrona. Palangana. 11°20°’N 74°02’W. 30m.s.n.m.
21-mar-5-abril-2001. Henriquez, R. [TAvH].

Subfamilia: ISCHNORHYNCHINAE

Género: Polychisme Kirkaldy, 1904

Diagnosis: Espiraculos del esternito abdominal II en posicion
dorsal, en la membrana entre el tergo y el esterno, espiraculos
III al VII en posicion ventral, en el margen de los esternitos
abdominales. Alas posteriores con hamus. Borde lateral del
pronoto expandido. Cuerpo cubierto con puntos profundos y
abundantes. Collar amplio, conectado con el l6bulo posterior
del pronoto por un puente de puntos, que a su vez separan el
callo. Sin carina sobre el pronoto. Clavo amplio con cuatro
filas de puntos. Fémures de las patas anteriores sin espinas
(Slater y Brailovsky 1986).

Comentarios: Se colectaron en PNNs las dos especies co-
nocidas para el género: P. poecilus, de amplia distribucion
en el Neotrdpico y cuyo registro en Colombia es el primero
confirmado, y P. ferruginosus, que es una especie endémica
de Colombia y Venezuela. Estos se encontraron en los depar-
tamentos de Bolivar, Cundinamarca y Magdalena. P. ferrugi-
nosus se registré entre los 2220 y 3560m.s.n.m, mientras que
P. poecilus se encontré a los 2990m.s.n.m.

Especie: P. ferruginosus Slater y Brailovsky, 1986
Distribucién conocida: Colombia (Cundinamarca, Norte de
Santander), Venezuela (Slater y Brailovsky 1986).
Ejemplares examinados: COLOMBIA. Cundinamar-
ca. IM. PNN Chingaza. La Siberia. 4°31°N 73°45’W.
2990m.s.n.m. 30-mar-13-abr-2001. Ragioso, E. [TAVH]. 1
M. Misma informacion, excepto 14-31-may-2001. 1M. 1H.
Misma informacion, excepto 31-may-15-jun-2001. 3H. 4M.
Misma informacion, excepto 10-24-ago-2001. 2 M. 2 H.
PNN Sumapaz. Bocatoma. Cerro el zapato. 4°14°N 74°12°W.
3560m.s.n.m. 2-ene-17-ene-2003. Patifio, A. [TAvH]. 3M.
1H. Misma informacion, excepto 18-nov-4-dic-2002. Boya-
ca. 1 M. 1 H. SFF Iguaque. Cabafia Mamarramos. 5°25°N
73°27°W. 2855m.s.n.m. 6-23-may-2000. Reina, P. [IAvVH].
3M. 1H. Misma informacion, excepto 21-ene-9-feb-2001.
Magdalena. 1H. PNN Sierra Nevada de Santa Marta. La
Estacion. 10°48°N 73°39°W. 2220m.s.n.m. 15-31-ago-2000.
Cantillo, J.

Especie: P. poecilus Spinola, 1852

Distribucién conocida: Argentina, Bolivia, Chile, Costa
Rica (Cervantes-Peredo y Brailovsky 2010).

Ejemplares examinados: Nuevo registro. COLOM-
BIA. Cundinamarca. 2 M. PNN Chingaza. Charrascales.
4°31°N73°45°W. 2990m.s.n.m. 16-26-abr-2001. Cinfuentes,
L. [TAvH]. 1H. Misma informacion excepto 4-18-oct-2001.
3H. Misma informacion excepto 11-ene-8-feb-2002. Ragio-
so, E.

Subfamilia: ORSILLINAE

Género: Nysius Dallas, 1852

Diagnosis: Sin areas estriadas en el corio o el abdomen. Bu-
cula sin puntos. Margen costal recto. Fémures de las patas an-

teriores sin espinas. Alas cubren completamente el abdomen,
sin conexivo expuesto (Ashlock 1967).

Comentarios: Este género comprende casi la mitad de las
especies de Orsillinae (alrededor de 130 especies) y es de
distribucion cosmopolita (Ashlock 1967). Barber (1947) pro-
porciona una clave para determinar algunas de las especies
del hemisferio occidental. Para Colombia se ha registrado M.
nubilus (Tabla 1). Los ejemplares examinados no fueron de-
terminados hasta especie debido a que el género es diverso y
su taxonomia es compleja, por lo que se requiere una mayor
experiencia de trabajo con el grupo para tener certeza en las
determinaciones.

Ejemplares examinados: Nysius spp. COLOMBIA. Boyaca.
101M. 213H. SFF Iguaque. Cabaiia Chaina. 5°25°N 73°27°W.
2600m.s.n.m. 1-16-dic-2001. Roberto, A. [TAVH]. 127M. 139
H. Mismos datos, excepto 16-nov-1-dic-2001. Reina, P. 17
M. 20 H. Mismos datos, excepto 25-oct-16-nov-2001. Cun-
dinamarca. 6 M. 11H. PNN Sumapaz. Bocatoma. Cerro el
zapato. 4°14’N 74°12°W. 3560m.s.n.m. 18-nov-4-dic-2002.
Patifio, A. [TAvH]. 1 H. PNN Chingaza. La Siberia. 4°31°N
73°45’W. 3170m.s.n.m. 30-mar-13-abr-2001. Raigoso, E.
[TAvH]. Chocé. 1 M. PNN Los Katios. Centro Administra-
tivo Sautatd. Fuera del Bosque. 7°51°N 77°8’W. 30m.s.n.m.
13-jun-2003. Lopez, P. [IAVH].

Género: Xyonysius Ashlock y Lattin, 1963

Diagnosis: Borde lateral del corio estriado (stridilitrum). Ab-
domen con margen lateral estriado, mucho mas fino que el
del corio, se extiende desde la mitad del esternito II hasta la
mitad del VII. Bucula sin puntos. Margen costal expandido
desde la base. Fémures de las patas anteriores sin espinas.
Alas cubren completamente el abdomen, sin conexivo ex-
puesto (Ashlock 1967).

Comentarios: Xyonysius es el tnico género de la tribu Me-
trargini con especies de amplia distribucion en area conti-
nental: s6lo dos géneros (Balionysius y Coleonysius) tienen
una distribucion continental restringida y los restantes son de
areas insulares (Ashlock 1967). Para Colombia se ha registra-
do X. basalis (Tabla 1). No fue posible determinar a especie
los ejemplares de Xyonysius pues no existen claves para el
género y la literatura acerca de sus especies se encuentra muy
dispersa.

Ejemplares examinados: Xyonysius spp. COLOMBIA. Bo-
yaca.3 M. 2 H. SFF Iguaque. Cabana Chaina. 5°25°N73°27°W.
2600 msnm. 1-16-dic-2001. Roberto, A. [IAvH]. Boyaca. 1
M. SFF Iguaque. Quebrada Los Francos. 5°25°N 73°27°W.
2860msnm. 13-31-mar-2003. Reina, P. [[AvH]. Magdale-
na. 1 M. PNN Sierra Nevada de Santa Marta. Bella Vista.
10°48’N 73°39°W.1500m.s.n.m. 15-jun-2-jul-2001. Cantillo,
J. [TAVH].

Familia: NINIDAE

Género: Neoninus Distant 1882

Cuarto antenémero fuertemente engrosado, primer anteno-
mero sobrepasa distintivamente el dpice de la cabeza, segun-
do y tercero subiguales en longitud y sobrepasan en longitud
al cuarto. En contraste con Ninus la cabeza y el pronoto son
mas largos en Neoninus (Distant 1882-1883).

Comentarios: El género no se habia registrado para el pais.
Neoninus incluye las siguientes especies: N. argentinensis
(Argentina), N. illustris (Brasil, Granada, Guatemala, Islas
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Figura 1. A. Jalysus reductus (Berytidae) B. Toonglasa umbratus (Blissidae). C.-E. Geocoridae. C. Epipolops oculuscanri. D.
E. scudderi. E. Ninyas sp. F.-P. Lygaeidae. F. Acroleuchus nobilis. G. Craspeduchus xanthostaurus. H. Melanopleus inflatus. 1.
Neacoryphus bicrusis. J. Ochrimnus disseptus K. Ochrostomus brasiliensis L. Oncopeltus cingulifer. M. Spilostethus pandurus.
N. Polychisme poecilus. O. Nysius sp. P. Xyonysius sp. Q. Neoninus sp. (Ninidae) R.-S. Pachygronthidae R. Oedancala notata S.

Pachygrontha longiceps. Escala de la barra: Imm.

San Vicente, México, Panamd, Trinidad) y N. montanellus
(Venezuela, Brasil) (Brailovsky 1989; Slater 1964; Slater
y O’Donnell 1995). Las caracteristicas para separar las es-
pecies de Neoninus (Brailovsky 1989) tienen un alto grado
de detalle, por lo que en este trabajo se prefirid conservar el
ejemplar hasta el nivel de género ante la dificultad de tener
certeza en su determinacion.

Ejemplares examinados: Neoninus sp. Nuevo Registro.
IM. COLOMBIA. Putumayo. PNN La Paya. Bocana. Ma-
mansoya. 0°06°S 74°58’W. 330m.s.n.m. 21-sep-2001. Cam-
pos, D. [TAVH].

Familia: PACHYGRONTHIDAE
Género: Oedancala Amyot y Serville, 1843

Diagnosis: Ojos grandes y elipticos, usualmente tocando el
margen anterior del pronoto, longitud del ojo mayor que la
longitud preocular. Antenas usualmente mas cortas que el
cuerpo, primer se engrosa gradualmente hacia el apice, cuar-
to antenomero casi tan largo como el I y el IIT (Slater 1955).
Comentarios: Con especies de amplia distribucion en el
Hemisferio Occidental. Se colectdé en PNNs la tinica especie
que ha sido registrada para Colombia. Esta se encontrd en
los departamentos de Magdalena, Meta, Putumayo, Vaupés y
Vichada, hasta una elevacion maxima de 460m.s.n.m.

Especie: O. notata Stél, 1874
Distribucién conocida: Brasil, Colombia, Costa Rica, Gu-
yana, Honduras, Nicaragua, Pert (Slater 1964).
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Ejemplares examinados: COLOMBIA. Magdalena. 1
H. PNN Tayrona. Canaveral. 11°20°N 74°2°W. 30m.s.n.m.
22-30-ene-2001. Henriquez, R. [IAvH]. Meta. | M. PNN
Sierra de La Macarena. Cafio Curia. 03°21°’N 73°56’W.
460m.s.n.m. 17-ene-9-feb-2003. Villalba, W. [IAvH]. Pu-
tumayo. 1 M. PNN La Paya. Bocana. Mamansoya. 0°6’S
74°58’W. 330m.s.n.m. 21-sep-2001. Campos, D. [IAvH]. 3
M. 4 H. Misma informacion, excepto 23-sep-2001. 1M. 1 H.
Misma informacion, excepto 26-29-sep-2001. Vaupés. 1 M.
Estacion Bioldgica Mosiro-Itajura (Capart). Centro Ambien-
tal. 01°4’S 69°31°W.60m.s.n.m. 20-ene-1-feb-2003. Sharkey,
M.; Arias, D. [IAvH]. Vichada. 1 H. PNN EI Tuparro. Pie
Cerro Tomas. 05°21°N 67°51°W. 250 m.s.n.m. 12-may-22-
may-2001. Gil, I. [TAvH].

Género: Pachygrontha Germar, 1837

Diagnosis: Ojos tan largos como anchos, margen preocular
tan largo como o mas largo que la longitud del ojo. Primer
antenomero se engrosa abruptamente hacia el apice, cuarto
antendmero mas corto que I - III (Slater 1955).
Comentarios: Con especies de distribucién pantropical. Se
colectd en el Valle del Cauca la tnica especie que ha sido
registrada para Colombia. Esta se registro a una elevacion de
240m.s..n.m.

Especie: P. longiceps Stal, 1874

Distribucion conocida: Colombia, Costa Rica, Cuba, Guate-
mala, Guyana, Panama (Slater 1964).

Ejemplares examinados: COLOMBIA. Valle del Cauca.
1 H. Buenaventura. La Delfina. 03°49°60”N 76°47°60.
240m.s.n.m. 16-oct-2004. Cultid, C. [IAVH].
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Sugarcane 16-20

Sumilarv 91-94

Tabla de vida 21-25, 62-64, 66, 117
Tamarindus indica 174
Tanypodinae 162, 163
Tarsonemidae 228

Taxonomia 331, 341
Taxonomy 331, 341

Tecia solanivora 1, 3, 5-7,27, 33, 34
Temefos 9, 92, 94
Tenebrionidae 251

Termitas 36-41

Tetranychidae 62, 65, 66
Tetranychus cinnabarinus 21-25, 62, 63
Tetranychus desertorum 62
Tetrastichus sp 240

Theobroma 80

Thrasorinae 137, 139
Thrasorino 137

Thrasorus 137

Tobén Flor Angela 251
Tolerante 16

Tomate 210

Torres C Yusdiel 162
Tortricidae 67, 68, 70
Toxicidad 192, 269
Trialeurodes vaporariorum 210
Trichogramma 238
Trichogramma acacioi 238
Trichogramma caiaposi 238
Trichogramma demoraesi 238
Trichogramma maxacalii 238
Trichogramma pratissolii 238
Trichogramma soaresi 238

Trichogrammatidae 238
Tricorythodes caunapi 327
Tropics 305

Ulumoides dermestoides 251
Uribe S. Sandra Inés 273
Valle Javier 269
Vargas-Osuna Enrique 192
Varipes 346

Varipes sancarlos n. sp. 346
Vector 8-15, 77-94

Veliidae 350

Vendramim José D. 16
Vigosa 80 82 83

Vigna radiata 251
Villalobosothignus 128
Villamizar R Laura 27
Wasmannia auropunctata 279
Witzgall Peter 1
Xerosaprinus sp 103, 105-108
Xilanasa 167

Xilella fastidiosa 77
Xilofagos 56 57

Xylocopa 313

Xylocopini 313

Yepes Francisco 152
YMMYV 77-79

You-Qing Luo 240

Zambrano-Gonzalez Giselle 117

Zamora E Humberto 183
Zea mays 82,36, 217
Zhang Mengqi 95

Zhuang Quan 95, 96, 98, 100, 102

Zingiberaceae 357
Zoocria 117-119
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Morphological characterisation of five brazilian species of Fidicinoides
(Hemiptera: Cicadidae)

Caracterizacion morfoldgica de cinco especies brasilefias de Fidicinoides (Hemiptera: Cicadidae)

RODRIGO S. SANTOS! and NILZA M. MARTINELLI?

Abstract: The objective of this study was to describe and illustrate the morphological characteristics of some species
of Brazilian Fidicinoides to aid in their identification. Descriptions and illustrations are given of the head, thorax, abdo-
men, right forewing and the last urosternite of the male of the Fidicinoides besti, Fidicinoides brunnea, Fidicinoides
duckensis, Fidicinoides pseudethelae and Fidicinoides sucinalae species. The main diagnostic characteristics of these
species are markings on pronotum and/or mesonotum and male sternite VIII characteristics.

Resumen: El trabajo tuvo como objetivo estudiar la morfologia de algunas especies del género Fidicinoides e ilustrar
rasgos que permitan su reconocimiento. Se presentan descripciones ¢ ilustraciones de la cabeza, el torax, el abdomen, la
parte anterior del ala derecha y el tltimo urosternito del macho de Fidicinoides besti, Fidicinoides brunnea, Fidicinoi-
des duckensis, Fidicinoides pseudethelae y Fidicinoides sucinalae. Los principales caracteres de diagnostico de estas

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9098

especies son marcas registradas del pronoto o mesonoto y caracteres del VIII urosternito del macho.

Introduction

According to Moulds (2005) the families Tettigarctidae
and Cicadidae are grouped under the superfamily Cicadoi-
dea. The family Cicadidae family includes some species of
economic importance for Brazil (Metcalf 1963), mainly be-
cause some species infest coffee plantations (Martinelli and
Zucchi 1989a, 1989b).
tropical cicadas whose timbale organ is prominent displayed
(Distant 1906). After a review of the tribe by Boulard and
Martinelli (1996), the genus Fidicinoides was created, which
is distinct from Fidicina in presenting narrow lateral-metas-
cutellar plates that do not extend to the timbals and do not
completely close the timbal chambers. Some species pre-
viously belonging to Fidicina were included in this genus.
Currently the genus Fidicinoides is now composed of 35
described species, 18 originally described in the same and
17 that were the result of generic reassignment (Santos et al.
2010).

Morphological and occurrence studies of species of the
genus Fidicinoides have been carried out by Boulard and
Martinelli (1996), Sanborn (2008), Sanborn et al. (2008),
Santos and Martinelli (2007, 2009a, 2009b) and Santos et
al. (2010). These studies are important for the recognition
and identification of cicada species, for the development of
dichotomous keys, and for greater knowledge of the cicada
fauna in Brazil and the New World. In this sense, the objec-
tive of this work was to characterise morphologically some
species of Brazilian Fidicinoides, presenting illustrations of
the head, thorax, abdomen, right forewing and male sternite
VIII of the species F. besti Boulard and Martinelli, 1996, F.
brunnea Boulard and Martinelli, 1996, F. duckensis Boulard

and Martinelli, 1996, F. pseudethelae Boulard and Martinelli,
1996, and F. sucinalae Boulard and Martinelli, 1996, thereby
complementing the characterisation of these species, origi-
nally described by Boulard and Martinelli (1996).

Material and Methods

The research was carried out between 2002 and 2004,
studying specimens of cicadas from five Brazilian institu-
tions (Fundacdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro
(RJ); Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia/INPA,
Manaus (AM); Faculdade de Ciéncias Agrondémicas (FCA/
UNESP), Botucatu (SP); Museu Nacional do Rio de Janeiro/
MNRJ, Rio de Janeiro (RJ); Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV/UNESP), Jaboticabal (SP)) and one in-
ternational institution (Muséum national d’Histoire Naturel-
le/MNHN, Paris, France).

Specimens were compared with their respective holotypes
and paratypes, deposited in FCAV/UNESP. The studied spec-
imens were placed in a humid chamber and afterwards, slides
were made with the wings distended in a position oblique to
the body. For the study of the male genitalia, the abdomen
was separated with the aid of forceps, heated in a potassium
hydroxide solution (KOH to 5%) in a water bath for approxi-
mately 30 minutes, periodically checking the clarification of
the piece. Genitalia were then washed with distilled water in
order to eliminate all the material from the inside of the body,
for subsequent examination under a stereoscopic microscope
(Carl Zeiss Jena® lenses). The genitalia were placed in la-
belled Eppendorf plastic tubes (4cm in height), containing
glycerine (60%), and afterwards, compared to the descrip-
tions made by Boulard and Martinelli (1996). The terminol-
ogy adopted was based in Moulds (2005).
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cpafac.embrapa.br. “Autor para correspondencia. > Ph.D. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista (UNESP),
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The structures for the morphological characterization of
the species were illustrated with the aid of a camera lucida
attached to the stereoscopic microscope. The following struc-
tures were illustrated: head and thorax (dorsal view), abdo-
men (ventral view), right forewing and male sternite VIII.
Such illustrations are not present in the work of Boulard
and Martinelli (1996). Illustrations of the male genitalia, the
operculum, and of the right fore femur were all omitted, as
they were given by Boulard and Martinelli (1996). All mea-
surements were taken using a precision caliper.

Results and Discussion

Fidicinoides besti Boulard and Martinelli, 1996

Head (Fig. 1A): lateral ocelli and medial ocellus situated on
a black transverse irregular shaped band which extends to the
base of the antennae and vertex; median ocellus in a sub-
frontal position; distance between lateral ocelli nearly two
and half times the distance that separates them from the cor-
responding eyes; salient eyes, rounded, oblique, with joined
sub-ocular marks; postclypeus dorsal portion short and
arched; postclypeus face distinctly arched, ochre, with nine
dark transverse ridges on both sides of the medial furrow;
black anteclypeus; rostrum brownish, long, with the apex
reaching the base of the hind trochanters.

Thorax (Fig. 1A): pronotum longer than head; with four
shallow furrows; lateral angle of pronotal collar poorly devel-
oped and brownish; mesonotum light brownish, with subme-
dian sigilla dark brown well-defined and comma-shaped; the
lateral sigilla light brown; a transverse, irregular-shaped stripe
and two small black punctiform marks, above the cruciform
elevation; cruciform elevation not very long, flattened and with
the back apices short, rounded and close together (Fig. 1A);
operculum very short, in small arched, ochre-coloured lamina.

Lm. fa 1.

Smm

Figure 1. Fidicinoides besti: A. Head and thorax (dorsal view); B. Ab-
domen (ventral view); C. Right forewing; D. & sternite VIII (fm. —
front margin anterior; l.m. — lateral margin and p.m. — posterior margin).

Abdomen (Fig. 1B): a little shorter than the distance from
the vertex to the back apices of the cruciform elevation; broad
base, not tapering towards the last abdominal segment; ochre
tergites; timbal cover dorsally short; sternites ochre, including
the last abdominal segment; male sternite VIII twice as long
as wide, with anterior margin almost straight, lateral margin
oblique, and the posterior margin invaginated (Fig. 1D).

Forewing (Fig. 1C): hyaline; light brown fumose on the
apical area; forewing with blackened basal cell; costal vein
relatively short and ochre; veins ochre, becoming brown-
ish in the apical area; the extremities of the veins with dark
brown markings on both sides, and with deep brown infusca-
tion on the radial and radiomedial crossveins; ambient vein
dark brown; apical area octoloculate.

Examined material: BRAZIL. Amazonas: Amana
Lake. INPA. 17.1X.1979. (Best. R.), Holotype ; ibidem,
13.1X.1979, 5 paratypes 3J'; Rio Negro. 28.VIIL.1969. (sev-
eral collectors), 1 &, ibidem, Humaita. FCA/UNESP/Botuca-
tu. X.1974. (Scivittaro), 3 J'; ibidem, Ducke Reserve. INPA.
14.VIIL.1969. (A. Faustino), 1 &; Rondénia: Porto Velho.
INPA. 01.1X.1979, 07.1X.1979, 28.1X.1979. (J. Campbell), 7
& ibidem, Vilhena. INPA. 06.X1.1979. (Penny and Arias),
1 &; Mato Grosso: Humbolt Reserve, Colina Highway. INPA.
26.1X.1975,27.1X.1975, 03.X.1975. (L. P. Albuquerque and J.
B. Moraes), 3 33; Pard: Cachimbo. FIOCRUZ. 09.X.1956.
(Travassos, Oliveira and Addo), 4 3.

Comment: Medium-sized species, similar to F. brunnea,
but distinguished by the submedian sigilla, being comma-
shaped on the mesonotum.

Fidicinoides brunnea Boulard and Martinelli, 1996

Head (Fig. 2A): lateral ocelli and median ocellus situated on
broad irregular-shaped black mark, that extends to the base
of the antennae and vertex; medial ocellus in an almost fron-
tal position; distance between the lateral ocelli nearly three
times the distance that separates them from corresponding
eyes; eyes slightly salient, oblique, with joined sub-ocular
marks; postclypeus dorsal portion a little longer than the
vertex, arched, ochre, darker on the sides; postclypeus face
arched, brown, with eight transverse ridges on both sides of
the medial furrow; black anteclypeus; rostrum long, brown-
ish, with apex reaching the medial hind femur.

Thorax (Fig. 2A): pronotum longer than head; lateral
angle of pronotal collar little developed; mesonotum brown,
with green markings; lateral sigilla dark near the pronotum
and on the distal extremities, with the central area lighter and
comma-shaped; submedian sigilla short, dark and fusiform;
a broad mark and scutal depression black above the long
cruciform elevation, flattened, with posterior apices short,
rounded and close together (Fig. 2A); very short operculum,
flattened, covered with golden hairs.

Forewing (Fig. 2B): hyaline; light brown fumose in the
apical area; forewing with basal cell opaque brown; brownish
veins, darker in the apical area; the extremities of the veins
marked with dark brown on both sides, with deep brown
markings on the radial and radiomedial crossveins; ambient
vein dark brown; apical area octoloculate.

Examined material: BRAZIL. Mato Grosso. FCAV/UN-
ESP/Jaboticabal (Roppa and Alvarenga). 1 paratype J.

Comments: Medium-sized species, similar to F. besti, but
distinguished by the short and fusiform submedian sigilla on
the mesonotum.
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10mm

10mm

Figure 2. Fidicinoides brunnea: A. Head and thorax (dorsal view); B.
Right forewing.

Having previously been removed for the study of the
genitalia, illustrations of the abdomen and male sternite VIII
were not made.

Fidicinoides duckensis Boulard and Martinelli, 1996
Head (Fig. 3A): lateral ocelli and medial ocellus situated
on an irregular-shaped broad black mark which extends to
the vertex, not extending to the base of the antennae; me-
dian ocellus in a frontal position; distance between the lateral
ocelli nearly twice the distance that separates them from the
corresponding eyes; eyes salient and oblique, with discrete
sub-ocular marks; long postclypeus dorsal portion, brownish
and slightly arched; postclypeus face distinctly arched, ochre,
with nine transverse ridges with black and light brown mark-
ings on both sides of the black medial furrow; black anteclyp-
eus; rostrum ochre, long, with apex reaching the insertion of
the hind femur.

Thorax (Fig. 3A): pronotum longer than head; lateral an-
gle of pronotal collar poorly developed; mesonotum ochre,
with soot black markings; lateral sigilla light coloured trian-
gular-shaped outer markings, the base being two brownish
irregular-shaped marks near the pronotum, central area co-
lourless and two small marks at the apices; submedian sigilla
triangular, broad, short and black, an irregular-shaped mark
and two black punctiform marks above the cruciform eleva-
tion; cruciform elevation not very long, with posterior apices
pointed and close together (Fig. 3A); operculum with short
lamina, broad, arched, ochre-coloured lamina, with dark
brown markings on the outer side.

Abdomen (Fig. 3B): a little shorter than the distance cov-
ered from the vertex to the back apices of the cruciform eleva-
tion; base wide, tapering in the direction of the last abdominal
segment; brown and black tergites covered with golden hairs;

timbal cover arched, dark brown; sternites brown, sparse-
ly covered with golden and black hairs; male sternite VIII
nearly twice as long as wide, with the front and side margins
slightly concave and the back one having a half moon-shaped
invagination, and the apices close together (Fig. 3D).

Forewing (Fig. 3C): hyaline; light brown fumose on the
apical area; forewing with basal cell partially opaque and
ochre coloured, costa long and of the same colour; veins
ochre turning brown in the apical area, the extremities of the
veins with fumose brown markings on both sides; infusca-
tion on the radial and radiomedial crossveins and the ambient
vein, slightly marked brown; apical area octoloculate.

Examined material: BRAZIL. Amazonas: Ducke Re-
serve. INPA. 13.VIIL.1979. (H. M. Savage), Holotype J;
ibidem, INPA. 11.11.1976. (B. C. Ratcliffe), 1 paratype @;
ibidem, Humaita. FCA/UNESP/Botucatu. X.1974. (Scivit-
taro), 1 paratype J; ibidem, Manaus. INPA. 04.VIII.1978.
(Rodolfo), 1 paratype &; ibidem, 24.111.1982. (Latorre L.
R.), 1 alotype @; ibidem, MN/RJ. 27.1X.1955. (Elias and
Roppa), 1 J&; ibidem, Humaita. INPA. FCA/UNESP/Botu-
catu. X.1974. (Scivittaro), 1 &; Rondénia: Porto Velho.
INPA. 20.VIIL. 1979, 01.1X.1979. (J. Campbell), 2 33; ibi-
dem, 11.IX.1963. (Eduardo), 1 &; Mato Grosso: Humbolt
Reserve. INPA. 26.1X.1975. (L. P. Albuquerque), 1 &; Pard:
Cachimbo. FIOCRUZ. 09.X.1956. (Travassos, Oliveira and
Adio), 1 d; ibidem, Rio Trombetas. INPA. 14.1V.1985. (J.
E. Binda), 1 &.

Comments: Medium-sized species, similar to Fidicinoi-
des poulaini Boulard and Martinelli 1996, but distinguished
by male sternite VIII having the anterior and lateral margins
slightly concave.

Figure 3. Fidicinoides duckensis: A. Head and thorax (dorsal view); B.
Abdomen (ventral view); C. Right forewing; D. & sternite VIII (fm. —
front margin; l.m. — lateral margin and p.m. — posterior margin).
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10mm

Figure 4. Fidicinoides pseudethelae: A. Head and thorax (dorsal view);
B. Abdomen (ventral view); C. Right forewing; D. & sternite VIII (f.m.
— front margin; l.m. — lateral margin and p.m. — posterior margin).

Fidicinoides pseudethelae Boulard and Martinelli, 1996
Head (Fig. 4A): lateral ocelli and the medial ocellus situ-
ated on an irregular-shaped, broad black mark which stops
short of the base of the antennae and vertex; median ocellus
in frontal position; distance between the lateral ocelli nearly
three times the distance that separates them from the corre-
sponding eyes; eyes in short ellipsoids, wide, oblique, with
subocular joined marks; postclypeus dorsal portion short and
arched; postclypeus face arched, brown, with nine transverse
ridges on both sides of the medial furrow; anteclypeus black;
rostrum brownish, long, with apex reaching the level of the
insertion of the hind trochanters.

Thorax (Fig. 4A): pronotum longer than the head; lateral
angle of pronotal collar poorly developed; mesonotum brown,
with black markings; lateral sigilla triangular, dark near the
pronotum and apices, lighter in the central area; submedian
sigilla short, dark and curved; two joined or separated, irreg-
ular-shaped markings, scutal depression with almost circular
black marks; cruciform elevation flattened, with posterior
apices short, pointed and close together (Fig. 4A); opercu-
lum with short lamina, with wide, slightly arched, ochre and
brown lamina.

Abdomen (Fig. 4B): Shorter than the distance from the
vertex to the back apices of the cruciform elevation; broad
base, tapering in the direction of the last abdominal section;
blackened tergites; black timbal cover, arched and with black
markings; brownish sternites with green markings; male
sternite VIII nearly twice as wide as long, with the anterior
margin almost straight, lateral margin oblique, with a con-
cavity approximately midway, posterior margin concave and
rounded, with apices apart from one another (Fig. 4D).

Forewing (Fig. 4C): hyaline; dark brown fumose on the
apical area; forewing wide, with basal cell opaque, black;

costa long and brownish, becoming brown at the apical area;
the extremities of the veins with dark brown fumose markings
on both sides; radial, radiomedial, medial and mediocubital
crossveins with strong dark brown infuscation, the ambient
vein also being the same colour; apical area octoloculate.

Examined material: FRENCH GUIANA. MNHN/
Paris. 25.1V.1992. (M. Thouvenot), 1 paratype ; ibidem,
16.X11.1992. 1 paratype 9; BRAZIL. Pard: Cachimbo.
FIOC. 21.IX.1955, 18.1.1956. (L. Travassos and S. Oliveira),
4 33, ibidem, 09.X.1956. (Travassos, Oliveira and Addo),
35 44 ibidem, Amazonas: Humaitd. FCA/UNESP/Botu-
catu. X.1974. (Scivittaro), 4 JJ; ibidem, Rio Juava. INPA.
02.VII1.1980. (Francisco, B.), 1 &'; Rondénia: Porto Velho.
INPA. 26.1.1980. (P. Arias and J. Arias), 1 &.

Comments: Large-sized species, similar to Fidicinoides
dolosa Santos and Martinelli 2009 but distinguished by the
submedian sigilla being comma-shaped internal marks on the
mesonotum.

Fidicinoides sucinalae Boulard and Martinelli, 1996
Head (Fig. 5A): lateral ocelli and medial ocellus situated on a
long irregular-shaped black band, that stops short of the base
of the antennae and vertex; median ocellus in sub-frontal po-
sition; distance between the lateral ocelli nearly three times
the distance separating them from the corresponding eyes;
eyes salient with sub-ocular discrete marks; postclypeus
dorsal portion long, curved, with nine brownish transverse
ridges on both sides of the medial furrow; anteclypeus black;
rostrum long, ochre, with apex extending between the second
and third pair of legs.

Thorax (Fig. SA): pronotum longer than the head; lateral
angle of pronotal collar poorly developed; two punctiform
black markings on the posterior part of the internal area; me-
sonotum light brown with four dark streaks, lateral sigilla
long, narrow and discontinuous; submedian sigilla equally

Figure 5. Fidicinoides sucinalae: A. Head and thorax (dorsal view); B.
Abdomen (ventral view); C. Right forewing; D. &' sternite VIII (fm. —
front margin; l.m. — lateral margin and p.m. — posterior margin).
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narrow, curved and short; one narrow, long black markabove
the cruciform elevation; scutal depression black; cruciform
elevation broad, flattened, with posterior apices not promi-
nent and apart from each other, at the level of the mesocutel-
lar expansions (Fig. SA); operculum with short lamina, broad,
arched lamina with ochre-coloured markings.

Abdomen (Fig. 5B): a little shorter than the distance from
the vertex to the posterior apices of the cruciform elevation;
base equal to the width of the thorax, slightly tapering; brown
tergites; timbal cover bordered with black on the front part;
sternites ochre, except the eighth, which is darker brownish;
last abdominal segment light brown; male sternite VIII nearly
one and a half times wider than long, anterior margin almost
straight, outer margin oblique and slightly concave, posterior
margin with non-pronounced invagination, and apices apart
from each other (Fig. 5D).

Forewing (Fig. 5C): hyaline; light brown fumose on the
apical region; forewing with basal cell opaque, brown; costa
long, ochre; veins ochre turning brown at the apical region;
radial, radiomedial, medial and mediocubital crossveins with
deep brown infuscation; apical area octoloculate.

Examined material: BRAZIL. Amazonas: Humaita. FCA/

UNESP/Botucatu. 3.VIL.1975. (L. C. Petri), holotype J; ibi-
dem, 4 paratypes JJ; ibidem, 1 paratype ; ibidem, IX.1973.
(Scivittaro), 3 paratypes d'J; ibidem, X.1974, 2 paratypes
33; Rondénia: Porto Velho. INPA. 21.VIIL.1979. (J. Camp-
bell), 1 paratype 3'; FCA/UNESP/Botucatu. 24.X.975. (A. A.
G.), 1 paratype &; Pard: Cachimbo. FIOCRUZ 21.1X.1955.
(L. Travassos and S. Oliveira), 2 4'J'; ibidem, 09.X.1956,
(Travassos, Oliveira and Addo), 1 &'; Without location. INPA.
11.IX.1963. (Eduardo), 1 &.
Comments: Medium-sized species, having two marks, ad-
joined or discrete on the posterior margin of the inner region
of the pronotum, as well as having long and discontinuous
external markings of the mesonotum.
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Varipes (Ephemeroptera: Baetidae) en Venezuela: descripcion de nueva especie

Varipes (Ephemeroptera: Baetidae) in Venezuela: description of a new species

MARIA MERCEDES CASTILLO'? y BELKYS PEREZ?

Resumen: Se registra el género Varipes por primera vez para Venezuela, describiéndose una nueva especie de este
género. Se encontraron las ninfas de V. sancarlos n. sp. en el rio San Carlos, Estado Cojedes. La morfologia de las
ninfas es similar a las descripciones de algunas especies del género. Las caracteristicas del habitat fisico y de la
calidad del agua en el Rio San Carlos sugieren que V. sancarlos puede habitar rios moderadamente afectados por

actividades humanas.

Palabras clave: Efimeras. Ninfas. Rio San Carlos. Cojedes.

Abstract: The genus Varipes is reported for the first time for Venezuela. A new species of the genus Varipes is de-
scribed. Nymphs of V. sancarlos n. sp. were collected in the San Carlos River, Cojedes. The morphology of the nymphs
similar to descriptions of other Varipes species. Physical habitat and water quality conditions at the San Carlos River
suggest that V. sancarlos can occur in moderately disturbed rivers.

Key words: Mayflies nymphs. San Carlos River. Cojedes.

Introduccion

Lugo-Ortiz y McCafferty (1998) establecieron el género Vari-
pes con base en material proveniente de Ecuador y Colombia
(Fig. 1A). En esa oportunidad se describio la especie Varipes
lasiobrachius, que posteriormente también fue registrada en
Meéxico (Randolph y McCafferty 2000). Ademas, Lugo-Ortiz
y McCafferty (1998) concluyen que el género también esta
presente en Pert, con base en las caracteristicas de las ufias
tarsales de una ninfa no identificada descrita por Traver y
Edmunds (1968). Recientemente, Nieto (2004) describi6 tres
nuevas especies de Varipes: V. minutus y V. singuil de Argen-
tina, V. cajuato de Bolivia. En Brasil, una nueva especie, V.
helenae, es descrita para el estado de Matto Grosso (Salles y
Batista 2004). De acuerdo con Dominguez et al. (2006) el gé-
nero también ha sido reportado para Panama y Costa Rica. En
este estudio se presenta el primer registro del género Varipes
con la especie nueva Varipes sancarlos n. sp. para Venezuela.
También se incluyen caracteristicas del habitat donde se en-
contraron las ninfas, adicionando la descripcion del sustrato
y la calidad del agua.

Materiales y Métodos

El rio San Carlos, también llamado Tirgua, nace en las mon-
tanas de Aguirre (Carabobo) y desemboca en el rio Cojedes,
Venezuela. El area estudiada se ubico entre los sectores Cam-
po Alegre y El Genarefio, ubicados al sur de la poblacion de
Las Vegas (Fig. 1B). En Paso Viboral, ubicado aguas arriba
de la zona muestreada, el area de la cuenca del rio San Carlos
es de 1.486 km? y presenta un caudal promedio de 13 m® s’!
(Guevara et al. 2006). El uso de Ia tierra en las adyacencias
del rio es principalmente agropecuario, observandose culti-
vos de tabaco, maiz, arroz y actividad ganadera. En el tra-
mo estudiado, el cauce del rio ha sido canalizado en algunos

sectores y la vegetacion riberefia ha sido alterada, estando
compuesta principalmente por plantas herbaceas.

Se colectaron ninfas de Ephemeroptera empleando mallas
tipo “Surber” en dos puntos ubicados cerca de los sectores
Campo Alegre (Estacion 1) y El Genarefio (Estacion 2) en
abril de 2010 (Fig. 1B). Los organismos se preservaron en
etanol al 80% y en el laboratorio se identificaron mediante
las claves y descripciones de Nieto (2004), Salles y Batista
(2004), Dominguez et al. (2006) y Waltz y Burian (2008).
En cada punto de muestreo se realizaron mediciones de con-
ductancia especifica y la concentracion de los sélidos totales
disueltos con un conductimetro Extech EC400. También se
midieron la temperatura, la concentracion de oxigeno disuel-
to y el porcentaje de saturacion con un oxigenometro Y SI
95. Se tomaron muestras de agua para realizar los siguientes
analisis en el laboratorio: pH, alcalinidad total, nitratos, fos-
foro soluble disuelto, fosforo total y sélidos suspendidos de
acuerdo con los métodos de APHA (1995).

Resultados
Varipes sancarlos n. sp.

Ninfas

Longitud corporal: 3,2-4,0 mm; cercos: 1,0-1,2 mm. Cabe-
za: amarillento-marronuzco, ojos compuestos marrén palido
en la superficie dorsal y marrén negruzco en la base, ocelos
marrén oscuro; antenas palido amarillentas, 2X la longitud
de la cabeza, pedicelo 2X la longitud del escapo (Fig. 2A).
Piezas bucales. Labro: superficie dorsal del labro con 4-5
setas cortas cercanas a la linea media y 4 setas cercanas al
margen lateral (Fig. 2B). Mandibula izquierda: incisivos
con 4 denticulos externos y 2 internos, prosteca robusta rami-
ficandose en tres filamentos, proceso triangular de la base de
la mola bien desarrollado (Figs. 2C,D). Mandibula derecha:

! Departamento de Estudios Ambientales, Laboratorio de Limnologia, Universidad Simén Bolivar, Apartado 89000 Caracas1080-A, Venezuela. 2 Departa-
mento de Agroecologia, El Colegio de la Frontera Sur, Unidad Villahermosa, Carretera Villahermosa-Reforma km. 15.5, Rancheria Guineo 2* seccion C.P.
86280 Villahermosa, Tabasco, México. mmcastillo@ecosur.mx. Autora de correspondencia. > Departamento de Biologia, Facultad Experimental de Ciencias
y Tecnologia, Universidad de Carabobo, Campus de Barbula, Valencia, Venezuela. belperez@uc.edu.ve
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Figura 1. A. Distribucion de especies del género Varipes. En Pert, Panama y Costa Rica sélo se conoce la presencia del género.
B. Ubicacion de las estaciones de muestreo (E1, estacion 1; E2, estacion 2) en el rio San Carlos, Cojedes, Venezuela.

incisivos con 4 denticulos externos y 4 internos; prosteca mas
delgada y larga y aparentemente bifida (Figs. 2E,F). Maxila:
segmentos 2 del palpo labial aproximadamente del mismo
tamafio que el segmento 1 y sobrepasa el apice de la galea y
la lacinia (Fig. 3A). Hipofaringe: lingua redondeada apical-
mente y superlingua apicalmente triangular (Fig. 3B). Labio:
glosa con 9 setas ventrales mediales cortas, delgadas y sim-
ples y 4 setas apicales largas, delgadas y simples; paraglosa
con 5 setas apicales, largas, delgadas y simples y tres setas
ventrales simples, cortas y delgadas mas una seta basal sim-
ple y corta, dorso de la paraglosa con una seta dorsal suba-
pical corta, gruesa y simple; dorso del segmento 2 del palpo
labial con dos setas simples, region ventral del segmento dos
con 8 setas simples, delgadas y cortas (Fig. 3C).

Toérax: amarillento-marronuzco, excepto el margen anterior
del mesonoto de color marrén oscuro, pterotecas anteriores
levemente marrones en su region medial. Sin pterotecas pos-
teriores. Patas: anteriores, marronuzco-amarillento con el
fémur mas ancho que las restantes, fila ventral y transver-
sa de setas subapicales, largas, simples y gruesas, aumentan
gradualmente de tamafio de un extremo al otro de la fila (Fig.
4A); medias, con fémur con una fila ventral y transversa de
setas basales simples, largas y gruesas (Fig. 4B); posteriores,
con fémur con pocas setas, no mas de 6 setas ventrales y ba-
sales simples y larga, sin formar una fila transversal continua
(Fig. 4C). Unas tarsales con 3 rara vez 4 denticulos en las
margenes laterales (Fig. 4D).

Abdomen: tergos amarillento palido, excepto los segmentos
2-3 y 7-8 con coloracion marron oscura (Fig. 4E); tergo ab-
dominales 3-10 con procesos triangulares en el margen pos-
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Figura 2. Varipes sancarlos: A. antena: escapo y pedicelo, B. superfi-
cie dorsal del labro, C. mandibula izquierda, D. detalle de incisivos de
mandibula izquierda, E. mandibula derecha, F. detalle de incisivos de
mandibula derecha.
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Figura 3. Varipes sancarlos: A. maxila, B. hipofaringe, C. labio: pal-
pos, glosas y paraglosas (superficie dorsal a la izquierda - superficie
ventral a la derecha).

terior (Fig. 4F), solo tergos 9 y 10 con los procesos a lo largo
de todo el margen; branquias blanquecinas con traqueas poco
pigmentadas (Fig. 4G); paraproctos con 8§ espinas marginales
(Fig. 4H); filamentos caudales blanquecinos.

Adultos: desconocidos

Material examinado: 7 ninfas, 3, Q. 4, . VENEZUELA.
Cojedes. Romulo Gallegos. Estacion 1: Campo Alegre. Rio
San Carlos. 9°29°12”N 68°39°54”W. ALTITUD: 111 msnm.
Siete ninfas, 3, Q. 4, &. Estacion 2: El Genarefio. Rio San
Carlos. 9°23°10”N, 68°39’51”W. ALTITUD: 94 msnm. 25-
ABR- 2010. Castillo, M. Museo de Zoologia de la Universi-
dad de Carabobo.

Etimologia: el epiteto especifico se refiere a la localidad
donde las ninfas fueron colectadas, el rio San Carlos, Estado
Cojedes.

Discusion

Aspectos morfologicos. Este estudio representa el primer re-
gistro del género Varipes para Venezuela. La especie presenta
caracteres descritos para V. helenae, V. singuil y V. minutus.
V. helenae fue descrita por Salles y Batista (2004) para el

estado de Mato Grosso en Brasil, mientras que V. singuil y
V. minutus fueron descritos por Nieto (2004) para las pro-
vincias Tucuman, Jujuy, Salta y Cérdoba en Argentina. Otras
especies de Varipes han sido descritas para Bolivia, Ecuador,
Colombia y México (Lugo-Ortiz y McCafferty 1998; Nie-
to 2004). El género también esta presente en Peru, Panama
y Costa Rica (Lugo-Ortiz y McCafferty 1998; Randolph y
McCafferty 2000; Dominguez et al. 2006). Por lo tanto, su
presencia en Venezuela era esperable.

Algunos caracteres de Varipes sancarlos son compartidos
con otras especies del género. En tal sentido, la posicién la-
teral de setas simples, delgadas y largas en el margen dorsal
del labro se observa en V. minutus 'y V. singuil (Nieto 2004); el
segmento II del palpo maxilar con una longitud igual a 1,0X
del segmento | también es descrito en V. minutus mientras
que en V. helenae es 0,5X mas corto (Nicto 2004); tibias y
tarsos similares a los de V. helenae (Salles y Batista 2004);
coloracion marrén oscura de los tergos abdominales II-111 y
VII-VIII esta descrita para V. lasiobrachius (Lugo-Ortiz y
McCafferty 1998) y V. minutus (Nieto 2004).

No obstante, V. sancarlos se diferencia de las otras espe-
cies por la siguiente combinacion de caracteres: mandibula
derecha con cuatro incisivos externos y cuatro incisivos in-
ternos y prosteca larga y bifida; segmento 2 del palpo maxi-
lar 1,0X el largo del segmento 1 y sobrepasa el apice de la
maxila; fémur anterior con fila ventral y transversal de setas
largas y gruesas ubicadas cerca del extremo apical o distal del
fémur; tres denticulos, rara vez cuatro, en las ufias tarsales;
tergos abdominales II-III y VII-VIII con coloracién marrén
oscura, paraproctos con ocho espinas marginales.

Figura 4. Varipes sancarlos: A. fémur, tibia y tarso de pata anterior, B.
fémur de pata media, C. fémur de pata posterior, D. uiia tarsal, E. tergos
abdominales, F. margen posterior del tergo 4, G. branquia del segmento
7, H. paraprocto.
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Tabla 1. Valores promedio de las variables de calidad de agua determinadas en las estaciones de muestreo en el rio

San Carlos, Cojedes, Venezuela.

Rio San Carlos

Estacién 1 Estacién 2
Temperatura agua (°C) 32,3 29,3
Conductividad Especifica (1S cm™) 282 311
Solidos Totales Disueltos (mg L) 194 219
pH 8,1 8,1
Alcalinidad 131 136
Oxigeno Disuelto (mg L) 6,6 5,89
Saturacion de Oxigeno (%) 90,9 76,7
Solidos Suspendidos (mg L) 18,5 38,10
Nitratos (mg NO3-N L) 0,56 0,63
Fosforo soluble reactivo (mg L) 0,072 0,078
Fosforo total (mg L) 0,103 0,112

Habitat y otros Ephemeroptera presentes. El rio San Car-
los es caracteristico de tierras bajas por presentar un lecho
predominado por sustratos de grava y arena, lo cual coincide
con lo indicado por Dominguez et al. (2006) en relacion al
habitat de Varipes. Se observaron algas adheridas a las parti-
culas de grava de mayor tamafo. Las aguas del rio San Carlos
presentaron valores alcalinos de pH y cantidades moderadas
de solidos suspendidos y nutrientes (Tabla 1). Por otra parte,
la cuenca y riberas del rio San Carlos en la zona de estudio
se encuentran moderadamente intervenidas por desarrollos
urbanos y actividades agropecuarias, lo que podria indicar
cierta tolerancia de la especie a la perturbacion del habitat por
actividades humanas.

En las muestras también se encontraron individuos de Ca-
melobaetidius sp. (Baetidae), Thraulodes sp. (Leptophlebii-
dae) y Tricorythodes sp. (Leptohyphidae). Varipes sancarlos
representd 20% de la abundancia de los efemeropteros colec-
tados.
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Hemiptera acuaticos asociados a los estuarios de la costa pacifica colombiana

Aquatic Hemiptera associated to estuaries of the colombian pacific coast

DORA N. PADILLA-GIL!y OSVALDO ARCOS P

Resumen: la mayoria de los hemipteros acuaticos son insectos predadores que habitan en agua dulce, estuarios y mar.
Las familias que incluyen especies de habitat salobres y estuarios son Gerridae y Veliidae. Con el fin de contribuir
al conocimiento faunistico y ecoldgico de los hemipteros acudticos asociados a los estuarios de la Costa Pacifica de
Colombia y de la region del Choco biogeografico, se estudiaron seis estuarios del municipio de Tumaco: El Bajito, El
Morro, Villa del Sol, Agua clara, Chilvi, e Inguapi, donde se realizaron recolecciones y se caracteriz6 el habitat a través
de la medicion de algunos parametros fisicoquimicos del agua. En total se colectaron diez especies, pertenecientes a tres
familias: Gerridae con cuatro géneros Limnogonus, Rheumatobates, Telmatometroides y Trepobates; Veliidae, con dos
géneros Microvelia y Rhagovelia; y un Mesoveliidae, con Mesovelia. Se caracteriza el habitat y se sefialan las especies
mas abundantes por sitio de muestreo. Se registra por primera vez en Colombia la especie Microvelia inquilina y se
adicionan nuevos datos para las especies en la costa Pacifica del departamento de Narifio.

Palabras clave: Pacifico Tropical Este. Patinadores neotropicales. Gerridae. Veliidae. Manglar.

Abstract: Most of the aquatic hemipterans are predatory insects that inhabit fresh waters, estuaries and a few live in
the open ocean. Ocean-dwelling and estuarine-inhabiting families include Gerridae and Veliidae. With the purpose of
contributing to the biodiversity and ecology of aquatic hemipterans associated with estuaries of the Pacific coast of Co-
lombia and the Chocé biogeographical region, six estuaries were studied from the municipality of Tumaco: El Bajito, El
Morro, Villa del Sol, Agua clara, Chilvi, and Inguapi. Aquatic hemiptera were collected and each habitat was characte-
rized measuring physical-chemical parameters of the water. In total, ten species were collected belonging to four genera
Limnogonus, Rheumatobates, Telmatometroides, and Trepobates (Family: Gerridae); and two genera Microvelia and
Rhagovelia (Family: Veliidae); and Mesoveliidae, with Mesovelia. The habitat was characterized and the most abundant
species by sampling place are showed. The species Microvelia inquilina is recorded for the first time. New collection

data are added for the species of the Pacific coast of the department of Nariflo.

Key words: Eastern Tropical Pacific. Neotropical water striders. Gerridae. Veliidae. Mangrove.

Introduccion

La mayoria de hemipteros acuaticos son insectos predadores
que viven en la pelicula superficial del agua; habitan en eco-
sistemas dulceacuicolas, estuarios y marinos. En el Océano
Pacifico Tropical Este (PTE) se encuentran tres especies de
Halobates (Gerridae) pelagicas, con registros de colecta en
Colombia: H. splendens Witlaczi, 1886, H. sobrinus White,
1883 y H. micans Eschscholtz, 1822, esta tltima también
presente en el Océano Atlantico (Cheng et al. 2010; Molano-
Rendon et al. 2005). De acuerdo con Polhemus y Manzano
(1992), otras especies del PTE con distribucion en Colombia
pertenecen a los géneros Rheumatobates (tres spp.) y Telma-
tometroides (una sp.) de Gerridae; Microvelia y Platyvelia
cada uno con una especie y Rhagovelia grupo salina con tres
especies (Veliidae) y Mesoveliidae con dos géneros Mesove-
lia y Darwinivelia, cada uno con una especie.

Halobates es el género mas conocido respecto a su bio-
logia y ecologia (Cheng 1985), con cinco especies pelagicas,
unicas capaces de colonizar este ambiente, su distribucion y
abundancia esta relacionada con la temperatura del agua, las
corrientes oceanicas y la exposicion al sol del cuerpo de agua.
La mayoria prefieren temperaturas mayores a 20°C y tanto la
composicion de la cuticula como el color actan en sinergia

para la proteccion de los rayos solares (Usinger y Herring
1957; Andersen y Cheng 2004).

Buena parte de los estudios biologicos y ecoldgicos de
los hemipteros acuaticos asociados a ecosistemas de manglar
0 marinos neotropicales se refieren a determinadas especies
y temas especificos p. e. Halobates robustus Barber, 1925
de las Islas Galapagos, su alimentacion y comportamiento
como predador y agregacion (Foster y Treherne 1980); las
ninfas de H. robustus y H. micans, en Galapagos (Cheng y
Maxfield 1980); H. sobrinus, del PTE, oviposicion en mar
abierto (Cheng y Pitman 2002); H. micans, en el Atlantico
Norte, patrones de abundancia vs. latitud (Stoner y Humphris
1985); Rheumatobates aestuarius Polhemus, 1969, en la
costa de Baja California en México, asociada a las raices de
mangle (Cheng y Lewin 1971); Rhagovelia plumbeus (Uhler,
1894), ampliamente distribuida desde Florida (E.U.) hasta las
Islas del Caribe y H. hawaiiensis Usinger, 1940 de Hawai,
respecto a los atrayentes sexuales (Cheng y Roussis 1998;
Tsoukatou ef al. 2001).

La costa del Pacifico de Colombia es altamente diversa
como lo sefialan los trabajos de Padilla-Gil (2010a, 2010b,
2010c), con la descripcion de nueve especies: Notonectide:
Buenoa (cinco spp.), Martarega (dos spp.); Gerridae: Tachy-
gerris (una sp.); Veliidae: Rhagovelia (una sp.) todas colec-

! Ph. D., Profesora Asociada, Universidad de Narifio, Ciudad Universitaria Torobajo, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Departamento de Biologia.
Bloque 3, piso 4, Pasto, Narifio, Colombia. dnpadilla@udenar.edu.co Autora para correspondencia. *Zootecnista. Laboratorista, Universidad de Narifio,
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tadas en ecosistemas acuaticos dulceacuicolas cercanos a la
costa, en el municipio de Tumaco. Por otra parte, dos espe-
cies de Rhagovelia grupo salina: R. aguaclara Padilla-Gil,
2010 y R. rosarensis Padilla-Gil, 2010 fueron colectadas en
estuarios del municipio de Tumaco.

En el litoral del Pacifico del departamento de Narifio, los tni-
cos trabajos que hacen referencia a los hemipteros acuaticos
asociados a estuarios son los de Polhemus y Manzano (1992)
quienes incluyen dentro de los sitios de colecta la localidad
de Mosquera y Padilla-Gil (2010d) en Tumaco. Por lo ante-
rior y debido al desconocimiento de los hemipteros acuaticos
presentes en los estuarios de la mayor parte de Tumaco, el
objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento de la
biota de sus estuarios, asi como determinar y caracterizar su
habitat.

Materiales y Métodos

Area de estudio. El municipio de Tumaco se ubica a los
1°48°N 78°51°W, con una temperatura media de 26,2°C y una
precipitacion media anual de 2.191mm; vegetacion, bosque
himedo tropical. Esta zona estd formada por terrenos pla-
nos o ligeramente ondulados, correspondientes a la llanura
del Pacifico. Los estuarios de la costa Pacifica del municipio
de Tumaco representan una unidad ecogeografica, con alti-
tud entre 0-10m y segun Rangel (2004) se definen como una
zona de influencia del agua de mar y de los rios que des-
embocan alli; con vegetacion tipo manglar, comunidades de
playa y bosques dominados por el nato Mora megistosperma
Britton & Rose. Se seleccionaron seis estuarios cercanos a
la costa Pacifica de Tumaco (Fig. 1): -El Bajito, 1°49°20”N
78°46°19”W, 2m.s.n.m. -El Morro, 1°49°71”N 78°43°82”W,
2m.s.n.m. -Villa del Sol, 1°49°49”N 78°44°26”W, 1m.s.n.m.
-Agua clara, 1° 42 65”N 78°46’37”W, 4m.s.n.m. —Chilvi ¢
Inguapi 1°41°78”N 78°45°15”W, 5m.s.n.m.

1
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El Bajito < }.EI Morro
Océano Z iila del sol
Pacifico

— 1°45'
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0 10 Km

Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo.

Colecta del material. Se realiz6 una salida de campo del
21 al 25 de junio del 2010 y se practicé un muestreo en
cada sitio. Los hemipteros acuaticos se colectaron mediante
una red de mano, malla de mm; tres colectores trabajaron
simultaneamente en cada sitio de muestreo por dos horas.
Los especimenes se depositaron en frascos con alcohol al
70% y luego se transportaron al laboratorio de la Universi-
dad de Narifio, Pasto, donde posteriormente se procesaron
y determinaron.

Caracterizacion del habitat. Se midieron los siguien-
tes parametros fisicoquimicos para caracterizar el agua:
pH, pH-metro; Oxigeno disuelto (mg/L), método Winkler
(APHA 1996); conductividad (S/m), conductimetro digi-
tal; temperatura del agua y del ambiente, termometro. Se
determinaron los parametros en tres muestras réplicas, por
cuerpo de agua.

Determinacion del material. Los principales autores con-
sultados son: Nieser y Alkins-Koo (1991), Polhemus y Man-
zano (1992), Nieser y Melo (1997), Aristizabal (2002). Todo
el material estd deposado en la coleccion de entomologia
de la Universidad de Narifio [PSO-CZ] y se relaciona como
material examinado. Las abreviaturas utilizadas son: macho
(M), hembra (H), aptero (apt), macroptero (macr).

Resultados y Discusion

Se capturaron un total de 334 individuos en los seis estua-
rios, correspondientes a diez especies, siete géneros y tres
familias: Limnogonus, Rheumatobates, Telmatometroides y
Trepobates (Gerridae); Microvelia y Rhagovelia (Veliidae) y
Mesovelia (Mesoveliidae). Las localidades que presentaron
el mayor numero de individuos fueron Villa del Sol con 96
individuos (28,7%), seguida de El Bajito con 68 individuos
(20,3%). A continuacion se indican las especies colectadas,
abundancia, habitat y algunas observaciones por estuario.

El Bajito. Se capturaron tres especies: Rhagovelia arcuata
(Polhemus & Manzano, 1992). 1H apt., Rheumatobates pro-
bolicornis Polhemus & Manzano, 1992. 17M apt, 28H apt.
y Telmatometroides rozeboomi (Drake & Harris, 1937). 6M
apt, 16H apt.

El habitat corresponde a ecosistema de manglar (Tabla 1),
suelo lodoso, los especimenes se colectaron en marea baja;
esta parte de la costa tiene contacto directo con el mar. En to-
tal se colectaron 68 individuos, la especie mas abundante de
este sitio es Rheumatobates probolicornis (66,1%), solo pre-
sente en ésta localidad; anteriormente colectada en Mosque-
ra, también en la costa Pacifica del departamento de Narifio y
en los departamentos de Choc6 y Valle del Cauca (Polhemus
y Manzano 1992).

El Morro. Se capturaron cuatro especies: Limnogonus fran-
ciscanus (Stahl, 1859). 1M macr., Rheumatobates longiseto-
sus Polhemus & Manzano, 1992. 3M apt., Mesovelia mul-
santi White, 1879. 2M macr, 2H macr., y Telmatometroides
rozeboomi. 17TM apt, 33H apt.

El habitat corresponde a ecosistema de manglar (Tabla 1),
suelo arenoso, los especimenes se colectaron en marea baja
en un brazo de mar, rodeado por vegetacion secundaria. En
total se colectaron 58 individuos, La especie mas abundante
es Telmatometroides rozeboomi (86,2%). Limnogonus fran-
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ciscanus 'y Mesovelia mulsanti se las puede considerar como
especies visitantes pues todos los especimenes colectados
son alados, euritolerantes y estas especies habitan en ecosis-
temas dulceacuicolas cercanos a la costa.

Villa del Sol. Se capturaron cuatro especies: Trepobates ta-
viori (Kirkaldy, 1899). 1M macr., Mesovelia mulsanti. 2H
macr., Telmatometroides rozeboomi. 13M apt, 19H apt. y
Rheumatobates longisetosus. 23M apt, 38H apt.

Su habitat corresponde a estero, rodeado por vegetacion
secundaria, poco profundo y suelo lodoso, muy cercano a
calles, con alta intervencion antrdpica; agua con baja canti-
dad de oxigeno disuelto (Tabla 1). En total se colectaron 96
individuos, la especie mas abundante es Rheumatobates lon-
gisetosus (63,5%); igual que en el caso anterior Trepobates
taylori y Mesovelia mulsanti, también se pueden considerar
como especies visitantes.

Agua clara. Se capturaron cuatro especies: Trepobates ta-
ylori. IM apt., Rheumatobates longisetosus. 2M apt, 3H apt.,
Telmatometroides rozeboomi. SM apt, 3H apt. y Rhagovelia
aguaclara. TM apt, 6H apt.

Se trata de un estero rodeado por mangle, los especimenes
fueron colectados en marea baja en las raices superficiales
del mangle, el cuerpo de agua permanece umbroso por el fo-
llaje de la vegetacion circundante; presenta alta intervencion
antropica y cerca de vias; agua con baja concentracion de
oxigeno (Tabla 1). En total se colectaron 27 individuos, la
especie mas abundante es Rhagovelia aguaclara (48,1%).

Chilvi. Se capturaron tres especies: Microvelia inquilina Pol-
hemus & Hogue, 1972. IM apt., Rhagovelia aguaclara. 2M
apt, 7H apt. y Rhagovelia arcuata. 26M apt, 11H apt.

Es un estero rodeado por mangle, los especimenes fueron
colectados en marea baja en las orillas del estero, el cuerpo
de agua permanece umbroso por el follaje de la vegetacion
circundante; presenta ligera intervencion antropica; agua con
baja concentracion de oxigeno (Tabla 1).

En total se colectaron 47 individuos con Rhagovelia ar-
cuata como la especie mas abundante (79%), comparte el ha-
bitat con otras dos especies de veliidos. Microvelia inquilina,
que es nuevo registro para Colombia, distribuida en Costa
Rica (Puntarenas; Boca de Barranca) (Polhemus y Manzano
1992).

Inguapi. Se capturaron cuatro especies: Microvelia longipes
Uhler, 1894. 1H macr., Microvelia inquilina. 1M apt, 1H apt.,
Rheumatobates longisetosus. 1M apt, 2H apt. y Rhagovelia
aguaclara. 21M apt, 11H apt.

Es un estero rodeado por bosque, los especimenes fueron
colectados en marea baja, el cuerpo de agua permanece um-
broso por el follaje de la vegetacion circundante; agua con
alta concentracion de oxigeno (Tabla 1).

En total se colectaron 38 individuos, la especie mas abun-
dante es Rhagovelia aguaclara y comparte el habitat con dos
especies de Microvelia: M. longipes, especie visitante, habi-
tante de ecosistemas dulceacuicolas cercanos y con M. inqui-
lina, al parecer restringida a estuarios o ambientes marinos.

Aspectos generales. Los ecosistemas de manglar, donde
habitan estos hemipteros acuaticos, se caracterizan por tem-
peraturas altas tanto ambientales (25-30°C) como del agua
(26,5-30°C), pH neutro 6-7,5 y conductividad de 1 S/m; con
saturacion de oxigeno variable 40-110% (Tabla 1).

Todos los especimenes son mas facilmente colectados en
marea baja. La diversidad por ecosistemas es baja, El Bajito
y Chilvi presentan tres especies y las otras localidades cua-
tro especies. Hay especies ampliamente distribuidas como es
el caso de Telmatometroides rozeboomi, que prefiere aguas
abiertas, con intervencion antropica y Rheumatobates longi-
setosus que se encuentra en los canales con aguas cutrdficas.
Microvelia inquilina se recolecto en dos esteros, Chilvi e In-
guapi, éstos se encuentran muy cercanos, en la hacienda Mar
Agricola y mantienen bosque poco intervenido en su proxi-
midad. Esta especie esta asociada a los agujeros de cangrejos
Ucides en la costa Pacifica de Costa Rica (Polhemus y Man-
zano 1992). Rhagovelia aguaclara prefiere condiciones de
aguas umbrosas rodeadas por vegetacion; es la especie mas
abundante en los esteros Inguapi y Aguaclara. Por otra parte
es una especie hasta ahora registrada a los estuarios de la cos-
ta del municipio de Tumaco, especie similar es Rhagovelia
colombiana, no se colectd en estos sitios, pero estd presente
en la costa Pacifica de los departamentos del Cauca y del Va-
lle (Polhemus y Manzano 1992).

Rheumatobates probolicornis esta restringida al Bajito,
ecosistema abierto, rodeado de mangle y en contacto con mar
abierto; no se encontré con ninguna otra especie del mismo
género, Polhemus y Manzano (1992) la registran junto con
R. carvalhoi Drake & Harris, 1944, esta tltima especie no se
colecto en este estudio.

Cuatro especies de las diez colectadas, Limnogonus fran-
ciscanus, Mesovelia mulsanti, Microvelia longipes y Trepo-
bates taylori probablemente provienen de ecosistemas dul-
ceacuicolas cercanos y que llegaron como visitantes. No se
colectaron especies de los géneros Halobates, Platyvelia y
Darwinivelia, registradas para el Pacifico de Colombia por
Polhemus y Manzano (1992), posiblemente porque su biotopo
presenta otras condiciones ambientales. De las diez especies

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de las aguas superficiales de seis Estuarios de Tumaco, junio 2010, en condiciones

normales.
Parametros fisico-quimicos El Bajito El Morro Villa del Sol Agua clara Chilvi Inguapi
Temperatura aire °C 25,5 29 30 27 25 25,5
Temperatura agua °C 30 29 28,5 28 26,5 27
pH 7,5 75 75 6 6 6
Conductividad S/m 1 1 1 1 1 1
Oxigeno disuelto mg/L 110 110 40 52 65 108
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colectadas en los seis estuarios estudiados, cuatro especies
presentan distribucion restringida para Colombia, es posible
que las condiciones ambientales y latitudinales (proximas al
Ecuador) determinen su abundancia y distribucion.

Se determinaron las especies de hemipteros acuaticos
presentes en seis estuarios de la costa Pacifica del municipio
de Tumaco y se caracteriz6 el habitat. Seis especies estan es-
trechamente asociadas a los estuarios y cuatro al parecer son
visitantes, euritolerantes respecto a la salinidad del agua.

Los ecosistemas estudiados representan comunidades
ecologicas cercanas espacialmente, que comparten tempera-
turas mayores a 26,5°C e igual conductividad; sin embargo su
composicion y abundancia de hemipteros acuaticos es ligera-
mente diferente; al parecer estos aspectos estan relacionados
con determinados ambientes, cuyos biotopos se caracterizan
por la vegetacion circundante (vg., manglar), el sustrato, la
proximidad al mar abierto, el grado de eutrofizacion del cuer-
po de agua y la tolerancia especifica ante los factores ambien-
tales. Estas observaciones son preliminares y estan sujetas al
tiempo y espacio en que se realizaron, sin embargo sirven de
base para futuras investigaciones sobre la biologia y ecologia
de los hemipteros acuaticos en el litoral pacifico de Colombia
y del Chocé biogeografico.

Se contribuye con un nuevo registro para Colombia de la
especie Microvelia inquilina y se proporcionan nuevos datos
de distribucion geografica y ecologicos para las especies in-
cluidas en este estudio, principalmente para R. aguaclara y
Rheumatobates spp.
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Scientific note

Predation behavior of the Myrmeleon brasiliensis
(Neuroptera: Myrmeleontidae) larval instars

Comportamiento de depredacion de los estadios larvales de Myrmeleon brasiliensis (Neuroptera: Myrmeleontidae)

LUCIMARA MODESTO NONATO! and TATIANE DO NASCIMENTO LIMA?

Abstract: Myrmeleon brasiliensis larvae are predators that use the sit-and-wait tactic to catch their prey, and to fulfill
this pit-making funnel traps in the sandy soil and remain buried waiting for prey to slip. The objective of this study was
to observe the predation behavior of larvae of M. brasiliensis in the three larval instars, for this leaf cut ant were col-
lected manually and offered within the plastic pots as prey for 14 larvae of 1*! instar larvae, 33 of 2" and 3™ instar. It was
counted the number of attacks of the predator to prey, the number of escapes from jail and the success of prey capture
for each larva of M. brasiliensis. The larvae of M. brasiliensis 1% instar attacked more times its prey, followed by larvae
of 2 and 3" instar. On the number of escape of prey, there was no significant difference in this behavior among larvae.
Regarding the success in capturing prey, the larvae of 3" instar were more successful, with a predation rate of 96.96%,
followed by the larvae of 2 (69.70%) and 1% instar (14.28 %).

Key words: Ant-lion. Foraging. Predator.

Resumen: Las larvas de Myrmeleon brasiliensis son depredadoras que utilizan la estrategia de forrajeo de tipo “sit-
and-wait” para capturar a sus presas y asi construyen trampas en forma de embudo en el suelo arenoso y permanecen
enterradas esperando que caigan las presas. El objetivo de este trabajo fue observar el comportamiento de depredacion
de las larvas de M. brasiliensis en los tres instares larvales, para eso, se recolectaron hormigas cortadoras y se ofrecieron
manualmente como presas a 14 larvas de 1° instar y 33 de 2° y 3° instar. Se conto6 el numero de ataques del depredador
a la presa, el nimero de escapes de la presa y el éxito de captura de presas de cada larva de M. brasiliensis. Las larvas
de M. brasiliensis de 1° instar atacaron mas a sus presas, seguidas por las larvas de segundo y tercer instar. En cuanto
al nimero de escapes de las presas, no se observo diferencia significativa para ese comportamiento entre las larvas. En
relacion al éxito en la captura de las presas, las larvas de 3° instar presentaron mas éxito, con una tasa de depredacion

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9101

de 96, 96%, seguida por las larvas de 2° (69,70%) y 1° instar (14,28%).

Palabras claves: Depredador. Forrajeo. Hormiga ledn.

Introduction

Several types of foraging strategies can be employed by
predators in search for preys. These models may range from
the ambush, in which the predator waits for its prey, to ac-
tive search, when, as the name suggests, the predator hunts
the prey (Nilsson 2006; Scharf et al. 2006). Depending on
the behavior, the capture of preys may be determined by sev-
eral factors, such as their morphology, the kind of prey, the
structure of habitat, the presence of competitors, the physical
conditions and the interactions among them (Endler 1991).
In this context, a large array of tactics of capture and subju-
gation of preys arise; and, for the same species, adults and
young specimens may adopt diverse strategies (Bekoff 1983).

Ant-lion (Neuroptera, Myrmeleontidae) larvae are preda-
tors that use the tactics of ambush for catching their preys.
These larvae build funnel-shaped traps in the sandy soil and
remain interred while waiting for their preys, arthropods that
move on the soil surface, to fall into their traps (Crowley and
Linton 1999; Lomascolo and Farji-Brener 2001; Napolitano
1998). On falling into the traps, the preys find difficulty es-
caping because of the sand granulation and the inclination of
the funnel walls, and are therefore easily subjugated by the
larvae (Devetak 2005; Devetak et al. 2005). Other factors,
such as the availability of sites with dry and sandy soil for

the building of the funnels, the texture and temperature of
soil, the abundance of preys and the competition for space
between the larvae are variables that may affect the costs and
benefits of foraging (Faria et al.1994; Heinrich and Heinrich
1984; MacClure 1976; Prado et al. 1993).

Larvae of ant-lion Myrmeleon brasiliensis (Navas, 1914)
go through three instars before the formation of pupa. Each
instar lasts about 26 days, depending on the diet of the lar-
vae (Missirian et al. 2006). First-, second- and third-instar
M. brasiliensis present a mean body size of 4.3 (S.D.: £
0.55mm), 6.1 (£ 0.92mm) and 9.9 (£ 1.23mm), respectively
(Missirian et al. 2006). Lima and Faria (2007) observed that
there is a positive relation between body size of M. brasilien-
sis and trap size, and researchers who studied other ant-lion
larvae species (e.g. Allen and Croft 1985; Day and Zalucki
2000; Faria et al. 1994; Griffths 1980, 1986; Heinrich and
Heinrich 1984) observed that the increase in both body size
and trap size are positively related to the success of capturing
preys.

Thus, because the changes of instars of M. brasiliensis
larvae yield an increase in their body size and, consequently,
in their trap size, the larvae’s changes of phases may eventu-
ally affect their foraging behavior. The objective of this note
was to describe the way different larval stages of M. brasil-
iensis behave during the capture of preys. This study presents
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three specific objectives: 1) to compare the number of times
M. brasiliensis ant-lions attack their preys in the three instars;
2) to compare the number of times the preys of M. brasilien-
sis manage to escape in the three instars; and 3) to compare
the prey capture success by M. brasiliensis in the three in-
stars.

Materials and Methods

M. brasiliensis larvae were collected in the municipality of
Aquidauana, Mato Grosso do Sul, in a permanent protec-
tion area - Area de Prote¢@o Permanente (APP) (20°26°25”S,
55°39°21”W) - belonging to the State University of Mato
Grosso do Sul, in October 2008. The experiments were con-
ducted in the Zoology Laboratory of the Federal University
of Mato Grosso do Sul, campus of Campo Grande, from Oc-
tober 2008 to May 2009.

The larvae had their funnel diameter noted and were later
collected with the help of a spoon and stored in plastic bags
with some sand from the site of origin to be transported to
the laboratory. In order to differentiate the instars, the larvae
had their body length (head-abdomen) and cephalic capsule
width measured with the help of a digital caliper (resolution
0.01mm). After the trial they were stored individually in
transparent plastic pots (13cm in length and 10cm in diam-
eter) with sand.

To assess the predation behavior, the following experi-
ment was performed: workers of leaf-cutting ant, Atta lae-
vigata (S. Smith, 1858), with mean size of 5.78+1.09mm,
were collected and manually offered in the plastic pots as
preys for 14 first-instar larvae and 33 second- and third-
instar larvae. Each larvae was fed only once with only one
ant. During the experiment the larvae were observed for five
minutes and then three variables were counted: the number
of attacks of the predator on the preys (attack was so con-
sidered when there was a rapid movement of jaws throwing
sand, in an attempt to reach the preys for them to fall into
the bottom of the trap); the number of prey escapes (escape
was so considered when the larva releases its prey for it to
leave or not the trap); and the successful capture of preys
for each M. brasiliensis larva (successful capture was so
considered when the larva seizes the prey with its jaws and
submerges it in sand).

Kruskal-Wallis test (followed by Dunn test) was used to
compare the number of attacks of M. brasiliensis larvae on
their preys and the number of escapes of preys in the three
larval instars. The comparison among the successful capture
of preys throughout the three instars was assessed by the 3X2
contingence table utilizing G Test.

Results

The diameter of the funnels varied from 14.7 to 27.9mm; the
larvae’s body length, from 1.91 to 10.17mm; and the cephalic
capsule, from 0.48 to 1.44mm. The variations in size among
the instars can be observed in Table 1.

When the preys were offered to M. brasiliensis larvae,
they all tried to seize them by moving head and mandible.
The pattern of capture of first-instar larvae was to attack their
preys with assaults on the legs and, later, on the abdomen,
whereas second- and third-instar larvae would attack their
preys directly on the abdomen, which made capture and ma-
nipulation easy.

First-instar M. brasiliensis larvae attack their preys more
often, followed by second-and third-instar larvae (Kruskal-
Wallis, df =2, p< 0.001). Dunn test, performed later, showed
that this difference occurred among first- and third-instar
larvae. The mean number of attacks observed for first-, sec-
ond- and third- instar larvae was 38.0 (minimum 1-maximum
171), 18.3 (min. 1 — max. 84) and 7.6 (min.1 — max. 32) (Fig.
1), respectively.

No significant difference was seen regarding the num-
ber of escapes of the preys, although first-instar larvae had a
higher average of escapes (2.6 + 3.20, against 1.81 + 1.46 and
1.3 + 1.45 for second and third-instar larvae, respectively).
First-instar larvae, even attacking their preys more often, did
not manage to seize them effectively, that is, the attack did not
involve any kind of contact with the preys, which therefore is
not characterized as an escape. On the other hand, other instar
larvae (especially third) attacked less often and, when the at-
tack occurred, M. brasiliensis managed to capture their preys
in an efficient way, which contributed for the sharp decrease
in number of escaping.

Third-instar larvae were more successful in capturing
preys (96.96%) whereas first- and second-instar larvae cap-
turing 14.28 % and 69.7 % respectively.

Discussion

Larvae at the beginning of development attacked more of-
ten than third-instar ones. Heinrich and Heinrich (1984)
observed that first-instar Myrmeleon immaculatus DeGeer,
1773 larvae did not consume ants (Camponotus herculeanus
L. 1758) whose body size ranges from 9 and 10mm. Mis-
sirian et al. (2006) observed that first-instar M. brasiliensis
did not attack leaf-cutting ants (4#ta spp) with body size big-
ger than 5.24+1.91 mm. In this paper, working with preys
with mean body size of 5.78+1.09 mm, it was seen that most
larvae attacked only once or twice and, in not being success-
ful, ignored the prey whereas a minority (three larvae) at-
tacked their preys many times (more than 100). This behavior
represents a laboratory situation, in which the prey size was
standardized to different sizes of M. brasiliensis. Probably if
the prey size varies positively with size ant-lion larvae, the
number of attacks at the preys would not vary between dif-
ferent instars of M. brasiliensis.

The animals are susceptible to decisions such as where
to forage and what to eat (Scharf et al. 2010). Furthermore,
predators tend to have a more efficient foraging behavior if,
after attacking their preys, they begin to adjust their behav-
ior in order to enhance their success rate (Dall ef al. 2005;
Iwasa and Higashi 1981). First-instar M. brasiliensis larvae
may have ignored the preys because they do not represent
a suitable energy return, as the cost of capture is very high.
Also, the bigger the prey, the more significant the destruc-
tion caused to the trap during the attempt to capture (Griffiths
1980). The building and maintenance of traps require energy
(Griffiths 1986); larvae having their trap disturbed present a
growth rate reduced in 50% when compared with the ones
whose trap was not disturbed (Griffiths 1980). Thus, smaller
larvae would tend to ignore large preys, avoiding the expen-
diture with capture and a later trap re-building.

There was no significant difference in the number of prey
escape among the instars. Smaller larvae did not manage to
seize their preys, therefore no escape was seen (see method-
ology). On the other hand, when bigger larvae managed to
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do it, the attack was successful and, in this case, no escape
occurred either. In the field, the capture rate of ant-lion lar-
vae is quite reduced (Heinrich and Heinrich 1984) and, since
smaller larvae do not manage to efficiently seize their prey in
the first attack, they start suffering from inanition. Faria et al.
(1994) observed that, in a population of Myrmeleon unifor-
mis (Navas, 1936) smaller individuals tend to disappear more
often than bigger individuals, which, besides being more suc-
cessful during foraging, also bear a longer period without
food. Coelho ef al. (2008) and Cohen (1998) draw the atten-
tion to the fact that, for predators with extra-oral digestion
(bugs, spiders and ant-lion larvae), the predator-prey contact
is extremely relevant. It should occur in such a way that the
predator manages to immobilize the prey so as to inject the
toxins of digestion in the tissues and, then, perform the inges-
tion of liquefied content.

Third-instar bigger larvae present an efficient predation
behavior, demonstrated by few attacks to the prey and highly
successful capture (96.96%). For these larvae, the higher suc-
cess in capture of preys is due to both body size and trap
characteristics, since bigger larvae manage to use their long
mandible to seize the prey directly at the abdomen, unlike
smaller larvae that tend to seize preys at legs, and then at the
abdomen. On seizing the prey at the abdomen, ant-lion larvae
shake them to break their exoskeleton and then release diges-
tive enzymes (Devetak 2005).

Regarding the relation between trap size and successful
capture, it can be observed that, on falling into the traps, the
prey has more difficulty escaping due to the greater depth of
the trap and also because the larvae use their mandibles to
throw sand against the prey. This makes its escape difficult,
causing it to slide more easily downwards the trap, where
the larva can seize it. Dias et al. (2006) observed that the
probability of escape of Myrmeleon sp. preys decreases as
the funnel diameter enlarges, and predicted that when fun-
nels have diameters about eight times larger than the prey
size, the probability of escape decreases in 50%. Moreover,
this efficiency may also be associated with the knowledge
“older” larvae have of vibration signal on the sand and
availability of preys going together (Devetak 1998; Guil-
lette et al. 2009).

Thus, through of laboratory experiments, in which the
prey size was standardized, it can be concluded that changes
in the larval stage of M. brasiliensis affect its predation be-
havior. Larvae at the beginning of development attack their
preys many times, generating greater investment in capture
of preys; this larger investment, though, does not yield an
increase in the accomplishment of predation. On the other
hand, larvae at the end of development present a more effi-
cient predation behavior, occurring few attacks to preys and a
highly successful predation. Probably under field conditions,
in which, the prey size varies, the larvae efficiency of first
instar in the capture of small preys, it would be similar to
larvae of second instar, and principally of the third instar in
the capture of the big preys.
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Staphylinidae y Nitidulidae (Coleoptera) asociados a inflorescencias
de Etlingera elatior (Zingiberaceae)

Staphylinidae and Nitidulidae (Coleoptera) associated with inflorescences of Etlingera elatior (Zingiberaceae)

MARGARITA M. LOPEZ-GARCIA'?, DIANA M. MENDEZ-ROJAS'? y ROCIO GARCIA CARDENAS'#

Resumen: Se caracteriz6 la fauna de estafilinidos y nitidulidos asociados a las inflorescencias de Etlingera elatior, en
relacion con su senescencia. Se colectaron 322 estafilinidos, distribuidos en cinco subfamilias y 28 morfoespecies; y
301 nitidulidos pertenecientes a dos subfamilias y ocho morfoespecies. Los géneros mas abundantes fueron Colopterus
(Nitidulidae) y Coproporus (Staphylinidae). Staphylinidae fue mas diversa que Nitidulidae, en términos de estructu-
ra de la comunidad. No se encontraron diferencias significativas en la abundancia y riqueza de las familias entre los
estados de senescencia. Los estafilinidos fueron oportunistas y visitantes ocasionales que aprovechan los recursos que
ofrecen las inflorescencias de E. elatior; mientras que los nitidiilidos mostraron una mayor asociacion entre sus ciclos
de vida y esta planta.

Palabras clave: Diversidad. Estafilinidos. Nitidulidos. Baston del Emperador. Quindio.

Abstract: Staphylinid and nitidulid fauna associated with Etlingeraelatior inflorescences was characterized, in relation
to their senescence. 322 rove beetles belonging to five subfamilies and 28 morphospecies were collected; and 301 niti-
dulids belonging to two subfamilies and eight morphospecies were found. The most abundant genera were Colopterus
and Coproporus. Staphylinidae was more diverse than Nitidulidae in terms of community structure. There were not
statistically significant differences in abundance and richness of each subfamily among senescence stages. Rove beetles
were opportunists and casual visitors taking advantage of resources that inflorescences of E. elatior offer; while sap

https://doi.org/10.25100/socolen.v37i2.9102

beetles showed a stronger association between their life cycles and this plant.

Key words: Diversity. Rove beetles. Sap beetles. Red Torch Ginger. Quindio.

Introduccion

Las fitotelmata, son microhdbitats acuaticos formados en
estructuras de plantas terrestres como las bracteas de flores
o bromelias (Kitching 2001). Estas son importantes para al-
gunas comunidades de insectos, pues muchos grupos se han
adaptado a la dinamica de floracién y a los cambios en la
entrada de nutrientes de varias especies de plantas (Kitching
2000). Los insectos han sido estudiados en asociaciones con
familias como Gesneriaceac, Marantaceae, Zingiberaceae
y Heliconiaceae, siendo Coleoptera uno de los grupos mas
comunmente encontrados (Seifert y Seifert 1979; Greeney
2001).

Dentro de Coleoptera, los nitidtlidos y estafilinidos con
2.800 y 55.440 especies descritas en el mundo, respectiva-
mente (Habeck 2002; Grebennikov y Newton 2009) son uno
de los grupos mas importantes tanto taxonémica como eco-
logicamente, ocupando una gran variedad de nichos (Newton
et al. 2005; Buchholz et al. 2008) que incluyen diferentes
estructuras de plantas. Habeck (2002) reporta las bracteas,
hojas, flores y frutos que contienen depositos de agua como
habitats probables para algunos nitidulidos. Henao y Ospina
(2008) documentan estafilinidos en especies de heliconias vy,
Frank y Barrera (2010) estudian el comportamiento de Belo-
nuchus en bracteas de heliconias.

Etlingera elatior (Jack) Smith 1986, de origen indone-
sio, es la especie de su género mas cultivada como orna-
mental en el mundo (Jaafar 2007); sin embargo, no existen
reportes especificos sobre su asociacion con comunidades

de insectos. Henao y Ospina (2008) la incluyen dentro de
una caracterizacion de insectos en varias plantas ornamen-
tales, pero no especifican la entomofauna asociada a esta
especie. En este trabajo se caracterizo la comunidad de es-
tafilinidos y nitidulidos asociados a las inflorescencias de E.
elatior, debido a que son unas de las familias mas abundan-
tes en este microhabitat.

Materiales y Métodos

Se realizaron cuatro muestreos cada 15 dias entre el 3 de oc-
tubre y 14 de noviembre de 2008, en el Parque de la Vida
(4°31°57”°N 75°40°44”0; 1450 m.s.n.m); ubicado en el peri-
metro urbano de Armenia (Quindio). E. elatior se encuentra
en las orillas de los lagos artificiales y presenta agrupaciones
en colonias separadas entre si por mas de 2 6 3m. Durante las
cuatro visitas, se muestrearon nueve colonias obteniendo 36
unidades de muestreo y un esfuerzo de 25 horas/hombre. Los
estados de senescencia de las inflorescencias se establecieron
a partir de su fenologia (Shechan 1958; Branney 2005): 1E.
Inicio de antesis (Bracteas estériles); 2E. Antesis (Bracteas
con flores maduras); y 3E. Infrutescencia (Bracteas descom-
puestas).

Los especimenes se colectaron en viales con alcohol
(70%) y se almacenaron en la Coleccion de Insectos de la
Universidad del Quindio (CIUQ). Para la determinacion
taxondmica se consultd a Habeck (2002) y Navarrete-He-
redia et al. (2002). Para evaluar la diversidad local de cada
familia, se cuantific la abundancia y riqueza; y se calcularon

! Centro de estudios e Investigaciones en Biodiversidad y Biotecnologia (CIBUQ). Universidad del Quindio. A.A. 460. Armenia, Colombia.? Bidloga. Uni-
versidad del Quindio. margaralopezg@gmail.com. Autora para correspondencia. * Bidloga. Universidad del Quindio. dianamendez04@gmail.com * Bidloga
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los indices de Simpson (D) y Pielou (J) (Biodiversity Pro).
Para comparar la abundancia y riqueza de escarabajos entre
los estados de senescencia, se realizd6 un ANOVA paramétri-
co (Statgraphics Plus 5.1).

Resultados

Se colectaron 623 escarabajos, de los cuales 322 pertenecen
a Staphylinidae y se distribuyen en cinco subfamilias y 28
morfoespecies. Los 301 individuos restantes pertenecen a
Nitidulidae, representando ocho morfoespecies de dos subfa-
milias (Tabla 1). Cillaeinae (Nitidulidae) presentd el mayor
numero de individuos (272), seguido por las subfamilias de
Staphylinidae, Aleocharinae (172), Tachyporinae (124) y
Staphylininae (20). Las morfoespecies mas abundantes fue-
ron Colopterus sp. 1 (Nitidulidae) y Coproporus sp. 1 (Sta-
phylinidae). Para Nitidulidae, se obtuvo una equitatividad
baja (J=0,28) y valores altos de dominancia (D=0,84); mien-
tras que Staphylinidae mostré una estructura de la comunidad
mas equitativa (J=0,78, D=0,30).

Los estafilinidos fueron abundantes tanto al inicio (1E)
como al final de la floracion (3E), mientras que los nitidtlidos
mostraron mayor abundancia al inicio (1E) (Tabla 1). A pesar
de la alta abundancia de esta familia, su riqueza no alcanzé
las ocho morfoespecies en ningin grado de senescencia. Por
el contrario, Staphylinidae mostré6 mayor abundancia en flo-
res descompuestas (3E) y su riqueza fue similar en los tres
estados. Sin embargo, no se encontraron diferencias signi-
ficativas en la abundancia (AB) y la riqueza (RQ) de espe-
cies entre los grados de senescencia, ni para Nitidulidae (AB:

F=2,72, p=0,07; RQ: F=1,04, p=0,36) ni para Staphylinidae
(AB: F=2,65, p=0,07; RQ: F=2,62, p=0,07).

Discusion

Las inflorescencias de E. elatior acumulan humedad y mate-
ria organica a medida que senescen, proporcionando un habi-
tat propicio para muchos invertebrados similar al presentado
en otras especies de plantas como bromélias (Greeney 2001).
Esto explica la frecuencia de muchos insectos (Coleoptera,
Diptera, Dermaptera, Hymenoptera), aracnidos y anélidos
durante el muestreo (obs. pers.). Sin embargo, Nitidulidae y
Staphylinidae fueron los taxa mas frecuentemente encontra-
dos. Segun Prince y Young (2006), los nitidulidos de Carpo-
philinae y Cillaeinae son comunmente colectados en flores,
inflorescencias y frutos. Asimismo muchos estafilinidos han
sido reportados en inflorescencias o bracteas de heliconias,
palmas y bromelias (Greeney 2001; Greeney 2004).
Nitidulidae fue menos equitativa que Staphylinidae por
la alta abundancia de Colopterus, que abarca mas del 80%
de las colectas de esta familia. Este género es comunmen-
te colectado en sustratos con abundante materia organica y
azucares fermentados (Prince y Young 2006), explicando
su dominancia en estas inflorescencias. Por otro lado, Sta-
phylinidae present6é una mayor diversidad debido a que este
microhabitat contienen materia organica utilizada por sapro-
fagos y detritivoros como muchos tachiporinos (Navarrete-
Heredia et al. 2002), y a la vez albergan otros insectos que
sirven de presas para los estafilinidos predadores (Greeney
2004; Frank y Barrera 2010). La baja abundancia de las es-

Tabla 1. Nitidulidos y estafilinidos recolectados en diferentes estados de senescencia (1E, 2E y 3E) de las inflorescencias de Etlingera elatior.

Estado de senescencia

Estado de senescencia

Taxa Total Taxa Total
1E 2E 3E 1E 2E 3E
Nitidulidae Staphylinidae
Carpophilinae Aleocharinae
Brachypeplus sp. 0 1 0 1 Hoplandria sp. 1 0 0 1
Carpophilus sp. 8 7 0 15 Aleocharinae sp.1 7 2 10 19
Cillacinae Aleocharinae sp.2 25 13 49 87
Colopterus sp.1 170 49 37 256 Aleocharinae sp.3 0 2 1 3
Colopterus sp.2 15 6 1 22 Aleocharinae sp.4 10 0 13 23
Nitidulidae sp.1 0 1 0 1 Aleocharinae sp.5 0 2 3 5
Nitidulidae sp.2 1 1 0 2 Aleocharinae sp.6 16 0 9 25
Nitidulidae sp.3 2 1 0 3 Aleocharinae sp.7 4 0 2 6
Nitidulidae sp.4 1 0 0 1 Aleocharinae sp.8 0 0 4 4
Staphylinidae Aleocharinae sp.9 1 0 0 1
Megalopsidiinae Aleocharinae sp.10 0 4 0 4
Megalopinus sp.1 0 0 2 2 Aleocharinae sp.11 1 0 0 1
Megalopinus sp.2 0 0 1 1 Aleocharinae sp.12 0 0 1 1
Staphylininae Omaliinae
Belonuchus sp.1 0 0 1 1 Phloeonomus sp. 0 1 0 1
Belonuchus sp.2 2 0 3 5 Tachyporinae
Paederomimus sp.1 2 0 3 5 Cilea sp. 0 1 0 1
Paederomimus sp.2 0 0 1 1 Coproporus sp. 1 56 8 51 115
Paederomimus sp.3 0 3 3 6 Coproporus sp. 2 1 0 0 1
Philonthus sp. 0 0 1 1 Tachyporinae sp.1 0 0 1 1




Estafilinidos y nitidulidos en Etlingera elatior ~ 359

pecies encontradas indica que la mayoria de estafilinidos son
oportunistas y visitantes ocasionales.

Aunque no hubo relacion entre la diversidad de escaraba-
jos y los estados de senescencia, se observo una mayor abun-
dancia de estafilinidos cuando las inflorescencias estan mas
descompuestas y hay mayor cantidad de larvas de dipteros.
Esto ha sido observado por Greeney (2004), en las bracteas
descompuestas de las flores de Iriartea deltoidea Ruiz & Pav.
(Arecaceae). En contraste, Nitidulidae, especificamente Co-
lopterus sp. 1, mostré mayor abundancia al inicio de la flo-
racion, donde se observaron varios eventos de copula. Este
comportamiento ha sido documentado para varios nitidilidos
en otras plantas, donde estas especies desarrollan su ciclo de
vida (Udovic 1986). Sin embargo, es necesario realizar crias
en laboratorio de Colopterus sp 1, con el fin de confirmar el
desarrollo de la especie en E. elatior.
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Sugarcane 16-20

Sumilarv 91-94

Tabla de vida 21-25, 62-64, 66, 117
Tamarindus indica 174
Tanypodinae 162, 163
Tarsonemidae 228

Taxonomia 331, 341
Taxonomy 331, 341

Tecia solanivora 1, 3, 5-7,27, 33, 34
Temefos 9, 92, 94
Tenebrionidae 251

Termitas 36-41

Tetranychidae 62, 65, 66
Tetranychus cinnabarinus 21-25, 62, 63
Tetranychus desertorum 62
Tetrastichus sp 240

Theobroma 80

Thrasorinae 137, 139
Thrasorino 137

Thrasorus 137

Tobén Flor Angela 251
Tolerante 16

Tomate 210

Torres C Yusdiel 162
Tortricidae 67, 68, 70
Toxicidad 192, 269
Trialeurodes vaporariorum 210
Trichogramma 238
Trichogramma acacioi 238
Trichogramma caiaposi 238
Trichogramma demoraesi 238
Trichogramma maxacalii 238
Trichogramma pratissolii 238
Trichogramma soaresi 238

Trichogrammatidae 238
Tricorythodes caunapi 327
Tropics 305

Ulumoides dermestoides 251
Uribe S. Sandra Inés 273
Valle Javier 269
Vargas-Osuna Enrique 192
Varipes 346

Varipes sancarlos n. sp. 346
Vector 8-15, 77-94

Veliidae 350

Vendramim José D. 16
Vigosa 80 82 83

Vigna radiata 251
Villalobosothignus 128
Villamizar R Laura 27
Wasmannia auropunctata 279
Witzgall Peter 1
Xerosaprinus sp 103, 105-108
Xilanasa 167

Xilella fastidiosa 77
Xilofagos 56 57

Xylocopa 313

Xylocopini 313

Yepes Francisco 152
YMMYV 77-79

You-Qing Luo 240

Zambrano-Gonzalez Giselle 117

Zamora E Humberto 183
Zea mays 82,36, 217
Zhang Mengqi 95

Zhuang Quan 95, 96, 98, 100, 102

Zingiberaceae 357
Zoocria 117-119

Fe de erratas numero 37 (2)

Por error involuntario el trabajo de la pagina 244 a la 248 y los trabajos de las paginas 318 a la 359 tienen

como numero de revista 37 (1) cuando en realidad es 37 (2).
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A. albopictus 269 Araya Clericus Jaime 56
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A. podalyriaefolia 80, 81 Arcos P. Osvaldo 350

A. truncatipenne 164 Area foliar 228

Abd El-Ghaffar Nahed Ibrahim 192 Argueta Ana L. 269

Abeja-real 121 Armbrecht Inge 279

Abejas carpinteras 313 ARN interferente 167

Abejas sin aguijon 121, 126, 127 Aspartico proteasas 183

Abejas sociales 121 Asteraceae 25, 113, 117
Abundancia 83, 87, 103-109, 118, 158 Auad Alexander M. 198, 244
Acacia 80 Auchenorrhyncha 80

Acacia podalyriaefolia 80 Augusto Solange Cristina 313
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Acaro blanco 228 Bacillus thuringiensis 192

Aceite 251 Baculoviridae 27, 34
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Acridomorpha 140, 144 Baetidae 346
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Anisagrion allopterum 164 Body size 305

Anisagrion inornatum 164, 165 Bohorquez Hugo 305
Anisolabididae 234 Bolafos-Martinez [von Andrea 117, 118, 120
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Anopheles punctimacula 256 Brachiaria plantaginea 244
Antibiosis 16, 19 Brachiaria ruziziensis 244
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Bricefio Valdivia Romina 62
Broca del café 167, 173, 174
Brochero Helena L. 71
Bromeliaceas 162

Bueno Mari Rubén 84, 86, 88, 90
C. columbianus 49, 52, 53, 54
C. punctatissimus 49
Caballitos del diablo 164, 165
Cabbage moth 223
Caesalpina pulcherrima 174
Cai Jifeng 95

Cajanus 80

Calliphoridae 273

Campo J Ary A. 36

Campos Vicente P. 203
Cantaloupe 21, 22, 23, 24
Cantor R Fernando 210

Cana de aztcar 198
Capsicum annuum 71

Caqueta 36, 37, 41, 128, 132, 159, 160

Carlavirus 77

Carnevale Nelida 294
Caryocar brasiliense 289
Caryocaraceae 289
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Catenes 128-136
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134, 143, 145, 146, 155, 159
Caucho natural 36, 37, 40, 41
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Cercopidae 16, 18, 19, 20, 198
Chaves-Alves Talles Marques 313
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Chicharritas 77

Chinches 128, 331
Chironomidae 162, 163
Chizas 152

Cholula 128-136
Chrysomelidae 249

Cicadas 341

Cicadélidos 77, 79
Cicadellidae 77

Cicadidae 341

Cicadoidea 341

Citocromo b 273

Citocromos P 450, 167
Citogenética 173

Citrus 80

Claudioperla 305

Clave taxonémica 72, 152
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CMV 77,79
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Cola Zanuncio José 80, 82, 238
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173, 183
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Collembola 157, 158
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Complejo falico 140-144
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249

Control de Malaria 256
Control de vectores 262, 269
Control microbiano 198
Convolvulaceae 249
Coptotermes 36, 40, 42
Corduliidae 164, 165

Corn plants 82, 83
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Corthylus zulmae 48, 49, 51, 53, 54, 55

Costa Emmanoel V. 262
Costa Valmir A. 249
Cotes Alba Marina 1
Crambidae 71, 75, 76

Cria 2, 4, 14, 28, 48, 49, 50, 52, 54, 72, 73,75, 94, 117, 118,

119, 120, 121, 126, 127

Criaderos larvarios 84, 87
Cucomovirus 77

Cucumis melo 8 21, 23

Cuéllar J. Maria Elena 8, 10, 12, 14
Cui Ya-Qin 240

Culex pipiens 84, 87

Culicidae 84, 89, 90, 93, 94, 256, 262, 269

Culicidos 84, 85, 86, 87, 89
Culiseta longiareolata 84, 87, 89

Cundinamarca 1, 2, 3, 28, 71-76, 120, 129, 130, 132, 133,

145, 149, 152, 155, 157, 158
Curculionidae 48, 49, 55, 105, 113
Cure José Ricardo 210
Cyclocephalini 152, 155

Cydia pomonella 2, 68, 70

Cytb 273

da Silva Paulo Pedro 223
DaBV 77,79

Damselfly 164, 165

Danainae 117

Darwinivelia 350

DAV 77

de Brito Carlos Henrique 234
de Jesus Fabiene Maria 289

de Morais Rosana M. 67, 68, 70
de Oliveira Harley Nonato 238

de Oliveira Monteiro Caio Marcio 198

de Souza Luna Josiane 223
Delonix 80
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Deltochilum scabriusculum 103, 105, 108 Euceroptrinae 137

Demolin Leite Gernano Leao 289 Eugenia sp 137

Dengue 91, 92, 94, 262 Eulophidae 249

Depresion 251 Eumastacidae 140, 144
Dermaptera 234 Exorista larvarum 240

Desarrollo postembrionario 22, 62, 63, 64, 66 Extradomicilio 256
Deuteromycota 36, 37 Fabaceae 137

Diamondback moth 223 Fagaceae 6, 56, 57, 60

Dianthus caryophyllus 21 Fagundes Pereira Fabricio 238
Dias Lucimar G. 327 Fauna neotropical 128, 331

Diaz M Ana Elizabeth 71, 72, 74, 76 Feng Hua 95

Diaz S Juan 77 Fenologia 103, 105, 106, 107, 121
Dinamica poblacional 24, 48, 49, 50, 117 Fernandes Geraldo Wilson 289
Dioscorea rotundata 77, 79 Feromonas 1, 5, 49
Dioscoreaceae 77 Ferreira de Lima Maria Raquel 223
Diptera 84, 89, 90, 94, 95, 96, 100, 101, 102, 104, 113, 162,  Ferreira Paulo S. F. 327

163, 256, 262,273,318 Fidicina 341

Dipteryx 80 Fidicinini 341

Discoid gall 289 Fidicinoides 341

Diversidad 62, 74, 75, 83, 89, 103, 104, 105, 107, 109, 110, Figitidae 137, 139

111, 117, 128, 143, 150, 163, 357 Fingerprints 173

Dolichoderinae 159, 160, 161 Fitoseidos 62-65

Dragonflies 164 Fitotelmata 162

Drosophila mercatorum 318 Flatidae 80 81

Drosophilidae 318 Florez R. Claudia P. 167

Duque L Jonny E. 262 Fonseca do Nascimento Aline 289
Dushinckanus 128, 129, 130, 131, 133, 134, 136 Forage 244

Dynastinae 107, 152, 156 Foraging 354

Dyscinetus dubius 152, 153, 154, 155 Forensic entomology 95, 101, 102
Eficacia 27, 29, 32, 33, 39, 44, 91, 92, 93, 94 Formicidae 159, 161, 279
Eficiencia de transmision 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15 Formulaciones 27, 28, 29, 31, 33, 34, 35
Efimeras 327, 346 Forrajeo 121-127

Eggs parasitoid 238 Forrajeras 121-126

Elder Simoés de Paula Batista 198 Fragaria x ananassa 21

Elephant grass 244 Fragmentacion 279

El-Sayed Hatem Adel 192 Frijol habichuela 8, 9, 13
Emersonella niveipes 249 Fusarium solana 48, 52
Emersonella trimaculata 249 Fusarium sp. 48, 52

Encarsia formosa 210 Galia arava 21

Enemigos naturales 249 Galleria mellonella 44, 46, 47
Enicospilus 145-151 Galling arthropods 111, 113-116
Enterolobium 80 Garcia Cardenas Rocio 357
Entomobryomorpha 157 Garcia G. Cipriano 217
Entomofauna Neotropical 140 Garcia Garcia Alexander 145
Entomologia Forense 273 Garcia José F. 16, 18, 20
Entomopathogenic fungi 234 Gelechiidae 1, 2, 6, 7,27, 32, 34, 35, 70
Ephemeroptera 327, 346 Geminiviridae 8

Epilachna varivestis 217 Genes cry 192

Eryophidae 111, 113 Genitales 318

Escarabajos inmaduros 152 Geometridae 238

Escarabajos longicornios 82 Gerridae 350

Especiacion 318 Gil Zulma Nancy 48

Espinilho savannah 111-115 Giraldo H Paula Andrea 273
Essential oils 262 Glycine max 251

Estabilidad 27-35 Gomez A. Martha 27

Estafilinidos 357 Gomez M. Carlos A. 36

Estrada F. Ana Patricia 318 Gomphomacromia fallax 164, 165
Estructura social 279 Gonzalez Adalberto 91

Estuarios 350 Gonzalez M. Maria Berenice 217
Etlingera elatior 357 Gonzalez Obando Ranulfo 128, 130, 132, 134, 136, 256
Euborellia annulipes 234 Goulart Santana Antonio Euzébio 223
Eucalyptus sp 36, 80, 83,238 Gracilidris 159, 160 ,161

Euceroptres 137 Granulovirus 27-31, 33, 34, 35



Grapholita molesta 67-70

Grazing systems 159

Grupos troficos 294

Guare 121

Guatteria 262

Guerrero Roberto J. 159, 160
Guevara Giovany 305

Guo Yadong 95

Gusano cogollero 217

Gutiérrez E. M. Alejandra 228
Gutiérrez Z. Gloria Patricia 251

H. bacteriophora 44, 45

Harlomillsia oculata 157, 158
Heliothis punctigera 44

Hemiptera 16, 18, 19, 20, 79, 80, 81, 104, 113, 120, 128,
136, 198, 210, 244

Hemiptera acuaticos 350
Hermafrodita 43, 44, 45, 46
Hernandez C. Elias 228

Heteroptera 331

Heterorhabditidae 43-47, 198, 203
Heterorhabditis sp. 43-47, 198, 203
Heterotermes tenuis 36, 41, 42

Hevea brasiliensis 36, 37, 41
Himenoptero 137

Histeridae 95, 99, 103-10

Hojarasca 294

Honeydew 22, 23, 24, 212

Hongo entomopatogeno 36

Hormigas 294

Host plant 1, 6, 7, 21, 25, 26, 76, 82, 111-115
Hualo 56, 57

Huella digital 173

Huerta Fuentes Amanda 56, 58, 60
Hurtado T. Hernando 279

Hussien Amal Ibrahim 192

Hyalenna 117, 120

Hymenaea courbaril 174
Hymenoptera 101, 104, 113, 119, 121, 126, 127, 137, 139,
151, 159, 161, 210, 238, 249, 279, 289
Hyphomycetes 36, 41

Hypothenemus hampei 167, 173, 175, 183
Hypothenemus obscurus 173, 175
Ichneumonidae 145, 150, 151
IC-RT-PCR 77, 78, 79

Infectivity 203

Inga edulis 48

Inga sp 48, 80

Inga spectabilis 48

Inhibicién de emergencia 91-94
Inhibidor de aspartico proteasa 183
Inhibidores de proteasas 183
Insecticidas 1, 28, 34, 36, 37, 39, 71, 75, 91, 94
Insecto ambrosial 48, 52, 54

Insectos agalla 289

Insectos de la corteza 56, 58

Insectos del follaje 56, 58

Insectos plaga 1, 2, 4, 6, 36, 37, 46, 47
Ipomoea batatas 249

Ipomoea purpurea 249

Isoptera 36, 41, 42

Ithomiini 117, 119, 120

Itéminos 117

Jaramillo C. Yenda 157, 158
Jaramillo Jorge L. 48, 50, 52, 54
Jiménez Peydr6 Ricardo 84, 86, 88, 90
Kairomonas 1, 2

Karlsson Miriam Frida 1
Kennedy A. 164

Lamiinae 82

Lan Lingmei 95

Larvicidal activity 262
Larvicides 262

Leguminosae 183

Lenhart Audrey 91

Lepidoptera 1-7, 27, 32, 34, 35, 43, 44, 67-76, 104, 113,
117, 119, 120, 223, 238, 240
Leptinotarsa decemlineata 2 6
Leptohyphidae 327

Lima Tatiane do Nacimento 354
Lipid reserves 203

Lopez N Juan Carlos 43, 44, 46
Loépez R Andrés 273
Lopez-Garcia Margarita M. 357
Lorscheiter Rafael 67

Lucilia eximia 273
Lucumi-Aragon Diana 256
Lupinus bogotensis 183
Lygaeoidea 128, 129, 136, 331
Lymantriidae 240

M. asilvai 121

M. beecheii 121

M. bicolor 121

M. boliekae 162

M. compressipes 121

M. crinita 121

M. eburnea fuscopilosa 121

M. grandis 121

M. marginata 121

M. quadrifasciata 121

M. scutellaris 121

M. seminigra 121

M. subnitida 121

Macadamia integrifolia 174
Macedo de Oliveira Paulo Eugénio Alves 313
Maestre H. Mario 77

Magra Gustavo 294

Mahanarva fimbriolata 16, 17, 19, 20, 198
Malaquias José Bruno 234
Mananasa 167

Manglar 350

Manguifera 80

Mao-Ling Sheng 240
Marcadores moleculares 273
Marina Carlos F. 269

Marinho Jodo Alfredo 80
Marques Francisco A. 262
Martinelli Nilza M. 341

Martins Pires Evaldo 80 ,82
Mating 55, 67, 68, 69, 70
Maximiniano Cleber 203
Mayfly 327

Medicago sativa 21

Megoleria 117 120

Mejia G. Marta Liliana 251
Melipona eburnea 121, 122, 123, 125, 127
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Meliponini 121, 127

Melolonthidae 38, 152, 156
Méndez-Rojas Diana M. 357
Mendonga Jr. Milton De S. 111
Mendonga Lucia A. 203

Mercado Victor Tello 21, 22, 24, 62, 64, 66
Mesoveliidae 351

Metamasius callizona 162, 163
Metarhizium anisopliae 16, 36,37, 41,42, 217,234, 236
Metopreno 91

Microscopia electronica 173
Microvelia 350

Mikeius 137

Mimosoideae 80

MIP 21, 22, 151

Miridae 244

Mitochondrial DNA 95, 96, 101, 102
Modelacion matematica 279

Modesto Nonato Lucimara 354

Moino Jr Alcides 203

Molecular identification 95, 99, 100
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Monopelopia 111, 121, 128, 137, 145, 146, 150, 162, 163
Monopelopia tillandsia 162, 163
Monteiro Priscila H. 244

Montero Guillermo A. 294

Montes Sonia Maria N. M. 249
Monteze Alves Sérgio 289

Montoya Esther C. 48

Montoya Lerma James 8

Mora A Antonio 228

Morales Franciso J. 8

Moreira Da Silva Isabel 80, 82
Morfometria 318

Morphology 341

Mortalidad 269

Mosca blanca 8, 13, 14, 210

Mosquito control 262

Mosquitos 84, 85, 87, 89, 92, 93, 94
Mufioz Alegria Franciso 56
Mycoinsecticides 234

Myodochini 128, 129, 130, 131, 133, 134, 135, 136
Myrciaria sp 137

Myrmeleon brasiliensis 354
Myrmeleontidae 354

Mpyrtopsen 137

Myrtopsen colombiensis n. sp. 137, 138
N. rileyi 198

Naranjo-Lopez Alma Gabriela 103
Nates-Parra Guiomar 121, 122, 124, 126
Natural enemy 234, 249

Navarrete Valdivia Wilson 56
Navarrete-Heredia José Luis 103, 104, 106, 108, 110
Navarro Lucio 173

Navarro-Silva Mario A. 262

NDI1 273

Necrocolos 103, 104, 105, 107, 108
Neita-Moreno Jhon César 152
Nematodo entomopatégeno 43, 46
Neoleucinodes elegantalis 71-76
Neomyocoris 128-132, 134 -136
Neotropico 162, 163

Neotropics 305

Neuroptera 354

Nicrophorus olidus 103, 105, 106, 108, 109
Nitidulidae 357

Nitidalidos 357

Nonato Junqueira Camila 313
Nothofagus glauca 56-60
Nuevos registros 128, 129
Name 77, 78, 79
Ochlerotatus caspius 84, 87
Odonata 164, 165
Olfatémetro 1, 2, 3,4, 6
Oncometopia sp 77,78, 79
Oncopoduridae 157, 158
Ophioninae 145, 151

Orgyia ericae 240

Oriental moth 67

Orthoptera 104, 140, 144
Ospina Carlos M. 48
Otero-Colina Gabriel 228
Oviedo Milagros 91
Oxelytrum discicolle 103, 105-108
Oxydia vesulia 238
Oxymerus aculeatus 82

P aprilei 140, 143, 144

P. cannaensis 62

P duquei 140, 143, 144

P lingulata 140, 143

P. medellina 117, 118, 119

P. mexicanus 62

P. mutilata 140, 143

P nigra 140, 144

P. poecilosoma 140, 144

P. rosembergi 140

P. rotundus 62

P. temperellus 62

Pachacutia 117, 120

Padilla H Beatriz E. 167
Padilla-Gil Dora N. 350
Paenibacillus polymyxa 192
Paisana 128

Panonychus citri 62
Panonychus ulmi 62

Papa 1-7, 27, 28, 29, 34, 35, 38, 41
Papayo 228

Paracholula 128-133, 135
Paramastax 140-144
Paraselenis flava 249
Parasitoide 240, 249
Parasitoids 240, 2 49
Paravelia 350

Parques Naturales de Colombia 128, 331
Passiflora quadrangularis 8
Pathogenicity 234
Patinadores neotropicales 350
Patogenicidad 36-41, 43-46
PCR 229

Pegascynips 137

Penissetum purpureum 244
Pephysena 128-131, 133, 134
Pequi 289

Peralta C Osman 21, 22, 24, 63
Pereira Adriano Elias 80
Pereira dos Santos Emmerson 234



Pérez Belkys 346

Pérez H Antonio 77

Pérez M Diana Elizabeth 210
Peridomicilio 256

Perlidae 305

Persistencia 192

Phaseolus vulgaris 8, 14, 21, 25, 63, 187, 217
Photorhabdus 43, 46, 47
Phthorimaea operculella 2, 4, 6,27, 34, 35,70
Phytoseiidae 62, 64, 65, 66, 120
Piccoli Carla F. 262

Pichia sp 48, 52

Pimenta Daniel S. 244

Pinheiro Maria Lucia B. 262

Pinto Rosenilson 80

Pinus radiata 56

Pithecelobium 80

Plant bug 244

Plant resistance 16

Planta hospedera 1, 2, 4, 5, 6, 21, 23, 74, 75, 111
Platypodinae 49, 55

Plecoptera 305

Plectocynipinae 137

Plectocynips 137

Plutella xylostella 223

Plutellidae 223

PMI 95 101

Poaceae 244

Pockilloptera phalaenoides 80, 81
Polen 65, 121-127

Polilla guatemalteca 1, 2, 6, 7, 27, 34
Polygamy 67, 70
Polyphagotarsonemus latus 228
Potexvirus 77

Potyvirus 77, 78, 79

Prado Simone S. 16

Pratissoli Sirceu 238

Predator 354

Prédes Trindade Roseane Cristina 223
Preferencias de anidacion 313
Prieto S Rodrigo 318

Prioninae 82

Proprioseiopsis 62-66
Proprioseiopsis iorgius 62, 63, 65
Prunas 80

Prunus cerasus 21

Prunus persica 21

Pseudoparomius 128-131, 134, 135
Psidium 80

Pteronymia zerlina 117
Pujade-Villar Juli 137, 138
Pyriproxyfen 91, 92, 93, 94
Queiroz de Oliveira Flavia 234
Quindio 357

Quiroga Isabel 27, 28, 30, 32, 34
Rebelo Maria T. 262

Redaelli Luiza R. 67

Regulador de crecimiento 91, 93
Reinoso Gladys 305

Relacion acaro-virus 228
Rengifo-Correa Laura Alexandra 128, 130, 132, 134, 136,
331

Resende Tiago T. 198, 244

Resistencia genética 8
Reticulitermes 36, 40, 41, 42
Rhabditida 20, 43, 44, 46, 47
Rhagovelia 350
Rhinotermitidae 36, 37, 41, 42
Rhyparochromidae 128, 136
Riekcynips 137

Rio San Carlos 346

Riparian forests 111-113, 115
Roble maulino 56, 57
Rodriguez C Daniel 210

Rodriguez C. Angela 121, 122, 124, 126

Rojas-Riafio Nancy Carolina 164
Rosa 80

Rubio David 173

Rubio G José D. 167

S. riobravae 45

Sabana 289

Saccharopolyspora spinosa 269
Saccharum 16

Saccharum officinarum 36
Séaenz A Adriana 43, 44, 46
Salas-Quinchucua Cristhian 256
Sales Maia Beatriz H. L. N. 262
Salguero R Beatriz 279
Salivazo 16

Salivazo de los pastos 198
Saltahojas 77

Saltamontes payaso 140
Sanabria Catalina 159, 160
Sant’Ana Josué 67
Santillan-Galicia Ma. Teresa 228
Santos Rodrigo S. 341

Sarcosaphagous beetles 95, 96, 99, 100

Scarabaeidae 99, 101, 103-110, 156
Scarabaeoidea 96, 103, 109
Schinopsis balansae 294
Scintillocoris 128

Scolytinae 48, 49, 52, 55, 173, 183
Selectivity 234

Semioquimicos 1

Shi-Xiang Zong 240
Silenciamiento génico 171
Silphidae 95, 96, 99, 100, 103-110
Silva Daniela M. 244

Sistema Nervioso Central 251
Solanaceae 117, 118

Solanum lycopersicum 71, 210
Solanum melongena 71

Solanum quitoense 71

Solanum tuberosum 1,2 6

Solis Alma 71

Sorghum bicolor 251

Souza Rabelo Laice 313
Spathodea campanulata 313
Spinosad 269

Spittlebug 16-20, 198

Spodoptera frugiperda 217
Spodoptera littoralis 192
Staphylinidae 357

Steinernema 198

Steinernema feltiae 45, 47
Steinernematidae 198, 203



366

Sterling C Armando 36, 38, 40, 42
Stridulocoris 128-131, 134, 135
Sudrez Jorge 91

Sugarcane 16, 17, 18, 19, 20
Sumilarv 91, 92, 93, 94

Tabla de vida 21-25, 62, 63, 64, 66, 117
Tamarindus indica 174
Tanypodinae 162, 163
Tarsonemidae 228

Taxonomia 331, 341

Taxonomy 331, 341

Tecia solanivora 1,3, 5,6,7,27,33, 34
Temefos 9, 92, 94

Tenebrionidae 251

Termitas 36, 37, 38, 39, 40, 41
Tetranychidae 62, 65, 66
Tetranychus cinnabarinus 21-25, 62, 63
Tetranychus desertorum 62
Tetrastichus sp 240

Theobroma 80

Thrasorinae 137, 139

Thrasorino 137

Thrasorus 137

Tobén Flor Angela 251

Tolerante 16

Tomate 210

Torres C Yusdiel 162

Tortricidae 67, 68, 70

Toxicidad 192, 269

Trialeurodes vaporariorum 210
Trichogramma 238

Trichogramma acacioi 238
Trichogramma caiaposi 238
Trichogramma demoraesi 238
Trichogramma maxacalii 238
Trichogramma pratissolii 238

Trichogramma soaresi 238
Trichogrammatidae 238
Tricorythodes caunapi 327
Tropics 305

Ulumoides dermestoides 251
Uribe S. Sandra Inés 273
Valle Javier 269
Vargas-Osuna Enrique 192
Varipes 346

Varipes sancarlos n. sp. 346
Vector 8-15, 77-94

Veliidae 350

Vendramim José D. 16
Vigosa 80 82 83

Vigna radiata 251
Villalobosothignus 128
Villamizar R Laura 27
Wasmannia auropunctata 279
Witzgall Peter 1
Xerosaprinus sp 103, 105, 106, 107, 108
Xilanasa 167

Xilella fastidiosa 77
Xilofagos 56 57

Xylocopa 313

Xylocopini 313

Yepes Francisco 152

YMMV 77,78, 79

You-Qing Luo 240
Zambrano-Gonzalez Giselle 117
Zamora E Humberto 183

Zea mays 82,36, 217

Zhang Mengqi 95

Zhuang Quan 95, 96, 98, 100, 102
Zingiberaceae 357

Zoocria 117, 118, 119
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Screening of entomopathogenic nematodes to control Mahanarva fimbriolata (Hemiptera: Cercopidae)
Elder Simées de Paula Batista, Alexander M. Auad, Tiago Teixeira de Resende, and Caio Mdrcio de Oliveira Monteiro198
Influence of temperature and duration of storage on the lipid reserves of entomopathogenic nematodes
Vanessa Andalé, Alcides Moino Jr., Cleber Maximiniano, Vicente P. Campos, and Liicia A. Mendonga 203
Dispersion de Encarsia formosa (Hymenoptera: Aphelinidae) parasitando Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) en tomate bajo invernadero
Diana Elizabeth Pérez M., Fernando Cantor R., Daniel Rodriguez C. y José Ricardo Cure 210
Patogenicidad de aislamientos de hongos entomopatogenos contra Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) y Epilachna varivestis (Coleoptera: Coccinellidae)
Cipriano Garcia G., Maria Berenice Gonzalez M. y Néstor Bautista M. 217
Larvicidal activity and seasonal variation of Annona muricata (Annonaceae) extract on Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
Roseane Cristina Prédes Trindade, Josiane de Souza Luna, Maria Raquel Ferreira de Lima,Paulo Pedro Da Silva, and Anténio Euzébio Goulart Sant'ana 223
Relacion entre Polyphagotarsonemus latus (Acari: Tarsonemidae) y el virus de la mancha anular del papayo (PRSV-p)
José Angel Alcantara J., Ma. Teresa Santillin-Galicia, Gabriel Otero-Colina, Antonio Mora A.,M. Alejandra Gutiérrez E. y Elias Herndndez C. 228
Notas cientificas / Scientific notes
Susceptibility of the predator Euborellia annulipes (Dermaptera: Anisolabididae) to mycoinsecticides
Flavia Queiroz de Oliveira, Jacinto de Luna Batista, José Bruno Malaquias, Carlos Henrique de Brito, and Emmerson Pereira Dos Santos 234
Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) species as an agents of biological control of Oxydia vesulia (Lepidoptera: Geometridae)
Harley Nonato De Oliveira, José Cola Zanuncio, Fabricio Fagundes Pereira, and Dirceu Pratissoli 238
Emergence patterns of Orgyia ericae (Lepidoptera: Lymantriidae) parasitoids
Cui Ya-Qin, Sheng Mao-Ling, Luo You-Qing, and Zong Shi-Xiang 240
Collaria oleosa (Hemiptera: Miridae) on Brachiaria ruziziensis and Penissetum purpureum (Poaceae): Characterization of injury and biological aspects
Alexander M. Auad, Daniel S. Pimenta, Daniela M. Silva, Priscila H. Monteiro, and Tiago T. Resende 244
Parasitismo de huevos de Paraselenis flava (Coleoptera: Chrysomelidae) en batata ([pomoea batatas)
Sonia Maria N. M. Montes y Valmir A. Costa 249

Seccion Médica / Medical
Evaluacion del perfil neurofarmacologico del aceite de Ulumoides dermestoides (Coleoptera: Tenebrionidae)
Flor Angela Tobon, Gloria Patricia Gutiérrez Z. y Marta Liliana Mejia G. 251
Actividad de picadura de Anopheles calderoni (Diptera: Culicidae) en dos localidades del Valle del Cauca, Colombia
Diana Lucumi-Aragon, Ranulfo Gonzdlez O. y Cristhian Salas-Quinchucua 256
Insecticidal activity of three species of Guatteria (Annonaceae) against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
Sullamy D. G. Aciole, Carla F. Piccoli, Jonny E. Duque L., Emmanoel V. Costa, Mario A. Navarro-Silva, Francisco A. Marques,
Beatriz H. L. N. Sales Maia, Maria Liicia B. Pinheiro, and Maria T. Rebelo 262
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Efectos ovicida y larvicida del spinosad en Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
Ana L. Argueta, Javier Valle y Carlos F. Marina 269
Analisis de secuencias de ADN mitocondrial (Cytb y ND1) en Lucilia eximia (Diptera: Calliphoridae)
Paula Andrea Giraldo H., Sandra Inés Uribe S. y Andrés Lopez R. 273
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Wasmannia auropunctata (Hymenoptera: Formicidae): ¢unicolonial o multicolonial? en el valle geografico del rio Cauca
Beatriz Salguero R., Inge Armbrecht, Hernando Hurtado T. y Angela Maria Arcila C. 279
Within tree distribution of a discoid gall on Caryocar brasiliense (Caryocaraceae)
Germano Ledo Demolin Leite, Aline Fonseca do Nascimento, Fabiene Maria de Jesus, Sérgio Monteze Alves, and Geraldo Wilson Fernandes 289
Ensambles estacionales de artropodos epigeos en un bosque de quebracho (Schinopsis balansae) en el Chaco Himedo
Guillermo A. Montero, Nélida J. Carnevale y Gustavo Magra 294
Seasonal size distribution of Anacroneuria (Plecoptera: Perlidae) in an andean tropical river
Hugo Bohérquez, Gladys Reinoso, and Giovany Guevara 305
Recursos ecoldgicos utilizados por las especies de Xylocopa (Apidae: Xylocopini) en el area urbana
Talles Marques Chaves-Alves, Camila Nonato Junqueira, Laice Souza Rabelo,Paulo Eugénio Alves Macedo de Oliveira y Solange Cristina Augusto 313
Variacion genética de poblaciones de Drosophila mercatorum (Diptera: Drosophilidae) en ecosistemas semiaridos
Ana Patricia Estrada F. y Rodrigo Prieto S. 318
Tricorythodes caunapi: a new species from the rain forest of the colombian pacific (Ephemeroptera: Leptohyphidae)
Lucimar G. Dias, Tito Bacca, and Paulo S. F. Ferreira 327
Lygaeoidea (Hemiptera: Heteroptera) de Parques Nacionales Naturales (PNN) con nuevos registros para Colombia
Laura Alexandra Rengifo-Correa y Ranulfo Gonzdlez Obando 331
Morphological characterisation of five brazilian species of Fidicinoides (Hemiptera: Cicadidae)
Rodrigo S. Santos and Nilza M. Martinelli 341
Varipes (Ephemeroptera: Baetidae) en Venezuela: descripcion de nueva especie
Maria Mercedes Castillo y Belkys Pérez 346
Notas cientificas / Scientific notes
Hemiptera acuaticos asociados a los estuarios de la costa pacifica colombiana
Dora N. Padilla-Gil y Osvaldo Arcos P. 350
Predation behavior of the Myrmeleon brasiliensis (Neuroptera: Myrmeleontidae) larval instars
Lucimara Modesto Nonato and Tatiane do Nascimento Lima 354
Staphylinidae y Nitidulidae (Coleoptera) asociados a inflorescencias de Etlingera elatior (Zingiberaceae)
Margarita M. Lopez-Garcia, Diana M. Méndez-Rojas y Rocio Garcia Cardenas 357

Sociedad Colombiana de Entomologia

Apartado Aéreo 11366 Bogota, D. C., Colombia e Tarifa postal reducida para libros y revistas No. 476 de 4-72, vence Dic. 31 /2011




	37_2 2011 caratula.pdf (p.1)
	37_2  20100 retiros de portada y contraportada.pdf (p.2)
	RCdEDec2011_167_172.pdf (p.3-8)
	RCdEDec2011_173_182.pdf (p.9-18)
	RCdEDec2011_183_191.pdf (p.19-27)
	RCdEDec2011_192_197.pdf (p.28-33)
	RCdEDec2011_198_202.pdf (p.34-38)
	RCdEDec2011_203_209.pdf (p.39-45)
	RCdEDec2011_210_216.pdf (p.46-52)
	RCdEDec2011_217_222.pdf (p.53-58)
	RCdEDec2011_223_227.pdf (p.59-63)
	RCdEDec2011_228_233.pdf (p.64-69)
	RCdEDec2011_234_237.pdf (p.70-73)
	RCdEDec2011_238_239.pdf (p.74-75)
	RCdEDec2011_240_243.pdf (p.76-79)
	RCdEDec2011_244_248.pdf (p.80-84)
	RCdEDec2011_249_250.pdf (p.85-86)
	RCdEDec2011_251_255.pdf (p.87-91)
	RCdEDec2011_256_261.pdf (p.92-97)
	RCdEDec2011_262_268.pdf (p.98-104)
	RCdEDec2011_269_272.pdf (p.105-108)
	RCdEDec2011_273_278.pdf (p.109-114)
	RCdEDec2011_279_288.pdf (p.115-124)
	RCdEDec2011_289_293.pdf (p.125-129)
	RCdEDec2011_294_304.pdf (p.130-140)
	RCdEDec2011_305_312.pdf (p.141-148)
	RCdEDec2011_313_317.pdf (p.149-153)
	RCdEDec2011_318_326_erratum.pdf (p.154-163)
	RCdE v37n2a26 pp318_326
	37_2 fe de erratas

	RCdEDec2011_327_330_erratum.pdf (p.164-168)
	RCdE v37n2a27 pp327_330
	37_2 fe de erratas

	RCdEDec2011_331_340_erratum.pdf (p.169-179)
	RCdE v37n2a28 pp331_340
	37_2 fe de erratas

	RCdEDec2011_341_345_erratum.pdf (p.180-185)
	RCdE v37n2a29 pp341_345
	37_2 fe de erratas

	RCdEDec2011_346_349_erratum.pdf (p.186-190)
	RCdE v37n2a30 pp346_349
	37_2 fe de erratas

	RCdEDec2011_350_353_erratum.pdf (p.191-195)
	RCdE v37n2a31 pp350_353
	37_2 fe de erratas

	RCdEDec2011_354_356_erratum.pdf (p.196-199)
	RCdE v37n2a32 pp354_356
	37_2 fe de erratas

	RCdEDec2011_357_359_erratum.pdf (p.200-203)
	RCdE v37n2a33 pp357_359
	37_2 fe de erratas

	37_2 Indice volumen 37 2.pdf (p.204-210)
	37_2 2011 contracaratula.pdf (p.211)

