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Andlisisy aplicaciones de la tipificacion molecular del genoma mitocondrial

de Beauveria bassiana
Analysis and applications of the molecular typification of the mitochondrial genome of Beauveria bassiana

DANIEL URIBE*!?y GEORGE KHACHATOURIANS

Resumen: Beauveria bassiana es uno de | os hongos entomopatégenos méas ampliamente usados anivel mundial parael
control de plagas en €l sector agricola. Su importancia desde €l punto de vista comercial ha planteado |a necesidad de
desarrollar estrategias de caracterizacion molecular, con €l objeto de realizar seguimiento de las cepas en campo y
eventualmentelograr laproteccion de aquellas comercial mente importantes. EI genomamitocondrial esunaherramienta
gue se presta para la caracterizacion taxonémica, la realizacion de estudios filogenéticos y la identificacion de cepas a
nivel molecular, ya que es una molécula haploide, de rapida evolucion, y con similitud funcional en diferentes niveles
taxondmicos. En este trabajo se evalué la diversidad de DNA mitocondrial en 20 cepas del hongo entomopatégeno B.
bassiana. Esta caracterizacion se realizé mediante €l uso de la técnica de RFLP empleando €l DNA total de la cepade
referencia GK 2016 digerido con laenzimaderestriccion Hpa Il como sonda. Se encontré unagran diversidad representada
por la presencia de 10 mito-tipos dentro de la muestra estudiada. No se encontré relacion especifica entre patrones de
mito-tipificacion y €l origen geogréfico o de hospedero. Asi mismo se realizé un andlisis filogenético de diferentes
especi es de hongos filamentosos i ncluyendo algunos entomopatdgenos empleando €l gen que codificaparael fragmento
16s srRNA de origen mitocondrial. El andlisis de estos resultados y nuestra interpretacion de las implicaciones en la
investigacion de B. bassiana seran discutidos.

Palabr as clave: Hongos entomopatdgenos. Mitocondria. RFLP. Caracterizacion molecular.

Abstract: Beauveria bassiana is one of the entomopathogenic fungi most widely used world wide for the control of
insect pests in the agricultural sector. Its importance from the commercia point of view has lead to the necessity to
develop strategies of molecular characterization, with the aim of following the fate of strainsin the field and eventually
protecting thosethat are most commercially important. The mitochondrial genomeisatool that isappropriate for taxonomic
characterization, the development of phylogenetic studies and the characterization of strains at the molecular level
because it is a haploid molecule, fast evolving and with functional similarity at different taxonomic levels. In thiswork
the mitochondrial DNA diversity of 20 strains of the entomopathogenic fungi B. bassiana were evaluated. This
characterization was done by using the RFL P technique with the total mitochondrial DNA of the standard strain GK 2016
digested with the restriction enzyme Hpa |l as a probe. A great diversity was found, represented by the presence of 10
mito-types within the sample studied. No specific relationship was found between the patterns of mito-typification and
either the geographic origin or the host. Similarly a phylogenetic analysis was conducted on several filamentous fungi
species including some entomopathogenic fungi using the mitochondrial gene 16s sSTRNA. The analysis of these results
and our interpretation of the implications for research on B. bassiana are discussed.

Key words: Entomopathogenic fungi. Mitochondria. RFLP. Molecular characterization.

Introduccién

Las moléculas de ADN mitocondrial (ADN mt) son genomas
relativamente pequefios que coevolucionan a su propia taza
evolutiva en relacién con genoma nuclear de los organismos
enloscualesellosestan alojados. Particularmente en animales
y hongos dichos genomas evolucionan mas rapidamente que
su contrapartedeADN nuclear (Kouveliset al. 2004). EIADN
mt es ampliamente empleado para la determinacién de
relaciones taxonémicas y filogenéticas entre los grupos de
organismos eucarioéticos que poseen dicho organelo. Las
razones parasu popul aridad reside en caracteristicasintrinsecas
de esta molécula tales como su reducido tamafio, la alta tasa
evolutiva, la falta de bases metiladas, el alto contenido de
residuos adenina-timina (AT) y € hecho de ser unamolécula
haploide donde la mayoria de los alelos poseen la misma
funcion e inclusive poseen regiones universalmente
conservadas (Burns et al. 1991). Dentro del genoma

mitocondrial las secuencias de ARN ribosomal (ARNr) han
sido empleadas como herramienta molecular paraidentificar
rel acionesfilogenéticos adiferentes nivelestaxondmicos (Hillis
et al. 1996).

El genoma mitocondrial en hongos filamentosos es
usua mente unamoléculacircular deADN, detamafio variable
gue oscilaentre 18,9 kpb en Torulopsisglabatray 176 Kpb en
Agaricus bitorquis (Quel) (Taylor 1986). A pesar de las
diferencias en tamafios, todos los genomas mitocondriales
perteneci entes a hongos examinados hasta la fecha poseen un
nuimero similar de genes, incluyendo una serie de genes de
ARNr, 23-26 ARN de transferencia (ARNt) y varios genes
codificantes de proteinas (Khachatourians y Uribe 2004). La
diferenciaen tamafio en relacion con los genomas méas grandes
esté determinada principa mente por intronesy regionesricas
enA-T (Cummings et al. 1990).

En los hongos entomopatégenos (HE) el genoma
mitocondrial delos organismos donde dichamoléculahasido
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estudiada es relativamente pequefio (Khachatouriansy Uribe
2004). Los tamarios oscilan entre 24,5 kpb en Lecanicillium
muscarium (Petch) (Sinénimo Verticilliumlecanii) (Kouvelis
et al. 2004) y 32 kpb en Metarhiziumani sopliae (M etschnikoff)
(Mavridouy Typas 1998), pasando por 28,5 kpb en Beauveria
bassiana (Balsamo) (Pfeifer et al. 1993). Su reducido tamafio
sugiere mol écul as con pocas secuenciasintergenéticas redun-
dantes, asi como pocafrecuenciade secuenciastipo intronesy
por ende poca variabilidad genética a nivel intraespecifico
(Khachatourians y Uribe 2004; Kouvelis et al. 2004). Sin
embargo, a pesar del reducido tamafio de los genomas
mitocondriales en los HE, Mavridou y Typas (1998)
demostraron un alto grado de variabilidad genética asociada
al genomamitocondrial de M. anisopliae. En su trabajo estos
investigadores encontraron 16 patrones de RFLP mito-
condrial, luego de analizar 25 cepas de M. anisopliae
obtenidas de 15 paises, demostrando asi un alto grado de
variabilidad genéticaasociadaa genomamitocondrial de este
HE. Asi mismo, Kouveliset al. (1999) identificaron unaalta
variabilidad genética presente en el genoma del HE L.
muscarium al encontrar 17 mitotipos diferentes luego de
analizar 51 cepas.

Beauveria bassiana es uno delos hongos entomopatdgenos
mas ampliamente usados a nivel mundia en €l control de
insectos plaga en laindustria agricolay forestal (Ingliset al.
2001). Larazdn paraestapreferenciareside en suamplio rango
de accién correspondiente acercade 750 especies deinsectos,
el alto grado de conocimiento a nivel molecular de la
interaccion hospedero-patégenoy el desarrollo del sistemade
produccién de este hongo (Feng et al. 1994; Ingliset al. 2001;
Khachatourianset al. 2002). El éxito comercial deB. bassiana
hallevado alanecesidad dedesarrollar sistemasdetipificacion
molecular, no Unicamente con €l objeto de proteger algunas
cepas deinterés comercial, sino paralograr €l seguimiento de
las mismas en campo con &l objeto de entender su capacidad
deresidualidad, asi como laestructurapoblacional del genero
anivel molecular (Gaitan et al. 2002; Padmavathi et al . 2003;
Wang et al. 2003). Diferentes aproximaciones se han llevado
a cabo para la deteccion de polimorfismos genéticos en B.
bassiana, entre las técnicas mas sobresalientes se pueden
mencionar lade RFLP (Kosir et al. 1991; Maurer et al. 1997;
Coateset al. 2001), polimorfismos asociadosalaconformacion
de cadenasencilla(Hegedusy Khachatourians 1996), andlisis
telomérico (Couteaudier y Viaud 1997; Padmavathi et al. 2003)
e inclusive combinacion de técnicas como PCR anidado del
gen de la Prl, marcadores de microsatélites y andlisis de 28s
rADN (Wang et al. 2003). Estos andlisis han proporcionado
una mejor comprension de la taxonomia y la tipificacion
molecular de la especie, sin embargo, estas aproximaciones
no incluyen el andlisis de ADN mt, el cual, como bien se
menciond antes, es una molécula altamente informativa para
estetipo deandlisis.

El DNA mitocondrial de B. bassiana ha sido caracterizado
con respecto alos rasgos fisico-quimicos més rel evantes, tales
como densidad boyante, temperatura de fusion, contenido de
G+C, mapa genémico y secuencia de aproximadamente 60%
del genoma (Pfeifer y Khachatourians 1989; Hegeduset al. 1991;
Pfeifer et al. 1993; Hegedus et al. 1998). El andlisis de
polimorfismos del DNA mt de B. bassiana, fue abordado por
primera vez por Hegedus y Khachatourians (1993). En dicho
estudio fueron empleadas 15 cepas principalmente de norte
América, mostrando Unicamente dos genotipos mitocondriales,
lo cual sugiri6 un genomaaltamente conservado en relacién con

otrosHE como M. anisopliaey L. muscarium (Mavridouy Typas
1998; Kouveliset al. 1999).

En este estudio se pretende evaluar nuevamente el
polimorfismo deADN mt de B. bassiana. Paratal fin seempled
la técnica de RFLP en 18 aislamientos de la especie
pertenecientes a cuatro continentes. Digestiones simples y
dobles del ADN total de cada cepa se confrontaron contra el
ADN mt total de la cepa GK2016 empleada como sonda. Asi
mismo, se presenta un andlisis filogenético de la especie
empleando secuencias de 16sRNA del ADN mt, conlo cual se
busca establecer relaciones de los hongos entomopatégenos
con otro grupo de hongos filamentosos.

Materialesy M étodos

Hongos entomopatogenos. Veinticinco aislamientos
identificados como B. bassiana, B. amorpha (Hohn), B. nivea
(Syn Tolypoladiuminflatum (W. Gams), B. cylindrospora (Syn.
Tolypocladium cylindrospurum (W. Gams), Beauveria spp, P.
farinosus (Holmsk) y M. anisopliae fueron estudiados; sus
insectos hospederosy origenes geogréficos estan descritos en
laTabla 1. Loshongosfueron propagados en medio Sabouraud-
Dextrosa incubados por 72 horas a 27°C y 150 rpm, y
almacenadosen glicerol al 12,5% de acuerdo a procedimiento
de Pfeifer y Khachatourians (1989).

Sondas de ADNmt. Las sondas de ADN mt usadas en este
estudio fueron el fragmento BbmtE2 descrito por Hegedus y
Khachatourians (1993), €l cual contiene el gen NAD1 vy €
extremo 5’ del gen ATP6. Este fragmento fue obtenido apartir
de ADN mt de la cepa de B. bassiana GK2016 (Hegedus y
Khachatourians 1993; Pfeifer et al. 1993). Asi mismo el ADN
mt completo delamismacepafueaislado usando latécnicade
gradiente de CsCl-bis-benzimida descrita por Pfeifer y
Khachatourians (1989). Una vez obtenido el genoma
mitocondrial éste fue digerido con la enzima de restriccion
Hpa Il para posteriormente ser marcado y empleado como
sonda.

Preparaciéon del ADN mt. El andlisis de RFLP paraestudiar
los polimorfismos del DNA mt de B. bassiana, se realiz6
empleando ADN total de cadaunadelascepasaanadizar. Dicho
ADN fue aislado siguiendo la técnica de micdlio liofilizado
descritapor Pfeifer y Khachatourians (1989). Lastécnicas de
aislamiento de plasmidos, digestion enzimética de ADN,
hibridizacion, transferenciay revelado, asi comolaelaboracion
de soluciones tampon fueron realizados de acuerdo con los
protocol os esténdar descritos por Sambrook y Russell (2001).

A continuaci 6n se describen brevementelos procedi mientos
asociados a la preparacion DNA mt, para llevar a cabo los
andlisis de polimorfismos. Entre siete y diez microgramos de
ADN genomico total aislado de cada aislamiento fiingico
fueron digeridos con la enzima de restriccion EcoR |.
Adicionalmente, el ADN fue sometido a digestion doble
empleando las enzimas EcoR |- Hind 111 y EcoR | — Bgl Il
cuando pBbmtE2 y ADN mt total respectivamente, fueron
usados como sonda. El ADN fue separado €l ectroforéticamente
en geles de agarosa-TBE (0,09 M Tris-HCI, 0,09 M &cido
borico, 0,02 M EDTA) a 0,8% (peso/val). Posteriormente el
ADN fue transferido a membranas de nylon Hybond-N
(Amersham PharmaciaBiotech, Buckinghamshire, Inglaterra)
por el método de transferencia por capilaridad (Sambrook y
Russell 2001).
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Andlisis de polimorfismos mitocondriales por RFLP. Las
membranas de nylon con el ADN total fueron hibridizadas a
52°C con sondas no radioactivas marcadas con digoxigenina
por la técnica de incorporacion de nuclettidos modificados
por iniciadores aleatorios (“random primers’), de acuerdo al
manual de instrucciones del productor (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim 1999). Las condiciones de
astringencia durante el procedimiento de lavado consistieron
en dos lavados durante 30 min. cada uno 0,5x SSC (20X SSC
es175,3 gdecloruro desodioy 88,2 g de citrato de sodio por
litro) y 0,5% de sodio dodecil sulfato a 52°C luego de dos
lavados previamente realizados a 2xSSC, 0,1% SDS a 25°C
en agitacion constante, siguiendo lasindicacionesdel productor
del kit de marcacion y deteccion.

La capacidad de las bandas de ADN para hibridizar con
las sondas mitocondriales fueron registradas con caracteres
binarios donde 1 = presenciay 0 = ausencia de hibridizacion.
Las relaciones filogenéticas entre los polimorfismos mito-
condrial es obtenidos fueron estimadas usando €l método dela
parsimoniade Wagner luego de 1000 reorgani zaci ones usando
la opcion “bootstrap” con e programa PHY LIP (Felsenstein
1989).

Analisis filogenético empleando secuencias de ADN mt
16sRNA. Un arbol filogenético basado en las secuencias
génicas mitocondriales de 16sRNA provenientes de trece
hongos filamentosos fue construido usando 743 nucledtidos
no ambiguamente aineados. Estas secuenciasfueron sometidas
al andlisis de “neighborhood-joining” usando €l programa
CLUSTAL W (Higgingset al. 1994), luego de 1.000 pasos de
reorgani zaciones usando la opcién “bootstrap”.

Resultados

Andlisis de genotipos mitocondriales empleando la sonda
BbmtE2. Serealizaron tres aproximaciones para caracterizar
los patrones de RFLP obtenidos al analizar el ADN mt de B.
bassiana. Laprimeraconsistio en €l aislamiento del ADN total
de 18 cepasdelaespecie. El ADN de estas cepas fue digerido
conlaenzimaderestriccion EcoR | y confrontado con lasonda
de ADN mt BbmtE2. Se encontraron cinco genotipos
mitocondrial es (mito-tipos) (Tabla 1) con diferenciasentre una
y dos bandas entre si. Los mito-tipos A y B, descritos
previamente por Hegedus y Khachatourians (1993)
prevalecieron dentro de la poblacion analizada. Seisdelos 18
aislamientos de B. bassiana mostraron genotipo A, mientras
gue ocho aislamientos mostraron genotipo B cuando son
digeridos con EcoR I. Estos mito-tipos se caracterizan por
presentar una banda de 4,6 Kb y 4,1 Kb respectivamente.
Dos aislamientos presentaron el mito-tipo C el cual consiste
en dosbandasde 4,4y 2,1 Kb respectivamente. Finalmente,
un aislamiento representalos mito-tipos D y E con una banda
de 5,4 Kby dos bandas de 4,4 kb y 0,8 Kb respectivamente
(Tabla 1).

La segunda aproximacion, que consistié en la digestion
doble del ADN total con las enzimas EcoR | y Hind Il y
confrontado contra la sonda BbmtE2, basicamente confirmé
losresultadosdescritos arribaa mantener [os cinco mito-tipos
con la digestion sencilla (EcoR 1) para cada aislamiento. La
Unicaexcepcion fuelacepaDAOM 144746, lacual, luego de
la digestion sencilla, fue identificada dentro del mito-tipo A
(con unabandade 4,6 Kb), pero ladoble digestién con EcoR
| 'y Hind 111 mostré Unicamente dos bandas de 3,1y 0,6 Kb,

como las cepas caracterizadas como mito-tipo B, en lugar de
lastres bandas obtenidas paralos aislamientos del mito-tipoA
(resultados no mostrados). Este resultado sugiere que la cepa
DAOM 144746 posee un sitio de corte extraparalaenzimade
restriccion Hind 111, produciendo bandas de tamafio molecular
més pequefio que no lograron ser detectadas en lamembrana
de hibridizacién. Las diferencias en el genoma mitocondrial
de esta cepafueron confirmadas mas adel ante cuando el ADN
total fue doblemente digerido con las enzimas de restriccion
EcoR | - Bgl 1l y confrontada contra el ADN mt total de la
cepa GK2016 como sonda (Tabla 2). En conclusién, la
estrategia de doble digestién ayud6 a mejorar €l nivel de
resolucion de la sonda BbmtE2, evidenciando seis mito-tipos
enlugar de cinco dentro delapoblacién estudiada. Sinembargo
esta estrategia posee menos capacidad de resol ucién cuando es
comparada con la utilizacion del ADN mt total como sonda.

Las otras especies de Beauveria usadas en este estudio
fueron B. amorpha, B. nivea, B. cylindrospora y Beauveria
spp. Lasprimerastres especiesfueron facilmente diferenciadas
de las cepas de B. bassiana a ser confrontadas con la sonda
BbmtE2 luego de la digestion simple y doble del ADN total
(Tabla 1). Este resultado confirma que el andlisis de RFLP
mitocondrial es una herramienta confiable para diferenciar
cepas a nivel de especie como fue reportado por Hegedus y
K hachatourians (1993). Teniendo en cuentaesa consideracion,
nuestros resultados sugieren que | os aislami entos de Beauveria
spp. ARSEF 32 y ARSEF 3289 pertenecen a B. bassiana ya
gue ambos ai slamientos poseen el mitotipo B al ser sometidos
a digestion simple y doble y confrontados contra la sonda
BbmtE2. Adicionalmente, un andlisisfilogenético empleando
el DNA mt total como sonda (resultados no mostrados) agrupo
estas dos cepas con el grupo principal de 15 cepas de B.
bassiana.

Otras dos especies de HE, Paecilomyces farinosus
(Holmsk) y Metarhiziumanisopliae fueron también incluidas.
Estos dos géneros presentaron claramente patrones de
hibridizacién diferentes en comparacion con los aislamientos
de Beauveria (Tablas 1-2; Fig. 1). Estos resultados confirman
nuevamente que este sistema de tipificacion molecular puede
ser usado para diferenciar entre a menos algunos géneros
principalesde HE. Sin embargo, lacepade P. farinosusATCC
1360 present6 unabandade 4,6 Kb, smilar alosaislamientos
del mito-tipo A delos aislamientos de B. bassiana, cuando €
ADN total fuedigerido conlaenzimaderestriccién EcoR 1. A
pesar de estassimilitudes, cuando el ADN total fue sometido a
digestion doble, con las enzimas derestriccion EcoR | 'y Hind
[11, anicamente una banda de 3,8 Kb fue encontrada, en lugar
de dos o tres bandas como en los mito-tipos A y B de los
aidamientosdeB. bassiana (Tablal). Estosresultados sugieren
gue el fragmento complementario con lasondade BbmtE2 en
P. farinosus no posee sitios de reconocimiento paralaenzima
de restriccion Hind 111 hacia el segmento central de este
fragmento. Sin embargo, si debe poseer un par de estas
secuencias hacia uno o ambos extremos del segmento
produciendo fragmentos méas pequefios que no pudieron ser
detectados en la membrana de nylon.

Andlisis de genotipos mitocondriales empleando ADN mt
total como sonda. La Ultima aproximacién para identificar
mito-tipos diferentes en cepas de B. bassiana consistio en la
hibridizacion de ADN total digerido con las enzimas de
restriccion EcoR | - Bgl 11, con e ADN mt total de la cepa
GK?2016 empleado como sonda. EIl ADN mt fue previamente
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Tabla 1. Cepas de hongos entomopatogénicos empleados en este estudio con su origen geografico, hospedero y sus respectivos mito-tipos luego de
un corte sencillo (Eco-RI) y con doble clivaje (EcoR | —Hind I11) y confrontado con la sonda mitocondrial de B. bassiana BbmtE2.

Especiede HE Cepa Origen geogr afico Hospedero Mitotipos
EcoR |- EcoR | Hind |11

GK2016 Canada ND 4.6 (A2 3.1, 0.8; 0.6 (A)
DAOM 195005 Canada Lepidoptera 4.6 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)
ARSEF 3286 Francia Lepidoptera 4.6 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)
ARSEF 3113 USA Lepidoptera 44,21 (C) 3.1; (0.8)%; 0.6, 0.3 ( C)
ARSEF 959 Brazil Lepidoptera 5.4 (D) 4.0 (D)
ARSEF 1512 Francia Lepidoptera 44,21(C) 3.1; (0.8)b; 0.6; 0.3 (C)
ARSEF 5640 Etiopia Orthoptera 4.1 (B) 3.1; 0.6 (B)
ARSEF 5642 Etiopia Orthoptera 4.1 (B) 3.1; 0.6 (B)

B. bassiana ARSEF 5643 Etiopia Orthoptera 4.1 (B) 3.1; 0.6 (B)
ARSEF 3622 USA Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 3866 Grecia Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 5273 Grecia Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 4150 Australia Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)
ARSEF 356 Australia Orthoptera 4.4; 0.8 (E) ND
DAOM 210569 Canada Coleoptera 4.1 (B) 3.1, 06 (B)
ATCC 44860 USA Sail 46 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)
DAOM 144746 Canada Sail 46 (A) 3.1, 0.6 (B)
USSR 2274 USSR NA 46 (A) 3.1, 0.8; 0.6 (A)

. ARSEF 3289 México Lepidoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)

Beauveria sp.
ARSEF 32 USA Orthoptera 4.1 (B) 3.1, 0.6 (B)

B. amorpha ARSEF 6376 USA Orthoptera 4.6 (A) 39 (B)

B. cylindrospora ATCC 56519 Republica Checa Soil 7.8,0.6 (F) 13;11;05(F)

B. nivea ATCC 18981 ND NA 3.4;0.8(G) 1.4; 0.8; 0.5; (0.3) (G)

P. farinosus ATCC 1360 ND NA 4.6 (A) 3.8 (H)

M. anisopliae M.a 549 ND NA 20;0.7 (1) 6.7; (0.3) ()

@ El mito-tipo obtenido luego del resultado de cada corte de restriccion estd en paréntesisy en maytiscula. b Nmerosen paréntesis representan bandas débiles. ND: No Disponible.

Tabla 2. Genotipos mitocondriales de cepas de hongos entomopatdgenos luego de ser digeridos con las enzimas de restriccion EcoR | y Bgl 11 'y
confrontadas con el ADN mt total de la cepa de referenciade B. bassiana GK2016.

Especiesde hongos GM?

Tamarios (en Kb) de los fragmentos
moleculares de ADN mitocondrial

Cepas

B. bassiana

7.1,4.6;3.9;3.4;2.9;1.8;1.3;1.2;1.0;0.7
4.1;3.8;3.4,2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0,0.7

GK2016; USSR 2274; DAOM 195005; ARSEF 3286
ARSEF 5640; ARSEF 5642; ARSEF 5643; DAOM 210569;

ARSEF 3622
1] 7.1;3.6;2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0,0.7 ARSEF 3866; ARSEF 5273
\Y, 4.6,3.4,2.9,2.7,(2.3)%,1.8;1.3;1.2;1.0;0.5 ATCC 44860
\ 7.1;3.8;2.9;2.7;1.8;1.3;1.0;0.9;,0.5 ARSEF 4150
\ 7.5;3.9;3.4;(2.3);(2.5);2.1;1.8;1.3;1.2;1.0;0.7; (0.5) ARSEF 3113; ARSEF 1512
il 7.1,5.2;3.4,2.5;2.4,2.2;1.4;1.2;1.0;0.9;0.6; (0.3) ARSEF 959
Vil 7.1,4.6,2.7;2.5;1.8;1.3;1.0;0.9 DAOM 144746
IX 7.1;3.8;3.4,2.9;1.8;1.3;1.2;1.0;0.7;0.6;0.5 ARSEF 356
. Il 4.1;3.8;3.4;2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0;,0.7 ARSEF 32
Beauveria spp.
X 4.1;3.8;3.4;2.9;2.7;1.8;1.3;1.2;1.0;,0.5 ARSEF 3289
B. amorpha XI 7.1,4.6;2.7;2.6;2.2;1.8;1.3;1.2;1.0;0.8;(0.6) ARSEF 6376
B.cylindrospora XII 5.8;4.6;3.9;2.4;(0.8);(0.7) ATCC 56519
B. nivea XMl 7.3;7.1;3.4,(2.3);0.9,0.8 ATCC 18981
P. farinosus XV 7.1;4.1;2.4;(1.8);1.6;1.3;1.2;0.9;0.7;(0.4) ATCC 1360
M. anisopliae XV 7.4;5.8;3.8;2.1;0.6 M. a 549

2 Genotipos mitocondriales. b Namerosen paréntesis representan bandas débiles.
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Figura 1. RFLP de ADN total digerido con las enzimas de restriccion
EcoR |- Bgl |1 'y confrontadas contrael ADN mt total de lacepaderefe-
rencia GK2016 digerido conlaenzimaHpa |l como sonda. Lineasuno a
25 corresponden alos aislamientos: ARSEF 5640; ARSEF 5642; ARSEF
5643; ARSEF 5273; ARSEF 3286; USSR 2274; ARSEF 3622; DAOM
210569; DAOM 195005; GK 2016; ARSEF 32; ARSEF 3289; ARSEF
3113; ARSEF 959; ARSEF 3866; ARSEF 356; ARSEF 1512; ARSEF
4150; ATCC 44860; DAOM 144746; ARSEF 6376; ATCC 56519; ATCC
18981; ATCC 1360 y M.a. 549. El tamafio (en Kb) de fragmentos de
ADN son indicados en la derecha. Las abreviaciones arriba son: Bb: B.
bassiana; Ba: B. amorpha; Bc: B. cylindrospora; Bn: B. nivea; B.spp:
Beauveria spp; Pf: P. farinosus y Ma: M. anisopliae.

digerido con la enzima Hpa Il y marcado con digocigenina.
En este caso, nueve patrones de hibridizacion diferentesfueron
obtenidos con las 18 cepas de B. bassiana o diez patrones
cuando los 20 aislamientos, incluyendo los dos aislamientos
de Beauveria spp., son considerados. Si este esel caso, cuatro
aislamientosfueron agrupados como mito-tipo |, seiscomo 1,
dos como mito-tipos |11 y VI y los otros seis (1V, V, VII-X)
fueron mito-tipos representados por una sola cepa (Tabla 2).
Una caracteristica muy importante en este caso fue la
identificacion de secuencias variables y conservadas dentro
de el ADN mt de B. bassiana. Por ejempl o, todas | as cepas de
B. bassiana, Beauveria spp., B. niveay P. farinosuspresentaron
la banda de 1Kb, Adicionalmente, una cepa de B. bassiana
(ARSEF 959) no mostré las bandas de 1,3 y 1,8 Kb y dos
cepas (ARSEF 4150 y DAOM 144746) no mostraron labanda
de 1,2 Kb. Estos resultados sugieren que las regiones que
contienen estos sitios de restriccion parti cul ares son altamente
conservados en el genoma mitocondrial de B. bassiana.

Polimor fismosmitocondrialesdeB. bassianay su relacion
con otros hongos filamentosos. En los hongos entomo-
patégenos se han hecho algunos esfuerzos para obtener
secuencias completas de ADN mt. De hecho en B. bassiana
alrededor del 60% del genoma ha sido secuenciado (Pfeifer
et al. 1993; Hegedus et al. 1991) y para L. muscarium la
secuencia completa del genomahasido reportada (Kouvelis
et al. 2004). Sin embargo, la Unica secuencia del ADN mt
disponible para otros HE diferentes a estos dos es la
equivalente al gen de la subunidad pequefia del RNA
ribosomal (sSTRNA). Es bien sabido que estasecuenciaofrece
ventajas muy particulares como herramientaparael andlisis
filogenético a nivel de especie y grupos taxonémicos

100 N. crassa
91,2 | .
P. anserina

L—— A nidulans

100 C. militaris
100 —[
100 P. tenuipes

70,8

V. lecanii

- B. brongmiartii

B. bassiana

H. lutea
79,9
100 H. jecorina
99,8

H. chrysospermus

C. paradoxa

M. anisopliae

Figura 2. Arbol filogenético basado en lasecuenciaparcial del gene 16s
srARN de diferentes hongos filamentosos. Un total de 743 nucledtidos
no ambiguamente alineados fueron sujetos a andlisisde* neighbourhood-
joining” usando &l programa CLUSTAL W. Losvaloresdel “bootstrapp”
para 100 pasos de re-evaluacion son mostrados en los nodos. Las
secuencias provienen de la base de datos del “ Gene Bank” del NCBI de
|os Estados Unidos con | os siguientes nimeros de accesiones: A. nidulans
(V00653.1), P. anserina (X55026.1), N. crassa (Z34001.1), B. bassiana
(855623.1;S55619S5), B. brongniartii (AB027359), P. tenuipes
(AB027358.1), L. muscarium (L. muscarium) (AF487277.1), C. militaris
(AB027357.1), C. paradoxa (AB027345.1), M. anisopliae (AB027361),
H. lutea (AB027362.1), H. jecorina (AF447590), H. chrysospermus
(AB027363.1).

superiores (Burns et al. 1991). Teniendo en cuenta esta
informacion, se realizé un andlisis filogenético (Fig. 2),
incluyendo diferentes HE pertenecientes al grupo de hongos
deuteromicetes (B. bassiana, B. brongniartii (Petch), L.
muscarium, Paecilomyces tenuipes (Samson) y M.
anisopliae) y ascomicetos (Cordyceps militaris (LinK) y C.
paradoxa (Kobayasi)). Otros ascomicetos fueron
consideradosincluyendo | os hongos mico parasitos Hypocrea
lutea (Tode - Petch), H. jecorina (Syn. Trichoderma reesei)
y Hypomyces chrysospermus (Tulasne). Las secuencias de
Neurospora crassa (Shear & Dodge), Podospora anserina
(Ces - Rehm) y Aspergillus nidulans (Tieghem) fueron
también incluidas como punto de referencia. Todos los HE,
con laexcepcién de C. paradoxay M. anisopliae hacen parte
de un clado monofilético. Vale la pena anotar la alta
significanciaestadistica de estos resultados segiin los val ores
de “bootstrap” en los nodos del arbol filogenético.
Interesantemente, las dos especies de Cordyceps se ubicaron
en grupos separados, e inclusive mas estrechamente
relacionadas con otros grupos anamorficos que con ellas
mismos. Este resultado sugiere no inicamente un alto grado
devariabilidad genéticaen el género Cordyceps, sino también
el grado de similitud entre algunas especies de este género
con algunas especies de hongos entomopatogenos
deuteromicetos. Este hecho soporta estudios previos que
reclaman el hecho de que algunas especies de HE
conidiogénicos como Metarrhizium taii, P. tenuipes, y B.
bassiana son la fase anamorfa de especies de hongos
ascomicetos del genero Cordyceps (Zong-Qui et al. 1991;
Huang et al. 2002).
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Discusiéon

Debido alas caracteristicasdel ADN mt, éste hasido usado en
latipificacion de cepas y andlisis de poblaciones de HE con
diferentesnivel esde éxito. Por g emplo Bidochkaet al. (2001)
no encontraron diferencias en e andlisis por RFLP de ADN
mt total entre 83 aislamientos de M. anisopliae obtenidos de
suelos agricolas y forestales de la provincia de Ontario
(Canada). Por otraparte, Mavridou y Typas (1998) reportaron
16 patrones diferentesde ADN mt al analizar 25 aislamientos
de M. anisopliae obtenidos de 15 paises cuando €l ADN mt
total se usd como sonda. Estos resultados demuestran que para
estetipo de andlisisno esimportante Uinicamentetener en cuenta
las herramientas molecularesautilizar, sino que el tamafioy la
natural eza de la poblacién es también importante. Hegedus y
Khachatourians (1993) analizaron el genomamitocondrial de
15 aislamientos de B. bassiana usando diferentes porciones
del genomamitocondrial como sondas. L osresultadosde dicho
trabajo sugirieron un genoma altamente conservado con
unicamente dos mito-tipos. Nosotros en este estudio usamos
una poblacion mas variada de aislamientos en términos del
origen geogréfico. Asi mismo se emplearon dostiposde sondas,
una porcion de 4,6 kb del genoma mitocondrial reconocido
anteriormente como relativamente polimérficaparalaespecie
(Hegedus y Khachatourians 1993) y el ADN mt total. La
aproximacion presentada aqui demostré la presencia de un
genomamitocondria atamente polimdrfico con nueve mito-
tipos dentro de las 18 cepas de B. bassiana analizadas.

El mapa de restriccion de B. bassiana descrito por Pfeifer
et al. (1993), es una herramienta adecuada paraidentificar la
localizacion fisicano Unicamente delasregionesvariablessino
también delas regiones conservadas dentro del ADN mt de B.
bassiana. Por gjemplo, las bandas altamente conservadas de
1,0y 1,3 Kb producidas despuésdedigerir el ADN mt con Bgl
I1, estan localizadas en e fragmento denominado XS1 en €l
genoma mitocondrial de la cepa GK2016 de B. bassiana
(Pfeifer et al. 1993). Este fragmento contiene el fragmento 5'
de los genes de la subunidad larga del ARN ribosomal
(LrARN); sinembargo, € andlisisderestriccion delasecuencia
dedicho fragmento indicaque lostres cortes de laenzimaBgl
Il caen fueradel gen. Laaltafrecuenciade estasbandasen las
cepas de B. bassiana sugieren quelos sitios de restriccion con
Bgl Il pertenecen a una seccion muy conservada presente en
este fragmento. Ademés, labandade 1,8 Kb, que corresponde
al fragmento E3B en el ADN mt de la cepa GK2016, es
producido por dos cortes de la enzima EcoR |. Esta banda
contiene la regién correspondiente al extremo 3’ de la
subunidad 6 de la ATPasay e extremo 5 del gen srARN
(Pfeifer et al. 1993). Un andlisisde aineamiento de secuencias
deADN dediferenteshongosfilamentosos usando €l programa
BLAST 2.2.5 (Altschul et al. 1997) del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) de los Estados Unidos,
mostré que las secuencias de ambos genes son altamente
conservadas en este grupo de organismos. Sin embargo, 10s
sitios de restriccion de laenzima EcoR | &l interior de estos
dos genes son aparentemente especificos para el grupo
filogenético queincluye las especies de Beauveriay otrosHE
relacionados sugiriendo la presencia de una marca molecular
para este grupo de hongos (resultados no mostrados).

A pesar delanatural ezaaltamente conservadadelos genes
delasubunidad 6 delaATPasay e srARN, nuestraevaluacion
del genomamitocondrial total de B. bassiana mostré que hay
alguna variabilidad a nivel de cepa dentro de la especie, que

permite el reconocimiento de diferentes patronesde RFL P con
el ADN mt total como sonda. Usando estaestrategia, diez mito-
tipos de las 20 cepas de B. bassiana analizadas (incluyendo
las dos Beauveria spp.), fueron identificadas y separadas de
las otras cinco especi es de hongos entomopatdgenosincluidas
en este estudio. Nosotros especulamos que la fuente de esta
variabilidad es probablemente |l as secuencias intergénicas, ya
gue secuencias no codificantes tipo intrones no estan dentro
de las secuencias reportadas de los pequefios genomas
mitocondriales de HE (Grossman y Hudspeth 1985;
Khachatouriansy Uribe 2004; Pfeifer et al. 1993; Kouvelis et
al. 2004). La alta variabilidad geonémica mitocondria
encontrada en este estudio en B. bassiana y en M. anisopliae
(Mavridou y Typas 1998) y en L. muscarium (Kouvelis et al.
1999), indican que los genomas mitocondrial es estén expuestos
a mecanismos ambientales de variacion de secuencias en la
naturaleza (i.e. radiacion UV) que puede producir eventos
mutacional es aislados ya que no existe ningunaindicacion de
intercambios de genomas mitocondriales entre estos hongos
(Kawano et al. 1995; Viaud et al. 1998). Adicionalmente
errores en la replicacion, eventos de recombinacion
intermolecular y la presencia de un sistema de reparacion de
ADN mt muy smple, enéel cua inclusivedimerosdepirimidina
no son reparados (Kang y Hamasaki 2002), deben ser algunas
de las razones para perpetuar tal variabilidad dentro de los
genomas mitocondrial es de hongos filamentosos.

Estudios filogenéticos en hongos filamentosos no
entomopatdgenos han permitido establecer correlacionesentre
patrones de ADN mt y caracteristicas que no estan asociadas
con las funciones mitocondriales (Gordon y Okasoto 1992;
Egger etal. 1991; Jeng et al. 1991). Sin embargo, en HE parece
ser que este no es el caso. Diferentes estudios empleando el
genoma mitocondrial han conducido a la conclusion que no
existe correlacion al menos entre especificidad, origen
geogréfico, habitat y polimorfismos de ADN mt (Hegedus'y
Khachatourians 1993; Mavridou y Typas 1998; Kouvelis et
al. 1999; Bidochka et al. 2001). Nuestros datos confirman y
extienden esta conclusion. Inclusive partiendo del modesto
ndmero de cepas de este estudio, nosotros encontramos dos
mito-tipos principales (I y 11) en B. bassiana. Las cepas del
mito-tipo | fueron colectadas de regiones tan separadas entre
si como Rusia, Francia y Canad4; mientras aquellas
pertenecientesa mito-tipo |1 pertenecen aregionesde Canada,
Etiopiay USA. Esto sugiere que ladistribucion geograficano
esun determinante primario paralasel eccion de estos genotipos
mitocondriales. En relacion con los hospederos, dos grupos
principales sonidentificables, las cepas ai sladas originalmente
de lepiddpterosy ortépteros. Esimportante mencionar que €l
andlisisfilogenético en este caso muestraunos agrupami entos
interesantes tales como mito-tipos 111, V y 1X, conformados
por cepas aisladas Unicamente de ortopteros. Mito-tipo | y VI
estén igualmente asociados y sus cepas fueron originalmente
aisladas de lepidopteros o provienen de hospederos
desconocidos. Sin embargo, el mito-tipo Il que posee cepas
aidadasde ortépterosy coledpteros estaagrupado con losmito-
tipos 1V y X, los cuales poseen cepas colectadas del suelo y
| epi dépteros respectivamente. Todos estos resultados sugieren
gue no existe realmente una relacién entre genotipos
mitocondriales y origen geografico u hospederos. La
distribucién mundial de los mitotipos | y Il en B. bassiana
deben sugerir unareproduccién clonal y unadispersion exitosa
de estas esporas independientemente de que el crecimiento
natural de esta especie en la naturaleza sea primordial mente
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entomopatogéni cao saprofitica(S. Leger et al. 1992; Bidochka
et al. 2002). Lo que es claro es que hay una gran variabilidad
dentro del genoma mitocondrial de esta especie, la cual esta
representada en este estudio por los nuevos siete mito-tipos
aqui descritos. Seria muy interesante entender los eventos
natural es que conducen atal variabilidad bien sean dados por
recombinaci 6n intra-molecular o mutaciones puntuales.

El andlisis de agrupamientos del bandeo del ADN mt
después de ser cortado con EcoR | y Bgl |1 y confrontado con
el ADN mt total como sonda (Fig. 1, Tabla 2) mostr6 que B.
amorpha, B. nivea eincluso P. farinosus, no fueron claramente
resueltos de la diversidad del genoma mitocondrial de B.
bassiana. Esteresultado puede ser interpretado como que estas
Son especi es al tamente rel acionadas compartiendo un genoma
mitocondrial ancestral o que B. amorpha y B. nivea estan
relacionadas con B. bassiana como sub-species. Vae lapena
mencionar que esta similitud no es del todo sorprendente ya
que todos los HE discutidos aqui son miembros de lafamilia
Clavicipitacea. Mas andlisis a nivel del genoma nuclear y
mitocondrial son necesariosparasoportar unau otrahipétesis.

La metodologia presentada aqui mostré un mayor grado
devariabilidad en el genomamitocondrial de B. bassiana que
lavariabilidad antes reportada, indicando ademés que deben
existir aun mas mito-tipos en la naturaleza que no han sido
descritos todavia. El poder de discriminacion de latécnicade
RFLP mitocondrial (10 mito-tipos luego del andlisis de 20
cepas) fue méas grande que | as técni cas previamente reportadas
para analizar € polimorfismo gendmico de B. bassiana. Por
giemplo el andlisis usando I TS PCR-RFLP, mostr6 24 haplo-
tipos de 96 aislamientos de B. bassiana analizados (Coates et
al. 2001) y seis haplotipos de 95 cepas (Gaitan et al. 2002).
Por otra parte la utilizacion de marcadores iso-enziméticos
presentaron 39 haplo-tipos luego de analizar 138 cepas de B.
basssiana (St. Leger et al. 1992) y 11 haplo-tipos dentro de 45
aislamientos analizados (Poprawski et al. 1988). Grupos de
compatibilidad vegetativa (Couteaudier y Viaud 1997) y €
andlisiscon RAPDS (Gaitan et al. 2002), han sido empleadas
también como técnicas de alta resolucion para identificar
polimorfismos en B. bassiana. Catorce grupos obtenidos del
andlisis de 25 cepas de B. bassiana fueron reportados por
Couteaudier y Viaud (1997). Mientrasque Gaitan et al . (2002)
reportaron que no encontraron ninguna cepa con un patrén
similar al ser analizadas con cinco iniciadores dentro del
protocolo de RAPDS. Sin embargo, la necesidad de aislar
mutantes auxotroficos para el andlisis de los grupos de
compatibilidad vegetativa hace de éste un procedi miento muy
largo y tecnol 6gi camente inadecuado paraser empleado anivel
industrial. Similarmente, lafaltadereproducibilidad inherente
al procedimiento de RAPDS (Dietrich et al. 1999) hace esta
técnicano viable paralaidentificacion y proteccion de cepas
deinteréscomercial paralaindustria. Finalmente, valelapena
mencionar que la utilizacion de marcadores de polimorfismo
empleando secuencias teloméricas parece tener un gran
potencia para la tipificacién de B. bassiana como bien lo
demostraron Viaud et al. (1996) y Padmavathi et al. (2003) al
obtener nueve y 16 haplo-tipos luego del andlisis de nuevey
17 cepas de B. bassiana respectivamente.

Vale la pena mencionar que la utilizacién de técnicas
disefiadas parala determinacion de los patrones polimérficos
gue pueda presentar una especie tan importante en el control
biolégico de plagas como es Beauveria bassiana, es muy
importante en el contexto de laentomol ogia aplicada, por dos
razones fundamentalmente: En primer lugar este tipo de

técnicas nos permiten proteger una cepa particular que tenga
un interés comercial, ya que se podria determinar la huella
molecular Unicade cada cepa permitiendo su identificaciony
posterior proteccion. Por otra parte, la creciente inquietud de
las agencias reguladoras de los registros para la venta y
comercializacion de productos comercial es, basados en agentes
de control biolégico en general y hongos entomopatdgenosen
particular, hace cada vez mas necesarios los estudios rela-
cionados con efectos adversos de estos agentes en el
ecosistema. Dichos estudios necesitan metodol ogias que nos
permitan rastrear |as cepas que estamos empleando en campo
parapoder monitorear tales efectos, lo cual esposiblerealizar
mediante laidentificacion de patrones polimorficos especificos
paracada cepaeval uada. L adeterminaci on de patrones tnicos,
nos permitirdconfirmar lapermanenciade unacepaen campo
por un periodo de tiempo especifico, o el aislamiento o no de
una cepa de hongo entomopatdgeno de interés de hospederos
no blanco, solo por citar un par de ggemplos.

Diferenciasen el ADN mt entre especie de Metarhiziumy
otras especies de HE fueron previamente mencionadas en el
trabajo de Hegedus y Khachatourians (1993), al indicar que
sondasde ADN mt de B. bassiana hibridizaron facilmente con
ailamientos de Beauveria, Lecanicilliumy Paecylomices pero
no con Metarhizium. El andlisis filogenético entre diferentes
hongos filamentosos empleando la secuencia del gen
mitocondrial 16ssrARN agrup6 aM. anisopliaey C. paradoxa
con a gunos hongos micoparasitos (Fig. 2). Es de esperar que
especies de hongos compartiendo la estrategia de ento-
mopatogenicidad dentro de su ciclo de vida estén mas
estrechamente relacionadas entre si que con hongos
micoparasitos. Dado que este estudio mostro que ésteno esel
caso, Nos atrevemos a sugerir que la estrategia de parasitismo
deinsectos proviene de por |o menosdosraices ancestralesen
hongos filamentosos. Sin embargo, un andlisisincluyendo un
rango méas amplio de grupos taxonémicos y genes de origen
nuclear debe ser llevado a cabo, con €l objeto de obtener una
conclusion més robusta en este sentido.

Conclusiones

Contrario areportes previos (Hegedusy Khachatourians 1993),
este estudio demostré que el ADN mt de B. bassiana es
atamente variable. Por lo tanto, esta nueva valoracion de la
variabilidad del genoma mitocondrial de B. bassiana nos
permite concluir que la metodologia presentada aqui posee
una alta capacidad de resolucion para llevar a cabo una
tipificacion genémica en Beauveria. Su utilizacion en
conjuncion con aproximaciones similares desde e punto de
vistatecnoldgico (e. g. marcadores tel oméricos) deben servir
paradiferenciar entre lamayoriasino entre todas las cepas de
las diferentes especies del genero Beauveria. Dicho sistema
debe ser del interés de productores comerciales para proteger
derechos de propiedad de cepas de importancia comercial.
Adicionalmente, el ato nivel de polimorfismo detectado en
cepasde B. bassiana también sugiere quelamito-tipificacion,
en conjunto con el andlisis de secuencias como el gen 16s
srARN es una herramienta adecuada al momento de elucidar
relaciones evol utivas dentro de los hongos entomopatdgenos.
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Perfiles proteicos de estados de desarrollo de Gonipterus scutellatus
(Coleoptera: Curculionidae)

Protein profiles of Gonipterus scutellatus (Coleoptera: Curculionidae) development stages
AMANDA HUERTA F.**, ITALO CHIFFELLE G2, MARY| SERRANO G., TATIANA VASQUEZ T.X

Resumen: En 1998 se detect6 en Chile a gorgojo del eucalipto, Gonipterus scutellatus (Gyllenhal, 1833) (Coleoptera:
Curculionidag), uno delos principalesdefoliadoresdel género Eucalyptus, que causa pérdidas de crecimiento y econémicas.
Esto ha generado preocupacion pues hay mas de 525.000 ha plantadas con especies de eucaliptos. Con €l objetivo de
conocer la respuesta de las proteinas de estados de desarrollo de G scutellatus a las tres especies de eucaliptos mas
importantesen el pais, se obtuvierony caracterizaron perfiles el ectrof oréticos en gel es de poliacrilamidabajo condiciones
desnaturali zantes, y se buscaron proteinas marcadoras por densitometriade geles. Lasproteinas se hicieron masnumerosas
amedidaquelosinsectos se desarrollan. Las bandas de proteinas se concentraron entre los 20 y 120 kDa, con excepcidn
de los huevos, los que presentaron valores menores. La aparicion de distintas bandas de proteinas en los extractos de
larvas y adultos de G. scutellatus alimentados con distintas especies de eucaliptos reflgjé también cambios en su
metabolismo. Estos antecedentes son (tiles parael manejo integrado de plagas debido aque laidentificacion de proteinas
marcadoras posiblemente esta asociada a patrones metabdlicos rel acionados con € consumo de las plantas hospederas.
Los cambios en la dietadel insecto podrian incidir en las proteinas marcadoras, indicando una habilidad diferencial de
G scutellatus para usar las plantas hospederas.

Palabras clave: Gorgojo del eucalipto. Eucalyptus. Electroforesis.

Abstract: In 1998 the eucalyptus weevil, Gonipterus scutellatus (Coleoptera: Curculionidae), amajor defoliator of the
genus Eucalyptus, which causes growth and economic losses, was detected in Chile. This has caused concern because
more than 525,000 haare planted with species of eucalypt. To understand the protein responses of devel opment stages of
G scutellatus fed on the three species of eucalypt trees most important in the country, electrophoretic profiles were
obtained and characterized on polyacrylamide gels under denaturizing conditions, and marker proteins were sought
through gel densitometry. Proteins became more numerous with insect development. Protein bands were concentrated
between 20 and 120 kDa, with the exception of eggs, which presented lower values. The appearance of distinct bands of
proteinsin the extracts from larvae and adults of G. scutellatus fed on different species of eucalypts reflected changesin
their metabolism. These results are useful for integrated pest management, as the identification of marker proteinsis
possibly associated with metabolic patterns related to the consumption of host plants. Changesin insect diet may affect

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9326

the marker proteins, indicating a differential ability of G. scutellatus to use host plants.

Key words: Eucalypt weevil. Eucalypt snout beetle. Eucalyptus. Electrophoresis.

Introduccién

El gorgojo del eucalipto, Gonipterus scutelallatus (Gyllenhal,
1833) (Coleoptera: Curculionidage), es un insecto australiano
especifico del género Eucalyptus (Withers 2001) y uno delos
principales agentes de dafio para estas especies. Se ha dis-
tribuido practicamente por todos los continentes y se ha
constituido en una plaga en lamayoria de |l as plantaciones de
eucaliptosde Africa, Europa(Mansilla1992; Rabassey Perrin
1979; Richardson y Meakins 1986; Cordero et al. 1999),
Cdlifornia(Cowlesy Downer 1995; Hankset al. 2000) y Nueva
Zelanda (Cadahia 1980). En Sudamérica, se ha detectado en
Argentina, Brasil, Uruguay y Chile (Rosado 1993; Beéche
1999; Zanuncio et al. 1998).

Tanto las larvas como los adultos de G scutellatus se
alimentan del follaje del eucalipto. El dafio causado por este
insecto es muy caracteristico, dejando huellas en las hojas
afectadas (Elliott y DeLittle 1984). Su poblacion puede crecer
mucho en pocos afios, si abundan arboles hospedantes, existe

un climatemplado y no hay enemigos natural es (Tooke 1953).
El alto potencial reproductivo del insecto, junto con suintensa
capacidad de defoliaci on puede causar pérdidas de crecimiento
o deformaciones del fuste (Santolamazza y Cordero 1998).
Incluso, defoliaciones continuas pueden causar la muerte de
los &rboles (Elliott y De Little 1984).

En Chile central, G. scutellatus se detect6 por primeravez
en 1998 en las regiones 52 y Metropolitana (Beéche 1999), y
podriaafectar el futuro de las 525.057 ha plantadas en el pais
con eucaliptos (INFOR 2006). En la actualidad esta plaga se
ha desplazado hacia €l norte (4% Region) como hacia el sur
(regiones 72y 83 (SAG 2005).

G scutellatus hatenido unamarcadapreferenciapor varias
especies de Eucalyptus (Cordero y Santolamazza 2000). En
Chile, laespecieprincipal esE. globulusssp. globulus (L abill.,
1800). Otras especies plantadas de cierta importancia son E.
viminalis (Labill., 1806) y E. camaldulensis (Den., 1832), en
zonas&ridas, y E. nitens((Deaney Maiden) Maiden, 1913) en
areas més frias (INFOR 2006). En la zona de San Felipe, 52
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Region, G scutellatus presentaentretresy cuatro generaciones
(Estay et al. 2002). Segin Klein y Waterhouse (2000), su
importancia como plaga de los eucaliptos es superada solo
por el taladrador del eucalipto, Phoracantha semipunctata
(Fabricius, 1775) (Coleoptera: Cerambycidae).

Las caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas de las
plantas pueden causar alteraciones en el metabolismo de los
insectos, y traducirse en cambios en la composicion de sus
proteinas (Metcalf y Luckmann 1992), de forma que €l
conocimiento de estas variaciones es importante cuando se
desean utilizar estrategias de tipo genético en el Mangjo
Integrado de Plagas (MIP), pues puede revelar compuestos
guimicos que sirvan como instrumento para alterar su
comportamiento.

L os genes permanecen basicamente sin cambio de un afio
aotro, pero las proteinas de las células varian segin su tipo,
edad, género, sanidad, y otras. La protedmica engloba tres
actividades principal es, laidentificacion detodaslas proteinas
sintetizadas por una célula, tejido u organismo, la deter-
minacion del modo en que interactlan, y el trazado de sus
estructuras tridimensionales precisas (Ezzell 2002). Los
resultados de las electroforesis de proteinas son caracteres
fenotipicos que reflegjan mucho mejor lasdiferencias genéticas
entre especies o poblaciones que cuando se estudian los
caracteres morfoldgicos. Por €ello, la electroforesis en gel ha
llegado a ser la herramienta més valiosa para los estudios
taxonémicos, sistemédticosy evolutivos (Navas et al. 2002).

Estainvestigacion sedesarrol 16 con el objetivo de abordar
desde €l punto de las proteinas la reaccion de G scutellatus
frente ala alimentacion con distintas especies de eucaliptos,
mediante una caracterizacion de perfiles electroforéticos del
insectoy labusqueda posterior de proteinas marcadoras (PM)
por densitometria de los geles, para indagar PM asociadas
posiblemente acambiosfisiolégicosdel insecto, aportando con
ello hacia su caracterizacion en el plano molecular y por ende
hacia programas de MIP.

Materialesy M étodos

El material biolégico se recolectd en arboles juveniles de E.
globulusfuertementeinfestados por G. scutellatusen e Sector
El Tartaro, Comuna de Putaendo, Provincia de San Felipe (52
Region de Chile) (32°32'30”S, 70°43' 16" W). Las plantas se
adquirieron en el Vivero Antumapu delaFacultad de Ciencias
Forestales de la Universidad de Chile, y se trasplantaron a
macetas de plastico de 18 cm de diametro con un substrato
compuesto de arena, tierrade hojay turba, tratado con fungicida
Captan 2g/L v fertilizado con urea.

Perfiles electrofor éticos de G. scutellatus alimentados con
E. globulus. En unafaseinicial de campo se recolectaron en
forma periddica a fines de verano gjemplares adultos, pupas,
larvasy huevosde G scutellatus. L osinsectos se mantuvieron
en laboratorio, alimentando a las larvas y adultos con hojas
frescas de E. globulus, previamente lavadas con hipoclorito
de sodio al 15% (Cordero y Santolamazza 2000). L os huevos
y las pupas se ubicaron en placas Petri; laslarvasy los adultos
se mantuvieron en cgjas plasticas cerradasde 20 x 15cm. Las
crianzas se hicieron en el Laboratorio de Entomologia Forestal
del Departamento de Silvicultura de la Facultad de Ciencias
Forestales de laUniversidad de Chile.

Se tomaron tres muestras de dos insectos por estado de
desarrollo (huevo, larva, pupay adulto) y se homogenizaron a

4°C en buffer (TRIS-HC1 50mM pH 8,5, EDTA 5 mM, SDS
0,07%) con un inhibidor de proteasa FMS 0,1 mM. Esta
homogenizacion se hizo forzando os insectos a pasar por un
espacio estrecho entre un émbolo de teflon y un recipiente de
vidrio (Fleischer et al. 1979) y secentrifugaron 10 mina1.250
G. Este material serefrigeré inmediatamente y se almacené
a-20°C. Luego estas muestras se maceraron y selesextrajeron
lasproteinasy determind su concentracion medianteel método
de Bradford (1976). Los extractos de proteinas se utilizaron
para determinar los perfiles electroforéticos mediante gel de
poliacrilamidaen condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
utilizando la técnica de Laemmli (1970) y €l protocolo de
Bollag et al. (1996).

Perfiles electofor é&icos de G. scutellatus alimentados con
tres especies de eucalipto. En una segunda fase se carac-
terizaron electroforéticamente los perfiles de proteinas
asociadas a G scutellatus alimentados con tres especies de
eucaliptos deimportanciaeconémicaen Chiley que presentan
alguin grado de susceptibilidad alaplaga; estosson: E. globulus,
E. robusta (Sm., 1793) y E. camaldulensis.

Para caracterizar electroforéticamente los perfiles de
proteinas de los insectos alimentados con cada una de las
especies de eucalipto, se hizo un ensayo en unajaula (1,8 x
1,5 x 1,8 m) instalada bajo condiciones naturales de clima
M editerraneo eirrigacion periddica, donde se ubicaron plantas
de un afio (cercade 1 m de altura) de cada especie, las que se
infestaron con doslarvas por planta(5-8 mm delongitud). Las
plantas se protegieron con una bolsa de tul, para evitar su
escape, con unaaberturalongitudinal con velcro parafacilitar
lasevaluaciones. L aslarvas permanecieron en cadaunadelas
plantas hasta que pasaron a pupa; las larvas que murieron por
manipulacion se reemplazaron por otras que se encontraran
en lamismafase de desarrollo.

Al finalizar el ensayo con larvas se desarroll6 unasegunda
etapa, enlaque se pusi eron durante un mesdosinsectos adultos
enlasmismas plantas utilizadas en laprimeraparte del ensayo,
parasu alimentaci on sobrelas mismas; |os adultos que murieron
antesdel fin del ensayo sereemplazaron por otrosen lamisma
fase de desarrollo.

Transcurrido un mes se tomaron muestras de larvas
alimentadas con |las diversas especies de eucalipto para hacer
el andlisis electroforético de proteinas. De igual forma se
tomaron muestras delos adultos. L 0sinsectos se mantuvieron
24 henplacasPetri sin alimentarse paravaciar su tubo digestivo
y se homogenizaron, refrigeraron y almacenaron con los
mismos procedi mientos sefial ados anteriormente. Semaceraron
variosinsectos en cadamuestra, cadauno de ellos alimentado
conlamismaespecie de eucalipto. El disefio experimental para
estos andlisis electroforéticos tuvo dos factores de efecto fijo,
el primero fued nivel dedesarrollo del insecto (larvao adulto)
y el segundo, la especie de eucalipto; se realizaron tres
repeticiones para cada nivel de desarrollo del insecto en cada
unadelasespeciesde plantas. A lasmuestras deinsectos adultos
y larvas se les extrajeron las proteinas y determing su
concentracion mediante los mismos protocolos ya mencio-
nados.

Posteriormente, se analizaron los perfiles el ectroforéticos
de proteinas de los insectos alimentados con las especies de
eucalipto, en busca de PM mediante la determinacion de su
posiciony los cambios en su concentracion y localizacion. La
blsqueda de dichas PM se hizo mediante densitometria de
geles, usando el Software BioCaptMW (version 11.01,
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Microsoft, Redmond, EE.UU.) Para evaluar si existian
diferencias significativas entre los resultados se hicieron
pruebas de Chi2y andlisis de variacion seglin disefio bifactorial.
Ademés se hizo un andlisis de similitud entre las PM de G
scutellatus, mediante el algoritmo de UPGMA (Sneathy Sokal
1973), usando € indice de similitud 1-Pearson r, basado en la
presenciao ausenciade PM enlasmuestras. Seuso € programa
Statistica (1993).

Resultadosy Discusion

Perfiles electrofor éticos de G. scutellatus alimentados con
E. globulus. La composicion proteica de los estados de
desarrollo de G scutellatus asociados a E. globulus se presenta
en la Figura 1. Se observa una gran cantidad de bandas de
proteinas en la zona comprendida entre 20 a 120 kDa, con
excepcion de los huevos, los que presentaron un ndmero bajo
y de pequenaintensidad de proteinas. Las proteinas se hicieron
mas numerosas a medida que |os insectos se desarrollan. La
composicion proteicadelas pupasfuesimilar aladelaslarvas,
probablemente porque se tratd de pupas recién formadas. Sin
embargo, los perfiles de laslarvasy adultos tuvieron grandes
diferencias.

Perfiles electrofor éticos de G. scutellatus alimentados con
tres especies de eucalipto. Laslarvas de G scutellatus estan
compuestas por un ndmero mayor de proteinas marcadoras
gue los adultos, independientemente de la alimentacion
recibida, 1o que indica que la composicion proteica de los
insectos varia con su estado de desarrollo (Fig. 2). El mayor
nimero de PM en las larvas puede estar relacionado con los
cambiosen el insecto debido asu metamorfosis; sin embargo,
€l nimero de proteinas de laslarvas en E. globulus fue casi €l
mismo que el de los adultos, haciendo pensar que el aumento
de las bandas en las larvas alimentadas con E. robusta y E.
camaldulensis esta més relacionado con la alimentacion que
recibieron losinsectos que con su metamorfosis.
Lacomposicion proteicade las larvas alimentadas con E.
globulus no difiri6 de la de los adultos alimentados con esta
misma especie (Chi2 calculado = 0,24, g. |. =1, P=0,05). Por
otra parte, la composicion proteica de las larvas difirio de la
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Figura 1. Extractos proteicos de los estados de desarrollo de G, scutellatus
asociadosaE. globulus. SDS-PAGE al 12,5%. GH = huevos, GL =larvas,
GP = pupasy GA = adultos. Losnimeros uno y dos son lasrepeticiones.
PM = estéandar de masa molar (kDa).

delosadultos cuando losinsectos se alimentaron con E. robusta
y E. camaldulensis (Chi? calculado = 6,72, g. |. =1, P=0,05),
dado el mayor nimero de proteinas exclusivas de las larvas
frente a delos adultos (Figura 2). Esto pareceindicar quelas
larvas de G. scutellatus son més susceptibles alos cambiosen
su alimentacion, y modifican en mayor grado su composicion
proteica por este factor.

EnlaFigura?2 se presentan las bandas de | as proteinas que
tuvieron variaciones en funcion de la alimentacion recibida,
notandose que en |l os extractos delarvas hubo mayores cambios
en proteinas que en los de adultos. Esimportante resaltar que
lasbandas uno'y dos se presentaron solo en adultosy lasbandas
tres, cinco y seis sdlo en larvas, independientemente de la
alimentacidn, por lo que serian Utiles tanto paraidentificar el
estado de desarrollo de uninsecto en funcidn de su aimentacion
como paradisefiar técticas de tipo genético dentro del manejo
integrado de plagas.

Como semenciond, laslarvasde G scutellatus alimentadas
con E. robusta y E. camaldulensis parecieron ser mas
susceptiblesa cambio de alimentacion quelos adultos, yaque
solo en los extractos de larvas de estas dos especies se
presentaron seisPM (proteinassiete, 21, 23, 29, 31y 32) (Fig.
2), causando que lacomposicion proteicadelaslarvasy adultos
haya sido diferente. El andlisis de conglomerados indicé que
existen diferencias entre las PM de G, scutellatus. Las PM de
las larvas alimentadas por E. camaldulensis y E. robusta son
maés cercanas y las mas algjadas son las de E. globulus. Las
PM delosadultosaimentados con lastres especiesde eucalipto
Se agruparon en otro conglomerado (Fig. 3).

Por otra parte, seguin lacantidad de proteinas delasbandas
se encontré que tanto el nivel de desarrollo del insecto (factor
estado) como la alimentacion recibida (factor especie)
influyeronen el areadelasPM (F=8,599; g.1.=2; P<0,05).
Las PM de las larvas presentaron un &rea mayor que las
correspondientes alos adultos, |0 que se debe aquelaslarvas
tuvieron mas cambios en su composicion proteica. Respecto a
las especies, laslarvas alimentadas con E. robusta presentaron
lamayor cantidad de proteinas, con una media diferente ala
delasalimentadas con las otras dos especies de eucalipto bajo
estudio; lasdiferenciasdelaslarvasalimentadas con E. robusta
se relacionan con la cantidad de proteinas que varié en las
alimentadas sobre esta especie, especia mente en los extractos
asociados a larvas. Hubo diferencias en las PM, en funcion
tanto del estado de desarrollo (larva o adulto) como de la
alimentacion recibida por los insectos, y las mayores
modificaciones ocurrieron producto de laaimentacion con E.
robusta (Chi2 calculado = 5,23, g.1. =1, P=0,05; F=8,0; g. .
=2; P<0,05).

Como se observa en la Figura 2, los adultos alimentados
con E. robusta tuvieron |os mayores cambios en composicion
proteica, mientras que los alimentados con E. globulus y E.
camaldulensis presentaron unavariabilidad mucho menor. De
lasproteinasquevariaron, tres se presentaron solo en E. robusta
(proteinas 20, 26 y 34), unaapareci6 solamenteen E. globulus
(16), y una fue exclusiva de E. camaldulensis (24); estas
proteinas serian (tiles en la identificacion de adultos a nivel
proteico, permitiendo discriminar quétipo de alimentacion han
recibido. Las proteinas 26 y 33, exclusivas de E. robusta,
podrian usarse para inferir los cambios en la composicion
guimicadelaslarvasy adultos de G scutellatus causados por
su alimentacién sobre las plantas de esta especie.

Laausenciadelas proteinas 14 (E. camaldulensis), 17 (E.
globulus), 25 (E. globulus) y 27 (E. camaldulensis) en adultos



Figura 2. Representacion idealizada de las proteinas marcadoras de
acuerdo con el estado de desarrollo de G. scutellatus y la alimentacion
recibida. G = E. globulus, R = E. robusta, C = E. camaldulensis, L =
larvas, A = adultos. PM = estandar de masa molar (kDa). Las lineas
horizontales corresponden a bandas de proteinas, numeradas segin su
orden de aparicion en €l gel.

(Fig. 2) estambién un indicador de los cambios bioguimicos
del insecto a causa de su aimentacion, y a igua que las
proteinas que se presentan exclusivamente en un extracto,
podrian usarse en su identificacion.

La distribucion proteica de los adultos en funcion de la
alimentacién recibidano fue diferente (Chi? calculado = 5,23,
g.1.=2,P=0,05),loquesedebeaqued 37,5% delas proteinas
difirio entre los extractos. Cuando la prueba se aplico sdlo a
las PM, se encontraron diferencias entre los extractos (Chi?
calculado = 14,24, g. . = 2, P = 0,05), las que se relacionan
con el nimero de proteinas que vario enlos adultos alimentados
con E. robusta, yaquelosextractos proveni entes delosinsectos
alimentados con las otras dos especies tuvieron la misma
cantidad de PM.

Al observar la participacion porcentual de las proteinas
respecto al arearelativade losgeles (Fig. 4), laproteina uno,
proveniente de los extractos de larvas, presento el areamayor
(14,47%), seguida de las proteinas 23 (9,65%) y 30 (8,79%).
Estas bandas se presentaron en todos los extractos,
independientemente de la alimentacion. Las bandas restantes
tuvieron cantidades de proteinas inferiores a 5%. Otro hecho
importante esquelasPM delaslarvastuvieron reassimilares
alasquenolofueron, con porcentajes que oscilan desde 1,38%
en labanda 11 hasta 4,19% en la 27. Esto indica que a pesar
gue no estuvieron presentes en todas | as especies, |a cantidad
de proteinas en estas bandas no fue despreciable.

El area de las proteinas de las larvas difirio significa-
tivamente y la interaccién entre las proteinas y las especies
también fue significativa; sin embargo, no hubo diferenciasen
el rea cuando €l factor evaluado fue la especie objeto de
alimento delaslarvas (F = 12,53; g. . = 2; P< 0,05). En los
adultos, la banda 23 tuvo la mayor cantidad de proteinas
(22,06%), seguidadelabandados(8,74%), 1a24 (7,24%) y la
cuatro (7,15%). Respecto de las PM de los adultos, la que
obtuvo el porcentaje mayor fue labanda 21 (5,73%). LasPM
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con el método UPGMA. G = E. globulus, R = E. robusta, C = E.

camaldulensis, L = larvas, A = adultos.

restantes tuvieron valores similares a las que no presentaron
variaciones, o queindicaque su participacion enlosgelesno
fue despreciable.

Segun el andlisisde variacion paralos extractos de adultos
hubo unadiferenciasignificativaentrelas proteinas (F = 28,35;
g.1.=2; P<0,05), relacionadacon su posicion en € gel (masa
molar), y una interaccion entre las proteinas y las especies.
Estos resultados son equivalentes a los obtenidos en los
extractos proteicosdelaslarvas. Por otraparte, hubo diferencia
en las PM de los adultos de G. scutellatus producto de su
alimentacion (F=16,87; g.1. = 2; P<0,05). Lasdiferenciasen
estefactor sedebieron alamayor variacion enlacomposicion
proteica de los adultos cuando se alimentaron con E. robusta,
ya que las otras dos especies tuvieron e mismo nimero de
PM.

Lapresenciao ausenciade bandasen los extractos proteicos
de G scutellatus puede deberse ala composicion quimica de
las hojas, o que hace que el insecto reaccione ante la
alimentacion recibida (Dermott et al. 1996). En este sentido,
la constitucion de los aceites esenciales en las especies de
Eucalyptus puede causar diferencias en la susceptibilidad al
dafio de un insecto en particular, las que pueden verserefl gjadas
en la composicién quimica de los insectos (Floyd y Foley
2001). Kessler y Baldwin (2002) indican quelafuncion delos
metabolitos secundarios de las plantas es actuar especifica
mente contralainfestacion deinsectos, haciendo que sereduzca
su dafio. Por lo tanto, estos elementos podrian estar influyendo
también enlacomposicion protei caencontradaen losextractos.

Conclusiones

Este estudio contribuye al Manejo Integrado de Plagas de este
insecto, a través del conocimiento de la composicion de las
proteinas de G. scutellatusalimentados con diferentes especies
de eucalipto, obteniendo proteinas marcadoras paralaslarvas
y adultos. Estas proteinas estén asociadas posiblemente con
patrones metabdlicos relacionados con el consumo de las
plantashospederas. Loscambiosen ladietadel insecto podrian
estar asociados con las proteinas marcadoras, indicando una
habilidad diferente de G scutellatus parapoder usar las plantas
hospederas.
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Figura 4. Participacién porcentual de las proteinas asociadas a larvas y adultos de G. scutellatus en funcién del arearelativa, considerando las tres
especies de eucaliptos estudiadas. L as lineas horizontales corresponden a bandas de proteinas, numeradas seglin su orden de aparicion en el gel. Las

bandas con asteriscos son las proteinas marcadoras.
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Inhibidores de proteasas en papas resistentes y susceptibles a la mosca minadora

Liriomyza huidobrensis (Diptera: Agromyzidae)

Protease inhibitorsin potatoes resistant and susceptible to leaf the miner fly Liriomyza huidobrensis
(Diptera: Agromyzidae)

JOSE OLIVERA?, MARIA PALACIOS?, JORGE TENORIO? ALVARO MARCELO*, AL GOLMIRZAIES

Resumen: Se estudiaron las diferencias bioquimicas entre cuatro clones de papa resistentes (220LM87B, 662L M 86B,

136LM86B y cultivar Maria Tambefia) y uno susceptible (cultivar Revolucidn) alamoscaminadoraLiriomyza huidobrensis
mediante comparacion del grado de inhibicion de la actividad proteolitica de la tripsina sintética y de los extractos de
larvas de lamosca por accion de las proteinas total es extraidas de hojas dafiadas de los clones. Laactividad proteolitica,

en unidades relativas, por efecto de los clones 662LM86B, 136LM86B, 220LM87B, Maria Tambefia, y Revolucion
sobrelaactividad delatripsinafue1,7; 2,5; 1,8; 1,3y 2,4y sobrelaactividad delos extractos de larvas fue 0,24; 0,4; 0.6;

0,1y 0,5 respectivamente. Por otro lado, lainhibicion de la actividad proteolitica de la tripsina por las proteinas de los
cultivaresMariaTambefiay Revolucion fue del 93% y 77% respectivamente. Finalmente, usando latécnicade zimografia
seidentificé unabanda de inhibidores de proteasas de 105 KDay otrade 63 KDa; el grado de intensidad de esas bandas
fue mayor en los clones resistentes. La banda de 105 kDa mostro unaintensidad de hasta 4,2 veces en € cultivar Maria
Tambefia con respecto a Revolucién. Los resultados demuestran diferencias en lainhibicion de la actividad proteolitica
y en la presencia de labanda de 105 kDa entre los clones resistentes y susceptibles ala mosca minadoralo cual sugiere
alosinhibidores de proteasas como factores importantes en la resistencia de estos clones ala mosca minadora.

Palabras clave: Solanum tuberosum. Defensa vegetal. Inhibidores de proteasas. Actividad proteolitica.

Abstract: Abstract Biochemical differenceswere studied among five potato clones: four resistant (220LM87B, 662L M 86B,
136L.M86B and cultivar Maria Tambefia) and one susceptible (cultivar Revolucion) to attack of theleafminer fly Liriomyza
huidobrensis (Diptera, Agromyzidae) through a comparison of the degree of inhibition of the proteolytic activity of
synthetic trypsin and extracts of leafminer larvae by action of total proteins extracted from the leaves of the different
potato clones before damage. The proteolytic activity, in relative units, of the clones662L M 86B, 136LM86B, 220LM87B,
Maria Tambefia, and Revolution on trypsin activity were 1.7, 2.5, 1.8, 1.3, and 2.4, and on larval extractswere 0.24, 0.4,
0.6, 0.1 and 0.5, respectively. In contrast, when inhibition of the proteolytic activity of trypsin from proteins of the
cultivars Maria Tambefia and Revol uci6n was quantified, there was an inhibition of 93% and 77%, respectively. Finaly,
using zymography, two bands of protease inhibitors were identified, one 105 kDa and the other 63 kDa; the degree of
intensity of these bands was greater in the resistant clones than the susceptible. The 105 kDa band showed an intensity up
to 4.2 times higher in the cultivar Maria Tambefia than the cultivar Revolucién. The results demonstrate differencesin the
proteolytic activity and the presence of the 105 kDa band between the clones resistant and susceptible to the leafminer fly,

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9327

which suggeststhat protease inhibitors are important factors in the resistance of these clones to the leafminer fly.

Key words: Solanum tuberosum. Plant defense. Protease inhibitor. Proteolytic activity.

Introduccién

En la costa central de Per(, la mosca minadora Liriomyza
huidobrensis Blanchard, 1926 es plaga clave del cultivo dela
papa (Herrera 1963; Chavez y Raman 1987; Lizarraga 1990;
Palaciosy Raman 1993; Cisneros 1995). Al igual que en otras
partes del mundo, como Argentina, Brasil, Chile, CostaRica,
Guatemala, México, Panamé, Isragl, Indonesiay Egipto donde
estareportada (CI P 1998), lamoscaminadorase haconstituido
en problema central como consecuencia del uso intensivo de
plaguicidas para controlar otras plagas en este cultivo, por lo
gue ha desarrollado niveles de resistencia significativos alos
insecticidas mas comunmente usados (CIP 1998). La plaga
dana exclusivamente el follgje de las plantas: las hembras
adultas pican las hojas para alimentarse y para depositar sus

huevos, las larvas durante su desarrollo realizan minas
serpenteantes en los foliolos, afectando de esta manera la
capacidad fotosintética 'y € rendimiento (Palacios y Raman
1993). El dafio en plantasjévenes puede ocasionar mortalidad
temprana (Morales et al. 1994). En el Vale de Cafiete, la
principa zona de produccién de papa en la Costa Central del
PerU, se han registrado pérdidas del rendimiento entreel 40y
50 % cuando no se utilizaron métodos de control (Ewell et al.
1990; Palaciosy Raman 1993).

Entre los factores que favorecen el incremento de las
poblaciones de la mosca minadora en €l Pert destacan el uso
de variedades susceptibles y el excesivo uso de insecticidas
(Palaciosy Raman 1993). En labUsqueda de dternativas para
el manejo de plagas en papa, e Centro Internacional de la
Papa (CIP) desarroll6 un programa de mejoramiento para
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obtener materiales resistentes a las principales plagas del
cultivo: polilla de la papa (Phthorimaea operculella Zeller,
1873), mosca minadora (Liriomyza huidobrensis Blanchard,
1926) y gorgojo de los Andes (Premnotrypes spp) (Raman et
al. 1994). Para la seleccion de plantas resistentes a mosca
minadora se desarroll6 un método de tamizado en campo, €l
cual, permitio identificar doce clones con atos niveles de
resistencia a esta plagay buenas caracteristicas agronémicas
(Tenorio et al. 1993). Posteriormente estos clones se evaluaron
bajo condiciones de infestacion controlada en laboratorio e
invernadero, concluyéndose que € principal mecanismo de
resistenciaerael deantibiosis(Tenorio et al. 1993). Losclones
386768.10 (282LM86B) (actualmente es €l cultivar “Maria
Tambefid"), 220LM87B, 386766.43 (136LM86B) y 386767.21
(662LM86B) destacaron por su mayor nivel de resistencia
(Tenorio et al. 1995).

Para defenderse de multiples agresores, las plantas
presentan complejas estrategias, como el uso generalizado de
sustancias quimicas (Fraenkel 1959). Estas sustancias pueden
encontrarse en forma constitutiva en los tejidos, como por
gjemplo, los glucdsidos de ciandgeno, terpenoides, acal oides
y sustancias fendlicas. Otras solo aparecen como respuesta a
un estimulo primario por lo que son conocidas como sustancias
inducidas, como por gjemplo las fitoalexinas y proteinas de
defensa (Chrispeels y Sadava 1994). Entre las proteinas de
defensa se mencionan alosinhibidores de proteasas, proteinas
relacionadas con lapatogénesisy | ectinas (Bowles 1990; Dixon
y Harrison 1994; Smirnoff 1998). El factor bi6tico mas comun
en laaparicion de sustanciasinducidas es el estrés por herida,
este es el caso del dafio producido por laslarvasy los adultos
de la mosca minadora sobre las plantas de papa a causar en
las hojas innumerables heridas externas einternas. Se arguye
quee€l estrés por heridadesencadenaen laplantalaactivacion
coordinada de sus genes, no solo para la defensa de la planta
sino también paralaregeneracion del tejido dafiado (Sanchez-
Serrano et al. 1993). En plantas de papay de tomate, se ha
observado que €l dafio en € follaje por heridainduce en unas
horaslaacumul acion de una serie de proteinas col ectivamente
denominadas Proteinas de Respuesta Sistémica a la Herida
(PRSHs) (Bergey et al. 1996). Trabajos con plantas
previamente heridasy utilizadas después como alimento para
insectos han determinado alteraciones del comportamiento en
estos insectos (Hodge et al. 1999). Cabe sefidlar que desde
hace mucho tiempo los inhibidores de proteasas, dado que
afectan laviabilidad delosinsectos, son consideradosfactores
importantes de resistencia (Broadway et al. 1986; Ryan 1990;
Dymock et al. 1992; Barker et al. 1995). Ademaés, se han
aislado genes de diferentes fuentes biol 6gicas con laintencion
deintroducirl osen plantas paraconferirlesresi stencia (Wolfson
y Murdock 1995).

Lainduccion delas proteinasinhibidoras de proteasas por
efecto delaheridahasido estudiadamas profundamente (Ryan
1990) y se ha propuesto que, en la ruta de sefiaizacion para
producir estos componentes, laheridaactivaunafosfolipdlisis
especificaen lamembranaplasmética, liberando al citoplasma
los &cidos linoleico y linolénico, poniendo en marchala ruta
del acido jasmonico quehadeconducir alaactivaciony sintesis
dedichosinhibidores (Farmer y Ryan 1992). En estudios donde
se han medido los niveles de inhibidores de proteasas en €l
tejido de plantas resistentes a insectos, se ha encontrado una
correlacion entre la resistencia, la muerte o disuasion de los
insectos y la presencia de los inhibidores de proteasas
(Broadway et al. 1986; Ryan 1990). Se considera que €l

mecanismo de accion de estas proteinas inhibidoras de
proteasas sobre los insectos se inicia en € intestino, con la
activacion de un sistema de retroalimentacién que provocala
hipersecrecién de enzimas digestivas y la disminuciéon
consecuente del apetito, produciéndose en el tiempo una
pérdida de aminoécidos esencial es que ocasionan finalmente
una deficiencia proteica (Broadway et al. 1986). Se ha
observado que el nivel y larapidez con que pueden presentarse
los productos inducidos en las plantas, parecen marcar una
diferenciacaracteristicaen laresistenciadelasmismas (Bowles
1990). Es decir, cuando se comparan cultivares resistentes y
susceptibles, se observaen losres stenteslargpidaacumul acion
de diferentes molécul as rel acionadas con la defensa (Bowles
1990).

Lafinalidad entonces del presente estudio fue identificar
diferenciasen el nivel deinhibicién delaactividad proteolitica
einhibidores de proteasas entrelos clones de papa220L M 87B,
662LM86B, 136LM86B, la variedad Maria Tambefia y la
variedad Revolucion.

Materialesy M étodos

Material vegetal. Los clones de papa resistentes a mosca
minadora utilizados fueron 220LM87B, 136LM86B,
662LM86B, y 282LM87B (actualmente el cultivar Maria
Tambefia). El clon susceptible a la plaga fue el cultivar
Revolucidn. Todos ellos se desarrollaron en condiciones de
invernadero entre los meses de abril y julio, con unintervalo
de temperatura de 16-22°C. Los tubérculos se sembraron en
macetas de plastico de 21 cm de didmetro con una mezcla de
1:1:2 de arena, tierray musgo.

Extraccion de proteinas solubles

De las hojas de papa. Antes de la extraccion, plantas de 20
dias de edad se dafiaron con un estilete hiriendo detresacuatro
hojas de la parte inferior media y superior del follgje de la
planta (dafio mecanico). 24 horas después, se colectaron, se
fijaron inmediatamente con nitrégeno liquido y se guardaron
a—20°C en bolsas de pléstico. En € laboratorio, estas hojas se
pesaron y luego se molieron con nitrégeno liquido en un
mortero, obteniéndose asi un polvo el cual fue homogenizado
con buffer fosfato (25 mM fosfato de sodio, pH 5,0,
conteniendo 5% glicerol, 10 mM metabisulfito de sodio, y 2
mM [3-mercaptoetanol) en una proporcion 1:7 (p/v). El
homogenizado se centrifugd a 16,000 r.p.m. por 20 minutosy
el sobrenadante se trat6 con acetona fria (1:1 v/v) para
precipitar las proteinas. Todo €l tratamiento serealizo en bafio
de hielo. El precipitado de proteinas se separé por centri-
fugaciony se seco bajo presion reducida (Speed Vac).

De las larvas de mosca minadora. Se utilizaron larvas de
moscaminadoradel tercer estadio que miden en promedio 2,5
mm obtenidas de hojas de lechuga infestadas en campo. Las
larvas se extrajeron cuidadosamente con un estilete y se
almacenaron a—20°C en tubos de microcentrifugade 1,5 ml.
Para la extraccion de proteinas solubles se maceraron grupos
de 20 larvas con 250 pl de buffer Tris (50 mM, pH 7 a4°C) en
bafio de hielo, luego el homogenizado se centrifugd a 4,000
r.p.m. por 2 miny el sobrenadante se uso inmediatamente en
las pruebas enzimaticas. La concentracion de las proteinas se
midié utilizando albumina bovino (BSA) como proteina
esténdar siguiendo el método de Bradford (1976).
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Ensayos Enzimaticos

Actividad protedlitica. Paradeterminar laactividad proteolitica
delatripsinasintéticay de los extractos de larva se siguio €l
método enzimatico de Fry et al. (1994) que utiliza gelatina
como substrato de proteasas. Para esto se mezclaron 0,25 ml
de gelatina al 1% (diluido en 50 mM de Tris-HCI, pH 8) y
0,25 ml de una solucién enzimatica: tripsina (20 mg/ml) o
extracto de larvas (20 larvas con 250 ml de 50 mM Tris-Cl,
pH 7,0 — 4 a5 ug/ul). Posteriormente la mezcla se incub6 a
30°C en tres tiempos: tres, cuatro y cinco horas. Al cabo del
tiempo la reaccidn se detuvo con 0,75 ml de é&cido
tricloroacético (TCA) a 20%. Se dejo reposar por 15 min a
temperatura ambiente y se centrifugé a 10.000 r.p.m. por 5
min. El sobrenadante se centrifugd nuevamente a la misma
velocidad. Lalecturaen el espectrofotdmetro serealiz6 a280
nmYy se utilizé como blanco lasolucion de gel atinacombinado
con tripsing, o con extracto de larva, respectivamente, pero
incubados por separado y mezcladosjusto antes de lafijacion
con TCA. Unaunidad de actividad proteolitica (U) se definid
como el incremento de la absorbancia en 0,01 a 280 nm (Fry
et al. 1994). Estos valores fueron considerados como el 100%
de actividad proteolitica paralos ensayos de inhibicion.

Inhibicion de la actividad proteolitica. Para los ensayos de
inhibicidn de la actividad proteolitica de tripsina y de los
extractosdelarva, por efecto delas proteinas solubles de hojas
de papadelosdiferentes clones, se utiliz6 el método de Fry et
al. (1994) descrito anteriormente. Previo al ensayo las
soluciones enziméticas se preincubaron con los extractos de
proteinas de las hojas de papa (1 mg/ml diluidos en 25 mM de
fosfato de sodio apH 5) por 15 min atemperaturaambiente. En
€l caso delamezcladetripsina (20 ug/ml) con las proteinas de
hojas de papa, éstatuvo unaproporcionde 1.5 (v/iv) y enel caso
delos extractos de larvay proteinas de hoja, la proporcién fue
de 1:1 (v/v). Una unidad de actividad relativa (UR) se definio
como & incremento de la absorbancia en 0,01 a 280 nm de la
mezclade enzimay proteinasde hojasobre el incremento dela
absorbancia en 0,01 a 280 nm de enzima sola.

Finalmente para comparar lainhibicién proteoliticade la
tripsinaentreloscultivaresM. Tambefiay Revolucion serealizd
un ensayo utilizando €l substrato sintético TAME (Na-p-tosil -
L-arginina-metil-ester) para la determinacion de proteinas
semejantes a tripsina segdn un método descrito en el Manual
Whortington (1988) utilizando una concentracion final de 4
ug/ml de tripsinay 10 mM de TAME. Para el calculo de las

unidades de actividad de tripsina se uso la férmula Umg?* =
(5,55)(rA,47min) (Mgt tripsina) (Wortington 1988).

Geles de poliacrilamida (Zimografia). Para detectar
inhibidores de proteasas se prepararon geles de poliacrilamida
(PAGE) al 8% copolimerizado con gelatina (1 mg/ml) (Hanspa
et al. 1983). Se utiliz6 una unidad de €electroforesis vertica
(MINIPROTEAN 11, Bio-rad) con espaciadores de 0,75 mm.
Se pesaron 6 mg de proteinas de hojas por muestralas cuales se
diluyeron en biffer muestrade electroforesis 2X (0,125 M tris-
Cl, pH 6,8, conteniendo 20% glicerol, 4% de SDS (Lauryl
sulfato), 1% de [3-mercaptoetanol y 0,002% de azul de
bromofenol). Para el revelado los geles se tifieron con una
solucion deazul de Coomassie R-250 (0,01%) disuelto en &cido
acético:metanol: TCA:agua (24:24:2:10), y se destifieron con
metanol:&cido acético:agua (2:10:2). Simultaneamente se
corrieron estandares de proteinas SDS-PAGE (Fosforilasa b,
97.400; Albdminabovino, 66.000; Albuminade huevo, 45.000;
Anhidrasa Carbdnica, 29.000, alfa-Lactoalbumina, 14.200), en
otro gel con las mismas condiciones.

Anélisisdegelesy calculos. Losgeessefijaron en membranas
de celofan utilizando e buffer de decoloracion deelectroforesis
como solucién de fijacion. Luego, se colocaron bajo un
densitometro (Hoefer) que estuvo conectado a una
computadora PC IBM compatible desde el cual seregistraron
las bandas, y se analizaron mediante el programa
GS365W.EXE (Hoefer Software). Las imagenes con bandas
claras en fondo oscuro se invirtieron. Por otro |ado, los datos
obtenidos por los ensayos enzimaticos, a partir de tres
repeticiones cada uno, se linearizaron mediante rectas de
regresion con el programa Excel (Microsoft Inc.).

Resultadosy Discusion

En este trabajo se asumid que las plantas responden de forma
similar al ataque del insecto y al dafio mecanico produciendo
diferentes vias parainiciar la defensa (Farmer y Ryan 1992).
Por lo tanto, se presume que algunos genes inducidos por
herida, producen sustancias como losinhibidores de proteasas,
gue actlan en la defensa del hospedero contra el ataque del
insecto.

Actividad proteolitica de la tripsinay de los extractos de
larvas. Laactividad proteolitica de la tripsina sobre gelatina
fue de 1,8 unidades (U) y de los extractos de larva fue de 0,5

Tabla 1. Efecto de las proteinas de los clones en la actividad proteolitica de tripsinay extractos de larvas de mosca minadora. Método de Fry et al.

(1994).
Tripsina Extracto demosca minadora Reduccion dela actividad
Clones u UR' u UR? proteolitica %
M. Tambefia 235 1.30 0.05 0.10 20
662LM86B 3.20 1.70 0.12 0.24 76
220LM86B 3.30 1.83 0.33 0.66 34
136LM86B 4.50 2.50 0.20 0.40 60
Revolucion 4.40 244 0.25 0.50 50

T UR = Unidades de actividad relativa obtenidas al comparar las unidades de la actividad proteolitica por efecto de cada clon con € valor de 1,8 unidades
(actividad de la tripsina sobre la gelatina que es considerado el 100% de actividad). * UR = Unidades de actividad relativa obtenidas al comparar |as unidades
de la actividad proteolitica por efecto de cada clon con €l valor de 0,5 unidades (actividad de los extractos de larva sobre la gelatina que es considerado €l

100%).



Inhibidores de proteasas en papas resistentes a la mosca minadora

107

U. Cuando latripsinaseincubd con los diferentes extractos de
papa, la actividad proteolitica aument6 en todos los casos
produciéndose el mayor aumento con el extracto de 136LM86B
(4,5 U) y menor con M. Tambefia (2,35 U) (Tabla 1). Este
aumento de la actividad enzimética se interpreté como un
sinergismo proteolitico, es decir, los val ores son superiores a
valor de la actividad proteolitica de la tripsina actuando sola
(1,8 U). La mezcla de proteinas obtenidas de hojas
indudablemente contiene muchas enzimas con actividad
endopeptidasas sobre la gelatina, que es un sustrato muy
utilizado para aislar proteasas de diferentes fuentes vegetales
(Santaurius y Ryan 1977; Santarius y Belitz 1978) dado que
los sustratos sintéticos son menos sensibles. Se puede notar
gue los clones resistentes presentan mayor actividad
proteolitica. Giri et al. (1998) por ejemplo, encuentra
diferencias entre dos cultivares de garbanzo resistentes y
susceptibles a Fusarium oxysporum Schitdl. midiendo las
unidades de actividad proteasa. En la interaccion con los
patdgenos es conocidalarespuesta hipersensible enlacual se
inducen tempranamente y con rapidez varias enzimas
hidroliticas (Dixon y Harrison 1994). Dado que las larvas de
lamoscaminadora producen tinel es dentro delas hojas, y por
tanto las heridas que ocasiona pueden llegar a ser severas, la
mayor sintesis de endopeptidasas podriaestar dirigidaacurar
rapidamente | as heridas producidas (Bowles 1990) o producir
proteinas toxicas como los inhibidores de proteinas (Bergey
et al. 1996; Reymond et al. 2000).

Inhibicion de la actividad proteolitica de tripsina y
extractos delarvas. Al calcular lainhibicién dela actividad
enziméatica de tripsina expresados en unidadesrelativas, en €
cual los valores més cercanos a cero son considerados como
de menor actividad proteolitica o de mayor inhibicién
proteolitica, se observd que Maria Tambefia y el clon
662LM86B tienen mayor inhibicion con respecto al cultivar
Revolucién (1,3 URy 1,7 UR respectivamente), mientras que
el clon 136LM86B fue similar con el cultivar Revolucion
(Tabla1). Dado que el sinergismo proteolitico de las hojasy
latripsinaproducen niveles elevados de absorbenciaen forma
diferente conlosresultadosdelosextractosdelarvas, seprefirio
utilizar las unidades rel ativas para hacer unacomparacion del
porcentaje deinhibicidn o reduccién delaactividad proteolitica
(Tabla 1). De esta forma es M. Tambefia la que presenta la
mayor inhibicién. Los inhibidores de proteasas inducidos por
heriday por ataque de insectos que mas se han estudiado son
de la familia serina proteinasa (Ryan 1990; Bowles 1990;
Sanchez-Serrano 1993). En este trabgjo las hojas de papa
fueron previamente dafiadas con estilete y luego fijados con
nitrégeno liquido para extraer las proteinas. Se conoce que
por este ef ecto se sintetizan una serie de proteinas denominadas
colectivamente proteinas de respuesta sistémica a la herida
(Bergey et al. 1996) entre las cuales estan los inhibidores de
serina proteinasas. Actualmente se sabe que esta induccion
puede ser modulada sistémicamente por un péptido de 18
aminoéacidos|lamado sistemina(Ryan 1998; Shaller 1999). Al
parecer, M Tambefia contiene muchos de esosinhibidores que
contrarrestan laactividad de tripsina (una serina preoteinasa).

Lainhibicion proteoliticade MariaTambefiay Revolucion
se corrobor6 en €l ensayo realizado con TAME. El ensayo de
tripsinay TAME presenta una actividad de 363,88 unidades
por miligramo, pero cuando la tripsina se combina con las
proteinas de hojas de M. Tambefiay Revolucion estaactividad
disminuy6 en 93% y 77% respectivamente (Tabla 2). En

términos generales los clones resistentes presentan mayor
inhibicion delaactividad proteoliticadelosextractosdelarvas
demoscaminadoray detripsinaen comparacién con € cultivar
susceptible Revolucion. Siendo M. Tambefia la que produce
las mayoresinhibiciones.

Inhibidores de proteasas mediante zimogr afia. Los geles
de electroforesis para ver actividad de proteinas con base en
su funcion (zimografia) son técnicas ampliamente utilizadas
para estudiar extractos crudos de diverso origen, como los
inhibidores de proteasas (Hansal 1983; Michaud 1993). Estos
métodos se basan en la capacidad de la proteina de perder su
actividad cuando se expone a alta concentracién de SDS pero
lo recupera una vez que el detergente es removido de la
solucién. En nuestro caso usamos & método de Hanspal (1983)
donde se encontr6 una banda de aproximadamente 105 KDa
gue se expresa en diferentes intensidades entre los clones
resistentes, siendo de menor intensidad en el material
susceptible Revolucion (Fig. 1). Otra banda menos definida,
de aproximadamente 63 K Dase muestratambién en estosgeles
(Fig. 2). El grado deintensidad delabandade 105 KDaquees
lade mayor tincion, se midi6 por densitometriaregistrandose
en cadauno de | os genoti pos picos mayores que en Revol ucién.
En M Tambefia €l nivel de expresion es de 4.2 a uno en
comparacion con Revolucion (Fig. 3). Es interesante que la
intensidad de labandade 105 kDa este correlacionadacon los
clones de papa resistentes a la mosca minadora. A pesar que
también Revolucion presenta la banda de este inhibidor, no
alcanza la mayor produccion presentada en los clones
resistentes. Estos resultados nos inducen a considerar que la
identificacion de la naturaleza molecular de la banda de 105
KDa para el desarrollo de marcadores bioguimicos de
resistencia podria utilizarse para facilitar laidentificacion de
materiales que expresen esta cualidad.

Se asume que las plantas perciben ladepredacion €l insecto
enformasimilar acomo perciben laherida, y por tanto utilizan
las mismas sefial es de traduccidn en cascada, o vias similares
parainiciar la respuesta de la defensa (Farmer y Ryan 1992;
Hodge et al. 1999), por tanto, se presume que algunos genes
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Figura 1. Bandas de inhibidores de proteasas de los diferentes clones
revelados por zimografia (tincion con Comassie blue). La banda de 105
KDa se expresa con mayor intensidad en los clones resistentes en
comparacion con €l cultivar susceptible Revolucion.
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicion relativa de la actividad proteoliticade
tripsina en TAME utilizando proteinas de hojas de los clones Maria
Tambefiay Revolucion.

Tripsina més hojas

Tripsina* M. Tambefia Revolucién
Umg-1 tripsina® 363,88 25,00 83,33
Porcentaje relativo de
inhibicién de tripsina 000,00 93,13 77,09

*Seusd lasiguiente férmulaparalos cé cul os de unidades totales de actividad de tripsina:
Umg?®= (5.55) (AA 247min) (Mg tripsina) Unidades de actividad relativa obtenida al
comparar las unidades de laactividad proteolitica por efecto de cadaclon con el valor de
1,8 unidades (actividad de la tripsina sobre la gelatina que es considerado e 100% de
actividad). * Se usaron 12 ug detripsinaen lasolucion total.

inducibles por herida, como los que codifican inhibidores de
serina proteinasas, probablemente funcionan en la defensa
vegetal contraladepredacion del insecto. Este resultado junto
con la observacion del incremento de mayores proteasas
detectadasen los material esresistentes, en especial M. tambefia,
podrian revelarnosel origen delaresistencia. Sin embargo, no
hay antecedentes que los insectos puedan inducir inhibidores
de proteasas debido aladepredacion (Ryan 1990). Pero si hay
reportes de enzimas como bromelaina (Boller 1986), leucina
aminopeptidasa (Pautot et al. 1993), proteinasas semejantes a
subtilisina (Jorda et al. 1999), carboxipeptidasa (Schaller y
Ryan 1996) y cisteinaproteinasa (Linthorst et al. 1993) que se
acumulan en respuestaa atagque de uninsecto, del mismo modo
gue produce una herida. La induccion de inhibidores de
proteasasy el conjunto de proteasassi es reportado como una
respuestaa dafio mecanico en plantas (Farmer 1992; Reymond
2000).

Conclusiones

Tomando en conjunto | os resultados se puede postular quelos
clones de papa resistentes alamosca minadora, en especial el
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Figura 2. Bandas de inhibidores de proteasas revel ados por zimografia
(tincién con Fast blue). Las bandas, estimadosen 63y 105 KDa, muestran
diferentes intensidades entre |os clones resistentes y susceptibles.

136LM86B 220LM87B M. Tambefia 662LM86B Revolucion

105 KDa

65 KDa

Figura 3. Densitometrias a partir de los geles de zimografia. Se observa
mayor intensidad delabandade 105 K Da (picos) en losclonesresistentes
con respecto a Revolucion.

cultivar Maria Tambefia y el clon 662LM86B sintetizan o
activan en corto tiempo los niveles de sus proteinas frente a
dario provocado por el ataque de la mosca minadora en sus
hojas, entre los cual es estan los inhibidores de proteasas. Esta
induccion diferencia en términos generales los clones
resistentesdel susceptible a atague de moscaminadoray podria
ser € factor principal delaresistencia.
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Resistencia de especies de Manihot a Mononychellus tanajoa (Acarifor mes),
Aleurotrachelus socialis y Phenacoccus herreni (Hemiptera)

Resistance of Manihot species to Mononychellus tanajoa (Acariformes),
Aleurotrachelus socialis, and Phenacoccus herreni (Hemiptera)

MARITZA BURBANO M.%, ARTURO CARABALI M.2, JAMESMONTOYA L.3, ANTHONY C. BELLOTTI*

Resumen: Las especies silvestres del género Manihot ofrecen una fuente potencial de genes de resistencia para €l
control delamayoriadeinsectos plagade yuca(Manihot esculenta). Recientemente, esta caracteristicahasido aprovechada
para el desarrollo de variedades resistentes a plagas y enfermedades a través de cruces inter-especificos con especies
silvestres de Manihot. Con el objetivo de buscar nuevas fuentes de resistencia en especies de Manihot, se evaluaron y
compararon dos especies silvestres brasileras, Manihot flabellifoliay M. peruviana, frente a genotipos comerciales de
M. esculenta, para determinar su potencial de resistenciaatres de las principal es plagas de yuca en las Américas, Africa
y Asia € acaro Mononychellus tanajoa, €l piojo harinoso (Phenacoccus herreni) y la mosca blanca (Aleurotrachelus
socialis). La investigacion se realizo en CIAT, Palmira, bajo condiciones controladas (255 °C, 60+10 HR, 12L/D)
utilizando unametodol ogia de tamizadosy bioensayos asistida por escalas de infestaciony dafio. L osresultados mostraron
guelosgenotiposdeM. flabellifolia (444-002) y M. peruviana (417-003 y 417-005) exhibieron altos nivelesderesistencia
frenteaM. tanajoay Asocialis, mientras, el genotipo de M. flabellifolia (444-002) y M. per uviana (417-003) presentaron
niveles intermedios de resistencia a P. herreni. Se discute la importancia de estas fuentes de resistenciaalaluz de los
programas de conservacion de la diversidad y de la resistencia de planta hospedera como un componente del manejo
integrado de plagas.

Palabras clave: Yuca. Mosca blanca. Resistencia planta hospedera.

Abstract: Wild species of the genus Manihot offer a valuable and potential source of resistance genes for the control of
the majority of insect pests of cassava (Manihot esculenta). Recently, this characteristic has being exploited to develop
strains resistant to pests and diseases through inter-specific crosses with wild Manihot species. In order to find new
sources of resistance in Manihot species, two wild Brazilian species, M. flabellifolia and M. peruviana, were evaluated
and compared to commercial genotypes of M. esculenta to determine potential resistance against three of the major
cassava pests in the Americas, Africaand Asia: the mite Mononychellus tanajoa, the mealybug (Phenacoccus herreni)
and the whitefly (Aleurotrachelus socialis). The research was carried out at CIAT, Palmira, under controlled conditions
(25+5°C, 60+10 RH, 121 /D) using screening and bioassay methodol ogies assisted by controlling infestation and damage
levels. The results showed that the genotypes M. flabellifolia (444-002) and M. peruviana (417-003 and 417-005)
exhibited highest levels of resistance against M. tanajoa and A. socialis, while the genotypes M. flabellifolia (444-002)
and M. peruviana (417-003) showed middle levels of resistance against P. herreni. The importance of these sources of
resistance is discussed in light of the diversity conservation and host plant resistance programs and a component of
integrated pest management.

Key words: Cassava. Whitefly. Host plant resistance.
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Introduccién

Manihot Miller, Euphorbiaceae, es un género nativo del
Neotrépico que ocupa un amplio rango de hébitats, desde €l
sur de Arizona hasta Argentina (Rogers y Appan 1973). Sus
especies son perennes y varian desde arbustos acaulescentes
hastaarbolesde 10 a12 metrosde atura. Lamayoriapresenta
raices tuberosas y algunas acumulan grandes cantidades de
almidon, como layuca (Manihot esculenta Crantz), uno delos
cultivos tropicales mas importantes del mundo, la cual es
producida, principalmente, por pequefios agricultores como
fuente alimenticia e industrial (Cock 1985). M. esculenta es
tolerante ala sequia y a suelos degradados, ademas de tener
gran flexibilidad respecto ala plantacion y la cosecha que le
confieren altaadaptabilidad aunagran variedad de ecosistemas
tropicalesdonde, esun elemento basico en ladietade alrededor

! Estudiante de Biologia Universidad del Valle. merry2309@yahoo.com

de 500 millones de personas (FAO/FIDA 2000). Lamen-
tablemente, las caracteristicas agronémicas de este cultivo
favorecen, lapresenciade artropodos plaga que causan grandes
pérdidas como consecuencia de dafios directos e indirectos
(Bellotti et al. 1994). En la actualidad tres especies son 1os
artrépodos que més afectan y limitan el aprovechamiento de
este cultivo: el &caro verde delayuca (AVY'), Mononychellus
tanajoa (Bondar, 1938), especie que causa pérdidas en el
rendimiento deraicesentreel 13-80% enlasAméricasy Africa
(Skovgard et al. 1993; Bellotti et al. 1999); el piojo harinoso,
Phenacoccus herreni (Cox-Willians, 1981), en altas
poblaciones puede causar pérdidas en el rendimiento hastadel
80% en & norte de Sur Américay Norte-Estedel Brasil (Vargas
y Bellotti 1981) y la mosca blanca, Aleurotrachellus socialis
(Bondar, 1923), presente en Ecuador, Venezuela, Brasil y en
Colombia, donde ocasiona pérdidas hasta del 79% (CIAT

2 Asistente de Investigacién, Entomologia de yuca, CIAT. a_carabali @yahoo.com
3 Profesor Departamento de Biologia Universidad del valle. jamesmon@univalle.edu.co
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1986). Para contrarrestar los dafios ocasionados por estas
plagas, se utilizan generalmente plaguicidas quimicos (Smith
1989), pero su uso indiscriminado ha generado efectos
negativos en losinsectos benéficos, hapropiciado € desarrollo
de resistencia a los insecticidas y, en general, ha producido
altos nivel es de contaminacion ambiental (Smith 1989; Panda
y Khush 1995). Adicionalmente, su empleo es una opcion
costosa para € pequefio productor (Ariasy Guerrero 2000).
Ante estos hechos, se hace necesarialabUsquedade alternativas
de manejo que permitan mantener |as poblaciones plagas por
debajo del nivel de dafio econémico. El manejo integrado de
plagas (MIP), combinaresistenciavegeta aplagascon métodos
de control, bioldgico, cultural y quimico. La resistencia de
planta hospedera (RPH) es la base del Mangjo Integrado de
Plagas (MIP), por su compatibilidad con otros métodos de
control, bajo costo y compatibilidad con el ambiente (Bellotti
et al. 1993).

L asespeciessilvestres de Manihot son conocidas* fuentes’
de genes de resistencia a practicamente todas las plagas y
enfermedades de yuca, como también, al deterioro fisiol6gico
post-cosecha (PPD). No obstante su valor, han sido poco
utilizadas en el mejoramiento de yuca, con el agravante que
dichas especies estan amenazadas por extincién, debido a
cambios del medio y destruccion de sus habitats naturales
(CIAT 2004).

Con €l objetivo de buscar nuevasfuentesderesistencia, en
este estudio se evaluaron y compararon dos especies silvestres
brasileras (M. flabellifoliay M. peruviana) frente a genotipos
comerciales de Manihot esculenta, para determinar sus
potenciales de resistencia a tres plagas claves de yuca en las
Américas, Africay Asia: el &caro Mononychellus tanajoa, €
piojo harinoso Phenacoccus herreni y la mosca blanca
Aleurotrachellus socialis.

Materialesy M étodos

Plantas y Artropodos. En el programa de entomologia de
yuca (CIAT) se propagaron 20 plantas delos genotipos CMC-
40, MECU-72 de M. esculenta Crantz; MFLA 444-002 de M.
flabellifolia y MPER 417-0003, MPER 417-005 de M.
peruviana (Mueller) y se transplantaron posteriormente a
bolsas plasticasy materas. Cinco plantas de cada genotipo, de
40 dias de edad, seintrodujeron individualmente en jaulas de
tul y maderade 0,5 mx 0,5m x 1m.

L os especimenes de mosca blanca, A. socialis, y del piojo
harinoso, P. herreni, serecol ectaron de col oniasindependientes
establecidas en CIAT. La colonia de acaros M. tanajoa fue
reestabl ecida siguiendo lametodol ogia propuestapor Leniset
al. (1993).

Evaluacion deresistencia. Paralaidentificacion delosniveles
de resistencia presentes en genotipos y especies silvestres de
Manihot se utilizaron infestaciones artificial es de especimenes
de cadaunadelas plagas. Las evaluaciones serealizaron bajo
condiciones controladas de temperatura, humedad relativay
fotoperiodo (2545 °C, 60+10 HR, 12L/D).

La infestacion con el acaro M. tanajoa se realiz6 sobre
cinco plantas de cinco genotipos, M. esculenta (CMC-40;
MEcu-72), M. flabellifolia (MFLA 444-002) y M. peruviana
(MPER 417-003; 417-005), las cuales se introdujeron
individualmente en jaulas de tul y madera de (0.5m x 0.5m x
1m), cada una con tres repeticiones y dispuestas al azar. La
infestacion se realizé sobre las hojas superiores de cada

genotipo y especie silvestre a evaluar, colocando dos I6bulos
de hojasinfestadas con 200 acaros por cinco dias. Al finalizar
este periodo | as hojas viejas se retiraron. Las evaluaciones de
infestacion y dafio se realizaron 10 dias después de la
infestacion y se continuaron cada cinco dias durante cuatro
semanas.

Lainfestacion de genotiposy especies silvestres con piojo
harinoso (P. herreni) se realizo utilizando huevos dispuestos
en ovisacos provenientes delacoloniadeP. herreni. Parauna
mejor colonizacion los ovisacos se colocaron sobrelaaxilade
la hoja con la ayuda de un punzon. Los huevos del piojo
harinoso contienen una sustancia pegajosa que facilita su
adherencia a las plantas. La primera evaluacion se realizo a
los 10 dias y se continuaron las evaluaciones cada 10 dias
durante dosmeses. Asi mismo, lainfestacion serealiz enjaulas
individuales con cinco plantas de cinco genotipos, cada una
con tres repeticiones y dispuestas al azar.

La infestacion con Aleurotrachellus socialis en cada
genotipo y especie silvestre se realizd con 200 adultos de A.
socialis recién emergidos. Hojas de M. esculenta, con
aproximadamente 500 pupas (se distinguen por tener 10s 0jos
rojos), se tomaron de la colonia de mosca blancay colocadas
enunacaja-jaulademaderade 30 cm x 30 cmx 30 cm, forrada
con tul negro en tres de sus caras'y en la superior con vidrio.
L as hojas permanecieron en la caja durante 12 horas, después
delascuales seretiraron los adultos emergidosy con laayuda
de un aspirador manual de pipeta se colocaron en las hojas
maés jovenes de las plantas a evaluar. Las evaluaciones se
realizaron cinco dias después delaprimerainfestacion y cada
10 dias durante dos meses.

Evaluacién deinfestacion y dafio. Las evaluaciones paralas
tres especies se realizaron por observacion directa. Este tipo
de evaluacién puede ser adaptable a muchas asociaciones
insecto-planta, alavez que permite examinar un gran nimero
de plantas en corto tiempo. Este procedimiento se basa en
escalas que califican el grado de infestacion y, por otra parte,
el grado de dafio que ha sufrido la planta. La escala de
infestacion, define cualitativamente la cantidad aproximada
deinsectos que se encuentran en la plantaen un momento dado
y en qué parte de ésta se concentran. Laescalade dafio permite
definir o categorizar en alto, intermedio o susceptible el nivel
deresistenciamanifestado por el deterioro delas plantas. Esta
escal a esta generalmente comprendidaentreuno y seis.

Para &caros y piojos harinosos también se realizd una
division de la planta en tres estratos, ato (cogollo y hojas
nuevas), medio (hojasmedias) y bgjo (hojasvigas) y seobservo
la distribucion de los diferentes estados de la plaga en las
diferentes partes de la planta, estos datos se consignaron
teniendo en cuentalas escalas de dafio y grados deinfestacion.

Paraevaluar el grado deinfestaciony dafio paralasplantas
infestadas con moscas blancas se siguid el método desarrollado
por Arias (1995), mediante el cual se estimaun porcentaje del
numero de formas adultas, huevos, ninfasy pupas presenteen
cada uno de las tres repeticiones de los genotipos evaluados
en lostres estratos de la planta. De cada parte se examina una
hojaal azar en cadamuestreo por observacion directa. De estas
tres observaci ones, posteriormente, se cal culaun promedio que
corresponde a dato obtenido para cada muestreo.

En general, para la evaluacion del dafio y poblacion que
ocasionan lasespecies M. tanajoa, P. herreni y A. socialissobre
los genotiposde M. esculentay especiessilvestres de Manihot
fueron empleadas las escalas de poblacion y dafio definidas
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por Bellotti y Kawano (1983) paraacaros, Castillo (1985) para
piojos harinosos y Arias (1995) para A. socialis, las cuales
usan rangos de uno a seis, donde uno indica ausencia de
poblacién y no dafio; mientras seis indicamuy alta poblacion
plagay dafio severo (Tablas 1, 2y 3).

Andlisis estadistico. Los valores promedios de dafio e
infestacién, se sometieron a un andlisis de normalidad
(Kolmorov-Smirnov) y de homogeneidad de varianzas
(Levene). En aquellos casos en que los datos no fueron
homogéneos se realizd transformacion de raiz cuadraday se
Ilevé acabo un andlisisde varianzade unaviaparadeterminar
s existian diferenciassignificativas paracadavariable. Cuando
se encontraron diferencias significativas se utilizo la prueba
de comparacion multiple de Tukey.

Resultadosy Discusion

Mononychellus tanajoa. El andlisis comparativo mostro que
existen diferencias significativas en el nivel de infestacion y
dafio de M. tanajoa entre los genotipos evaluados (Fy; 13, =
29,86, F; 15, = 66,72; P<0.05). En € andlisis de la variable
infestacion, el genotipo de M. flabellifolia (444-002) difiere
delosgenotiposde M. esculenta, pero no difierede uno delos
dos genotipos de M. peruviana MPER 417-005 (Tukey
P<0.05). No se presentaron diferencias significativas entrelos

dos genotipos de M. peruviana, pero estos si difirieron al ser
comparados con los de M. esculenta. Dentro de los genotipos
de M. esculenta estudiados no se presentaron diferencias
significativas.

La infestacion de M. tanajoa para los genotipos de M.
esculenta (CMC-40 y MECU-72) fue alta (cinco y seis),
mostrando mucha susceptibilidad alainfestacion por €l &caro
(Fig. 1). Lostres genotipos silvestres MFL A (444-002) de M.
flabellifolia y MPER (417-0003, MPER 417-005 de M.
peruviana presentaron valores de infestacion entre uno y tres
lo cual sugiere que son hospederos de menor preferencia por
este acaro, siendo M. flabellifolia (MFLA 444-002) €l
hospedero menos conveniente.

Por otrolado, se presentaron diferencias significativas para
la variable dafio debidas en gran parte al genoctipo de M.
flabellifolia (MFLA 444-002) el cual difiere de todos los
genotipos de M. esculenta (CMC-40, MECU-72), pero fue
similar alos de M. peruviana (MPER 417-003 y MPER 417-
005) (Tukey P<0.05). Estos tltimos no presentaron diferencias
significativas entre ellos, pero si, cuando fueron comparados
conlosde M. esculenta. Asi mismo, entrelos genotipos de M.
esculenta no se presentaron diferencias significativas.

L os resultados mostraron gque todos los genotipos de M.
esculenta fueron altamente susceptibles ya que presentaron
valoresentrecincoy seisen laescalade dafio, mientrasqueel
genotipo MFLA 444-002 presentd el més bajo nivel de dafio

Tabla 1. Escalas infestacién para todos |os estados biol égicos de M. tanajoa en yuca (Modificada de Bellotti y Kawano 1983).

Escala de poblacién (huevos, ninfasy adultos)

1= No écaros

2= Acaros en el cogollo

3= Algunos écaros en el cogollo y Hojas medias

4= Muchos &caros en cogollo

5= Cogollo y hojas medias Totalmente infestadas de &caros

6= Totalidad de hojas severamente infestadas de acaros, también €l tallo

Escala de dafio

1= Sin dafio

2= Algunas puntuaciones blanco-amarillentas base hojas del cogollo

3= Puntuaciones amarillas moderadas en todas las hojas

4= Puntuaciones abundantes hojas medias, ligera deformacion del cogollo

5= Severa deformacion hojas del cogollo, apariencia blanquecinay defoliacion. Tallo con puntuaciones amarillas
6= Cogollos reducidos o muertos, desecacion y defoliacion de hojas superiores. Severas puntuaciones amarillas en tallo

Tabla 2. Escalas de infestacion para todos |os estados biol 6gicos de P. herreni en yuca (Modificada de Castillo 1985).

Escala de Poblacion

Sin piojo

Ninfasy adultos en hojas apicales

OO WNE

Ninfas en hojas apicales y unas pocas en hojas basales

Ninfas, adultosy ovisacos en hojas apicalesy tallo hacia el cogollo
Todos |os estados en hojas apicalesy medias. Ninfasy ovisacos en el tallo
Presencia de ninfas, adultos, y ovisacos en toda la planta

Escala de dafio

Ningun dafio

OO WNPE

Pequefias ondul aciones en mérgenes de hojas apicales y basales

Leve encrespamiento y puede haber amarillamiento de hojas apicales

Encrespamiento y amarillamiento de hojas apicales. Pueden estar agrupadas (repollo). Meristemo apical no restringido
Necrosis y muerte de hojas apicales. Meristemo apical puede estar restringido. Tallo doblado haciael cogollo
Desecamiento de hojas'y defoliacion. Tallo muerto o fuertemente doblado
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Tabla 3. Escala de sintomas de dafio (arriba) e infestacion (abajo) ocasionado por A. socialis en yuca (Arias 1995).

Grado dafio Sintomade la planta

No dafio
Ligeraflacidez de las hojas del cogollo; todavia verdes.

Iniciacién de encrespamiento del borde de las hojas hacia arribay abajo.

Fumagina, algunas hojas secasy tallos delgados. Volcamiento y rebrotes.

1
2
3
4 Encrespamiento de las hojas, moteado verde-amarillento en el cogollo y hojas medias. Exudado azucarado.
5
6

Planta muerta.

Poblacién (%): Huevos, ninfas, pupas'y adultos

0 estados de mosca blanca

1-200 individuos por hoja de yuca
201-500 por hoja

501-2000 por hoja

2001-4000 por hoja

> 4000 por hoja

OO WNPE

(2.33), seguido de los genotipos de M. peruviana MPER 417-
003 y MPER 417-005 con valores de tres, sugiriendo menor
susceptibilidad de estostres genotipos con respecto alosniveles
de dafio (Fig. 2).

Losresultadosen lavariableinfestacion fueron consistentes
con €l dafio de M. tangjoa. Sin embargo, aunque los datos
paralavariabledafio en losgenotipos silvestreslosclasificaron
como resistentes, |os promedios de infestacion dejan ver que
més que resistencialo que hay son niveles de tolerancia.

Phenacoccus herreni. Hubo diferencias significativas entre
los genotipos evaluados para P. herreni en cuanto al nivel de
infestacion y dafio (Fy; 50, = 8,24 Y Fyy 50, = 2,83; P < 0,005).
Para la variable infestacion se encontré que MPER 417-003
tiene diferencias significativas con todos los genotipos
evaluados a excepcion de MFLA 444-002 (Tukey P < 0.05).
Nuevamente existen diferencias entre los dos genotiposde M.
peruviana estudiados.

Los resultados de |la variable infestacién para P. herreni
conformaron dos grupos (Fig. 3). Un grupo conformado por
los genotipos MPER 417-003, MFLA 444-002 con bajos
niveles de infestacion (dos'y tres) lo cual los clasifica como
resistentes. En el otro grupo, los genotipos presentaron altos
grados de infestacion (susceptibles). En contraste con € otro
genotipo de M. peruviana, el genotipo MPER 417-005,
presentd un ato nivel de infestacion (> 3) que lo identifica
como susceptible.

La variable dafio para los distintos genotipos de Manihot
infestados con P. herreni, permiten concluir que a igual que
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Figura 1. Promedios de infestacion para genotipos de Manihot sp.
infestados con Mononychellus tanajoa en 25 dias de muestreo.

para acaros, todos los genotipos de M. esculenta son
hospederos convenientes para el piojo harinoso (altamente
susceptibles), mientras que el genotipo MPER 417-003
presentd los mas bajos niveles de dafio, sugiriendo ser un
hospedero no conveniente (resistentes) para P. herreni (Fig.
4). No obstante, esimportante destacar que MPER 417-005, a
pesar de ser un genotipo de la misma especie que el
anteriormente mencionado (M. peruviana), exhibid niveles
relativamente altos de dafio, indicando que pueden existir
variacionesintraeinter especificas. Estos resultados sugieren,
evaluar un mayor niimero de genotipos de cada especie.

El genotipo MFLA 444-002 para esta plaga presenté un
grado intermedio dedafio (3,66). Ladiferenciaexpresadaentre
el grado de dafio y €l de infestacion catal oga a este genotipo
como altamente susceptible, pues muestra que con poca
infestacion el dafio es considerable. En sintesis, losresultados
parael piojo harinoso P. herreni, mostraron que |os genotipos
MFLA 444-002y MPER 417-003 presentan moderados niveles
de dafio, pero atos niveles de infestacion. Estos valores
sugieren altos niveles de tolerancia y se recomiendan
posteriores eval uaciones.

Aleurotrachelussocialis. El analisis comparativo mostré que
existen diferencias significativas entre los genotipos con
respecto alasvariables, infestacion y dafio (F; 135=12.3, F; 136
= 19.54; P < 0,005). Para la variable infestacion no se
encontraron diferencias significativas entre los genotipos
silvestres, pero si a ser comparados con el genotipo MECU-

72'y CMC-40 (Tukey P < 0,05).
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Figura 2. Promedios de dafio para genotipos de Manihot sp. infestados
con Mononychellus tanajoa en 25 dias de muestreo.
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Lasdiferenciasenlosvaloresdeinfestacion formaron para
estavariabletresgrupos (Fig. 5). Uno conformado por lostres
genotipossilvestresMPER 417-003, MPER 417-005y MFLA
444-002, con un promedio de infestacion en la escala de uno
gue corresponde a un nivel alto de resistencia. Un segundo
grupo correspondiente a MECU-72 con un promedio de
infestacion (tresy cuatro) quelo calificaen un nivel medio de
resistenciay, finalmente, un tercero conformado por CMC- 40
con un alto nivel de susceptibilidad.

Losdatos € grado de infestacion paraA. socialis, sugiere
gue para la mosca blanca los genotipos silvestres presentan
nivelesderesistencia. MECU-72 presentd nivelesdetolerancia,
pues poseen resistencia a nivel de dafio pero un nivel medio
para infestacion y un porcentaje relativamente alto de
colonizacion de A. socialis. Estos resultados concuerdan con
lo reportado por Bellotti y Vargas (1986), |os cual es proponen
a MECU-72 como un genotipo tolerante a A. socialis. El
genotipo CMC-40 presenté altos niveles de susceptibilidad.
Este resultado concuerda con lo esperado para CMC-40,
genotipo sobre el cua se encuentra la colonia de A. socialis
establecidaen CIAT.

El andlisis de postanova para la variable dafio mostré que
entrelostresgenotipossilvestres(MFLA 444-002, MPER 417-
003 y MPER 417-005), no se presentan diferencias signi-
ficativas, pero si entre ellos y los genotipos de M. esculenta.
Asi mismo, MFLA 444-002 difiri6 significativamentede CMC-
40. L os dos genotipos de M. peruviana fueron similares entre
si, pero s difieren de CMC- 40. El genotipo MECU-72 no
difirio de ninguno delos genotipossilvestres, pero si de CMC
40 (Tukey P<0.05).

Los valores de dafio para los distintos genotipos de M.
esculenta y especies de Manihot infestados con A. socialis
conformaron dos grupos para esta variable (Fig. 6). Uno
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Figura 3. Promedios de infestacion para genotipos de Manihot sp.
infestados con P. herreni en 60 dias de muestreo.
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Figura 4. Promedios de dafio para genotipos de Manihot sp. infestados
con P. herreni en 60 dias de muestreo.
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Figura 5. Promedios de infestacion para genotipos de Manihot sp.
infestados con Aleurotrachelus socialis en 55 dias de muestreo.
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Figura 6. Promedios de dafio para genotipos de Manihot sp. infestados
con Aleurotrachelus socialis en 55 dias de muestreo.

formado por las especies silvestres (MPER 417-003, MPER
417-005y MFLA 444-002) y ECU 72 con un dafio en escala
(<2) quecorresponde anivelesimportantesderesistenciaala
mosca blanca. Un segundo grupo formado por e genotipo
CMC 40 convdoresdedafio (cincoy seis) valor quelo clasifica
como un hospedero altamente susceptible a A. socialis.

Conclusiones

En términos generales, se presentaron diferencias entre los
genotipos de Manihot esculenta y sus parientes silvestres
evaluados en este estudio, con respecto a laresistenciaalas
tres plagas estudiadas. Estas diferencias podrian explicarse
filogenéticamente por el concepto de acervos genéticos. Roa
(1997) encontré que tanto por métodos de diferenciacion
morfoldgica como molecular, se evidencia una estrecha
cercania entre las poblaciones silvestres brasileras de M.
esculenta ssp. flabellifolia, M. esculenta ssp. peruvianay los
cultivares de M. esculenta. Asi mismo, propuso que estas dos
especi es poseen unamayor proporcion dediversidad genética
con respecto alas poblacionesde M. esculenta. Estadiversidad
genética podria proveerle alas especies silvestres una mayor
capacidad de defensa contralas plagas de cultivo lo cual seria
consecuente con lo encontrado en el presente estudio.

Desde €l punto de vista genético, la resistencia que se
presentaen |os genotipos de yucay sus parientes silvestres es
probablemente heredada multigenéticamente y de tipo
horizontal o de campo. Investigaciones recientes indican que
no hay inmunidad, excepto para Spaceloma manihoticola.
Existeresistenciaalamayoriadelosinsectosy enfermedades
anivelesbajos eintermedios (Bellotti y Kawano 1983) enlos
cultivares existentes.

El germoplasma es evaluado para determinar resistenciaa
diferentes plagasy paraidentificar y seleccionar poblaciones
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resistentes. Posiblemente altos nivel es de resistenciano pueden
encontrarse en unasolavariedad. Si diferentes genes de efecto
aditivo estan involucrados, cruces entre genotipos pueden
incrementar el nivel deresistencia. Unavez que laresistencia
ha sido identificada para diferentes plagas, los genotipos
pueden ser cruzados, para un aumento de resistencia si es
necesaria. Adicionalmente, los niveles de resistencia
encontrados en las especies silvestres M. flabellifolia y M.
peruviana, posibilitaran en un futuro cercano, conlaayudade
las herramientas moleculares, combinar genesderesistenciaa
M. tanajoa, P. herreni y A. socialis dentro de variedades
comerciales.

Literaturacitada

ARIAS, B. 1995. Estudio sobre el comportamiento de la “Mosca
Blanca” Aleurotrachelus socialis Bondar (Homoptera:
Aleyrodidae) en diferentes clones de yuca Manihot esculenta
Crantz. Tesis de Maestria. Universidad Nacional de Colombia,
Facultad de Agronomia. Palmira-Colombia. 181 p.

ARIAS, B.; GUERRERO, J. M. 2000. Control de plagas de layuca
(Manihot esculenta Crantz) por resistencia varietal. Sociedad
Colombiana de Entomologia SOCOLEN. Memorias XXVII
Congreso Medellin - Colombia, Julio 26-28, pp. 243-259.

BELLOTTI, A. C.; KAWANO, K. 1983. Mejoramiento para
resistencia varietal en € cultivo de layuca. En: Dominguez, C.
Yuca: Investigacion, produccién y utilizacion. CIAT, Cali,
Colombia. 171- 193 p.

BELLOTTI,A. C.; VARGAS, O. 1986. Mosca Blancadel cultivo de
yuca: Biologiay Control. Cali, Colombia. Centro Internacional
deAgriculturaTropical (CIAT). Serie: 04SC-04.05. 34 p.

BELLOTTI, A. C.; REYES, J. A.; VARELA, A. M. 1993.
Observaciones delos piojos harinosos delayucaen lasAméricas;
su biologia, ecologia'y enemigos naturales, pp. 313-337. En:
Dominguez, C. Yuca: Investigacion, produccion y utilizacion.
CIAT, Cali, Colombia

BELLOTTI, A. C;BRAUN, A. R; RIAS, B.; CASTILLO, J. A,
GUERRERO, J. M. 1994. Origin and management of neotropical
cassavaarthropod pests. African Crop Science Journal 2(4): 407-
417.

BELLOTTI, A. C. SMITH, L.; LAPOINTE, S. L. 1999. Recent
advances in cassava pest management. Annual Review of
Entomology 44: 343-370.

CASTILLO, J. A. 1985. Informe de las investigaciones redizadas
por el CIAT entre 1976 y 1985 sobre Phenacoccus gossypii y P.
herreni dos especies de piojos harinosos plagas en los cultivos
de yuca, proyectos futuros. Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT) Cali, Colombia.18 p.

CIAT, 1986. Moscablancaen € cultivo delayuca: biologiay control.
Serie 045C-0405. Audiotutorial. Centro Internacional de
Agricultura Tropical, Cali, Colombia. 34 p.

CIAT, 2004. Annual report: Integrated pest and disease management
in major agoecosystems. CIAT, Cali, Colombia. 12-95 p.

COCK, J. H. 1985. Cassava; New potential for a neglected crop.
Boulder: Westview Press, 191 p.

FAO y FIDA. (Fondo Internacional de Desarrollo Agricola/
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agriculturay la
Alimentacion) 2000. La economia mundial de la yuca: hechos,
tendenciasy perspectivas. Italia59 p.

LENIS, J. I.; BRAUN, R.; MESA, N.; DUQUE, M. 1993. Uso de
escal as parala estimaci on de pobl aciones de &caros Tetranychidae
en cultivos de yuca. p 139-172. En: Braun, R. Bases
fundamental es para investigacion sobre los &caros plagas y sus
enemigos naturales en el Ecuador. CIAT, Cali-Colombia.

PANDA, N.; KHUSH, G S. 1995. Host plant resistance to insects.
International Rice Research Institute, Philippines. 431 p.

ROA, A. C. 1997. Estimacion de la diversidad genética en Manihot
sp. mediante marcadores moleculares. Tesis de magister en
Ciencias, Biologia. Universidad del Valle, Cali, Colombia. 112

p.

ROGERS, D. J.; APPAN, S. G 1973. Manihot, Manihotoides
(Euphorbiaceae), Flora Neotropica, Monograph 13. New York,
Hafner Press.

SKOVGARD, H.; TOMKIEVWICZ, J.; NACHMAN, G,;
MUNSTER —SWENDSEN, M. 1993. The effect of the cassava
green mite Mononychellus tanajoa on the growth and yield of
cassava Manihot esculenta in a seasonally dry area in Kenya.
Experimental Applied Acaraology 17: 41-58.

SMITH, C. M. 1989. Plant resistance to insects: A fundamental
approach. John Wiley and Suns, New York. 286 p.

VARGAS, O.; BELLOTTI, A.C. 1981. Pérdidas en rendimiento
causadas por moscas blancas en el cultivo de la yuca. Revista
Colombiana de Entomologia 7: 13-20.

Recibido: 16-ene-2006 * Aceptado: 7-ago-2007



Revista Colombiana de Entomologia 33 (2): 116-123 (2007)

Efecto de un bioplaguicida sobre algunos par ametros poblacionales del depredador

Delphastus pusillus (Coleoptera: Coccinellidae)

Effect of a biopesticide on some population parameters of the predator
Delphastus pusillus (Coleoptera: Coccinellidae)

RICARDO PEREZ?, JAVIER GARCIA-GONZALEZ?, ALBA MARINA COTES®

Resumen: En el disefio de programas de manejo integrado de plagas, un aspecto importante es determinar lacompatibilidad
entre los diferentes agentes de control, por gemplo entre los hongos entomopatdgenos y 1os insectos benéficos que se
utilicen para el control de un mismo insecto plaga. Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de un bioplaguicidacon base en € hongo Lecanicilliumlecanii, entomopatdgeno de lamaoscablanca Trialeurodes
vaporariorum, sobre algunos pardmetros de la poblacion del depredador Delphastus pusillus. Mediante ensayos en
laboratorio, se evalud € efecto de la aplicacion directa del bioplaguicida en la supervivencia del estado adulto del
depredador. En un segundo experimento, se construyo latabladel vidadel depredador paradostratamientos: 1. Control,
una cohorte de individuos alimentados con presas sanas 2. Seguimiento de una cohorte alimentada con presas donde
previamente se aplicd el bioplaguicida. En la prueba de aplicacion directa, se determiné que el bioplaguicida a la
concentraci 6n recomendadaparael control de moscas blanca, ocasion6 unamortalidad del 9,8% sobre los depredadores.
En el experimento de latabla de vida, los resultados mostraron que la cohorte de D. pusillus tratada con el bioplaguicida
presentd una reduccion significativa en lalongevidad (49,0%) y en lafecundidad (91,4%), con respecto al control. Los
resul tados obtenidos sugieren que la aplicacion del bioplaguicida podriatener un efecto moderado através de su accion
directay efectos indirectos negativos de importancia sobre las poblaciones de D. pusillus.

Palabras clave: Compatibilidad. Entomopatdgeno. Lecanicillium lecanii. Tabla de vida. Trialeurodes vaporariorum.

Abstract: In the design of pest management programs, an important aspect is to determine the compatibility between
different control agents, for instance, between entomopathogenic fungi and the beneficial insects used for control of the
same insect pest. Therefore the aim of this study was to establish the effect of a biopesticide based on the fungus
Lecanicillium lecanii, an entomopathogen of the whitefly Trialeurodes vaporariorum, on some population parameters
of the predator Delphastus pusillus. Through laboratory assays, we evaluated the effect of direct application of the
biopesticide on survival of the adult stage of the predator. In a second experiment, life tables were constructed for the
predator under two treatments: 1.Control, cohort of individuals fed healthy prey. 2. Cohort fed prey previously exposed
to the biopesticide. Inthedirect application assay, it was determined that the biopesti cide at the concentration recommended
for whitefly control caused a mortality of 9.8% on the predators. In the life table experiment, results showed that the
cohort of D. pusillus treated with the bioinsecticide had a significant reduction in longevity (49.0%) and fecundity
(91.4%), with respect to the control. The results obtained suggest that application of the biopesticide could have moderate

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9329

direct effects and important indirect effects on populations of D. pusillus.

Key words: Compatibility. Entomopathogen. Lecanicillium lecanii. Life table. Trialeurodes vaporariorum.

Introduccién

La mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes
vaporariorum (Westwood, 1856) (Hemiptera: Aleyrodidae),
es una plaga de importancia econdmica debido a su amplia
distribucion geogréfica, al dafio que ocasionay al gran nimero
de cultivos que afecta. En Colombia, cultivos como el tomate,
habichuela, frijol y flores son gravemente afectados por esta
plaga, fundamentalmente debido al dafio mecanico y a la
excrecion de melazas (Byrne et al. 1990; Rodriguez et al.
1996).

Durante afios, se ha empleado una amplia variedad de
insecticidas para el control de T. vaporariorum, muchos de
los cual es producen unamarcadainfluencianegativasobrelos
organismos benéficos que coexisten con la plaga. La gran
capacidad para desarrollar resistencia a los plaguicidas

empleados para su control, asi como problemas de
contaminacién ambiental, de seguridad y salud publica
inherentes al uso inadecuado e indiscriminado de los
agroquimicos, han conducido a la busqueda y desarrollo de
alternativas parael mangjo de la plaga (Rodriguez y Cardona
2001; Torres et al. 2003).

En este contexto, €l desarrollo y aplicacion de agentes de
control bioldgico, adquiere importancia relevante como
alternativa ambiental segura para el manejo de la plaga, ya
gue son componentes naturales del ambientey usualmente son
mas selectivos que los plaguicidas quimicos. De los tres
principal es grupos de enemigos natural es de lamosca blanca,
parasitoides, depredadores y hongos entomopatégenos, es en
estos Ultimos donde quiza existen las mejores perspectivas para
Su uso con éxito en planes de manej o integrado. Esto debido a
caracteristicas especificas y a la tecnologia desarrollada en
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métodos de produccion masiva del indculo, facilidad de la
formulacion y forma de aplicacion similar a la de los
insecticidas quimicos, lo cual le daventajas alaadopcién por
parte delos agricultores (L 6pez-Avila1994). En consecuencia,
el desarrollo de bioplaguicidas con base en hongos
entomopatdgenos hatenido unagran aceptacion en los Ultimos
afos, con lo cual, ha habido un gran auge en su comer-
cializacion (Zambrano et al. 2002).

No obstante, laintroduccién de cual quier organismo en €l
ambiente es a menudo un paso irreversible por o que debe
hacerse con cautela, paraevitar que se convierta en unaplaga
por si misma, interfieracon el funcionamiento natural de otros
agentes de control de plagas o cause problemasen las especies
no blanco, incluyendo a hombre y otros organismos. De ahi
que, €l uso seguro de los hongos en el control biol6gico debe
ser considerada atodos los niveles, ya sean efectos directos e
indirectos (Hajek y Goettel 2000; Garcia et al. 2004).

Por otra parte, ha sido ampliamente reconocido que €
empleo de un solo agente de control biol 6gico no puede proveer
unaregulacion suficiente o satisfactoriasobrelas poblaciones
plaga (Roselyne 2005; Liuy Stansly 1999). Pero cuando doso
mas especies con propiedades reconocidas en el control
biolégico son seleccionadas para interactuar juntas, las
deficienciaso limitaciones delas especiesindividualespodrian
ser compensadas por otros miembros del gremio de enemigos
naturales. Sin embargo, el desarrollo de una estrategia de
control bioldgico efectiva, en la cual varios agentes sean
integrados, requiere de un profundo conocimiento de sus
interacciones.

En tal sentido, en el programa de manejo integrado de
plagas de Corpoi case desarrol 16 un bioplaguicidacon baseen
el hongo Lecanicillium (= Verticillium) lecanii (Zimm.) (Zare
y Gams 2001), para el control de T. vaporariorum. Dicho
producto hademostrado ser promisorio en laregulacion delas
poblaciones de mosca blanca, alcanzando niveles superiores
al 70% en € control de laplaga (Jiménez 2002).

Asi mismo, se han adelantado estudios con el depredador
de moscas blancas Delphastus pusillus (Le Conte, 1852)
(Coleoptera: Coccinellidag), con miras asu utilizacién dentro
de una estrategia de mangjo integrado de laplaga. Este enemigo
natural se encuentra distribuido en la mayoria de las regiones
agricolas ddl pais, consumiendo estados inmaduros de lamosca
blanca (Lopez-Avila et al. 2001). Ciertas caracteristicas de D.
pusillus soportan su potencial como agente de control de T.
vaporariorum: a) Altas tasas de consumo de presas (Garcia-
Gonzdlez 2003; Heinz y Parrella 1994; Hodmer et al. 1993); b)
Hembrasatamentefecundas (Heinz et al. 1994; Garcia-Gonzadez
et al. 2005); c) Compatibilidad con parasitoides y cultivares de
plantas resistentes (Heinz y Parrela 1994; Heinz y Zalom 1996;
Hoelmer et al. 1994) y, d) Altaadaptabilidad ecol 6gica, frecuencia
y abundanciaen campo (L6pez-Avilaet al. 2001).

A lafecha, setiene conocimiento delainteraccion que hay
entre el bioplaguiciday laplagay ademéas se ha explorado la
interaccion entre T. vaporariorumy el depredador D. pusillus.
Sin embargo, se desconoce la interaccion entre el
entomopatogeno y el depredador. Por lo tanto, €l objetivo del
presente trabajo fue evaluar los efectos directos e indirectos
producidos por el bioplaguicida sobre los pardmetros
bioldgicosy demograficos de D. pusillus. Con este trabajo se
intenta generar informacion que permita conducir a la
utilizacion éptimayy eficiente de estos enemigos naturales en
el control de T. vaporariorum.

Materialesy M étodos

El trabajo se llevé a cabo en el centro de investigacion
“Tibaitatqd’ de la Corporacién Colombiana de Investigacion
Agropecuaria —Corpoica—, localizado en el municipio de
Mosquera (Cundinamarca). El mantenimiento de las colonias
de los insectos T. vaporariorum y D. pusillus y la fase
experimental se realizaron en los laboratorios e invernaderos
del Programade Manejo Integrado de Plagas de dicho centro.

Colonias de insectos. Una colonia de T. vaporariorum se
mantuvo en condiciones de invernadero sobre plantas defrijol
(PhaseolusvulgarisL., 1753) variedad | CA- Pijao sembradas
enmateras. En estas plantas se obtuvieron los diferentes estados
delamoscablanca, los cuales sirvieron de alimento al insecto
depredador en el proceso de cria'y en los experimentos
propuestos.

Lacoloniade D. pusillus seinicié con adultos colectados
en cultivos de algodén (Gossypium hirsutum L., 1763) del
municipio de Espinal (Tolima). Estos adultos se ubicaron por
pargjasen cgjasde Petri que contenian papel-toallahumedecido
y trozos de hojas defrijol infestadas con estadosinmaduros de
lamosca blanca. L as hojas se renovaron periodicamente, con
el fin de retirar las posibles posturas asi como para
proporcionarle alimento fresco a las parejas de adultos. Una
vez emergidas las larvas del depredador, se separaron y se
ubicaron en nuevas cajas de Petri hastaque alcanzaron e estado
adulto. Con los adultos se continud el ciclo de vida del
depredador. LacriadeD. pusillus se mantuvo a2l + 4°C, 50-
70% H. R. y un fotoperiodo de 14:10 h (luz: oscuridad).

Bioplaguicida. Laproduccién del bioplaguicidaserealizé en
el laboratorio de control biolégico de Corpoica segun
metodol ogia estandarizada por Villamizar y Cotes (2006). El
bioplaguicida consiste en un polvo mojable disefiado para
reconstituirse en la emulsion resultante de la mezcla de una
base autoemulsificabley agua. Dentro del polvo se encuentran
los conidios del hongo entomopatégeno, que se aplicaparael
control de T. vaporariorum a una concentracion de 1x107
conidios/ml. Por su parte, la base autoemulsificable contiene
unamezclade aceite vegetal (80%), un agente emulgente (10%)
y unamezclade tensioactivos (10%), todos ellos cominmente
empleados en la industria cosmética y de alimentos. Para
garantizar la estabilidad de la emulsién, la base auto-
emulsificable y el agua se combinan en relacion 1:200 (v/v)
respectivamente, independiente de la concentracién del
entomopatdgeno. En su composicion el bioplaguicidatambién
incluye un protector solar que absorbe laluz UV y adherentes
queleproporcionan proteccion en el momento de su aplicacion
en campo.

Bioensayos

Efecto del bioplaguicida en la supervivencia de adultosde
D. pusillus. Losinsectos depredadores provenian delacolonia
establecidaen laboratorio, donde se sel eccionaron individuos
activos, sanos 'y de la misma edad para garantizar la homo-
geneidad del material bioldgico.

Inicialmente setomaron foliolosdefrijol que sedispusieron
individualmente en cagjas de Petri de 10 cm de diametroy sobre
cada uno de éstos se ubicaron diez adultos de D. pusillus.
Posteriormente, en cada caja de Petri se realizo6 la aplicacion
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del bioplaguicida con un microaspersor, a razon de 1 ml de
producto por folioloy auna presién de 4,22 kg/cm?. Unahora
después de la aplicacidn, los insectos se transfirieron a una
nueva caja de Petri donde se les suministraron foliolos
infestados con ninfas de mosca blanca. Los insectos
permanecieron bajo condiciones controladas (20 = 5°C; 50-
60% H. R., y 12 horasluz) donde se renovo periodicamente el
alimento. Durante 12 dias seregistré diariamentelamortalidad
delosinsectosy losindividuos muertos se ubicaron en camaras
himedas con € propdsito de hacer evidentelaposibleinfeccion
por € entomopatégeno.

M ediante un disefio completamente al eatorio se evaluaron
cuatro tratamientos que consistieron en la aplicacién del
bioplaguicidaalas concentracionesde 1x107 y 1x10° conidios/
ml (unay diez veces la concentracion aplicada en campo,
respectivamente), la aplicacion de la base autoemulsificable
sin €l ingrediente activo y un testigo donde se aplicd agua
destilada. Cadatratamiento serealizo por triplicado empleando
diez insectos por réplica.

Efecto del bioplaguicida sobrelos par ametrosbiolégicosy
demogr aficos de D. pusillus. Se construyeron tablas de vida
para dos cohortes del depredador, cada una de ellas de 30
adultos (15 hembrasy 15 machos) provenientes de unatercera
generacion delacoloniaestablecidaen laboratorio. Laspargjas
de depredadores se ubicaron en cgjas de Petri de 10 cm de
diametro, que en su interior contenian una capa de agar-agua
al 5% y sobre ella foliolos de frijol infestados con ninfas de
mosca blanca. Los foliolos se renovaron cada tres dias con el
fin de retirar las nuevas posturas y proporcionarle nuevo
alimento a depredador. Cuando se observo la emergenciade
laslarvas, éstas se ubicaron en nuevas unidades de criadonde
selessuministraron presas hasta que compl etaron su desarrollo.
En los casos donde € macho murié antes que lahembra, éste
fue sustituido por otro macho.

Se consideraron dos tratamientos: 1. Seguimiento de una
cohorte deindividuos alimentados con ninfas sanas, empleado
como control y 2. Seguimiento de unacohorte alimentadacon
ninfasalasque previamente (24 h) selesaplico € bioplaguicida
alaconcentracion de 1x107 conidios/ml.

En cada uno de |os tratamientos se realizo el seguimiento
periadico delos adultos sometidos aexperimentacion, al igual
gue ala cohorte de huevos que resultaron de las posturas de
las parej as de depredadores. En cadatratamiento seregistraron
las siguientes variables: tiempo de preoviposicion (intervalo
entre la emergencia del adulto y la colocacion de la primera
postura), periodo de oviposicion (nimero de dias entre la
primera y la Ultima postura), longevidad de la hembra y
fecundidad. A partir de estos registros se estimaron los
parametros de la poblacién: tasa neta reproductiva (Ro), tasa
intrinsecade crecimiento natural (r), tasafinitade crecimiento
(&), tiempo generacional (Tg) y tiempo de duplicacion de la
poblaciéninicial (Dt).

Andlisisdelainformacién. Enlapruebadeaplicacion directa,
los porcentajes de mortalidad luego de 12 dias de evaluacion
se corrigieron por medio delaférmuladeAbott (Villamizar y
Cotes 2003) y los datos generados se sometieron aun analisis
de varianzay ala prueba de diferencia minima significativa
(LSD).

En el experimento de latablade vida, se realizo laprueba
de Shapiro-Wilk para cada una de las variables, con el fin de
comprobar la normalidad de los datos. L os promedios de los

periodos de preoviposicion, oviposicion y la longevidad se
transformaron con Log,, (X) para posteriormente analizarlos
con un andlisis de varianzade unavia. Debido aquelos datos
de fecundidad (huevos’hembra/dia y huevos /hembra) no se
comportaron como una normal, la comparacion se realizo
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Estos
andlisis estadisticos serealizaron empleando €l Software SAS
version 8 (SAS Institute 1999). Por su parte, los parametros
Ro, r, A\, Tg y Dt se estimaron siguiendo los procedimientos
propuestos por Rossing (2004).

Resultados

Aplicacion directa del bioplaguicida sobre adultos de D.
pusillus. El andlisis de varianza para la variable mortalidad
determind diferencias significativas entre los tratamientos (F
=6,12; g.l. = 3, 8; P=0,0038). Los resultados mostraron que
laaplicacion del bioplaguicidaalas concentraciones de 1x107
y 1x10° conidios/ml ocasiond mortalidadesdel 9,8y del 24,3%
respectivamente, que fueron significativamente diferentesala
registradaen el control, € cua mostré unamortalidad del 3,3%.
En el tratamiento donde se aplico la base autoemulsificable
sin ingrediente activo se registrd una mortalidad del 17,2%,
valor que no presentd diferencias significativas con los
tratamientos donde se aplico el bioplaguicida, pero si con el
control (Fig. 1). Entodos|os casos, |osindividuos muertos no
presentaron signos del entomopatégeno. Al ser ubicados en
cédmaras himedas, en los cadaveres de los insectos no se
observo desarrollo micelial.

Efecto del bioplaguicida sobre parametros bioldgicos de
D. pusillus. Los valores de los periodos de preoviposicion y
oviposicion para las hembras de la cohorte control fueron
significativamente diferentes a los registrados en la cohorte
tratada con el bioplaguicida (preoviposicion: F = 22,86; g. I
=1, 15; P=0,0002; oviposicién: F=13,49; g.1.=1, 15; P=
0,0023). La cohorte control presenté un periodo de
preoviposiciény oviposicion de 13,2+ 5,0y 55,2 + 39,4 dias
respectivamente, mientras que en la cohorte tratada se
estimaron valores de 36,7 + 8,8 y 33,5 £ 13,9 dias para los
periodos de preoviposicion y oviposicion respectivamente
(Tabla 1).
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Figura 1. Porcentgje de mortalidad (media + desviacién estandar) de
adultosdeD. pusillus sometidosalaaplicacion directade un bioplaguicida
conbaseen L. lecanii. Barrascon lamismaletrano son significativamente
diferentesaun P < 0,05 (Prueba LSD).
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Del mismo modo, la longevidad de las hembras de D.
pusillus en la cohorte control, se registré6 como signi-
ficativamente diferente de lalongevidad de las hembras de la
cohorte tratada con el bioplaguicida (F =6,13; g.1. =1, 28; P
= 0,0190). Las hembras del tratamiento control presentaron
una longevidad promedio de 64,7 + 44,0 dias, frente a un
promedio de 33,0 + 30,5 dias para las hembras de la cohorte
tratada (Tabla 1).

Enloreferentealasupervivenciase encontraron diferencias
marcadas entre|as cohortes evaluadas. En € tratamiento donde
se aplico € bioplaguicida, se observo unafuerte disminucion
delasupervivenciadurantelos primeros 22 diasdevidadelas
hembras, donde laproporcion deindividuosvivos paso de 1,0
a0,22. Después del dia 22, la probabilidad de hembras vivas
presentd disminuciones progresivas con 0,17 hembras vivas
el dia63, 0,11 hembrasvivasen €l dia95, hastaser cero el dia
98 de vida de las hembras (Fig. 2A).

En €l tratamiento control, lareduccién en lasupervivencia
fue més moderada en comparacion alashembras delacohorte
tratada. En los primeros 36 dias, |a probabilidad de vidadela
cohorte control se redujo de 1,0 a 0,73. Posteriormente, se
observo otradisminucion en lasupervivenciadela cohorte a
pasar a una probabilidad de vida de 0,47 en el dia 40 de
emergencia de las hembras. A partir de esta fecha, la
probabilidad de vidasigui6 reduciéndose a0,33 hembrasvivas
enel dia92, 0,20 hembrasvivasen €l dia114, hastael dia131
donde todas |as hembras de la cohorte murieron (Fig. 2B).

Con respecto alafecundidad, la cohorte tratada presentd
una produccion total de huevos significativamente menor que
el control (P=0,0001), conun promedio de 18,5 + 38,0 huevos/
hembra, frenteaun promedio de 216,2 + 246,6 huevos’/hembra
enlacohorte control. Delamismaforma, lacantidad de huevos
puestos’hembra/dia presento diferencias significativas siendo
su valor més ato en el control con respecto a tratamiento
bioplaguicida (P = 0,0003). La cohorte tratada presentd un
promedio de 0,62 + 1,4 huevos puestos’hembra/dia, mientras
queel tratamiento control present6 un promedio de 3,95+ 2,7
huevos puestos/hembra/dia (Tabla 1).

Laoviposicién hembra/dia para la cohorte tratada mostré
un pico de oviposicion a dia 47, con un promedio de 2,9
huevos’/hembra/dia (Fig. 2A). Para la cohorte control se
registraron cuatro picos importantes de oviposicion. Los dos
primeros se presentaron en losdias 36 y 44, con promedios de
10,9y 12,9 huevos/hembra/diarespectivamente. Los otrosdos
picos se observaron en los dias 79 y 87, con promedios de
10,8 y de 9,2 huevos/hembra/dia respectivamente (Fig. 2B).

Efecto del bioplaguicida sobre parametros demogr éficos
de D. pusillus. Los parédmetros de la tabla de vida estimados
paralas dos poblaciones presentaron diferencias paralas dos
cohortes evaluadas. L atasa de reproduccion neta (Ro) parael

grupo control se estimd en 13,97 hembras hijalhembray 3,34
hembras hijalhembra para la cohorte tratada. Estos valores
indican que bajo condiciones normales, una hembra de D.
pusillus es reemplazada aproximadamente por 14 hembras al
cabo deunageneracién, pero cuando seaplicael bioplaguicida
este valor se puede reducir aproximadamente a tres hembras.

Deotro lado, latasaintrinseca de crecimiento natural (r,)
paralapaoblacién control seestimé en 0,0788 hembras/hembra/
diay 0,0261 hembras’/hembra/diaparalacohortetratada. Estos
valores muestran que las dos poblaciones crecen, aunque la
cohorte control 1o hace con mayor celeridad. Latasafinitade
multiplicacion (€) presentd valores similares en las dos
poblaciones. Lapoblacién control deD. pusillusseincremento
en 1,082 individuos por dia, mientras que en lacohortetratada
correspondié a 1,026 individuos por dia.

En cuanto al tiempo generacional (Tg) y el tiempo de
duplicacion (D,), estos pardmetros fueron mayores para la
poblacion expuestaalas ninfasinfectadas por el bioplaguicida.
El tiempo generaciona en la cohorte control correspondio a
33,5 dias, lo cual determina que desde que un huevo de D.
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Figura 2. Supervivenciay fecundidad de las hembras de D. pusillusen
las dos cohortes evaluadas. A. Cohorte tratada con el bioplaguicida B.
Cohorte control.

Tabla 1. Duracién de diferentes periodos, longevidad y fecundidad de las hembras de D. pusillus en las dos cohortes evaluadas.

Tratamiento n Duracién de diferentes periodos (dias) No. de huevos por hembra
Pre-oviposicion Oviposicion longevidad (dias) por dia total
promedio + DE? promedio + DE promedio + DE promedio + DE promedio + DE

Control 15 13,2 + 5,0%* 55,2 + 39,4** 64,7 + 44,0* 3,95 + 2,7%* 216,2 + 246,6**
Aplicacion 15 36,7 + 8,8** 33,5+ 13 9** 33,0 +£ 30,5¢ 0,62 + 1,4** 18,5 + 38,0%*
bioplaguicida

n = ndmero de repeticiones. a= Desviacion Estandar. * Valores significativamente diferentes al nivel del 5%. ** Valores significativamente diferentes al 1%.
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pusilluses puesto, serequiere de 33,5 dias paraque unahembra
proveniente del mismo inicie su reproduccion. Este valor es
inferior a registrado parala cohorte tratada, donde se estimo
un valor de 51,4 dias. Por su parte, en el tratamiento control,
D. pusillusrequiri6 8,8 dias paraduplicar su poblacion, tiempo
menor al estimado para €l tratamiento donde se aplico el
bioplaguicida, que necesité de 26,6 dias para duplicar su
poblacion.

Discusién y Conclusiones

Los resultados indican que la aplicacion directa del biopla-
guicida sobre el depredador D. pusillus produce un efecto
moderado en su supervivencia. Sin embargo, en los insectos
muertos no se evidencié la presencia del micelio tipico o
esporulacion de L. lecanii cuando los individuos se ubicaron
en camaras himedas.

No se puede desconocer que lamortalidad causada por L.
lecanii sobre el huésped, lleva un componente bioquimico
consistente en las toxinas (Claydon y Grove 1982). Estas
pueden producir la muerte del hospedero sin que se presenten
sintomas evidentes delaaccién del entomopatégeno (Kershaw
et al. 1999). No obstante, laaplicacion detoxinasdelL. lecanii
ala concentracion efectiva contra mosca blanca, parecen ser
completamente inofensivas paralos adultos depredadores del
género Delphastus. Asi lo sugiere un estudio efectuado por
Wang et al. (2005) quienes probaron el efecto de toxinas
aisladasdeL. lecanii sobre el depredador Delphastus catalinae
(Horn, 1895) (Coleoptera: Coccinellidae). Dichos autores
encontraron quelastoxinasdeL. lecanii aplicadasdirectamente
sobre el integumento de los adultos depredadores, no afectan
Su supervivencia.

Una posible explicacién alamortalidad registrada, es que
el efecto adverso sea originado por algunos delos excipientes
de la formulacion del bioplaguicida. El bioplaguicida esta
disefiado parareconstituirse en unabase autoemul sificable que
contieneunamezclade aceitesvegetales. En general, losaceites
son preferidos para la formulacién de los hongos empleados
en € control de insectos (Moorey Caudwell 1997) debido a
que facilitan la adhesién y dispersion de los conidios en el
areablanco (Ingliset al. 2000; Wraight et al. 2001) mejorando
laeficaciay rapidez del producto (Prior et al. 1988; Langewald
et al. 1999). En virtud de estas propiedades, |os aceites por si
mismos, se han registrado produciendo mortalidad sobre
insectos, fundamentalmente a través de una accion fisica a
bloguear € sistema respiratorio (espiraculos) y causando la
asfixiadelosindividuos (Tavainer 2002). Deacuerdo conéello,
es posible que la aplicacion del bioplaguicida genere
taponamiento de los espiraculos delos adultosde D. pusillus,
lo que se facilita por el tamafio del insecto (< 1,5mm de
longitud).

Aunque dentro del andlisis planteado se esperaba que la
concentracion del hongo entomopatdgeno no tuvieraun efecto
en la supervivencia del depredador, se encontré que la
aplicacién del bioplaguicida a una mayor concentracion del
hongo (i.e. 1x108 conidios/ml) si ocasion6 una mayor
mortalidad. Este resultado no se podria explicar de forma
certera, pero se plantea la posibilidad de que otros factores
ajenos a la accién del bioplaguicida pudieran afectar al
depredador, tales como diferenciasen lapresion de aplicacion
o en ladensidad de cobertura (gotas / cn?) del bioplaguicida
debido a una falla humana, o relacionado con la calibracion
del equipo empleado en laaplicacion. Esto sugierelanecesidad

derealizar otras pruebas en laboratorio y campo para evaluar
gue otros factores pueden aumentar o disminuir la respuesta
delosagentesinvolucrados en este estudio. Sin embargo, cabe
resaltar que en todos | os casos |la muerte de | os depredadores
se presento durante las primeras 24 h después de laaplicacion
y evidenciando una pelicula formada por €l bioplaguicida
adherida al exoesqueleto de los individuos muertos. Estas
observaciones también podrian ser un indicativo de que la
muerte del depredador se produjo por una accion fisica del
bioplagicida, ya que se ha observado que L. lecanii requiere
de un tiempo de entre tres a siete dias para gjercer su accion
(Wang et al. 2004).

Estos resultados podrian sefialar que la aplicacion directa
del componente activo del bioplaguicida, es decir del hongo
L. lecanii, no produce efectos adversos sobre el depredador.
Lo anterior concuerda con estudios realizados por Osborney
Landa(1992), Steimbergy Prag (1994) y Wraight et al. (1998),
quienes encontraron que los hongos entomopatégenos
Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith 1957,
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 1912 y Aschersonia
aleyrodisWebber 1897, no ocasi onaron efectos negativos sobre
D. pusillus. Adicionalmente y en correspondencia con el
planteamiento mencionado, Pachén y Cotes (1997) en €l
estudio realizado paraeval uar el efecto delacepano formulada
dd bioplaguicidasobreel parasitoide de moscas blancas Amitus
fuscipennis MacGown y Nebeker, 1978 (Hymenoptera:
Platygastridae), encontraron que el insecto benéfico no sevio
afectado por la accién directa de L. lecanii.

Con respecto a los efectos del bioplaguicida sobre los
parametros biolégicos y demogréficos del depredador, los
resultados de este estudio indican que la aplicacion del
bioplaguicidareducelalongevidady € periodo deoviposicion,
incrementael periodo de preoviposi cion, reduce drésticamente
lafecundidad y en consecuencia af ectalatasa de crecimiento
de la poblacion de D. pusillus. Se plantean tres posibles
hipétesis para explicar € efecto del bioplaguicida sobre los
parametros hiol6gicos del depredador: (i) infeccion subletal
del depredador atravésdel consumo de presasinfectadas; (ii)
disminucion delacalidad y cantidad de presas consumidas; y
(iii) percepcion del depredador por la“ calidad” del habitat, la
cual es determinada por la presencia de ninfas sanas.

El consumo de presasinfectadas con L. lecanii podriahaber
ocasionado una infeccion subletal del depredador. En este
sentido, se conoce que | os hongos entomopatdgenos normal -
menteinvaden al insecto atravésdelacuticulay no necesitan
ser ingeridos parainiciar el proceso infectivo (Ferron 1978);
sin embargo, existe evidencia que al gunas especies de hongos
entomopatogenos pueden infectar sus hospederos por € tracto
alimenticio (Gabriel 1959; Proprawsky et al.1998). Unavez
adentro, el hongo entomopatégeno afecta a sus hospederos a
través de una combinacion de eventos que incluyen dafio
mecanico por el crecimiento de sus hifas, disminucion de
nutrientesy produccion de toxinas. Alguno de estos procesos
aun nivel subletal podria afectar negativamente el sistema
reproductivoy supervivenciadel hospedero. Asi por giemplo,
€l periodo de preoviposicion para D. pusillus fue calculado
en 13,2 dias parala cohorte control. Durante este periodo, €l
primer grupo de huevos se estd madurando dentro de las
ovariolas de la hembra. Una infeccion fingica iniciada en
este momento y el resultante estrés fisioldgico podrian
interferir con el desarrollo de los huevos. A este respecto,
algunos estudios han regi strado hongos entomopatégenos de
las especies B. bassiana, Aspergillus ochraceus Wilhelm,
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1877 y Metharhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin, 1883,
como causantes de alteraciones en la fecundidad, y en los
periodos de preoviposicién y oviposicion de sus hospederos
(Hornbostel et al. 2004). Del mismo modo, Proprawsky et
al. (1998) encontraron gque el consumo de moscas blancas
infectadas con B. bassiana tuvo un impacto negativo en la
supervivencia del coccinélido depredador Serangium
parcesetosum Sicard, 1929.

L os parédmetros biol 6gicosy demograficos del depredador
también podrian ser alterados por ladisminucion enlacantidad
y enlacalidad de presas consumidas. EI hongo entomopatégeno
L. lecanii produce modificacionesfisicasy fisiol égicas sobre
las ninfas de mosca blanca las cuales pueden interferir en e
reconocimiento y deteccion de la presa por parte del
depredador. Estudios preliminares mostraron que los adultos
de D. pusillus presentaron una reduccion en el consumo de
presas entre e 38,2y e 93,2% cuando se le suministraron
presasinfectadascon L. lecanii, respecto al consumo de presas
sanas(R. Pérez, datosno publ.). De estaforma, unadisminucion
en e consumo de presas por las hembras de D. pusillus se
podriamanifestar en lareduccién delafecundidad, puesto que
unahembragravidadebe consumir més presas que ninglin otro
estado de desarrollo para sostener los niveles de oviposicion
(Sabelis 1985). Adicionalmente, | as presas infectadas pueden
ser nutricional mente deficientes parael depredador o contener
ciertos metabolitos secundarios producidos por € patdgeno
con propiedades tdxicas sobre €l insecto benéfico. Asi por
ejemplo, Wang et al. (2005) demostraron que una con-
centracion de 400 ppm detoxinasaisladasde cepasde L. lecanii
redujo significativamente la capacidad de consumo,
reproduccion y longevidad de adultos de D. catalinae.

En cuanto alapercepcion del depredador por 1a“ calidad”
del habitat, Garcia-Gonzélez y L 6pez-Avila(1998) observaron
que la hembra de D. pusillus presenta diversos habitos de
oviposicion que dependen de la cantidad y del estado de los
individuos de la presa. Este comportamiento estarelacionado
conladisponibilidad de alimento paralaslarvas del depredador
recién emergidas, las cuales salen en buscade presas. Si en €l
transcurso de 20 a 30 minutos no encuentran alimento, mueren.
Deestaforma, lahembrainvertiramayor esfuerzo reproductivo
en areas donde tiene una mayor probabilidad de que su
descendenciasobreviva (Garcia-Gonzal ez 2003). Es probable
quelashembrasdeD. pusillusdisminuyan laoviposicion sobre
los foliolos con ninfas infectadas, debido a la ausencia de
reconocimiento de éstas como presas, 6 a rechazo de las
mismas. Evidencias similares son registradas por Meyling y
Pell (2006), quienes encontraron que las hembras del
depredador Anthocoris nemorum (L., 1761) (Heteroptera:
Anthocoridae), diminuyen laoviposicion en &reastratadas con
el entomopatogeno B. bassiana.

En funcion de los resultados, se podria decir que €l
bioplaguicida es un agente que potencia mente produce efectos
perjudical es sobrelas poblaciones del depredador. No obstante,
en condiciones de campo es de esperarse un menor impacto
sobre el benéfico, 1o cua puede ser explicado por varias
razones. Primero, la mayor movilidad de los adultos del
depredador en condiciones de campo podriareducir €l riesgo
derivado de la exposicion directa a bioplaguicida, como ha
sido demostrado para otros depredadores (Smith y Krischik
2000). Segundo, D. pusillus se aimenta principalmente del
estado de huevo de la mosca blanca, mientras que el
bioplaguicida infecta los estados ninfales de la plaga, por lo
que se padria plantear liberaciones del insecto y aplicaciones

del hongo intercaladas en el tiempo (Fransen 1990; Liu y
Stansly 1999; Garcia-Gonzdlez 2003; Hoelmer et al. 1993).
Tercero, estudios preliminares demostraron que D. pusillus
presenta la habilidad de discriminar entre presas sanas e
infectadas con L. lecanii (R. Pérez, datos no publ.), este
comportamiento podria permitir la distribucion de los
coccinédlidos en areas no tratadas del cultivo, donde lograria
encontrar mayor cantidad de presas sanas. Finalmente, las
moscas blancas tipicamente infestan cultivos de répido
crecimiento y prefieren las hojas jévenes para ovipositar
(Lentereny Noldus 1990). Larapidaaparicién denuevofollge
y de presas no tratadas podria facilitar la utilizacion del
bioplaguida junto con D. pusillus, en un programa para €
control de la mosca blanca donde se involucren estos dos
agentes biol 6gicos.
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Determinacion de las principales plagas de la espinaca (Spinacia oleracea)

en Cota, Colombia
Determination of the major spinach (Spinacia oleracea) pestsin Cota, Colombia

RODRIGO GIL C.}, DANIEL CARRILLO Q.2 JAIME JMENEZ G!

Resumen: En &l municipio de Cota (Cundinamarca) se siembran en promedio 90 hade espinacaal afio. Actualmente no
existeinformacion sobrelos artrépodos plaga que atacan este cultivo. Sin embargo, |os productores aplican frecuentemente
insecticidas para su control entre |os cuales se destacan: organofosforados, piretroides, carbamatos, organosulfuradosy
extractos vegetales. En €l presente trabajo se identificaron los principal es artropodos plaga y se describe su dafio en el
cultivo de la espinaca en Cota. Se determin la distribucion espacial de algunos artrépodos 'y se propone un tamafio de
muestra basado en las observaciones realizadas. L os principales artrépodos encontrados en cultivos de espinaca son:
Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Acari: Acaridae), Delia sp. (Diptera: Anthomyiidae), Myzus persicae (Sulzer)
(Hemiptera: Aphididae), Clavipal pus ursinus (Blanchard) (Coleoptera: Melolonthidae), trips (Thysanoptera: Tripidae) y
trozadores (L epidoptera: Noctuidae). Dentro de este grupo | os principal es dafios estuvieron rel acionados con lapresencia
del &caro T. putrescentiaey larvas de Delia sp. El principal dafio observado fue la deformacion de las hojas; se encontré
una alta correlacion (r = 0,80) entre el sintomay la presencia de colonias de T. putrescentiae. Las larvas de Delia sp.,
barrenan las raices de |a espinaca durante el establecimiento de la plantay se alimentan de las hojas tiernas del cogollo
durante €l desarrollo defollaje. T. putrescentiae y Delia sp. se distribuyen de forma agregada.

Palabras clave: Delia sp. Clavipalpus ursinus. Ley de poder de Taylor. Myzus persicae. Tyrophagus putrescentiae.
Hortalizas. Insectos plaga.

Abstract: In the municipality of Cota (Cundinamarca) an average of 90 ha of spinach is planted annually. There is
currently no information on the arthropod peststhat attack this crop. Growers, however, frequently apply insecticidesfor
their control, including: organophosphates, pyrethroids, carbamates, organosulfides and plant extracts. In this study, the
major arthropod pests were identified and the damage caused to spinach was described in Cota. The spatial distribution
of some arthropodswas determined and asampling sizeisproposed based on the observations made. The major arthropod
pests found in spinach crops were: Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Acari: Acaridae), Delia sp. (Diptera:
Anthomyiidae), Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae), Clavipalpus ursinus (Blanchard) (Coleoptera:
Melolonthidae), thrips (Thysanoptera: Thripidae) and cutworms (L epidoptera: Noctuidae). Within this group the major
damage was related to the presence of the mite T. putrescentiae and larvae of Delia sp. The major damage observed was
leaf curling; there was ahigh correlation (r = 0.80) between this symptom and the presence of T. putrescentiae colonies.
Larvae of Delia sp. bore into spinach roots during establishment of the plant and feed on the young leaves during
development of the foliage. T. putrescentiae and Delia sp. have an aggregated distribution.

Key words: Delia sp. Clavipal pus ursinus. Myzus persicae. Taylor’s power law. Tyrophagus putrescentiae. Vegetables.

Pest insects.

Introduccién

El cultivo de espinacaSpinaciaoleraceal., 1753 seinicié en
Cota (Cundinamarca) hace 30 afios y actualmente es su
principal actividad agricola. El érea promedio de espinaca
sembradaen los Ultimos afios hasido de 90 ha, convirtiéndose
en el mayor productor de estahortalizaen el pais. Laespinaca
generamente sesiembraal voleo en camasde 1,7 m de ancho;
con este sistema se alcanza una densidad promedio de 34
plantas/m?. Lafertilizacion del cultivo generalmente serealiza
mediantelaincorporacion a suelo deestiércol fresco degalina
(gallinaza). Losmaterial es genéticos sembradosen € municipio
se caracterizan por tener las hojas lisas y el mas comun es el
hibrido select 424. Bajo este esquema de produccion el
rendimiento promedio fue de 19 ton/ha para el afio 2000
(DANE 2002).

Enloscultivos se observan unaserie de dafios, deloscuales
se desconoce € artrépodo plaga responsable. Los principales
dafios estan relacionados con flacidez de las plantas durante

los primeros estados de desarrollo y ladeformacion delas hojas
verdaderas, sendo este Ultimo el sintomamas observado. Como
respuestaa estos dafiosy por lafaltadeinformacion acercade
los artrépodos plagas, |os productores pueden realizan hasta
seisaplicacionesde mezclasde pesticidasen un ciclo decultivo
de solo 60 dias. Las moléculas aplicadas con mayor frecuencia
son: organofosforados (Clorpirifos, Profenofos y Meta-
midofos), piretroides (Deltametring), carbamatos (Carbofuran),
organosulfurados (Tetradifon) y extractos vegetales (go-gi).
El uso inapropiado y frecuente de estos productos genera
riesgos a la salud de productores y consumidores, ademas de
tener efectos negativos sobre el ambientey larentabilidad del
cultivo.

Actuamente en Colombia, lainformacion sobrelosinsectos
plaga del cultivo de espinaca es escasa. Sin embargo, en
Cdlifornia (EE.UU), Chaney et al. (2001) mencionan que los
principales grupos entomol 6gi cos rel acionados con este cultivo
son: los afidos Myzus persicae (Sulzer, 1776) y Macrosiphum
euphorbiae (Thomas, 1878) (Hemiptera: Aphididae), los

! Autor para correspondencia: Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano. Centro de Investigacionesy AsesoriasAgroindustriales, Carretera Central de Norte
3 km adelante del puente de La Caro, Chia, Colombia. rodrigo.gil @utadeo.edu.co

2 Universidad de la Florida. Tropical Research and Education Center. 18905 S.W 280th Street. Homested, FL 33031. U.S.A. dancar @ufl.edu
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minadoresLiriomyza huidobrensis Blanchard, 1926. L. sativae
Blanchard, 1938 y L. trifolii Burgess, 1880 (Diptera:
Agromyzidae), el dcaro Rhizoglyphus sp. (Acari: Acaridag), y
larvas de | epidopterostal es como, Spodoptera exigua (Hibner,
1808), Trichoplusia ni (Hubner, 1803), Helicoverpa zea
(Boddie, 1850), Agrotisipsilon (Hufnagel, 1766), Peridroma
saucia (Hubner, 1808), Agrotis subterranea (Fabricius, 1794)
y Spodoptera praefica (Grote, 1875), (Lepidoptera:
Noctuidag), asi como larvas de Limonius spp. (Coleoptera:
Elateridae). Guerreroet al. (2001), mencionan queen laregién
de Murcia (Espafia), las plagas que afectan la espinaca son
polifagas y comunes a otros cultivos horticolas estacionales.
Entre éstas destacan algunos &fidos como, M. persicae, Aphis
fabae Scopoli, 1763 y Aphis gossypii Glover, 1877,
lepidopteros defoliadores como, S. exigua y Spodoptera
littoralis (Boisduval, 1833) y los acaros Tetranychus urticae
(Koch, 1836) y Tyrophagus similis Volgin, 1949. En Japon,
Kasuga y Amano (2003) afirman que acaros del género
Tyrophagus, presentes en los suelos de los invernaderos, se
alimentan de | as hojas jévenes de la espinaca.

Ademas de desconocerselas plagas presentesen los cultivos
de espinaca, tampoco se conoce ladisposicion de ellos dentro
de las areas cultivadas. La distribucion de los organismos en
€l espacio, esunacaracteristicabiol 6gicaimportante. Deforma
general seaceptan tresformasdedistribucion: al azar, uniforme
0 agregada (Pedigo y Rice 2006; Duque-Echeverri 2002).
Existen diferentes métodos que se emplean para describir la
distribucién de los insectos en el espacio (Southwood 1978).
Dentro de los métodos mas empl eados se encuentran laley de
poder de Taylor y la distribucion binomial negativa (Trichilo
et al. 1993; Osorio y Cardona 2003; Tello et al. 2001; Bueno
et al. 2005). En la ley de poder de Taylor, el valor de la
pendiente b: regresion entre el logaritmo de la media 'y €
logaritmo de lavarianza de unapoblacién, puede considerarse
como unamedidade agregacion. En consecuencia, s seestima
una pendiente menor a 1, se interpreta que el insecto esta
distribuido uniformemente; si esigual a1, indicadistribucion
a azar y s la pendiente es mayor que 1, indica agregacion
(Dugque-Echeverri 2002; Bueno et al. 2005). La distribucion
binomial negativa esla distribucion usada generalmente para
modelar poblaciones agregadas. Esta distribucion esta
determinadapor dos parametrosky p, los cuales serelacionan
con lamedia (n = k*p). El parametro k es interpretado como
unamedida de agregacion y se considera que mientras menor
seasu valor (k < 8), mayor seralaagregacion delapoblacion
(Southwood 1978; GOmez 1997).

El proposito del presente trabajo es identificar los
principal esartropodos plagaen € cultivo de espinacaen Cota,
describir €l dafio que ocasionan y brindar informacion basica
para su manejo.

Se presenta unaaproximacion aladistribucion espacial de
algunos de los artrépodos plaga encontrados y se propone un
tamafio de muestraminimo.

Materialesy M étodos

El estudio se llevd a cabo en el municipio de Cota,
Cundinamarca, a2.547 mdealtitud (4°49' 05" N, 74°07' 20" W),
con una temperatura media de 13,7°C y un régimen de
precipitacion bimodal, con un promedio anual de 700 mm.
Dos cultivos se monitorearon semanalmente, desde la
siembra hasta la cosecha. Un cultivo se situ6 en una finca
manejada bajo un sistema de produccién convenciona (lote

A)y €l otro bajo un sistema ecol égico u organico (lote B). La
fertilizaciony € mangjo deenfermedadesy arvenses, serealizd
segln el criterio del productor. En el lote A se usaron
fertilizantesy otrosinsumosde sintesisquimica, y el lote B no
recibio ninguno de estostratamientos; sin embargo, en ninguno
de los lotes se aplico insecticidas. El nUmero de plantas para
el seguimiento de las poblaciones de insectos, se determind
mediante un muestreo piloto que permitié establecer los
parametros necesarios paradesarrollar laformula (1) propuesta
por Southwood (1978).

2
S
n=—| @

Ex
Donde: n = Tamafio de muestra, S = desviacion estandar de
los datos del muestreo piloto, E = Error Estandar
predeterminado y X = la media de los datos del muestreo
piloto.

Para €l muestreo de artropodos, se realizd una revision
manual en cada planta, en las hojas jovenes en expansion
localizadas en el “cogollo” y en las hojas totalmente
desplegadas (haz y envés); se registré € tipo y nimero de
artrépodos presentes . Se recol ectaron algunos especimenes de
cadaunay sellevaron al laboratorio deentomol ogiadel Centro
deInvestigacionesy AsesoriasAgroindustriales (CIAA), para
su preparacion. L os especimenes recol ectados se preservaron,
montaron y etiquetaron siguiendo métodos estandar, tanto para
hexapodos como para acaros (Krantz 1977; Triplehorn y
Johnson 2005). Posteriormente se enviaron para su
identificacion a especiaistas del Museo de Zoologia de la
Universidad de Michigan (EE.UU.), laFacultad deAgronomia
de la Universidad de Zulia (Venezuela) y la Facultad de
Agronomiade Universidad Nacional de Colombia. En campo
como en laboratorio, se tomaron fotografias de los dafios
atribuibles a cada organismo con €l fin de caracterizarlos. Se
ust la correlacion de Pearson para establecer €l nivel de
asociacion entre €l sintoma de deformacion de las hojasy la
presencia de artrépodos que pudieran estar relacionados con
este sintoma.

El ciclo de desarrollo de la espinaca se dividio en tres
etapas, siguiendo el cadigo uniforme de estados de crecimiento
conocido como “escalas BBCH”. En este codigo, €l ciclo
completo delas plantas se subdivide en diez fases principal es
claramente distinguibles. Estos estados son descritos usando
nuimeros del cero a nueve en orden ascendente. Los estados
secundarios son usados paradescribir fases cortas de desarrollo.
Contrario alos estados principal es de crecimiento, | os estados
secundarios son pasos cortos de desarrollo, que ocurren durante
un determinado estado principal y también son codificados
usando nimeros de cero a nueve. La combinacion de los
numeros de un estado principal y uno secundario de crecimiento
conduce a un codigo digital de dos cifras (Meier 2001). La
primera etapa comprende desde lasiembrade lasemillahasta
cuando la plantula expande completamente las hojas
cotiledonales (00 a 10, de la escala BBCH) y se denomino
germinacion. La segunda comprendié desde la aparicion de
las primeras hojas verdaderas hasta cuando la roseta foliar
alcanz6 € 70% del diametro esperado (11 a37), esta etapa se
denominé desarrollo de hojas. La Ultima etapa abarcd desde
cuando larosetafoliar alcanzo el 70% del diametro esperado
hasta cuando esta se desarroll 6 completamente (38 y 39), esta
etapa se denominé cosecha. Durante cada una de estas tres
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etapas se determind laproporcion delas plagas mésrel evantes
encontradas en €l cultivo. Ladistribucién en campo de estos
organismos se determiné mediante la ley de poder de Taylor
(2) (Southwood 1978).

NP =In@+binx) 2

Donde: In (S?) = Logaritmo natural delavarianzadelosdatos
poblacionales, In (a) = Logaritmo natural del intercepto dela
regresion lineal, b = eslapendiente de laregresiény In () =
Logaritmo natural de la media de la poblacion. Ademas se
determino el ajuste de las frecuencias observada a la
distribucion binomial negativa (Gomez 1997; Southwood
1978).

El tamafio de muestra sdlo se calcul 6 para los artropodos
maés rel evantes encontrados sobre las plantas, utilizando tres
margenes de error: 10, 15 y 20%. La férmula empleada (3)
paracalcular el tamafio de muestra, utilizalosvaloresdeay b
delaley de poder de Taylor y € valor deladistribucion t.

2
n= (mj ax’™ 3

c

Donde: n = nimero de muestras atomar, ¢ = margen de error
admitido (error estandar delamedia), t = valor aproximado de
ladistribuciént, x = mediadelapoblaciony ay b =sonlos
valores estimados con laley de poder de Taylor (Bueno et al.
2005).

Resultadosy Discusion

Con base en el muestreo piloto, se determiné un tamafio de
muestra de 180 plantas para cada lote, las cuales fueron
seleccionadas aleatoriamente. Los principales artropodos
encontrados en cultivos de espinacafueron: Delia sp. (Diptera:
Anthomyiidae), Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781)
(Acari: Acaridae), M. persicae (Hemiptera: Aphididae),
Clavipalpus ursinus (Blanchard, 1850) (Coleoptera:
Melolonthidag), trips (Thysanoptera: Tripidae) y trozadores
(Lepidoptera: Noctuidae). Dentro de este grupo los principales
dafios estan relacionados con la presencia de larvas de Delia
sp. y del &caro T. putrescentiae.

Descripcion del dafio. El dafio ocasionado por la larva de
Deliasp., consiste en ladestruccion del talloy delaraiz dela
plantulay del punto de crecimiento de la planta (Fig. 1A),
cuando esté proximaalacosecha. L aespecie que se encuentra
enlos cultivosde espinacaen Cota, alin no hasido determinada.
Sin embargo, a nivel mundial las especies predominantes de
este género son Delia antiqua (Meigen, 1826) y D. platura
(Meigen, 1826). La primera de €ellas, se asocia a especies
cultivadas como cebolla (Allium cepa L. 1753), gjo (Allium
sativumL. 1753) y otras pertenecientes a este mismo género,
mientras que la segunda, posee un rango mas amplio de
hospederos (Hill 1983). Segin Hough-Goldstein y Bassler
(1988), la oviposicién de D. platura y de otras especies de
este género, estainfluenciadapor laaccién de microorganismos
del suelo involucrados en procesos de descomposicion. En
Cota, escomun la aplicacién eincorporacion al suelo de altas
cantidades de gallinaza, generalmente de ocho a 15 dias antes
de la siembra. Esta préctica, al favorecer procesos de
descomposicion probablemente también ayude a desarrollo
de altas poblaciones de Delia sp.

El &caro encontrado sobre las hojas jovenes en expansion
delaespinacaseidentificd como T. putrescentiae. Sedetermind
gue hay una alta asociacion entre la presencia de T.
putrescentiae y la deformacién de las hojas (r = 0,80, P=
<0,0001). Seinfiere, que la presencia de este acaro sobre las
plantas de espinaca esta relacionada con la deformacion de
sus hojas (Fig. 1B). El acaro se encontr6, en el 100% de los
casos, sobre hojas jovenes en expansion (cogollo) y por su
ubicacion en la planta, a este artrépodo se le conoce como €l
acaro de la corona de la espinaca (Chaney et al. 2001).

Seregistraron coloniasdel afido M. persicae, tanto &pteros
como alados, generalmente en el envés de las hojas maduras
delaespinaca. M. persicae transmite eficientemente cercade
100 tipos de virus de plantas, por lo cual sele consideracomo
la especie mas importante en latransmision de enfermedades
virales (Blackman y Eastop 2000). En laespinacael virusdel
mosaico de las cucurbitaceas (CBV) es transmitido
principalmente por M. persicaey produce moteado sobre las
hojas jovenes y en casos severos destruccién del punto de
crecimiento (Correll et al. 1994). Debido aqueladeformacion
de las hojas puede ser atribuida a un sintomaviral (Martinez
etal. 1999) y que M. persicae esreportado como un transmisor
devirusen espinaca, serealizd lacorrelacion de Pearson entre
lapresencia del &fido y del sintoma pero se obtuvo una baja
asociacion (r = 0,21, P=<0,0001) por lo que se puedeinferir
preliminarmente, que es poco probable que ladeformacion de
las hojas sea un sintoma de un virus transmitido por M.
persicae.

Laslarvas del coledptero C. ursinus, causan dafios graves
durante la germinacion del cultivo, debido a que se alimenta
del sistema radicular de la planta. En Cota, este insecto es
cominmente llamado “chisa’ durante sus estados larvales y
“mayito” o“vigjita’ en su estado adulto. Segiin Zuluaga (2003),
C. ursinus es una plaga subterrénea de habito fitéfago y se
alimentadelasraices de muchas plantasincluyendo lamayoria
delashortalizas; su atague puede ocas onar lapérdidacompleta
de la cosecha, especialmente cuando el atague ocurre sobre
plantas en estadosiniciales de crecimiento. Estaespecie parece
ser lamas limitante en la sabana de Bogota, por |os dafios que
causay por su abundancia. (Londofio 2000). Parraet al. (2006),
determinaron que los adultos solo se presentan durante los
periodos lluviososy sugieren que es probable que se presente
predominio de un determinado instar larval dependiendo dela
épocadd afio.

También se observé un complejo delarvasdelepiddpteros,
los cual es seagrupan en dos categorias. Laprimeracorresponde

Figura 1. Principales problemas asociados a presencia de artropodos
plaga en €l cultivo de la espinaca. A. Dafio ocasionado por larvas de
Delia sp. en el cogollo de las plantas. B. Deformacion de las hojas dela
espinaca, relacionada con la presencia del &caro T. putrescentiae.
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alarvas que actdan como cogollerosy atacan alaespinacaen
estado de plantula. La segunda corresponde a larvas
defoliadoras, las cuales se observan cuando la planta ya ha
desplegado las hojas verdaderas. En otras zonas productoras
de espinacase mencionalapresenciadelarvasdelepidopteros
solo como defoliadores (Chaney et al. 2001; Guerrero et al.
2001). Segun Venettey Gould (2006), laespinacaes hospedera
de Copitarsia spp., estaplagaesdeimportanciacuarentenaria
en EE.UU y hasido reportadaen la Sabana de Bogota (L 6pez-
Avila1996). Es necesario realizar laidentificacion taxondmica
de este complejo delarvas, como un primer paso paraplantear
estrategias de manejo integrado.

También se encontraron algunos estados inmaduros y
adultos de trips. La correlacion entre la presencia de estos
insectos y la deformacion de las hojasfueder = 0,14 (P=<
0,0001), lo que indica una baja asociacion entre estas dos
variables. Sin embargo, segin Dreistadt y Phillips (2001) la
alimentacién de muchas especies de trips consideradas como
plagaocasionalaaparicién de cicatrices sobre el érgano dela
planta afectado, lo que corresponde a una deformacion;
Dreistadt y Phillips (2001) mencionan que muchas especies
de trips se alimentan en los brotes, donde las hojas se
encuentran iniciando el proceso de expansién. Por lo tanto es
posible quelapresenciadetripsen el punto de crecimiento de
las plantas de espinaca, ocasione también un dafio que se
manifieste como una deformaciéon de las hojas. Es necesario
caracterizar el dafio ocasionado por los trips para poder
diferenciarlo del que probablemente causa T. putrescentiae.

Distribucion espacial deDeliasp. y T. putrescentiae. Debido
a que son las principales plagas que atacan a cultivo de la
espinacaen e municipio de Cota. Preliminarmente, con base
en el indice b sedetermind queladistribucion espacia de Delia
sp., en el lote A (agregada) no coincide con la del lote B
(uniforme). Lasfrecuencias se gjustan aladistribucién binomial
negativa, por lo cual se confirma la distribucion agregada de
laslarvasen el loteA (Tabla1). Sin embargo, es probable que
ladistribucién sea agregaday €l indice b de laley de Taylor
este influenciada por factores como: el método de muestreo,
lapoblacion delaplaga(LoteA, 97 larvas; Lote B, < 30larvas)
y €l estimulo parala oviposicion. Con respecto a este Gltimo
factor Gouinguenéy Stédler (2006) mencionan que materiales
organicos en descomposicion, incluyendo fertilizantes
organicos, estimulan laoviposicion de D. platura.

La continua aplicacion de gallinaza en €l lote A, puede
favorecer el establecimiento de la plaga Delia sp. y su
agregacion y la segregacion detectada por laley de Taylor en
el lote B, puede ser consecuenciadelaausenciade este recurso.
Lamayor proporcion de individuos de este insecto en € lote

A, sehallo durante el periodo de cosecha (72,04%), en cua se
encontraron hastatreslarvas por planta. Durante el periodo de
germinacion se encontrd el 24,73% de la poblacién total
muestreada y € restante 3,23% se hallo durante la fase de
desarrollo de las hojas. Esta situacién contrasta con lo
observado en €l lote B, donde €l 78,26% de la poblacion de
Delia sp., se encontré durante €l periodo de germinaciony €l
restante 21,74% se hall6 durante la fase de desarrollo de las
hojas. La aplicacion de gallinaza en el Lote A a inicio del
ciclo, posiblementefavoreciolaoviposicion, e establecimiento
y lapermanenciade esteinsecto. Aunque autores como Chaney
etal. (2001) y Guerrero et al. (2001) no mencionan lapresencia
deestaplagaenloscultivosdeespinacaen California(EE.UU.)
y Murcia(Espafia) respectivamente, en Cotaesnecesarioiniciar
estudios tendientes a disefiar estrategias de manejo integrado.
Los estudios deben partir de laidentificacién taxonémica de
esta plaga hasta el nivel de especie, la relacién entre la
aplicacién de diferentes fuentes de materia organica 'y su
presencia, asi como la blsqueda de enemigos naturales.

Para Delia sp., se determind un tamafio de muestra
preliminar basado en los parametrosay b de laley de Taylor
y tres valores para el error esténdar de la media. Si se desea
estimar la poblacién de Delia sp., en una hectarea de cultivo
con un error estdndar del 10% de la media se deben revisar
1.025 plantas; con un error estandar del 15% se deben examinar
455 plantas y con un error estandar del 20% de la media se
deben inspeccionar 256 plantas. Segiin Southwood (1978) para
realizar estudios cuyo objetivo sea el control delaplagaola
valoracion del dafio, un error estdndar del 20% delamediaes
aceptable. Sin embargo, advierte que para estudios cuyo
objetivo seaelaborar tablasde vida, o querequieren estimar la
poblacién con un mayor grado de precision, es necesario
emplear un error estandar que no superen el 10%.

Para las colonias del &caro T. putrescentiae se observo
preliminarmente agregacion tanto en el lote A (b = 1,54, R?=
0,98) como en € lote B (b = 1,41, R?= 0,94), mediante la
regresion lineal deley de poder deTaylor. Lamayor proporcion
del total de coloniasde &carosen amboslotes (loteA, 52,5%y
lote B, 61,5%) se encontré durante el periodo de cosecha;
durante el periodo de desarrollo de hojas la proporcion en €
lote A fue de 38,5% Yy en el lote B fue de 47,5%. Sin embargo,
durante lagerminacién se encontrd 0% de presenciade &caros
sobre las plantas en ambos lotes. Posiblemente el esta-
blecimiento delascoloniasde T. putrescentiae sobrelasplantas
de espinaca estéd condicionado por la existencia de hojas
verdaderastiernas, bien seapor quelesirven derefugioy/o de
alimento. También se determind que la incidencia de T.
putrescentiae a final del ciclo fue mayor en el lote A (79,8%)
gue en €l lote B (28,6%). Esta diferencia, a igual que en las

Tabla 1. Estimacién del indice de dispersion por medio delaregresion lineal y pruebas de bondad de gjuste a una distribucion binomial negativapara
|as poblaciones de larvas de Delia sp. durante el desarrollo un ciclo de espinaca. b = pendiente; R? = coeficiente de determinaci6n; x? = chi cuadrado;

G |. = grados de libertad.

Regresion lineal Distribucién binomial negativa
L ocalizacién b R? Interpretacion X2 Gl Interpretacion
Lote A 167" 0,65 Agregado 4,91 4 Agregado
Lote B 0,096 0,99 Uniforme 51,5+ 3 -

"S No significativo, ** Significativo (a < 0,05).
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poblaciones de Delia sp., puede estar relacionada con la
incorporacion de gallinaza, 15 dias antes de lasiembraen €l
loteA Chaney et al. (2001), mencionan quelapresenciade un
acaro del género Rhizoglyphus en la misma ubicacion del
encontrado en las plantas de espinaca en Cota, ocasiona la
deformacién de las hojas. Estebanes-Gonzales y Rodriguez-
Navarro (1991) y Guerrero et al. (2001), también mencionan
lapresenciadel &caro Tyrophagussimilis sobrelashojastiernas
de plantas de espinaca los cuales son descritos como plagas,
sin especificar de forma clara el dafio que ocasionan. Por o
anterior, son necesari os estudios mas detallados para verificar
gue laespecie encontrada en Cota es lamayor responsable de
la deformacion de las hojas de la espinaca y a partir de esta
informacion disefiar estrategias de manejo integrado.
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Evaluacion de la asociacion acar os-hongos causantes del amarillamiento
de la cebolla junca Allium fistulosum

Evaluation of the mite-fungus association responsible for the yellowing in the Wel sh onion Allium fistulosum

LUISALFONSO MUNOZ B.! y ANY MERCEDES LUCERO M 2

Resumen: Bajo condiciones de campo, invernadero y laboratorio, €l estudio evalud la asociacion &caros-hongos-
amarillamiento de la cebollajunca Allium fistulosum en cultivos recién establecidos y en cultivos de edad avanzada, en
las localidades de San Francisco y Alianza (Pasto, Colombia), ubicadas a 2.650 msnm, con una temperatura de 12°Cy
precipitacion media de 1.100 mm anuales. En los cultivos recién establecidos se encontraron una incidencia de
amarillamiento del 11,0% y 14,2% respectivamente, sin presentar diferencias significativas paralas doslocalidades. De
igual manera no hubo diferencias significativas entre localidades paralos cultivos de edad avanzada, con unaincidencia
de 38,4% y 43,4%, respectivamente. En las muestras de cadalocalidad se encontraron dos ti pos de &caros como causan-
tes de amarillamiento de la cebolla, Rhizoglyphus echinophus y Rhizoglyphus vincatus (Acari: Acaridae), siendo R.
echinopus el que presenté el mayor porcentaj e de plantas af ectadas (56,7%). L os hongos causantes del dafio al cultivo de
cebollafueron: Phoma sp., Botrytis sp., Gliocladium sp. y Fusarium oxysporum. En invernadero el mayor porcentaje de
plantas afectadas se presentd con F. oxysporum (43,3%) y con el complejo F. oxysporumy Phoma sp. (40,0%). La
asociacion del acaro R. echinopusy el hongo F. oxysporum, produjo el mayor porcentaje de plantas afectadas (80,0%).
Ademés, se encontrd que R. echinopus presentd mayor descendencia en presenciade F. oxysporum (78 individuos alas
72 horas).

Palabras clave: Rhizoglyphus. Phoma. Botrytis. Gliocladium. Fusarium oxysporum. Plagas. Horticultura.

Abstract: Under field, greenhouse and laboratory conditions, the study eval uated the mite-fungus-yellowing association
in the Welsh onion Allium fistulosum, in recently established and mature crops, in the localities of San Francisco and
Alianza (Pasto, Colombia), located at 2650 m elevation, with a temperature of 12°C and an average annual rainfall of
1100 mm annual. In recently established crops, the incidence of yellowing was 11.0% and 14.2%, respectively, with no
difference between localities. Similarly, there were no significant difference between localities for the mature crop, with
an incidence of 38.4% and 43.40%, respectively. In the sampling at each locality two kinds of mites were found which
are responsible for the yellowing of onion, Rhizoglyphus echinophus and Rhizoglyphus vincatus (Acari: Acaridae),
being R. echinopus with the greatest percentage of affected plants (56.7%). The fungi responsible for the damage to the
onion cropswere: Phoma sp., Botrytissp., Gliocladium and Fusarium oxysporum. |n the greenhouse the greatest percentage
of affected plants had F. oxysporum (43.3%) and the complex F. oxysporum and Phoma sp. (40.0%). The association of
themite R. echinopus and the fungus F. oxysporum, produced the greatest percentage of affected plants (80.0%). Moreover,
R. echinopus was found to present the most descendents when in the presence of F. oxysporum (78 individuals in 72
hours).

Key words: Rhizoglyphus. Phoma. Botrytis. Gliocladium. Fusarium oxysporum. Pests. Horticulture.

Introduccién

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9331

LacebollaAlliumfistulosum (L., 1753), esun cultivo horticola
importante en la economiadel municipio de Pasto, donde por
las condiciones de clima y suelo la planta se desarrolla
adecuadamente, con rendimientos de 6 ton/ha por cosecha, las
cuales alcanzan un precio en el mercado local de 12 millones
de pesos (Ministerio deAgriculturay Desarrollo Rural 2002).

Lacebollajunca(también|lamadacebollalargao derama)
alcanzaunavidaproductivade 10 afiosy puede ser cosechada
tres acuatro veces por afio Jaramillo y Hernandez (1983), los
productores de esta hortaliza, en sumayoriason minifundistas
y realizan un mangjo empirico del cultivo en las diferentes
etapas de crecimiento y produccion, también carecen de
conocimientos técnicos en laslabores de sel eccion de semilla,
fertilizacion, deshierba, manejo de plagas y enfermedades,
muchas de las cuales son limitantes (Pumal pa 1983).

El problema fitosanitario mas grave de la cebolla,
principalmente en el sur del departamento de Narifio, es €l

secamiento de las plantas, debido a pudriciones en |a base del
talloy e sistemaradical; sin embargo, hastael momento no se
conocen las bases para e manejo de la enfermedad, por no
tener un conocimiento exacto de las causas que laocasionan a
pesar de existir evidencias de que se trata de un complejo de
hongosy é&caros.

Se caracteriz6 el complejo hongos-acaros causante del
amarillamiento de la cebolla en las veredas San Francisco y
Alianza (Pasto, Narifio) a lo largo de un afio. También se
determiné el porcentaje de incidencia del amarillamiento en
lasdoslocalidades, seidentificarony aislaron diversoshongos
y écaros asociados con dicho amarillamiento, se evaluo €
efecto de la interaccion entre ellos y se logro establecer la
etiologiade laenfermedad mediante pruebas de patogenicidad.

Materialesy M étodos

En las localidades San Francisco y Alianza (Pasto, Narifio,
Colombia), ubicadas a 2.650 msnm, con temperatura y

1 Ingeniero Agrénomo. Docente Institucién Educativa Técnico San Juan Bautista (Los Andes, Narifio). sinagro@Iatinmail.com
2 Bacteridloga. M. Sc. Microbiologia. Docente Universitaria. Universidad Mariana. Pasto. Colombia. Diagonal 16D #2E37 Barrio Miraflores. Teléfono:

(092)7325288. Celular: 3007791444. alu2403@gmail.com


Paula
Texto tecleado
https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9331


130 Revista Colombiana de Entomologia

LuisAlfonso Mufioz B. y Any Mercedes Lucero M.

precipitacion promedio anual de 12°C y 1.100 mm. Se
recol ectaron muestras de cebollaA. fistulosum que presentaron
sintomas de pudricion deraiz y pseudotallo, amarillamientoy
secamiento de hojas. Para determinar el porcentaje de
incidenciase evaluaron cinco fincas por localidad, realizando
un recorrido en forma de X en cada una, se contabilizd el
ndmero de plantas sanas, plantas enfermasy el nimero total
de plantas. L os porcentajes obtenidos paralas doslocalidades
fueron comparados con la prueba“t” (Montgomery 2002).

Coleccidon e identificacion de los acaros y los hongos. De
las plantas de cebolla recolectadas en €l campo con sintomas
de secamiento se tomaron trozos de tallo con pudriciones
suavesy acaros, se separaron ninfasy adultosy seestablecieron
las primeras colonias que fueron criadas en cajas petri, en el
fondo de cada caja se coloco un papel filtroimpregnado con 1
ml de agua destilada y sobre éste se depositaron trozos sanos
de pseudotallo, parafavorecer lamultiplicacion delos acaros.
Los acaros y el pseudotallo fueron desinfestados con
hipoclorito de sodio a 3% durante dos minutos.

Paralaclasificacion delos caros se tomaron especimenes
presentesen las pudricionesdelacebollay se colocaron enun
recipiente que contenia una solucién de alcohol y agua,
posteriormente serotularony fueron enviadosala Facultad de
Agronomia, Universidad Nacional, Palmira, donde sereaiz6
la identificacion taxonémica. Para la identificacion de los
hongos se tomaron raices, discos basales y pseudotallos que
presentaron necrosis, delos cual es se cortaron pequefiostrozos,
dejando parte de tgjido sano y porcién muerta, luego fueron
desinfectados con hipoclorito de sodio al 3% durante dos
minutos y se los deposito en cajas de petri con agar-peptona-
glucosa acidificado. Unavez hubo formacién delas colonias,
con la ayuda de una espatula se tomé parte de la colonia, la
cual fuetransferidaatubos de ensayoinclinados que contenian
agar-peptona-glucosa, las muestras fueron identificadas en el
laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Narifio,
teniendo en cuenta los criterios de Booth (1971).

Siembra del material vegetal empleado en los ensayos. En
los ensayos se utilizaron plantas de cebollade 65 diasde edad,
sembradas en bolsas de polietileno con capacidad de un
kilogramo; €l sustrato estuvo compuesto por trespartesdetierra
y unade arena; este fue esterilizado con formol a 3%.

Prueba de patogenicidad de los acaros. En este ensayo se
utilizaron 90 plantas de cebolla, las cuales se agruparon en un
disefio de bloques completamente a azar con tresrepeticiones
por tratamiento, para cada tratamiento se emplearon diez
plantas, en cada una de ellas se descubri6 el drearadica y se
colocaron en la base 20 &caros (ninfas). Los tratamientos
correspondieron a los dos tipos de &caros identificados en €l
laboratorio de la Universidad Nacional y un testigo, asi: T1 =
Rhizoglyphus echinopus (Fumouze y Robin, 1868), T2 =
Rhizoglyphusvincatus Claparéde, 1869y T3 =Testigo (Plantas
libres de acaros). Las evaluaciones se hicieron hasta que las
plantas manifestaron sintomas de marchitamiento; lavariable
evaluada fue porcentaje de plantas af ectadas.

Prueba de patogenicidad deloshongos. Para este ensayo se
emplearon 240 plantas de cebolla las cuales se agruparon en
un disefio de blogues completamente al azar, con ocho
tratamientos; Cuatro tratamientosconsistieron enlainoculacion
de los tipos de hongos aislados de las fincas afectadas, tres,

para determinar la accién conjunta de Fusarium oxysporum
Schlechtendal, 1824 con Phoma sp., Botrytissp., y Gliocladium
sp., y hubo un testigo absoluto asi: T1 = F. oxysporum, T2 =
Phoma sp., T3 = Botrytis sp., T4 = Gliocladium sp., T5 = F.
oxysporum + Phoma sp., T6 = F. oxysporum + Botrytis sp.,
T7=F oxysporum+ Gliocladiumsp. y T8 = Testigo (Plantas
sin inoculacién de hongos). En cada tratamiento se hicieron
tresrepeticionesy cadarepeticion estuvo constituida por diez
plantas, |os sintomas observados en el campo se compararon
con los producidos en las inoculaciones en condiciones de
invernadero, la variable analizada fue porcentaje de plantas
afectadas. Para las observaciones de los sintomas y
reaislamiento de patdgenos se aplicaron los postuladosde Koch
descritos por Agrios (1988).

Prueba de patogenicidad delainteraccion &car os-hongos.
Para probar la interaccion del dafio causado por écaros y
hongos, serealiz6 un ensayo con cuatro tratamientos donde se
inocularon en formaindividual acaros, hongosy conjuntamente
acaros y hongos en plantas de cebolla; se hicieron tres
repeticiones por tratamiento y cada repeticion estuvo
conformada por diez plantas, las cuales se agruparon en un
disefio de bloques completamente al azar. Lavariable evaluada
fue porcentaje de plantas afectadas, |os tratamientos fueron:
T1=R echinopus, T2 =F. oxysporum, T3=R. echinopus+ F.
oxysporumy T4 = Testigo (Plantas sin inocul acion).

Reproduccion de Rhizoglyphus echinopus. Para determinar
cual erael medio en el que prosperaban losécarosR. echinopus,
se realiz6 un ensayo conformado por seis tratamientos cada
uno con cinco repeticiones. En cajasde petri se colocaron partes
deraiz de cebolla, pseudotallo y cuatro colonias de hongosy
en cada una se depositaron 20 acaros adultos.

L ostratamientos se agruparon en un disefio compl etamente
al azar y después de 72 horas se contabilizé el nimero de
descendientes independientemente del estado de desarrollo.
L os tratamientos empleados fueron: T1 = F. oxysporum, T2 =
Phoma sp., T3 = Botrytis sp., T4 = Gliocladium sp., T5 =
Raices de cebollay T6 = Pseudotallo.

Andlisisestadistico. Paratodoslosensayosserealizé andlisis
de varianza y en el caso de encontrar diferencias entre los
tratamientos se efectud la prueba de comparacion de medias
deTukey HSD a 95% (SASIngtitute 2002). Lahomogeneidad
delasvarianzasfue verificadaconlapruebade L evene (95%)
y los datos fueron normalizados con laférmulaY = Arcoseno
\J% : los valores para el nlimero de descendencias fueron
normalizados con laformula /Y + 0,5 (Steell y Torrie 1989).

Resultadosy Discusion

Sintomas y porcentaje de incidencia. En los lotes se
encontraron parches de plantas cuyos sintomas fueron:
amarillamiento, plantas de menor tamafio con hojas delgadas
y de color verde palido, secamiento progresivo a partir de los
extremos apicales. Ademés la enfermedad progresa rapi-
damente a partir de pequefios focos de infeccion.

L as plantas con atagues avanzados presentan menor altura
y pocas hojas, lascualesal inicio son flacidasy luego se secan;
la parte subterrdnea manifiesta una deshidratacion completa
delostgjidos, con secamientototal delas membranas externas.
También ocurre secamiento deraices, necrosisdelacortezay
pudricién himeda de los tallos. Como signo caracteristico se
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percibe un olor a fermento, masas miceliales de diferentes
tonalidades y abundantes poblaciones de &caros en diferentes
estados de desarrollo lo cual coincide con Cifuentesy Arcos
(1987).

Como plantea Smith (1988), con frecuencialos sintomas
aparecen solo en uno delos costados del tallo y avanzan hacia
la parte superior de la planta, hasta que destruyen el follajey
por ultimo causalamuertedelaplanta. El porcentsje de plantas
afectadas por €l complejo &caro-hongo en cultivos recién
establecidos de cebolla no present6 diferencias estadisticas
significativas paralasdoslocalidades, con 11,0% en lavereda
Alianzay 14,2% en San Francisco (t =0,37; g.1. = 1; P<0,05)
lo mismo sucedi6 para el cultivo en estado maduro con
porcentajesde 43,8% Yy de 38,4% paralavereda San Francisco
y laveredaAlianzarespectivamente (t =0,37; g. .= 1; P
< 0,05). El porcentgje de incidencia aumento en los cultivos
maduros.

Estas similitudes son posiblemente resultado de practicas
decultivo similares. Ademas, lamayor partedelos productores
de cebolla en &l departamento de Narifio son minifundistasy
realizan un manejo empirico ddl cultivo en lasdiferentes etapas
(Pumalpa 1983). Lainteraccion en un ambiente adecuado, entre
una planta y un agente patdgeno agresivo determinan el
desarrollo de una enfermedad. Esa interaccion se conoce por
el nombre de patosistema vegetal, cuyo estado depende de
factores como laabundanciade unidades del agenteinfeccioso,
la virulencia de las razas de éste, la naturaleza genética del
hospedante, la edad de los tejidos de la planta al momento de
producirselainfecciony las condiciones del medio, queafectan
tanto a hospedante como a organismo patdégeno (Smith 1988).

I dentificacion delos acarosy loshongos. Los écaros que se
encontraban en las plantas de cebolla con sintomas de
amarillamiento fueron R. echinopusy R. vincatus. L oshongos
aisladosdelasplantas af ectadas fueron: F. oxysporum, Phoma
sp., Botrytis sp. y Gliocladium sp.

Prueba depatogenicidad delosécaros. Estavariable presento
diferencias para los tratamientos (F = 21,53; g. |. = 2,6; P <
0,05). El mayor porcentaje de plantas afectadas se dio al
inocular el acaro R. echinopus (56,7%). No hubo diferencias
parael porcentaje de plantas afectadas por €l &caro R. vincatus
(16,7%) y €l testigo (0%).

Estosresultados guardan algunas similitudes con € cultivo
de cebolla en paises tan diferentes como Israel, Japon y los
Estados Unidos donde los principales problemas son R.
echinopusy R. robini, que son especies cosmopolitas. Por otra
parte, suampliagamade hospederosincluye cebolla, go, lirios
y cereales entre otros. También se alimentan de materia
orgénicadel suelo; lamayor parte del dafio causado por estos
acaros ocurre en lasraices y la placa basal (Jepson 1985). El
dafio de los acaros es mas grave en las plantulas de cebolla
(Booth 1971), las plantas severamente dafiadas eventual mente
pierden susraicesy sevuelcan. El dafio también se manifiesta
coninfeccionesde patdégenosfungososy bacterialesque pueden
entrar por las heridas abiertas por los &caros.

Prueba de patogenicidad de los hongos. Se encontraron
diferencias entre estas variables (F = 8,65; g. |. = 6,6; P <
0,05) Al inocular las plantas con los hongos F. oxysporum, F.
oxysporummas Phoma sp. y F. oxysporummés Botrytis sp. se
obtuvo los mayores porcentajes de incidencia con 43,3%,
40,0%Y 30,0% respectivamente, sin presentar diferenciasentre

si. Pero si hay diferencias con respecto alainoculacion delos
hongos Botrytissp., F. oxysporummés Gliocladium sp., Phoma
sp. y Gliocladium sp., los cuales incluso presentaron
porcentajes de mortalidad de 6,7%, 3,3%, 3,3% y 0%
respectivamente. Los anteriores tratamientos no presentaron
diferenciasentre si.

El mayor porcentaje de plantas afectadas se dié con la
inoculacion de F. oxysporum, posiblemente por la capacidad
del hongo paradesdoblar polimeros quimicamente complejos
como la lignina y la queratina. Garret (1982), describe a
Fusariumsp. como parte deloshongos celulociticos, los cuaes
realizan la mayor parte de la descomposicién, utilizando la
celulosay la hemicelulosa, materiales que comprenden hasta
el 70% delapared celular delaplanta. LasinteraccionesdeF.
oxysporum con Phoma sp. y Botrytis sp., también presentan
mortalidades altas, debido posiblemente a que estos hongos
no presentaron interferenciaen su desarrollo. Todaespeciede
hongo difiere de otra al menos en algun aspecto de su
comportamiento, de tal manera que ellas pueden coexistir
(Hudson 1988).

Patogenicidad delainteraccion acaros-hongos. El ANAVA
para esta variable present6 diferencias para los tratamientos
(F=18,22; g.1.=3,8; P<0,05). Lasplantasinoculadas con el
acaro R. echinopus mas F. oxysporum tuvieron el mayor
porcentaje de plantas afectadas (80,0%), sin presentar
diferencias con respecto alasinocul adas individua mente con
F. oxysporum y R. echinopus, (60,0% y 53,3% respec-
tivamente). L os tratamientos anteriores presentan diferencias
con respecto al testigo en el cual no hubo plantas afectadas.

Lainteraccion R. echinopus mas F. oxysporum presenta el
mayor porcentgje de plantas af ectadas debido posiblemente a
que el &caro facilita la entrada del hongo, haciendo que los
compuestos de lignina presentes en la planta sean mas
asimilables para el hongo. F. oxysporum es un saprofito del
suelo que ataca los sistemas radicales, aprovechando dafios
mecanicos o heridas causadas por insectos, en muchos casos
se presenta en laplanta como sintomas externos del ataque de
estos organismos (Callow 1992).

L asenzimas producidas por algunas especiesde Fusarium
sp. no llegan a afectar los compuestos de “ proteccion” de la
plantacomo lacelulosa(Mace 1981), estos organismos sevalen
de animales que ingieren parte del material original con las
hifasdel hongo queluego losdepositan en susheces. Al hacerlo,
los animales trituran el material, haciéndolo més accesible a
los microorganismos. En alguna etapa de su vida todos los
microorgani smos resultan af ectados por las actividades de otros
organismos Park (1987), por esta razén es de esperarse
encontrar unacantidad deinteracciones muy variadas. Algunas
sonindirectas, como cuando un organismo hace que un sustrato
quede facilmente disponible para otro.

Reproduccion de Rhizoglyphus echinophus. Para esta
variableel ANAVA present6 diferencias entrelostratamientos
(F=6,57; g.1. =512; P < 0,05). Se encontré que el mayor
numero de acaros se dio en €l medio que conteniael hongo F.
oxysporum con 78 individuos, sin presentar diferencias
estadisticas significativas con |os tratami entos que contenian
Botrytis sp., Phoma sp., pseudotallo y Gliocladium sp., los
cuales tuvieron 52, 36,4, 26,7 y 19,7 individuos
respectivamente; el tratamiento en el cual se usd como medio
de cultivo raiz de cebolla, fue el que tuvo el menor promedio
con 2,7 individuos, presentandose diferencias estadisticas
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significativas con el medio de cultivo que contenia F.

OXysporum.

Lo anterior hace suponer que R. echinophus se encuentra
directamente relacionado con la presencia de hongos,
preferentemente con F. oxysporum pudiéndose encontrar un
efecto sinérgico entre ellos, de acuerdo con el nimero de
descendientes obtenidos a someter R. echinophus a medio
con F. oxysporum se puede afirmar que el acaro se alimenta
del hongo o parte de é ya que el nimero de acaros esta
directamente relacionado con €l tipo de alimento del que
dispone un organismo.
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Frecuencia de cépula de la polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae)

Mating frequency of the Guatemalan potato moth Tecia solanivora (L epidoptera: Gelechiidag)
DIEGO FERNANDO RINCON'y JAVIER GARCIA G.2

Resumen: Lapolillaguatemalteca de la papa Tecia solanivora es considerada unadelas principales plagas del cultivo de
la papa en Colombia. Actualmente, parte de los esfuerzos para controlar las poblaciones del insecto se enfocan en €l
desarrollo de metodologias para interrumpir su reproduccion. Para esto, es necesario conocer €l comportamiento y los
factores que afectan €l potencial reproductivo de T. solanivora. En el presente trabajo se determind la frecuencia de
copula de T. solanivora y su efecto sobre €l potencial reproductivo de los adultos. Para determinar la frecuencia de
copula de las hembras, se realizaron dos experimentos en donde se confinaron hembras y machos de T. solanivora en
diferentes proporciones. Para determinar la frecuencia de copula de los machos, se realizaron dos experimentos. En el
primero se ofrecié diariamente una hembra virgen a machos confinados individualmente. En el segundo se ofrecieron
diferentes cantidades de hembras a machos individuales. La mayoria de las hembras copulan una vez y aquellas que
copulan varias veces no obtienen un beneficio significativo sobre su potencial reproductivo ni sobre su longevidad. Los
machos copulan en promedio cinco veces dependiendo de la cantidad de hembras disponibles. Se observo un declive
significativo en el potencial reproductivo de los machos con el aumento del nimero de cdpulas, aunque estos parecen
tener lacapacidad de dosificar |aeyacul acion de acuerdo con lacantidad de hembras disponibles. Sediscutelaviabilidad
de laimplementacion de metodol ogias basadas en la captura masiva de machos para €l control de T. solanivora.

Palabr as clave: Comportamiento reproductivo. Fecundidad. Fertilidad. Poliandria. Poliginia.

Abstract: The Guatemalan potato moth Tecia solanivora is considered one of the most serious pests of the potato crop
in Colombia. Currently, most efforts for controlling populations of the insect are focused in the development of
methodologies to disrupt its reproduction. Therefore, it is necessary to understand the behavior and factors affecting the
reproductive potential of T. solanivora. In this study the mating frequency of T. solanivora and its effect on adult
reproductive potential was determined. To determine the mating frequency of females, two experiments were conducted
in which males and females of T. solanivora were confined in different proportions. To establish the mating frequency of
males, two experimentswere carried out. Inthefirst, onevirgin femalewas offered daily to each male confined individually.
In the second, different numbers of femal es were offered to an individual male. Most females mate just once, and those
femal es that mate more than once do not obtain a significant benefit in their reproductive potential or in their longevity.
Males mate an average of five times depending on the number of females available. A significant decline in male
reproductive potential with increasing number of copulations was observed, although they seem to have the capacity to
dosetheir g aculation depending on the number of femalesavailable. The viability of theimplementation of methodologies
based on the mass capture of males for the control of T. solanivora is discussed.

Key words: Reproductive behavior. Fecundity. Fertility. Polyandry. Polygyny.

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9332

Introduccién

Lapolillaguatemalteca delapapaTecia solanivora (Povolny,
1973) (Lepidoptera: Gelechiidag) actualmente es considerada
uno delosinsectos plaga de mayor importanciaeconémicaen
el cultivo delapapaen Colombia(Herrera1998; L 6pez-Avila
2000; Espinal et al. 2005). El dafio econdémico es causado por
lalarva, la cual, tan pronto emerge, penetra en e tubérculo
formando galerias por las que va dejando exuvias y
excrementos que propician, junto con patdgenos secundarios,
lapudricion del tubérculo (Arias 1996).

Estudios recientes (Bosa et al. 2005) han centrado su
atencion en el desarrollo de feromonas sexual es sintéticas para
la interrupcion de la reproduccion de la plaga. Sin embargo,
para la implementacion exitosa de estas metodologias es
indispensable adelantar estudios sobre el comportamiento
reproductivoy losdiferentesfactores que afectan lafecundidad

y lafertilidad de la plaga. En los insectos con reproduccién
sexual, la copula es indispensable para a la transferencia de
esperma y tiene efectos importantes en la produccion y
fertilizacion de los huevos, la oviposicion, e incluso en la
longevidad delosadultos (Simmons 2001; Wedell et al. 2002).
Debido aqueno existe evidenciade partenogénesisenlapolilla
guatemalteca de la papa, la cOpula representa un evento
fundamental para la reproduccion de esta especie (Torres et
al. 1997; Garcia et al. 2003).

La asimetria en el costo de produccion de huevos y
espermatozoides amenudo severeflgadaen diferenciasen el
comportamiento reproductivo de las hembras y los machos.
L as hembras maximizan su éxito reproductivo incrementando
la produccion de huevos viables, para lo que una o pocas
copulasson suficientes (Arngvist y Nilsson 2000). No obstante,
lashembras delosinsectos pueden presentar diferentes grados
de poliandria, es decir, tendencias para copular diferente

1 Autor para la correspondencia: Bidlogo. Laboratorio de Ecologia y Comportamiento de Insectos. Programa Manejo Integrado de Plagas. Corporacién
Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica). Centro de Investigacion “Tibaitatd”, Kilometro 14 via a Mosquera (Cundinamarca).

drincon@cor poica.org.co

2M. Sc. Ciencias Agrarias. Areade Prevencion y Riesgo de Plagas. Instituto Colombiano Agropecuario (ICA). Edificio Cavipetrol, Carrera13 No. 37 -37 piso

10, Bogota D.C. javier.garcia@ica.gov.co
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nimero de veces. El grado de poliandria puede ir desde
hembras que copulan una sola vez en su vida (monoandria)
hastahembras que copulan varias veces con diferentes machos.
Paraddjicamente, la poliandria es la estrategia reproductiva
mas comun para los lepidopteros (Arngvist y Nilsson 2000;
Torres-Villay Rodriguez-Molina2004), aunque se hadiscutido
s realmente representa una mayor eficacia reproductiva para
los individuos o especies que la presentan en mayor grado
(Brown et al. 2004).

Para los machos, cada copula ofrece la oportunidad de
producir nuevadescendencia, por |0 que su éxito reproductivo
se encuentra estrechamente relacionado con el nimero de
hembras que éstos tienen la posibilidad de inseminar. Al
respecto, Thornhill y Alcock (2001) y Trivers(1972) concluyen
gue la poliginia, es decir, copular tantas veces y con tantas
hembras como sea posible, eslamejor estrategia paraque los
machos de |os insectos maximicen su eficacia reproductiva.
Sin embargo, Torres-Vilay Jennions (2005) enfatizan en el
gasto energético queimplicael apareamientoy concluyen que
los machos virgenestienen un desempefio reproductivo mayor
gue €l evidenciado por machos que han copulado previamente.

Vale anotar que los |epidopteros tienen una ventagja Unica
paraser usados como model o en €l estudio del comportamiento
reproductivo. Esto se debe aque, en estosinsectos, laesperma
es trasferida en paquetes (espermatoforos), uno por copula,
los cuales son retenidos en €l tracto reproductor delashembras
alolargo desusvidas. Esto hace posible determinar €l nimero
de veces que éstas han copulado (Simmons 2001; Wedell
2005a, b).

El presente trabajo tuvo por objeto determinar lafrecuencia
de copula de la polilla guatemalteca de la papa y su efecto
sobre el potencial reproductivo de las hembrasy los machos.
Dicho efecto se determiné analizando la variacién de la
fecundidad, la fertilidad, la longevidad y la capacidad de
produccion de esperma de acuerdo con la ocurrencia de
diferente nimero de copulas. Se discute la viabilidad de la
implementaci 6n de metodol ogias basadas en la capturamasiva
de machos para el control de T. solanivora.

Materialesy M étodos

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Ecologia y
Comportamiento de Insectos del Programa de Manejo
Integrado de Plagas en €l Centro de Investigacion “ Tibaitatd”
de Corpoica, localizado en el municipio de Mosquera
(Cundinamarca, Colombia) aunaaltitud de 2.550 msnmy una
temperatura promedio de 19°C.

Criadelosinsectos. Se estableci6 una cria de T. solanivora
en laUnidad de Criay Produccién de Insectos del Centro de
Investigacion “Tibaitata” de Corpoica, siguiendo la
metodologia descrita por Vargas et al. (2004). La cria se
establecié a partir de tubérculos infestados con la plaga
recolectadosen las zonasrural es delos municipiosde Motavita
y Ventaguemada (Boyaca, Colombia).

Frecuencia de copula de las hembras. Para establecer la
frecuenciade copuladelashembrasdeT. solanivoray €l efecto
del nimero de apareamientos sobre su fecundidad, fertilidad y
longevidad, serealizaron dos experimentos teniendo en cuenta
€l posible efecto deladisponibilidad de machosvirgenes sobre
lafrecuencia de copula de las hembras.

En e primer experimento, se confinaron 30 parejas de
adultosrecién emergidosde T. solanivora cadaunaen un frasco

de vidrio de 300 ml de capacidad. Los frascos se acon-
dicionaron con un algodén impregnado con una solucion de
miel a 10%, se taparon y aseguraron con muselinay bandas
elésticas, y se colocaron boca abajo sobre papel absorbente
para recibir las posturas de los insectos. Las 30 pargjas se
mantuvieron bajo un fotoperiodo controlado de 10h: 14h (luz:
oscuridad). Se realizaron observaciones cada 15 minutos
durante las cuatro primeras horas de lafoto-fase, periodo que
coincide con la mayor actividad sexual de T. solanivora
(Okunagay Ochoa1987; Torreset al. 1997). Lasobservaciones
se realizaron por diez dias durante los cuales se registro el
ndmero de apareamientos de cada pargja. Cada tercer dia, se
remplazé el papel absorbente para contabilizar € nimero de
huevos depositados y €l porcentaje de eclosion. Unavez que
se detectd lamuerte natural delosinsectos, se midié sutamafio
usando paraello lalongitud desde |a punta de la cabeza hasta
el gpicedd daanterior. Utilizando un estereomicroscopio Ernst
Leitz® dotado con reglillamicrométrica, se diseccionaron las
hembras para determinar €l nimero y el area de los esper-
matéforos dejados por |os machos.

Debido a que la disponibilidad de un solo macho podria
ser insuficiente paradeterminar lafrecuenciade copuladelas
hembras (Dewsbury 1982; Simmons 2001), en & segundo
experimento se conformaron siete grupos de una hembra con
tres machos. Cada grupo se confind en un frasco de vidrio de
300 ml de capacidad, tapado con muselinay colocado boca
abajo sobre papel absorbente. Los machosintroducidosen cada
frasco semarcaron en €l dpicede alaizquierdacon marcadores
metdlicos Zig Poterman Calligraphy® de diferentes colores,
de acuerdo con la metodologia descrita por Sanchez (1999).
L os siete grupos se mantuvieron bajo las mismas condiciones
ya descritas. Diariamente, se realizaron observaciones cada
15 minutos durante | as cuatro primeras horas de la foto-fase.
Lasobservaciones serealizaron por diez diasdurantelos cuales
seregistro el nimero de apareami entos de cada hembra. Para
determinar si las hembras copularon con el mismo o con
diferentes machos, se registro € color de la marca de los
machos que se observaban en copula. Cada tercer dia se
reemplazo el papel absorbente delas unidades experimentales
para contabilizar el nimero de huevos depositados y el
porcentaje de eclosion. Se realizaron disecciones de las
hembrasy los machos para determinar €l nimeroy el dreade
los espermatéforos encontradosen el interior delashembrasy
el areade lostesticulos de los machos. Se registro ademas, la
longitud de cada hembra desde |a punta de la cabeza hasta el
apice del alaanterior.

El ndmero de copulas fue establecido de acuerdo con €l
nimero espermatoforos encontrados en el interior de las
hembras. Estos datos fueron comparados con € nimero de
copulas observadas durante las cuatro primeras horas de la
foto-fase. Lafecundidad se cal cul 6 usando e nimero de huevos
puestos por cada hembra y la fertilidad con €l porcentaje de
huevos que eclosionaron. La normalidad de las variables se
probd mediante el procedimiento de Shapiro-Wilk. Para
establecer si la proporcion de sexos afectd la distribucion de
las frecuencias con las que ocurrieron las copulas, se reaizo
un ANOVA. Paraestablecer s habiadiferenciassignificativas
en el potencial reproductivo y la longevidad de hembras
copuladas una o varias veces, se realizaron ANOVA paralas
variables distribuidas normalmente. Para eliminar el posible
efecto del tamafio de las hembras sobre lafecundidad (Barah
y Sengupta 1991; Cavo y Molina 2005; Helitvaara et al.
1990), setomd en cuentalalongitud de cadaunade estas como
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covariable en el andlisis. Para las variables que no se
distribuyeron normalmente se utilizo la prueba de Kruskal-
Wallis.

Frecuencia de copuladelosmachos. Paradeterminar el grado
de poliginia de los machos de T. solanivoray el efecto de las
cOpulas sucesivas sobre el potencial reproductivo de las
hembras, se realizaron dos experimentos teniendo en cuenta
posibles modificaciones en el comportamiento reproductivo
de los machos con la oferta de diferentes cantidades de
hembras.

Para determinar el nimero de veces que puede copular un
macho deT. solanivora, 30 machos virgenesrecién emergidos
se ubicaron individuamente en frascos de vidrio de 300 ml
acondicionados con un algodén impregnado con miel en agua
al 10%, y tapados con muselina asegurada con una banda
elastica. Cada 24 horasy por diez dias, seintrodujo unahembra
virgen. Cuando las hembras cumplieron 24 horas con el macho,
se retiraron y ubicaron individualmente en frascos de vidrio
de300ml. Estosfrascos se acondicionaron delamismamanera
quelos anterioresy se colocaron bocaabajo sobre un trozo de
papel absorbente para recibir las posturas. Se contabilizo €
numero total de huevos puestos por cadahembray el porcentaje
de eclosion de las posturas.

Para establecer s la oferta de hembras influye sobre la
frecuencia de copulade los machos de T. solanivora, sellevé
a cabo un experimento con cuatro tratamientos y cinco
repeticiones. Los tratamientos consistieron en la exposicion
de diferentes cantidades de hembras a un macho asi: 1:1, 1:2,
1:4y 1:8. Los grupos de insectos se confinaron en camaras de
vidrio deacuerdo conlostratamientos. Durante el experimento,
se suministré un algodén impregnado con unasolucién de miel
al 10% en €l interior de cada unade las camaras. Se permitio
el contacto continuo delos adultos hastasu muerte. Seretiraron
y diseccionaron diariamente las polillas que iban muriendo.
Se registro la cantidad de espermatéforos dejados por los
machos dentro de cada una de las hembras y € nimero de
huevos puestosy de huevos ecl osionados. Adicional mente, para
determinar € efecto del nimero de apareamientos sobre la
capacidad de produccién de esperma, se reporto el areadela
bolsa testicular de cada macho utilizando un estereomi-
croscopio Ernst Leitz® dotado con reglilla micrométrica y
siguiendo los procedimientos descritos por Simmons et al.
(2000) y Ward y Simmons (1991).

Con € findeanalizar larelacion entre el nimero de cépulas
de los machos y la fecundidad (nimero de huevos puestos/
hembra) y lafertilidad (porcentaje de eclosion) delashembras
ofrecidas individualmente, se calcularon coeficientes de
correlacién de Spearman (ry). Por otro lado, €l efecto de los
niveles de oferta de hembras sobre la frecuencia de copulade
los machos se analizé mediante ANOVA seguido de una
pruebade Tukey. Adicionamente, serealizaron ANOVA para
examinar larelacién del nimero de copulas de los machos
con lafecundidad y lafertilidad de diferentes cantidades de
hembras ofrecidas simultaneamente. Finalmente, para
determinar larel acién fenotipica entre el nimero de copulas
y €l tamafio de la bolsa testicular, se realizd un andlisis de
regresion lineal simple. La normalidad de las variables se
probé mediante el procedimiento de Shapiro-Wilk. Losdatos
se analizaron usando el software R version 2.5.1 (R,
Development Core Team 2007).

Resultadosy Discusion

Frecuencia de copula de las hembras. En el primer
experimento, de acuerdo con € nimero de espermatéforos
encontrados en €l interior de las 30 hembras confinadas con
un macho, se encontroé que el 80% copularon unavez (Fig. 1).
Por otraparte, en &l segundo experimento, delas siete hembras
confinadas cada una con tres machos, e 71,43% copularon
unavez, y €l restolo hicieron dosveces(Fig. 1). Laproporcion
de sexos no afect6 la distribucion de las frecuencias con las
gue ocurrieron las copulas (F = 0,032; g.|. = 1, 35; P=0,85),
lo que indica que la frecuencia de cépula de las hembras se
mantiene constante independientemente de la disponibilidad
de machos. Lafrecuenciade copula promedio delas hembras
deunaespecie determinadl nivel de competenciaespermética
que los machos tienen que afrontar, y por ende, la confianza
de la paternidad. Wedell (20053, b) enumera los diferentes
mecani smos que los machos del os | epidopteros pueden utilizar
para suprimir la receptividad de las hembras y evitar la
competencia espermatica, a saber: (1) transferencia de
antiafrodisiacos, (2) colocacion de tapones anexos al
espermatéforo (sphraga), (3) presenciafisicadel espermatoforo
y delaespermay (3) transferencia de sustancias inhibitorias
delasintesis de feromona sexual.

Al comparar el potencial reproductivo de las hembras que
copularon unavez con las que lo hicieron varias veces, no se
observé que el nimero de cépulas tuviese un efecto
significativo sobrelafertilidad (Kruskal-Wallis; H, ;= 0,005;
P = 0,94) ni sobre lafecundidad (F =2,08; g.1. =1,33; P=
0,169) (Fig. 2). Los resultados evidencian que un nimero
elevado de copulas no trae beneficios significativos sobre €
potencial reproductivo delas hembras, a menos cuando éstas
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tienen la oportunidad de copular con machos virgenes. En
condiciones de campo, requerir un elevado nimero de cépulas
puede disminuir la sobrevivencia de las hembras por el
incremento de la exposicion a depredadores y patdgenos, e
incrementar el hostigamiento de machos afectando el tiempo
y la energia destinados para la oviposicion (Simmons 2001).
Contrario alo esperado, no se observd un efecto significativo
del tamario de las hembras sobre lafecundidad (covariable; F
=2,80; g.1.=1,33; P=0,10), por lo que es posible omitir esta
variableen futuros estudios rel acionados con lafecundidad de
T. solanivora realizados en condiciones similares. Esta
caracteristica ha sido observada en varias especies de
lepidopteros (Boggs 1986), incluyendo la polilla de la papa
Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) (Gelechiidae)
(Fenemore 1977).

Diferentes revisiones (Simmons 2001; Arngvist y Nilsson
2000; Torres-Vilay Rodriguez-Molina 2004) concluyen que,
en general, altos niveles de poliandria incrementan la
oviposicion y lafertilidad de los huevos en los insectos. Sin
embargo, es com(in observar que € nivel de poliandria varie
entre especies e incluso dentro de una misma especie. Wedell
et al. (2002) afirman que los grados de poliandria son
condiciones que deben verse como “estilos de vida”
establecidos en el acervo genético de las poblaciones. Segin
estos autores, las hembras poliandras son exitosas captando
los recursos proveidos por los machos durante la cépula para
luego invertirlos en la produccion de huevos fértiles. Las
hembras monoandras, por su parte, son exitosas obteniendo
losrecursos por si mismas, y aungue generalmente son menos
fecundas, viven més tiempo.

Por otro lado, se observé que el espermat6foro encontrado
en las hembras que copularon una vez es més grande que €l
mayor de |os espermatoforos encontrados en las hembras que
copularon variasveces, con 1,49 mm? (DE=0,11) y 1,32 mm?
(DE =0,09) respectivamente (F = 3,63; g. 1. =1,34; P=0,06).
Esto sugiere que € tamafio del espermatdforo recibido en la
primeracopulapuedejugar un papel importante enlavariacion
del nivel de poliandriade las hembrasdeT. solanivora. Se ha
reportado que el tamafio del espermatéforo variadependiendo
esencialmente del tamafio del macho (Wedell 2005) y de los
apareamientos que este haya sostenido previamente (Simmons
2001). Si la receptividad de las hembras para nuevos
apareami entos depende del tamafio del primer espermatéforo,

35
30
25 -

20

Machos (%)

15 —

10 —

Frecuencia de cépula

Figura 3. Frecuencia de copula de |os machos de Tecia solanivora.

en el campo €l porcentaje de hembras que copulan en més de
unaoportunidad variaria dependiendo de la of ertade machos.
Torres-Vila y Jennions (2005) concluyen que si €l primer
espermatéforo que recibe una hembra es relativamente
pequefio, € nivel de poliandria de la hembra se incrementa.
Distintos autores (Simmons 2001; Boggs y Gilbert 1979;
Simmons y Parker 1989) proponen la hipétesis de inversion
parental paraexplicar €l efecto del tamafio del espermatéforo
sobre el potencial reproductivo delas hembras. Esta hipétesis
sugiere quel as donaci ones nutricional es suministradas por |os
machos durante la cépulaparasu utilizacion en laproduccion
de huevos y el mantenimiento somatico de las hembras
(inversion parental) son directamente proporcionalesa tamario
del espermatoforo. De esta manera cuando €l tamafio de la
inversion parental es insuficiente, la receptividad de las
hembras seincrementa. Sin embargo, estaexplicacion hasido
cuestionada en razén a que se ha encontrado muy poca
evidencia que soporte larelacion positivaentre el tamafio del
espermatéforo y el contenido nutricional donado durante la
copula (Marshall y McNeil 1989).

El nimero de espermatoforos encontradosen €l interior de
lashembrasno coincidié con €l nimero de copul as observadas.
Solo el 47,90% de los apareamientos ocurrieron durante las
horas de observacién (cuatro primeras horas de lafoto-fase),
y €l restante 52,1% ocurri6 en horas diferentes, presuntamente
durante las primeras horas de penumbra. Esto sugiere que el
periodo de actividad sexual de la polilla guatemalteca de la
papa no esta restringido a las primeras horas de la mafiana,
como es sugerido por Torres et al. (1997) y Okunagay Ochoa
(1987). En cambio, es posible que en las horas de la tarde
exista una actividad sexual importante. Debido a esto, no fue
posible establecer con exactitud la procedencia de los
espermatoforos encontrados y determinar si las hembras que
copularon mas de una vez lo hicieron con uno o con varios
machos.

Contrario alo esperado, se encontré quelashembrasde T.
solanivora que copulan mas de una vez no exhiben mayor
longevidad (F = 0,008; g. |. = 1,34; P=0,92). Es posible que
este incremento no haya sido observado, debido a que todas
las hembras mantuvieron unaof erta constante de alimento que
ala postre impediria observar la diferencia nutricional entre
las hembras que copularon unavez y lasquelo hicieron varias
veces. Es ampliamente aceptado que el espermatoforo
transferido por e macho alahembradurantelacépulacontiene
sustancias nutritivas que proveen beneficios indirectos como
€l incremento en latasade produccion de huevosy en el tiempo
de vida de las hembras (Simmons 2001; Wedell et al. 2002).

Frecuencia de copula de los machos. Se encontré que los
machos de T. solanivora copulan en promedio 5,03 veces (DE
= 2,33). De los 30 machos utilizados en €l experimento, €l
29,03% copularon cinco veces (Fig. 3). Esimportante anotar
gue en €l campo € gasto energético de los insectos es mayor.
Por este motivo, es probable que la frecuencia de cépula de
los machos de T. solanivora sea menor en el cultivo,
especia mente cuando la densidad del insecto es baja.

En general, e potencia reproductivo de los machos se
redujo con €l incremento en €l nimero de apareamientos. La
fecundidad, representada en el nimero de huevos puestos, se
redujo linealmente con la cantidad de copulas (r,=-0,47; P <
0,001) (Fig. 4). Igualmente, la fertilidad representada en el
porcentg e de eclosi6n delos huevas, disminuyd con € aumento
en el nimero de copulas (r,=-0,34; P=0,001) (Fig. 5).
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Pese a que el éxito reproductivo de los machos gene-
ralmente se encuentra asociado con una frecuencia de
apareamiento alta (Trivers 1972; Thornhill y Alcock 2001), se
ha comprobado que la produccion de esperma es costosa
(Dewsbury 1982). Este costo puede verse reflejado en una
disminucion considerable en el desempefio sexua de los
machos que sostienen maltiples copul as en términos de nimero
de espermatozoides, tamafio del espermatéforo, estimulacion
delahembraparala produccion de huevos, einhibicion dela
hembra para nuevos apareamientos (Simmons 2001; Lewis
2004). Torres-Vila y Jennions (2005) demuestran que las
hembras de | os | epidépteros que copulan con machosvirgenes
tienen una mayor fecundidad que las hembras que lo hacen
con machos que han copulado previamente.

Por otra parte, cuando se ofrecieron simultaneamente
diferentes cantidades de hembras a machos confinados
individual mente, se observd que la cantidad de hembras
disponibles tuvo un efecto significativo en la frecuencia de
copuladelos machos (F = 10,79; g. |. = 3,16; P< 0,001). Los
machos que permanecieron en contacto con ocho hembras
copularon significativamente més veces que los machos que
fueron confinados con una menor cantidad de hembras (Fig.
6). Contrario alo esperado, en este experimento lafertilidad y
lafecundidad de las hembras no se observaron afectadas por
€l nimero de copulasdelos machos (F=0,60; g.1.=5,10; P=
0,70. F=1,93; g. |. = 5,10; P = 0,17; respectivamente).

L osresultados sugieren que lafrecuenciade apareamiento
de los machos de T. solanivora varia dependiendo de la
cantidad de hembras disponibles en el ambiente. No obstante,
se observé que estos acanzan un promedio de cinco copulas
cuando se ofrece una cantidad ilimitada de hembras. Con
respecto al potencial reproductivo, en e primer experimento
se evidencio que cuando € macho percibe una baja cantidad
de hembras en el ambiente, éste parece incrementar su
eyaculacion durante la cépula, 1o que provoca un declive
significativo en lafecundidad y lafertilidad de apareamientos
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Figura 4. Relacion entre el nimero de cépulas de los machos y la
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posteriores. En cambio, cuando en el segundo experimento se
incremento lacantidad de hembras disponiblesen €l ambiente,
el macho parece contar con la capacidad de dosificar la
eyaculacion con €l fin de maximizar su eficaciareproductiva,
copulando y dejando descendencia con tantas hembras como
seaposible.

Parker (1998) afirmaquelos machos de diferentes especies
deinsectos pueden gjustar su gasto en eyacul acion de acuerdo
con el riesgo de competenciaesperméticaparaasegurar el éxito
en lafertilizacién. Adicional mente, se hacomprobado quelos
machos usan diferentes sefiales para estimar el riesgo de
competencia espermatica, incluyendo la presencia de
competidores potenciales, el grado de poliandria de las
hembras, y ladensidad de la poblacion (Simmons 2001; Gage
1991, 1995; Yamaney Miyatake 2005). En particul ar, Yamane
y Miyatake (2005) en experimentos realizados con
Callosobruchus chinensis (L. 1758) (Coleoptera: Bruchidag)
encontraron que los machos pertenecientes alingjes con bajos
niveles de poliandriaeyaculan unamayor cantidad de esperma
cuando son criados en densidades bajas, en comparacion con
las eyaculaciones de aguellos que son criados en densidades
altas. El efecto opuesto se observo en lingjes con altos niveles
depoliandria. Lamonoandriareduce el riesgo de competencia
espermatica, por lo que los machos pueden incrementar su
eficacia reproductiva disminuyendo la eyaculacion en las
diferentes copulas para invertir mas espermay nutrientes en
futuros apareamientos.

Se encontro que € areapromedio delabolsatesticular de
los machos de T. solanivora es de 0,420 mm? (DE = 0,065).
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Sin embargo, se observd una disminucién significativa del
tamafio de esta estructura con el aumento en e nimero de
copulas de los machos (r?= 0,30; F = 7,75; P=0,01) (Fig. 7).
Deacuerdo con Chapman (2004), € sitio en donde seamacena
€l esperma en los machos de los lepiddpteros es la vesicula
seminal, que se ubica por fuera de la bolsa testicular en el
punto de convergencia de |los vasos deferentes con los ductos
de las glandulas accesorias. Baker et al. (2003) reportan que
no existe relacion fenotipica entre el tamario de los testiculos
y la frecuencia de cépula de los machos de Cyrtodiopsis
dalmanni (Wiedemann, 1830) (Diptera: Diopsidae). Sin
embargo, €l encogimiento de los testiculos, es un efecto que
hasido comprobado como consecuenciade copulas sucesivas,
eincluso hasido utilizado en diversos estudios como medida
delacantidad de espermatransferida(Ward y Simmons 1991;
Martiny Hosken 2002; Simmons et al. 2000). Es conveniente
realizar trabajos encaminados a profundizar en el estudio de
estarelacion fenotipicaen losmachosdeT. solanivora, debido
aque su comprension esde gran utilidad parael desarrollo de
modelos matemaéticos que permitan estimar el nimero de
copulas que ha sostenido un macho de acuerdo con €l tamafio
de su bolsatesticul ar. Esta estimacion podriaser utilizadapara
realizar diagnosticos de la efectividad de diferentes
metodol ogias de control, y parapronosticar €l dafio que puede
presentarse en condiciones de cultivo.

Implicaciones y perspectivas. Actualmente, las trampas
cebadas con feromona sexual son utilizadas paralavigilancia
y €l seguimiento de las poblaciones de la polillaguatemalteca
en el campo (Lopez-Avila y Espitia-Malagon 2000). Sin
embargo, la capturamasiva de machos de la plaga, utilizando
estaferomonasexual como atrayente, dificilmente constituye
unaalternativa de control debido aque su eficaciaméaximade
captura es solo del 15% de la poblacion de machos (Sanchez
1999). Para que la captura masiva de machos con trampas de
feromonasexua sea€ficiente, esnecesario reducir lapoblacion

0.6

0.2

Area de la bolsa testicular (mm?

0.1 4

0 2 4 6 8 10

NUmero de cépula

Figura 7. Relacion entre el nimero de copulas y € area de la bolsa
testicular de machos de Tecia solanivora.

de machos de la plaga lo suficiente para provocar: (a) que un
porcentaje importante de hembras no copulen, o (b) que éstas
copulen con machos que, a haber sostenido apareamientos
previos, reduzcan significativamente su potencia reproductivo.
Para determinar la cantidad de machos que es necesario
remover mediante sistemas de captura masiva, es preciso
establecer € motivo de lavariacion en el grado de poliandria
de las hembras de la polilla guatemalteca de la papa.

Existen dos posibles explicaciones paralavariacién en el
grado de poliandriade T. solanivora. La primeraradica en €l
tamafio del espermatdforo producido durantelaprimeracépula.
Si bien se evidenci6é que las hembras de T. solanivora
disminuyen su potencial reproductivo cuando se aparean con
machos que han copulado previamente, también se observo
que €l tamafio del espermatéforo de la primera copula puede
ser determinante para incrementar el grado de poliandria de
las hembras. De acuerdo con Simmons (2001), los machos
gue han tenido apareamientos anteriores producen esper-
matéforos més pequefios que los machos que copulan por
primera vez. Esto sugiere que cuando una hembra de T.
solanivora se aparea con un macho que ha copulado
previamente, éste produce un espermatéforo tan pequefio que
incrementa la receptividad de la hembra para nuevos
apareamientos incrementando asi su potencia reproductivo.
Otraposible explicacion sugiere que el grado de poliandriaes
una caracteristica establecida en €l genotipo de las hembras,
es decir, que este comportamiento es heredado. Esto se ha
observado en diferentes especi es deinsectos como Pierisnapi
(L., 1758) (Lepidoptera: Pieridae) (Wedell et al. 2002), Gryllus
integer Scudder, 1902 (Orthoptera: Gryllidae) (Solymar y Cade
1990) y Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) (Diptera:
Drosophilidae) (Pyley Gromko 1981).

A laluz de estas posibilidades, es fundamental adelantar
estudios encaminados adeterminar lacausadelavariacion en
el grado de poliandriadelashembrasdelapolillaguatemalteca
de la papa con el fin de establecer la viabilidad de las
metodologias de control basadas en la captura masiva de
machos. Si el grado de poliandria puede ser alterado por las
hembras en procura de maximizar su potencial reproductivo,
las metodol ogias de control basadas en la captura masiva de
machos podrian resultar inviablesen lapractica. En este caso,
asumiendo que los machos de T. solanivora copulan en
promedio cinco vecesy que las hembras pueden expresar su
potencial reproductivo ya sea copulando unavez con machos
virgenes, o varias veces con machos no virgenes, habria que
disefiar sistemas de trampeo con la capacidad de remover al
menos un 80% de la poblacion de machos para alcanzar una
reduccién significativa de la poblacion. Esto en razén a que,
enteoriay sdlo bajo estas condiciones, Unicamente el 20% de
las hembras tendrian la posibilidad de copular con machos
virgenes, y lashembrasrestantesno tendrian lacfertasuficiente
de machos para poder expresar plenamente su potencial
reproductivo. Si, por otro lado, el grado de poliandria es una
caracteristica establecida en el genotipo de T. solanivora, es
posible obtener unadisminucién considerable de lapoblacion
en la siguiente generacion del insecto acorde con la eficacia
de las trampas de feromona sexual.
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Nesidiocoris tenuis (Hemiptera: Miridae) depredador en €l cultivo de tabaco

(Nicotiana tabacum)
Nesidiocoris tenuis (Hemiptera: Miridae) predator in tobacco crops (Nicotiana tabacum)

KATERINE VALDERRAMA, JAIME GRANOBLES?, EDISON VALENCIA3 MANUEL SANCHEZ*

Resumen: Seidentificaron las plagas del Tabaco (Nicotiana tabacum) y sus enemigos naturales en las principales zonas
cultivadas de Colombia. Se efectuaron muestreos semanal es durante dos ciclos de cultivo. Se observo que el hemiptero
Miridae Nesidiocoris tenuis, es depredador. Las presas son tres de las principales plagas del tabaco: Trialeurodes
vaporariorum, Bemisia tabaci y Myzus persicae. El tabaco esta asociado a poblaciones de estas plagas desde el semillero
hastalafinal del cultivo. N. tenuis hasido considerado hasta ahora por |os productores de tabaco como un enemigo para
su cultivo y realizan aplicaciones de insecticidas para su control. Para tener mésinformacion sobre N. tenuis, se evaluo
su habito depredador en campo y su respuesta funcional en laboratorio sobre las presas T. vaporariorumy M. persicae.
Se establecieron colonias del depredador y de las presasen jaulas en €l centro experimental laTupia(Candelaria, Valle).
En cajas de Petri se ubicaron ninfas de T. vaporariorum con un adulto del depredador. También se colocaron ninfasy
adultos de M. persicae en platos petri con un adulto del depredador. N. tenuis depreda la mosca blanca preferentemente
cuando son ninfas de primero y segundo estado mientras que prefiere ninfas grandes y adultos de M. persicae. Esta
investigacion es un aporte hacialaeficienciay competitividad de este cultivo en las zonas productoras del pais, debido
alaprobleméticaactual de plagasde cadazonay al desconocimiento delos controladores biol 6gicos asociados al cultivo
del tabaco en Colombia.

Palabras clave: Trialeurodes. Bemisia. Myzus. Depredacion. Tabaco.

Abstract: Pests of tobacco (Nicotiana tabacum) and their natural enemies crops were identified in the main cultivated
areas of Colombia. Weekly sampling was carried out over two cycles of the crop. The hemipteran Miridae Nesidiocoris
tenuis was observed to be a predator. The main prey are three of the major pests of tobacco crops: Trialeurodes
vaporariorum, Bemisia tabaci and Myzus persicae. Tobacco is associated with populations of these pests from the
nursery to thefinal harvest. Up to now N. tenuis has been considered by tobacco farmersto be an enemy of their crop and
they make pesticide applicationsfor its control. To obtain additional information on N. tenuis, its predatory habitsin the
field and itsfunctional responsein thelaboratory onthe prey T. vaporariorumy M. persicae were eval uated. Colonies of
the predator and prey were established in cagesat LaTupiafield station (Candelaria, Valle). Nymphs of T. vaporariorum
were placed in Petri dishes with one adult predator. Nymphs and adults of M. persicae were also put in Petri disheswith
one adult predator. N. tenuis preferentially preys on first and second instar whiteflies while it preferslarger nymphs and
adults of M. persicae. Thisresearch isacontribution toward the efficiency and competitiveness of thiscrop in cultivated
areas of the country, due to the current pest problems in each area and the lack of knowledge on the biological agents
associated with tobacco crops in Colombia.

Key words: Trialeurodes. Bemisia. Myzus. Predatory. Tobacco.

Introduccién

El cultivo del tabaco viene ganandoimportanciaen €l desarrollo
agricolacolombiano, por lo que se adapta aterrenos pobresy
con escasez de agua, que son condi ciones poco rentables para
otros cultivos (Corporacién Colombia Internacional 2001).
Desde la década de los noventa el area de tabaco cultivadaen
promedio por afio fue de 14.790 ha, con la cual se generaron
més de 2,5 millones dejornales por afio, o que en términos de
empleo equivale a poco menos de 15.000 anuales (Espinal et
al. 2005). La cadena productiva del tabaco también es una
importante generadora de recursos fiscales para la nacion y
los departamentos, o que convierte a este cultivo en un
importante sector productivo.

Entre |as principales plagas limitantes para la produccion
de tabaco estén las moscas blancas, Bemisia tabaci Gennadius,

1889y Trialeurodes vaporariorumWestwood, 1856, y € afido
Myzus persicae Sulzer, 1776. Estas especies causan dafio
directo por laextraccion de savia (Hilje 1993). Estos insectos
también pueden ser vectoresdeviruscomo & TYLCV (Virus
del enrollado foliar amarillo del tomate), mosaico del tabaco,
mosai co del pepino entre otros (Conti et al. 2000). Estas plagas
han presentado aumentos de poblacién en todas las zonas
productoras del pais debido a diversos factores, pero
principalmente al mal uso de los productos para su control,
favoreciendo el desarrollo de resistencia a los insecticidas,
impactos negativos sobre los enemigos naturales, y grandes
pérdidas en laproduccion. Actual mente parael mangjo deestas
plagas no se tienen estrategias de manejo integrado debido a
gue existe un desconocimiento general de las especies plaga
presentes en cada zonay |os enemigos natural es asociados al
cultivo. El control biolégico se presenta como una de las
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principales herramientas dentro de un manejo integrado de
plagas, por esta razon se buscaron los enemigos naturales
(Depredadores y parasitoides) de estas plagas, asociados a
cultivo enlaszonastabacalerasdel pais. El principal enemigo
natural encontrado eslaespeciezoofitéfagaNesidiocoristenuis
(Reuter, 1895) (Hemiptera: Miridae). Este hemiptero es
erroneamente considerado por los productores tabacal eros
como una plaga para el cultivo. Para tener més informacion
respecto aN. tenuis, se evalud su habito depredador en campo
y deigual maneraen condiciones de laboratorio se estudio su
respuesta funcional, preferenciay patron de ataque sobre las
presas T. vaporariorumy M. persicae.

Materialesy M étodos

Muestreos de campo. Se efectuaron muestreos en los
departamentos de Huila, Santander, Norte de Santander y Valle
del Cauca (Colombia) para determinar las localidades con
presencia del depredador N. tenuis. Se seleccionaron los
municipios con mayor area cultivada de cada departamento
asi: en Norte de Santander, el municipio de Abrego,
(8°04'48"N, 73°13'14"W y 1.395 msnm); en Santander 10s
municipios de San Gil (6°33'23"N, 73°07'57"W y 1.117
msnm) y Capitanegjo (6°31'44” N, 72°41' 50" W y 1.100 msnm);
en Huila los municipios de Campoalegre (2°41'10"N,
75°19'05"Wy 531 msnm) y Garzén (2°11' 44N, 75°37' 41" W
y 830 msnm). Se establ eci6 unaparcel aexperimental de’5.000
m? en cadamunicipio con plantas de tabaco rubio sembradas a
0,45 x 1,0 m. El mangjo agronémico de las parcelas se hizo
igual en todas las zonas, utilizando insecticidas selectivos a
depredador. El muestreo se realiz6 en espiral concéntrico, en
cada parcelase marcaron 100 estaciones al azar, cadaestacion
correspondié a una planta (Duque 1988), donde se cont6 €l
ndmero de individuos depredadores y plaga. El muestreo se
realizd durante dos ciclos de cultivo cada siete dias, desde la
siembra (semillero en bandejas flotantes) hasta el inicio dela
cosecha. Las muestras se contaron y para la determinacion
taxondmica se utilizaron las referencias de Carvalho y Costa
(1994), Goula (1985, 1994), Goulay Alomar (1994) debido a
queesteinsecto no habiasido reportado en € cultivo del tabaco
en Colombia.

Respuesta funcional sobre Trialeurodes vaporariorum y
Myzus persicae. Este experimento serealiz6 enloslaboratorios
del Centro Experimental laTupiaubicado en Candelaria, Valle
del Cauca, (3°24’37"N, 76°20'51"W y 975 msnm). Se
establecié un cultivo de tabaco rubio en materas (40 x 40 x 50
cm) con suelo esterilizado, las cuales seintrodujeron en jaulas

paraobtener colonias del depredador N. tenuisy delas presas
T. vaporariorumy M. persicae. Setomaron muestras en campo
de N. tenuis en todos los estados ninfales y adultos, con los
cuales seinfestaron las plantas de tabaco en unajaulade 2 x 2
X 2 m. Parala dieta se utilizaron ninfas de mosca blanca (T.
vaporariorum) y afidos (M. persicae) y otrosinsectosfitéfagos
gue se establecieron en el tabaco. Enjaulasde1,20x 1,0x 1,0
m se infestaron las plantas de tabaco con ninfas de T.
vaporariorum. En el caso de M. persicae se establecio la
colonia en plantas de gjonjoli (Sesamun indicumL) en jaulas
de1,20x 1,0x 1,0m. Lascolonias semantuvieron enlaestacion
experimental con temperatura de 24,0 + 5,0°C y humedad
relativa de 83 = 6%.

Paraencontrar larespuestafuncional de N. tenuissobreT.
vaporariorumy M. persicae, asi como su preferenciapor presas
en cgjas de petri, se utilizé un disefio completamente al azar
(DCA), seis tratamientos para T. vaporariorumy seis
tratamientos para M. persicae con 50 repeticiones. Las
evaluaciones se realizaron cada dos, cuatro, ocho, 12 y 24
horas. Para T. vaporariorum se ubicaron hojas de tabaco
infestadas con ninfas provenientesdelacolonia. Lasninfasse
agruparon en dos estados de desarrollo, ninfas de primero y
segundo estado y ninfas de tercero y cuarto estado. En cajas
de Petri de cada uno de los grupos de ninfas, se ubicaron 20,
40, 60, 80, 100, 120 ninfas. En € caso de M. persicae para
encontrar larespuestafuncional también se agruparon en dos
estados de desarrollo, ninfas de tercero y cuarto estado y el
segundo grupo con adultos (de acuerdo con las observaciones
de campo), se ubicaron 15, 30, 45, 60, 75y 90 presas
(tratamientos) por caja de petri.

Por cada una de las cajas de Petri en los dos casos con T.
vaporariorumy M. persicae se ubico un adulto de N. tenuis
(finalizada la muda de la ninfa cinco) el cual tuvo un ayuno
previo de 24 horas (Aplen y Jervis 1996). Durante las
evaluaciones también se observé el patron de ataque y la
preferenciafrenteacadaunadelaspresas. Seredizaron andlisis
devarianzacon el paguete estadistico SASv. 8.2 (SAS|nstitute
1985).

Resultadosy Discusion

M uestreos de campo. N. tenuis estuvo presente en todas las
zonas muestreadas productoras de tabaco rubio del pais(Tabla
1), desdelos 442 msnm hastalos 1.470 msnm. En cadauno de
los municipios se observo que N. tenuis se ubicaen € estrato
superior delas plantas de tabaco. Se observaron cinco estados
ninfales pero es a partir del cuarto que presenta habito
depredador. Las ninfas de N. tenuis desde cuarto estado y sus

Tabla 1. Municipios muestreados de |as zonas tabacal eras donde esta presente Nesidiocoris tenuis.

Altitud
Departamento Municipios Coordenadas geogr aficas msnm
Huila Neiva, Algeciras, Altamira, Campoalegre, = Desde 2°55'48"N, 75°17'07"W hasta 2°01'31"N, 75°46' 24" W 442 - 1.078
Garzén, Guadalupe, Hobo, Rivera,
Tesdlia, Yaguara.
Norte de Santander Abrego, Laplaya, Ocafia. Desde 8°14'01"N, 73°21'16"W hasta 8°04'48"N, 73°13' 14" W 1.205 - 1.395
Santander Barichara, Capitanejo, Curiti, Los Santos,  Desde 6°45'22"N, 73°06' 08" W hasta 6°33'23"N, 73°07'57"W 1.100 — 1.470
Mogotes, San Gil, Villanueva.
Valle del Cauca Palmira, Candelaria Desde 3°31'43"N, 76°17'57"W hasta 3°24'37"N, 76°20'51"W 963 — 1.003
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adultos presentan preferenciapor lasninfasde primer y segundo
estado de T. vaporariorum; sin embargo, depredaninfasde T.
vaporariorum en todos los estados de desarrollo. En el otro
caso, frente aM. persicae, N. tenuis depreda preferentemente
ninfas de cuarto estado y adultos.

En campo se observé un aumento de la poblacion de N.
tenuisdurante e desarrollo del cultivoy unamarcadatendencia
adisminuir lapoblacion de plagas (Fig. 1) atribuidaal control
biol 6gico, porque no serealizaron aplicaciones deinsecticidas
parael control delasplagas (T. vaporariorumy M. persicae).
También se encontraron otros enemigos naturales de mosca
blanca como el parasitoide Amitus fuscipennis MacGown y
Nebeker, 1978 y los hemipteros depredadores Macrolophus
sp. y Dichypus sp. estatendenciase observé en todaslaszonas
evaluadas. El periodo critico en el cultivo para el esta-
blecimiento de las plagas corresponde alos primeros 30 dias
en sitio definitivo. Con la presencia de este depredador se
observo una relacion depredador: plaga promedio de 4:1. Se
observo a N. tenuis depredando otros insectos asociados a
cultivo del tabaco y plagas de importancia econémica como
larvas de Heliothis tergeminus (Felder y Rogenhofer, 1872) y
adultos de Epitrix sp. (Coleoptera). Dependiendo de la
disponibilidad del alimento principal N. tenuis depreda otros
insectos fito6fagos asociados, |0 que garantizalapresencia del
predador en € cultivo aunque hayabajas densidades delapresa.
Observaciones de campo mostraron que N. tenuis presento
habito depredador sobre diferentes insectos plaga mostrando
una preferencia por moscas blancas T. vaporariorumy B.
tabaci. Lacasa y Contreras (1998) reportan que entre las
potenciales especies de insectos como alimento se pueden
encontrar minadores, pulgones, &caros, tripsy mosca blanca,
por lo cual sepuede afirmar que este depredador esgeneralista.
L as otras especies como Macrolophus sp. y Dicyphus sp. se
encontraron asociadas en |os cultivos de tabaco; sin embargo,
la especie predominante en todas las zonas muestreadas fue
Nesidiocoristenuis.

El desconocimiento general de los productores sobre N.
tenuis, y los dafios ocasionados por plagas como moscablanca
y afidos, haciaque confundieran aN. tenuiscomo unaplaga, y
cuando aumentaba la poblacion de N. tenuis realizaban
aplicaciones de control. Varios Hemiptera, Miridae juegan un
papel importante como depredadores de las moscas blancas
B. tabaci y T. vaporariorumen paises europeos (Castafié et al.
2000). En cultivos de tomate, N. tenuis es capaz de eliminar
totalmentelamoscablanca(Carnero et al. 2000). Lo que apoya
laideaque N. tenuis esmuy versdtil y tieneun gran papel enel
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Figura 1. Dindmica poblacional de M. persicae, (Ejeizg.) y T.
vaporariorum (Eje der.) en relacion con el depredador N. tenuis (Eje
izq.). Los datos se presentan hasta el inicio de la cosecha en promedios
de evaluaciones semanal es durante dos ciclos de cultivo.

cultivo del tabaco debido aque controlalos principal esvectores
devirus.

Respuesta funcional sobre Trialeurodes vaporariorum y
Myzus persicae. N. tenuis busca las ninfas, las pincha con el
aparato bucal por la parte posterior del cuerpo y succiona
aproximadamente 3 £+ 0,4 segundos y abandonala presa. Las
ninfas después de ser succionadas mueren en 30 + 16 segundos
y la sintomatologia es un orificio hundido. La respuesta
funcional deN. tenuis sobreninfasde primer y segundo estado
de T. vaporariorum es de tipo Il (Fig. 2) el nimero de
individuos depredados en 24 horas al canzalos 120. Existe un
aumento inicial en latasa de consumo del depredador con el
aumento de la densidad de presas pero se produce una
disminucion en lavel ocidad de depredacion después de las 60
presas ofrecidas, hasta dejar de consumir y saciarse (120
presas). En el caso de larespuesta funcional sobre las ninfas
detercer y cuarto estado (Fig. 2), seobservalamismatendencia
gue larespuesta sobre las ninfas de primer y segundo estado,
sin embargo, en los estados avanzados de T. vaporariorum el
nuimero de presas consumidas es menor y tiene un alcance
maximo de 105 presas en 24 horas. Entonces, se podriaafirmar
gue existe una preferencia por las ninfas de estados iniciales;
probablemente por la poca o nulamovilidad y larelacion de
tamafio entre el depredador y la presa, favorable para el
depredador. Estadesacel eracion alas seishoras de evaluacion
puede deberse aque el depredador tiene una cantidad limitada
de su tiempo pararealizar |ablusqueda de presasy cada presa
le demanda un determinado tiempo y energiaparaconsumirla
y buscar una nueva. A medida que aumenta la abundancia de
presas, es cada vez més f&cil ubicarlas pero la manipulacion
demanda el mismo tiempo.

El hébito depredador frente a M. persicae requiere un mayor
gasto de energia para el depredador. De acuerdo con las
observaciones, N. tenuis golpea con las patas delanteras las
ninfasy adultos de M. persicaey |os abandonatempora mente
(40 £ 10 segundos aproximadamente). Posteriormente regresa
y sostiene la presa con las patas delanteras y succiona el
abdomen. Larespuestafunciona de N. tenuissobre M. persicae
(Fig. 3), presenta un aumento inicial en la tasa de consumo
con el aumento de la densidad de presas hasta un punto de
inflexion en el cual comienzaladesacel eracion hastaa canzar
un maximo o saciarse, similar a la respuesta sobre T.
vaporariorum (tipo I1). Por lo cual se puede afirmar que la
respuesta funciona de N. tenuis sobre M. persicae es detipo
[1l. Larespuesta tipo Il es encontrada en la mayoria de los
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Figura 2. Respuesta funcional tipo Il de N. tenuis sobre ninfas de T.
vaporariorum. Losdatos se presentan en promedi os de cinco eval uaciones
realizadas a las 24 horas en 50 repeticiones por tratamiento.
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Figura 3. Respuestafuncional tipo I11 deN. tenuis sobre ninfasdetercero
y cuarto estado y adultos de M. persicae. Los datos se presentan en
promedios de cinco evaluaciones realizadas a las 24 horas en 50
repeticiones por tratamiento.

estudios que envuelven insectos depredadores (Ambrose y
Claver 1995, 1997). La respuesta tipo |11 es mas comudn en
vertebrados (Holling 1965) aunque a gunos artropodos también
pueden presentar estetipo de respuesta cuando no estan delante
suspresas predilectas (Jervisy Kidd 1996; Hassel et al. 1976).
Deestaforma, M. persicae puede queno sealapresapredilecta
de N. tenuis. En este tipo de respuesta funcional que
habitualmente se origina en incrementos de la densidad de la
presa lleva a un aumento en la eficiencia de bisqueda del
depredador o aunadisminucién de su tiempo de manipul acién.

Los depredadores de marcada respuesta funcional como
es N. tenuis pueden poseer la capacidad de estabilizar las
poblaciones de sus presas. La respuesta funcional de un
depredador mide su tasa de consumo en funcion de la
disponibilidad de la presa 'y en ambos casos el depredador
alcanzaun nivel de saturacién aatas densidades de presas (T.
vaporariorumy M. persicae). Esto ocurre cuando el
depredador se sacia. Las evidencias empiricas sugieren que
los depredadores con marcada respuesta funcional,
especialmente aquellos que pueden consumir presas
alternativas con facilidad y por o tanto suelen presentar
respuesta sigmoidea (tipo 111), poseen mayor capacidad de
estabilizar las poblaciones de sus presas (Schmitz 1995;
Norrdahl y Korpiméki 2000; Erlinge et al. 1984).

N. tenuis cambia el tipo de respuesta funcional entre sus
dospresasT. vaporariorumy M. persicae. En T. vaporariorum
la distribucion de las ninfas es desagregada en las hojas, 1o
cual hace que busgue la presademandandole més energia. Sin
embargo, larel acién en tamafio esimportante, notando lanula
movilidad delas ninfaslo quele permite aN. tenuis consumir
un nimero mayor de presas. A diferenciade T. vaporariorum,
M. persicae se distribuye agregado en la planta, dando mayor
disponibilidad de presas al depredador, sin embargo, éste gasta
maés tiempo y energia en someterlas debido a su movilidad,
por lo cual consume un ndimero de presas menor.

Conclusiones

Nesidiocoris tenuis esta presente como un depredador
predominante en todas las zonas tabacaleras evaluadas, que
abarcan las importantes zonas productoras del pais. El

depredador presenté un alto consumo de presas por dia con
unarespuestafuncional tipo Il paraT. vaporariorumy tipo I11

paraM. persicae. Dependiendo delapresacambiasu respuesta
funcional y su comportamiento de depredacion es generalista
debido aque también depredainsectosfitofagosy otrasplagas
de importancia econémica.

Esimportantereevaluar el papel deesteinsectoend cultivo
del tabaco, debido a que por algunos productores por
desconocimiento es catalogado como plaga. Con este trabajo
secomprobd el habito depredador frente al principal complejo
deplagastransmisoresdevirus T. vaporariorumy M. persicae
en el cultivo del tabaco. Por [o anterior N. tenuis se constituye
en una herramienta potencial de control bioldgico para la
implementacién de programas de manejo integrado de plagas
en el cultivo del tabaco en Colombia. Asimismo, colaborando
auna produccién limpiay sostenible con €l fin de megjorar la
eficiencia y competitividad de este cultivo en las zonas
productoras del pais.
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Sexing the “drop-drop” beetle, Psiloptera pertyi (Coleoptera: Buprestidae)

Sexando el escarabajo “cai-cai”, Psiloptera pertyi (Coleoptera: Buprestidae)

RODOLFO MOLINARIO DE SOUZA?, NORIVALDO DOSANJOS?, JANAINA DE NADAI?,
RODRIGO DINIZ SILVEIRA*, GLAUCIA CORDEIRO?

Abstract: The sexual description of adult Psiloptera pertyi was carried out through observations of their external
morphological characteristics. Males havetheir first five abdominal sternites, aswell asthe seventh and eighth, strongly
sclerotized. Females have a similar morphology except the eighth abdominal sternite is not sclerotized. Males have a
prominent apex on the seventh sternite, while females have a deep incision in the apical margin of the same segment.
Males also have a triangular incision en the extreme posterior margin of the fifth sternite; in females, this segment is
rounded. The number and form of the abdominal sternites should be taken into account for sexing adults of P. pertyi.

Key words: Sexual dimorphism. Eucalyptus pest.

Resumen: Ladescripcion sexual delos adultos de Psiloptera pertyi serealizd através de observacion de sus caracteris-
ticas morfol gicas externas. Los machos presentan |os cincos primeros esternitos abdominales, asi como el séptimo y
octavo, fuertemente esclerotizados. L as hembras presentan morfol ogia semejante, excepto por € octavo esternito abdo-
minal que no es esclerotizado. Los machos tienen una fuerte proyeccion en el séptimo esternito, mientras que las hem-
bras tienen una profunda incisién en € margen posterior del mismo segmento. Los machos también presentan una
incision triangular en el extremo posterior del margen del quinto esternito; en las hembras, este segmento es redondeado.

El nimero y laforma de los esternitos abdominal es deben ser considerados para sexar |os adultos de P. pertyi.

Palabras clave: Dimorfismo sexual. Plagadel eucalipto.

Introduction

Many problems have ari sen with eucal yptus plantations, ashas
happened with other monocultures, and pest outbreaks are
included among these problems. Some papers have reported
on the occurrence of Psiloptera spp. attacking young
plantations of eucalyptus in Brazil (Berti Filho 1981; Anjos
and Majer 2003; Vellozo et al. 1953; Zanuncio et al. 1986;
Ribeiro et al. 2001). Adults of theseinsectsaretreedefoliators
that destroy thelateral branchesand main shoot, stopping apical
growth and reducing wood production (Anjosand Majer 2003).
Sincetheknowledgeon life history isone of the basic premises
to asuccessful control of insect pests, sexual differentiationis
basic to understand their reproductive habits (Weber 1976;
Lima 2001). The purpose of this paper is to report on the
morphological charactersthat allow sexingin Psiloptera pertyi
(Laporte & Gory, 1836), without dissection.

Materials and M ethods

Adults of P. pertyi were collected from Gréo Mogol region,
northeast of Minas Gerais State, in November 2003, were stored
in plastic containers filled with 70% ethanol. Sexual identity
was previously obtained through dissections to ascertain the
presence of an aedeagus. Then the external morphology of
determined males and females was studied. Morphological
detailswere examined through stereoscopic 40X microscope.

Welooked for charactersthat were useful to differentiate each
sex, such asthe shape of urosternitesand elytra(Macrae 2003;
De Nadai et al. 2005), sclerite colors (Rejzek 2007; Piper et
al. 2005) and body measurements (Nelson 1994; De Nadai et
al. 2005). Body length is the distance between the anterior
margin of the head and the apex of elytra. The body width is
the longest distance between lateral margins of body (Anjos
1992). Evaluation of morphological characterswascarried out
on 50 males and 50 females. Morphological measurements
were then compared by one-way ANOVA.

Results

We note eleven abdominal segments for both males and
females. The 1% to 5" uromeres are distinguishabl e, but others
areretracted inside thefifth. After relaxing the specimens and
lifting the apical opening of the 5" abdomina sternite, we
located both the 7" and 8" uromeresin males, but only the 71"
infemales.

In P. pertyi males, we found a sharp projection just in the
central apex of the 7" abdominal sternite (Fig. 1A). In contrast,
females possess a deep notch in the same position (Fig. 1B).
Additionally, we found a notch in the posterior border of 5"
abdominal sternite for males; femal es have arounded margin
inthe equivalent sternite. No consistent color differenceswere
detected between malesand females of P. pertyi. Femaleshave
body dimensions statistically larger than males (length: F=
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63,68; d. f. = 1; P< 0,01 and width: F=22,53;d.f.=1; P<
0,01) (Table 1) but ranges are overlapping . So, adults can not
be differentiated through length or width measurements.

Discussion

According to Hastir and Gaspar (2002), sexual dimorphismin
buprestidsvariesin different species, but most variations occur
in margin shape of the last sternite abdominal. In some cases,
asin Lampetis spp (De Nadai et al. 2005), this is applicable,
but Acmaeodera lupinae Nelson, 1996 females have 5"
urosternite more elongated than in the male (Nelson 1996).
According to Gigli (2007), body color may be used to
differentiate sex in some buprestids. Females in Anthaxia
nitidula (L., 1758) species have the head color different from
body color, but males are uniformly colored along their body
(Rejzek 2007). In contrast, females in Agrilus hyperici
(Creutzer, 1799) species are uniformly colored while male
beetleshavetheir head color different from the rest of the body
(Piper et al. 2005).

In insects, the females are usually larger than the males
(Snodgrass 1993), but overlapping intervals for body
dimensions were found by Nelson (1996) in Acmaeodera
vanduzzei VanDyke, 1934; A. ephedrae Barr, 1942; A.
congtricticollis Knull, 1937 and A. barri Cazier, 1940 and by
De Nada et al. (2005) in Lampetis nigerrima (Kerremans,
1897), L. instabilis (Castelnau & Gory, 1836), and L.
roseocarinata Thomson, 1878 (De Nadai et al. 2005). So, P.
pertyi adults have similar dimensions. Finally, we conclude
that adults of P. pertyi have morphological differentiationsin
the abdomen. Sexing adultsin Buprestidae species should be
done by checking the shape of the 7" abdominal sternite, only

Figure 1. Abdominal morphology in Psiloptera pertyi (Laporte & Gory)
male (A) and female (B).

Table 1. Body size (mm) for Psiloptera pertyi (Laporte & Gory) males
(n=50) and females (n =50). Specimensfrom Grao Mogol, Minas Gerais.
2003.

Length Wide
Adults (Mean and interval) (Mean and interval)
Female 30,6 a(23,0 - 34,0) 11,8 a(9,0 - 13,0)
Male 27,1b (22,0 - 29,0) 10,9b (8,0 - 12,0)

*Means followed by the same letter, in the same column, do not differ between
them (P< 0,01).

after 5" abdominal sternite is opened for careful internal
examination.
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Seccion Médica

Experiencia de un analisis entomolégico de criaderos de
Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus en Cali, Colombia

Experience of an entomological analysis of the breeding sites of Aedes aegypti and Culex quinquefasciatusin Cali, Colombia

RANULFO GONZALEZ OBANDO", FEDERICO GAMBOA? ORLANDO PERAFAN?Z,
MARCO FIDEL SUAREZ?, JAMES MONTOYA LERMA?

Resumen: Mediante muestreos larvales se evalud la positividad y asociacion poblacional del vector de dengue, Aedes
aegypti, con Culex quinquefasciatus, vector del virusdel Nilo, en 537 sumideros ubicados en 19 comunasde seis SILOS
(Sistemas Locales de Salud) de la Ciudad de Cali, Colombia. Los indices promedio de positividad de sumideros (1S)
fueron 57,2 y 73,6% para cada especie, respectivamente. Aunque solo fue una tendencia, estos valores variaron acorde
al estrato social de laciudad y en todas las reas eval uadas se establecié que ambas especies presentan una asociacion
poblacional positiva de alta significancia. Al evaluar laimportancia relativa de los sumideros en la produccién de A.
aegypti, se observé que estos criaderos son tan 0 més importantes que los encontrados en areasintray peridomiciliares
delos barriosy unidades residenciales. El andlisis delas casas de 10 manzanas, incluyendo 62 sumideros ubicados en la
vecindad préximadelasviviendas, mostré que en el intradomicilio no se producen pupas. Si se asume unatasaconstante
de sobrevivenciadiariade 0,80, & nimero de hembras/manzana estimado paralos sumideros fue mayor que lade otros
criaderos del peridomicilio. Paralos sumideros la densidad absoluta vario entre 45 y 555 (v = 200 hembras/manzana),
mientras que en los segundos, éste varié Unicamente entre 0y 69 (¥ = 22 hembras/manzana).

Palabras clave: Poblacion. Vector dengue. Indices criaderos. Sumideros urbanos.

Abstract: Larval sampling was carried out to evaluate the presence and population relationship between the vector of
dengue, Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus, vector of West Nile virus, in 537 sinks, located in 19 “comunas’
(quarter associations) of the six SILOS (i.e. local health systems) of the city of Cali, Colombia. The mean positivity
index (1S) for the sinks was 57.2% and 73.6% for each species, respectively. Although it was only a tendency, these
values varied according to city social strata, and in all of the areas evaluated it was established that each species had a
highly significant positive population correlation. |n eval uating the rel ative importance of the city sinksin the production
of A. aegypti, it was established that those breeding sites are equally or more important than intra or peridomiciliar
breeding sites. The analysis of houses in 10 city blocks, including 62 street sinks in the nearby vicinity, revealed that
intradomiciliar settings do not produce pupae. Assuming a constant adult survival rate of 0.80 per day, the number of
females per block estimated for the sinks was greater than peridomiciliar breeding sites. For the street sinks, absolute
density varied between 45 and 555 ( x = 200 female/block), while in the peridomiciliar settings it was only 0 and

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9336

69 (x = 22 female/block).

Key words: Vector. Dengue population. Breeding site indices. Urban sinks.

Introduccién

El dengue clésico y sus manifestaciones clinicas més graves,
hemorragico (DH) y sindrome del choque (SCD) son patol ogias
que originan ampliamorbilidad y mortalidad en salud publica
(OPS 1995). Estas enfermedades son endémicasy, en ocasiones
han al canzado caracteristicas epidémicas en mas de 100 paises
de zonas tropicales de América, Africa'y Asia, donde la
prevalencia esta asociada asu principal vector, Aedes aegypti

L., 1762 aunque, eventualmente, A. albopictus (Skuse, 1894)
puede estar involucrado (OPS 1987; Rai 1991). En el mundo
se estima en 50 millones de infecciones a afio (San Martiny
Prado 2004) y en las Américas, la situacion se ha agravado
durantelos Ultimos 20 afios como consecuenciadel incremento
del nimero de casos y de paises afectados asi como por €l

incremento de las manifestaciones graves de DH y del SCD.
En el afio 2002, de 1'019.196 casos, 17.363 fueron de DH

(San Martin y Prado 2004). En Colombia, especialmente a
partir de 1980, se han presentado epidemias en variasregiones
del pais. En el afio 2003 fueron registrados 58.335 casos, de
los cuales 5.026 fueron atribuidos a DH (Sivigila2004) y se
estima que aproximadamente 18 millones de personas se
encuentran en areas de riesgo de contraer la enfermedad
(Camacho 1991).

La deteccion temprana de casos unida al monitoreo
entomol 6gi co representan, indiscutiblemente, eslaformamaés
eficaz de evitar brotes epidémicos. Sin embargo, lavigilancia
serolégicay vira estan fueradel alcance delosrecursosdela
gran mayoria de paises afectados. Ademés, por lo general, la
transmisién de los diferentes serotipos esta altamente
correlacionadacon € crecimiento desordenado delas ciudades,
indebido manegjo doméstico del agua, limitada cobertura de
los servicios de acueducto y/o deposicion de materiales
“inservibles’ o “desechos’ (Nelson 1986). Por lo tanto, no es

1 Bidlogos, Profesores. Grupo de I nvestigaciones Entomol 6gicas. Depar-tamento de Biologia. Universidad del Valle. A.A 25360 Cali. ranulfog@univalle.edu.co,
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sorprendente que las inferencias de infeccidn y consecuentes
medidas de control estén determinadas por lavariacion delas
poblaciones (adultasy larvales) del vector.

Tradicionalmente, las medidas de control estdn enca-
minadas a reducir a minimo las pablaciones de A. aegypti,
mediante laeliminacién o tratami ento, general mente quimico,
de los hébitats de las formas inmaduras (huevos, larvas y
pupas). En las Américas, la colonizacion de A. aegypti se ha
asociado a una gran diversidad de criaderos naturales y
artificiales (Trapido y Galindo 1956; Tinker 1974; Chadee
1984, 1992; Nelson 1986; Chadee et al. 1998) siendolasllantas
probablemente las principales fuentes de cria del mosquito
(Nelson 1986). En Trinidad, Focksy Chadee (1997) a analizar,
en términos de produccion de pupas, € aporte por tipo de
criadero, registraron que solamente cuatro de 11 de los
criaderos encontrados (tanques, tinas, baldes y pequefios
contenedores), presentaban més del 90% de las pupas de A.
aegypti. Lautilizacion de criaderos permanentesy temporales
sugiere, que, esta especie, sufre cambios de comportamiento
debido alapresion deinsecticidasy eliminacion de criaderos
domiciliares y peridomiciliares (Chadee et al. 1998). Sin
embargo, hasta ahora, no existen datos del aporte relativo de
cadatipo de criadero en una comunidad determinada.

Los sumideros (Fig. 1), son construcciones muy comunes
en las éreas urbanas para €l desagiie de las vias publicas, son
considerados muy prolificos en la produccién de especies de
Culex, en especia C. quinquefasciatus Say 1823 debido aque
retienen aguay materiaorganicapor largos periodos (Geery y
Holub 1989). Observaciones preliminares realizadas en la
ciudad de Cali, indicaron que estos sitios han sido, paula-
tinamente, colonizados también por A. aegypti. Por g emplo,
en el Campus de la Universidad del Valle se encontré que de
47 sumideros més del 50% eran positivos para A. aegypti,
independientedel nivel defermentacion o contenido de materia
orgénica (R. Gonzél ez, datos no publicados). Paracomienzos
de 1991 se desconocia si esta situacion prevalecia en toda la
ciudad de Cdli vy, por lo tanto, a mediados de ese afio, con
personal del antiguo Servicio de Erradicacion de la Malaria
(SEM), serealiz6 una encuesta entomol égica para determinar
el indice de sumideros positivos (1S), la densidad relativa de
las especies de C. quinquefasciatus y A. aegypti y la
estratificacion de su importancia segiin las comunas de los
denominados en ese entonces Sistemas Locales de Salud
(SILOS). Aunguelosresultados sirvieron de base paraadelantar
un programade control, alin vigente, por lasecretariade salud
municipal, el estudio nunca fue publicado. En el presente
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Figura 1. Esquema de uno de los principales modelos de sumideros
construidos en laciudad de Cali (disefio esquematizado por R. Gonzélez
y N. Carrgjo).

documento, se retomay analizalainformacion, no solo en €
sentido de presentar |os indices aédi cos de ese momento, sino
también que a partir de los indices de asociacion o repulsion
entre A. aegypti y C. quinquefasciatus, establecer 1os
parametros de importancia de las dos especies de Culicidae
dominantes en este habitat urbano. Complementariamente, con
el fin de contribuir a entendimiento de la relacion entre la
densidad larval y la produccion de pupas de A. aegypti por
manzana, se incluyen los resultados de una evaluacion en un
areadelaciudad con alto indice de sumideros positivos para
estaespecie, realizada posteriormente, entre diciembrede 1994
y enero de 1995.

Materialesy M étodos

Areadeestudio. Lainvestigacion sedesarroll6 en 19 comunas,
cubriendo los seis Sistemas Locales de Salud (SILOS) que
integran el Municipio de Santiago de Cali (3°24'56"N,
76°30' 10" W), Departamento del Valle del Cauca. Cada zona
presenta caracteristicas propias en cuanto a su panorama
urbanistico y arquitectonico, generando condiciones
ambientales muy variables (Arévalo 1998). Las zonas verdes
de las comunas han sido arborizadas con especies
ornamentales, pero algunas areas aln conservan parte de la
vegetacion natural del bosque seco tropical (Arévalo 1998).
En todas se presentan sumideros que por lo general pro-
porcionan un ambiente adecuado paralacria, establecimiento
y diseminacion de poblacionesde A. aegypti. Asimismo, en €l
area de estudio se presentan casas, conjuntos residencialesy
comerciales, que poseen, tanto en su interior como
externamente, sitiosdepositosartificiaes (floreros, sanitarios,
botellas, platos de materas, llantas, huecos, etc.) favorables
paralacriay establecimiento de mosquitos.

Muestreo de sumideros. En cada SILOS serealiz6 conteo y
mapeo delos sumideros. Seguidamente, deformaaleatoria, se
hizo blsquedadelarvas de Culicidae en el 5% (537) de aquellos
sumideros con agua. Las muestras, tomadas con un cucharén
de 300 cc en las cuatro esquinas de cada sumidero, fueron
depositadas en un concentrador larval, luego vertidas a un
recipiente con alcohol a 80% vy, finalmente, trasladadas a
laboratorio de EntomologiadelaUniversidad del Valle, donde
se separaron y determinaron hasta especie. Cada muestra se
acompafié de un formulario, con datos de localidad, fechay
caracteristicas fisicas del sumidero. En todos los casos, se
cuantificd la densidad promedio de larvas por cucharén de
cada especie.

Comparacion de la produccion de A. aegypti entre
criaderos. Con el objeto de evaluar y comparar laproduccion
de pupas de A. aegypti en diferentes tipos de criaderos, se
seleccionaron diez manzanas, correspondientesacuatro barrios
del SILOS VI, &rea en donde se detectd la mayor frecuencia
de sumideros positivos. En cada manzana se inspeccionaron
todos los sumideros de las calles que la delimitaban y casi la
totalidad de las viviendas. De cada casa se obtuvo el nimero
decriaderos (positivosy negativos) en €l intray peridomicilio.
Detodos|os criaderos positivos, incluyendo los sumideros, se
extrgjo la totalidad de larvas y pupas, utilizando una red de
organzay cucharones. Cada muestra fue concentrada, fijada
enacohol a 70%y trasladadaal |aboratorio en donde serealizd
la separacion, determinacion, y cuantificacion delaslarvasy
pupas de A. aegypti.
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Analisis numérico y estadistico. Los sumideros fueron
analizados por grupos (comunas), en los cual es se determind
el indice de positividad, densidad relativa por cazo y/o
sumidero. Se realizaron andlisis de correlacion lineal
(correlacion de Pearson) de asociaciony de similitud paralas
especies de Culicidae dominantes, mediante los programas
Statistical Ecology de Ludwig y Reynolds (1988) y Statistix
para Windows 98, version 2.0. Las medidas de asociacién
interespecificas se estimaron a partir de datos de presencia o
ausenciadelas dos especies mas abundantes. Esteandlisismide
laindependenciadeladistribucion delas dos especiesy asume
guelaprobabilidad de ocurrenciade ellas es constante entodas
las muestras.

La evaluacion de la produccion de pupas de A. aegypti,
fueron analizados para normalidad y se calcularon los
estadisticos descriptivosy |lastasas de densidades encontradas
entre sumiderosy los criaderos paracadamanzana, de acuerdo
con Focks et al. (1981):

(Nmero de pupas) (0,5) , donde, 0,5 representaa nimero de
dos dias hembras.

Para el promedio de todas las manzanas el divisor de la
formulaanterior fue multiplicado por €l nimero de manzanas:

(NUmero de pupas) (0,5)
(NUmero de manzanas) (dos dias)

Lacomparacion de medias entre laproduccién delarvasy
pupas en ambas situaciones (domicilio, sumideros) sereaizo
mediante una prueba no paramétrica de pares gjustados de
Wilcoxon. Se estimo |la poblacion absoluta de hembras de A.
aegypti por manzana, a partir de sumiderosy otros criaderos,
mediante laformulade Focks et al. (1981),

([ sa'at)

gue asume unatasade supervivenciadiariade adultos hembra
constante (Sa = 0,8) e independiente de la edad (t). Ante la
imposibilidad deregistrar el 100% delas personas (unas pocas
viviendas no pudieron ser encuestadas) no se realizo la
determinacion del nimero de pupas por persona.

Resultadosy Discusion

indices de sumideros (IS) por especie. Se inspeccionaron
537 sumideros en las 19 comunas de la ciudad. En promedio,
los IS fueron 57,2% para A. aegypti y 73,6% para C.
quinquefasciatus, las dos especies de mosguitos dominantes.
Enambas, € |S por especievario por SILOS, Comunay Barrio.

Los mayores IS positivos, tanto para A. aegypti como C.
quinquefasciatus, se presentaron en los SILOS IV y VI. No
obstante, aquellos de menor porcentgje de positividad no fueron
coincidentes, mientras que para la primera especie
correspondié a SILO V, con 36,4%, €l silo |l lo fue paraC.
quinquefasciatus (Tabla 1). Las densidades relativas,
analizadas en nimero promedio por cucharoneada por
sumidero por comuna, variaron entre 0,2y 44,6 pero susvalores
no tuvieron correlacion con los indices de positividad de cada
comuna (r = 0,115, P= 0,639). Esto significa que una mayor
positividad de criaderos no necesariamente implicaunamayor
densidad de poblacion por area. Sin embargo, en las comunas
tres, 18 y 19, que presentaron indices mayores a 40%,

estuvieron asociados a densidades elevadas (Fig. 2; Tabla 2),
lo cual representaba un factor de riesgo entomoldgico
importante paralatransmision de dengue.

El 84% de las comunas en estudio, presentaron una
densidad promedio por debajo de sietelarvas por cucharoneada
por sumidero (0,2 a 6,9). Aungue en apariencia estos valores
son bajos no representan la densidad absoluta por sumidero.
Al realizar un andlisis de agrupamiento (figurano presentada)
con las densidades promedio de A. aegypti por comuna, se
revelala existencia de tres grupos principales: uno de mayor
densidad conformado por lascomunastresy 18 (33,06 y 44,57
larvas/cucharoneada/sumidero); la comuna 19 (15,50 L/C/S)
se ubica, por separado, entre las anteriores y el resto de
comunas, las cuales conformaron dos subgrupos, uno por las
comunas6, 11, 15y 17 (densidadesentre 5,12y 7,27 L/C/S) y
otro representado por €l resto de comunas con densidades entre
0,20y 3,32 L/C/S.

Los resultados sugieren que no existe un patron fijo de
distribucién paraladensidad larvaria, ya que esta sujetaala
dindmica de los factores fisicos y fisicoquimicos de cada
sumidero; sin embargo, en nuestro caso su estado estuvo
aparentemente relacionado con el estrato social del area
residencial o tipo de actividad desarrollada en la zona. Tal
como se haestablecido en otrostrabajos (Tun-Lin et al. 19953,
1995b), es plausible que factores tales como la arborizacion,
limpieza de las vias, topografia del terreno y habitos de las
personas proximas a sumidero, influyan en la positividad y
densidad larvaria de mosquitos.

Indicesdeasociacion entreA. aegypti y C. quinquefasciatus.
En casi latotalidad de las comunas de la ciudad, |a densidad
relativa promedio de C. quinquefasciatus fue significa-
tivamente mayor que aquellasregistradas para A. aegypti (Tabla
2).

Al considerar Unicamente la presencia o ausencia de cada
especie en todos los sumideros evaluados, se observaron
algunos criaderos que contenian solo unade las dos especies,
pero considerando la densidad relativa, los coeficientes de
correlacion entre las dos especies fueron positivos y
estadisticamente significativos. Lo anterior sugiere una
tendencia, en siete de las comunas, donde independiente del
analisis comparativo de sus medias existen sumideros que
presentan caracteristi cas ambiental esigua mente buenas para
ambas especies (Tabla 3).

Resultados similares se obtuvieron cuando el andlisis se
particularizo paracada SIL OS, pero no fueaplicableal SILOS
IV, ya que en este en mas del 80% de las muestras se
encontraron juntos y no se encontré ningdn sumidero con
unicamente A. aegypti. Lo anterior corroboralaafirmacion de
Frager (1957, citado por Southwood 1978), quien establece
gue, en estos casos a pesar de que desde e punto de vista
bioldgico la asociacion es obvia, es estadisticamente
indeterminada. Unasituacion similar seobservo enel andlisis
por comunas (Tabla 4), en tres de ellas la asociacion fue
indeterminada pero muy evidente biol 6gicamente. Aunque en
€l 99% de las comunas se observé un indice de asociacion
positivo entre las dos especies, en 12 de ellas no fue
recomendablelapruebade Chi-cuadrado, yaquelafrecuencia
esperada en alguna de | as celdas fue menor que uno y en més
de dos menor que cinco (Southwood 1978).

En casi todas las comunas se presento diferencia
significativaentre las medias de | as dos especies por comuna,
sin embargo, €l andlisis de los coeficientes de correlacion de
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Tabla 1. indice de sumideros positivos para A. aegypti y C. quinquefasciatus en 19 Comunas de |a ciudad de Cali (mayo de 1991).

Positividad (%)

SILOS

No. Comuna No. Sumideros A. aegypti C. quinquefasciatus

| 3 28 60,7 82,1

| 19 42 76,2 76,2

| 20 15 33,3 73,3

| 1 15 46,7 20,0

MEDIA | 61 69,0

1 2 17 17,6 29,4

I 4 18 33,3 61,1

I 5 22 50,0 54,5

I 6 20 70,0 75,0

I 7 8 62,5 62,5

MEDIA 1 459 56,5

11 8 40 57,5 85,0

11 9 30 43,3 90,0

11 12 30 66,7 86,7

MEDIA 1l 58,0 87,0

\Y 10 39 74,4 92,3

\Y 11 21 95,2 100,0

MEDIA IV 81,7 95,0

13 54 44,4 64,8

\% 14 20 50 35,0

15 25 444 76,0

MEDIAV 36,4 61,6

VI 17 65 60,0 69,2

VI 18 28 43,1 100,0

MEDIA VI 68,8 78,5

MEDIA TOTAL 57,2 73,6

Pearson entre las densidades rel ativas mostro que solo en siete
delas comunas se presentaba una correl acion estadisticamente
significativa, independientemente de si se observaba
diferencias significativas entre sus medias; esto podriaindicar
unatendenciaaque ciertos sumideros presenten caracteristicas
ambi ental esigual mente buenas para ambas especies. En once
de las comunas restantes posiblemente |as caracteristicas de
los sumideros no solamente fueron mas favorables para C.
quinquefasciatus, si no que también su densidad no estuvo
correlacionada con lade A. aegypti.

Varios autores han demostrado la adaptacién de C.
quinguefasciatus a aguas servidas o pol utas (Hammerschmidt
y Fitzgerald 2005; Farah et al. 2004). Laird (1988) plantea
que la presencia de ciertas bacterias, e.g. Pseudomonas,
aidadasdel habitat larval de mosquitos, producetanto atraccion
como estimulo paralaoviposicion de esta especie. Es posible
gue esta situacion, en sumideros con mayor carga organica,
mayor proceso de oxidacion y de consumo de oxigeno
moderadamente alto, condiciones favorables para C.
quinguefasciatus pero desfavorables para una alta densidad
larval o el establecimiento exitoso de A. aegypti se presentara
en once de las comunas restantes.

Comparacion en la produccion de criader os A. aegypti. El
IS para A. aegypti, en las 156 casasy 62 sumideros de las 10

manzanas inspeccionadas fue alto, con valores entre 57,1 y
100%. En tres de las manzanas el 100% de los sumideros
muestreadosfue positivo. En contraste, losindicesdeviviendas
(IV) y criaderos (IC) ddl intray peridomicilio fueron masbajos
(Tabla 5). En promedio se presentaron 2,27 criaderos
domiciliares positivos por cadasumidero positivo, unarelacion
relativamente baja con respecto alo esperado. Cabe destacar
gue en €l intradomicilio no se observé produccién de pupas
(Tabla 6) 1o cual concuerda con lo expresado por Focks y
Chadee (1997) y Focks et al. (1981) quienes aseveran que,
algunos criaderos intradomiciliares, positivos para larvas no
[legan a producir adultos, como consecuencia de la
manipul acion delos reci pientes por parte delos habitantes del
domicilio. Por el contrario, los criaderos del peridomicilio, de
mayor tamafio, contribuyen de manera notable con pupas. En
consecuencialas medidas de control deben estar dirigidashacia
estas fuentes principal es de produccion de adultos. En nuestro
andlisis, a pesar de que no se sumaron las densidades
observadas en los criaderos del peridomicilio a la de la
producci6n observadaen los sumideros, fue evidente lamayor
productividad de pupas de A. aegypti en estos Ultimos (Tabla
6; Fig. 3). Es posible que las frecuentes campafias educativas
dirigidas areducir |os criaderos caseros hayan surtido efecto.
No obstante, los sumideros permanecieron relativamente sin
observacion, aspecto aprovechado por laespecie paracolonizar
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Tabla 2. Densidad de larvas, ANOVA y coeficientes de correlacion entre las densidades de A. aegypti y C. quinquefasciatus en sumideros de

19 comunas de la ciudad de Cali (mayo de 1991).

Densidad delarvas/sumidero

A. a ti C. quinquefasciatus
SILOS Comuna — P _q a Coeficiente

No. No. X D.S X D.S correlacion ANOVA

I 1 0,20 0,30 0,18 0,40 0,35b NS

33,06 96,80 182,01 355,90 0,24b S

19 15,50 30,30 28,84 67,00 0,84a NS

20 0,94 2,29 16,14 29,90 0,03b NS

I 2 0,64 2,23 0,54 1,41 0,92a NS

4 0,77 1,64 3,50 9,81 0,88a NS

5 1,65 3,08 7,34 11,56 0,16b S

6 6,10 13,53 20,11 37,74 0,65a NS

7 2,06 2,76 21,47 41,33 -0,01b NS

Il 8 2,47 3,00 15,44 23,78 0,23b S

9 3,32 6,09 10,71 12,65 0,61a S

12 2,30 3,77 16,13 11,25 0,31b S

v 10 2,93 2,98 10,97 16,79 -0,19b S

11 512 2,68 14,76 8,91 -0,21b S

\% 13 2,09 4,63 16,08 39,05 0,47a S

14 0,26 1,01 8,89 27,57 0,04b NS

15 5,47 10,58 20,00 33,53 0,21b S

VI 17 7,27 15,70 14,78 42,00 0,08b NS

18 4457 51,27 82,04 109,71 0,77a NS

A = Significativamente diferente de 0 (P < 0,05). B = No significativamente diferente de 0 (P> 0,1). NS = Diferencia entre medias de A. aegypti y C. quinquefasciatus

no significativa

Tabla 3. Frecuencia de ocurrencia de A. aegypti y C. quinquefasciatus en sumideros de la ciudad de Cali (mayo de 1991).

SILOS A. aegypti y C. A. aegypti C.
No. quinquefasciatus Solo quinquefasciatus Negativos Total Repulsién +
Solo
I 51 11 18 20 100 (-)a 11,8
0 30 9 19 27 85 (a 9,6
" 58 2 32 8 100 (-a 57
v 49 0 11 0 60 ) b
\Y 32 3 33 30 98 (-)a 13,7
Vi 59 5 18 11 93 (-)a 10,7
Total 279 30 131 96 536 (-)a 75,5

* REPUL SION: Tendencia para que las dos especies ocurran més frecuentemente sol as que en asociacion, determinado por medio de un test de Chi cuadrado: P < 0,05.
b: No es aplicable la prueba de Chi-cuadrado por que la frecuencia esperada en alguna de las celdas es menor que 1y en més de dos celdas es menor que 5.

exitosamente este tipo de ambientes. Segiin Nelson (1986) esta
especi e es caracteristicamente oportunistaen lo que serefiere
alabusqueda de criaderos.

Se observé una gran variabilidad entre manzanas (Tabla 6),
pero en general los promedios de larvas y pupas de los
sumideros fueron significativamente mayores (P < 0,05000)
gue los de los criaderos domiciliares (P = 0,0125, larvas; P =

0,00506, pupas). Considerando los promedios de las tasas
(sumiderog/criaderosdel domicilio) por manzana, parael total
de las diez manzanas se produjo 30,3 pupas en los sumideros
por cada pupa obtenida en los criaderos domiciliares; sin
embargo, cuando se compar6 latasacon relacion aladensidad
total delasdiez manzanas, sin considerar separadamente cada
manzana, este va or fuemenor (8,9), esdecir quelavariabilidad
delosdatos entre manzanas esgrande. En unade las manzanas
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Figura 2. Nimero promedio de larvas por cucharoneadade A. aegypti y
C. quinquefasciatus, en los diferente Silos de la ciudad de Cali (mayo de
1991).
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Figura 3. Promedios de larvas y pupas de A. aegypti por manzana,

observadas en los sumiderosy criaderos domiciliares, en diez manzanas
del sur delaciudad de Cali.

Tabla 4. Tipo e indices de asociacién entre A. aegypti y C. quinguefasciatus en sumideros de 19 comunas de la ciudad de Cali (mayo de

1991).
i ndices de asociacién
SILOS Comuna 2
No. No. Repulsién 2 Corregido Ochiai Dice Jaccard

1 Negativa 0,60 0,02 0,44 0,40 0,25
3 Negativa 5,20 3,12 0,84 0,83 0,71
| 19 Negativa 6,36 4,33 0,86 0,86 0,76
20 Negativa 0,00 0,47 0,52 0,47 0,31
2 Negativa 8,74 5,10 0,78 0,75 0,60
4 Negativa 0,00 0,28 0,47 0,44 0,29
I 5 Negativa 2,93 1,65 0,70 0,70 0,53
6 Negativa 0,32 0,00 0,76 0,76 0,80
7 Negativa 1,74 0,32 0,80 0,80 0,67
8 Negativa 6,33 4,23 0,82 0,81 0,69
11 9 Negativa 2,92 1,21 0,72 0,68 0,52
12 Positiva 0,52 0,13 0,79 0,78 0,63

v 10 Indeterminada - - - - -

11 Indeterminada - - - - -
13 Negativa 12,66 10,74 0,75 0,74 0,58
\% 14 Negativa 1,95 0,10 0,38 0,25 0,14
15 Negativa 6,20 4,08 0,76 0,73 0,58
VI 17 Negativa 10,83 9,10 0,79 0,79 0,65

18 Indeterminada - - - - -

estarelacion llegd a 165,0, mientras que en otrafue apenas de
2,6; en el primer caso este valor estuvo influenciado por una
altapresenciade pupas (495) en los sumideros delamanzana,
mientras que en & segundo caso la densidad de pupas en €
domicilio (111) estuvo influenciadapor lapresenciadellantas
en el peridomicilio. Esdecir que cuando en €l peridomicilio se
encuentran criaderos apropiados, como llantas y tanques
abandonados, la produccion de A. aegypti alcanza a ser
comparablealaregistradaen sumideros. Segiin Focksy Chadee
(1997) a pesar de que los indices Stegomicos (IC, 1V, IB)
tradicionales siguen siendo una herramientaimportante en la

vigilancia de muchos programas de control de dengue, son
inadecuados paramedir € riesgo detransmision o laefectividad
de las operaciones de control. De acuerdo con estos autores
lostresindicestienen ladesventgjadeno considerar lacantidad
variable de adultos producidos por cada criadero, algunos
intradomiciliares que son encontrados con larvas no llegan a
producir ninglin imago, mientras que otros peridomiciliares
independiente del tamafio contribuyen de maneranotable con
un mayor nimero de pupas. En el caso de A. aegypti, la
produccién de pupas puede ser tomada como indicador delos
adultos producidos, ya que en este estado no se adlimentay en
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Tabla 5. indices de positividad de casas, criaderos y sumideros para Aedes aegypti, en diez manzanas del sur de la ciudad de Cali (1994).

Domicilio Sumideros
TOTAL
Manzana No. indice Intradomicilio Peridomicilio DOMICILIO
No. casas (%) N IC (%) N IC (%) N IC (%) N 1S (%)
M1 16 31,3 26 7.7 67 9,0 93 8,6 11 63,6
M2 18 44,4 9 44,4 76 11,8 85 15,3 7 71,4
M3 21 429 12 16,7 51 29,4 63 27,0 7 100,0
M4 17 35,3 11 9,1 25 24,0 36 19,4 5 80,0
M5 16 37,5 7 14,3 34 26,5 41 24,4 6 100,0
M6 16 37,5 7 429 18 27,8 25 32,0 6 83,3
M7 10 30,0 9 0,0 15 33,3 24 20,8 4 75,0
M8 17 35,3 16 25,0 34 11,8 50 16,0 5 100,0
M9 13 23,1 9 22,2 21 4.8 30 10,0 7 57,1
M10 12 58,3 5 60,0 28 21,4 33 27,3 4 75,0
TOTALES 156 111 369 480 62
MEDIAS 37,6 19,8 17,9 18,3 79,0

Tabla 6. Variacionesdel nimero delarvasy pupasdeA. aegypti y tasade pupas sumidero/criaderos domiciliares, en diez manzanas de barrios

del sur delaciudad de Cali (1994). (L = Larvas, P = Pupas).

Tasas Sumidero/

Domicilio Sumideros Domicilio
Manzana
No. Intra Peri Total
L P L P L P L P L P
M10 12 58,3 5 60,0 28 214 33 27,3 4 75,0
M1 5 0 231 44 236 44 1628 115 6,9 2,6
M2 48 0 147 29 195 29 338 111 1,7 3,8
M3 28 0 152 16 180 16 1695 224 9,4 14,0
M4 32 0 229 62 261 62 197 133 0,8 21
M5 7 0 559 26 566 26 650 196 11 75
M6 19 0 116 3 135 3 841 495 6,2 165,0
M7 0 0 26 0 26 0 176 40 6,8 40,0*
M8 20 0 24 6 44 6 358 143 8,1 23,8
M9 4 0 56 4 60 4 38 72 0,6 18,0
M10 40 0 57 10 97 10 694 257 7.2 25,7
Totales 203,0 0,0 1597,0 200,0 1800,0 200,0 6615,0 1786,0 3,7 8,9
Promedios 20,3 0,0 159,7 20,0 180,0 20,0 661,5 178,6 49 30,3
manzana

* No se recolectaron pupas en las casas de esta manzana, para no hacer un cociente indeterminado se dividié € nimero de pupas de los sumideros de la

manzana entre la unidad.

ausencia de factores externos como depredadores o parésitos
su mortalidad es baja, es decir que aguellos que lleguen al
estado pupal tienen una alta probabilidad de ser adultos.

Uno delos aspectos masrel evantes del presente estudio es
gue demuestra que aunque A. aegypti se reproduce en sus
ampliamente reconocidos criaderos, intray peridomiciliares
(matasen agua, floreros, sanitarios, botellas, platos de materas,
[lantas, huecos en éarboles, etc.) también ha colonizado, en
forma exitosa, los sumideros como sitio de cria y que, en
ocasiones, desplaza a C. quinquefasciatus, la especie
tradicionalmente dominante en estos ambientes. Este hallazgo
tiene implicaciones précticas en cuanto alaproduccion diaria

de mosquitos de los sumideros y la toma de decisiones por
parte de |os organismos sanitarios del estado y la comunidad.

Basados en los presentes resultados, en las condiciones
urbanas, es previsible que los sumideros aporten de manera
significativay constante al incremento de la tasa de contacto
del humano con el vector. Es vaido estimar que, sumideros
sin tratamiento, pueden aportar entre 40 y 495 pupas/manzana
(Tabla 6). Asumiendo una tasa de supervivencia diaria de
hembras (Sa) de 0,8, la poblacién absoluta por manzana
aportada por los sumideros es considerablemente mayor a
aquelladel domicilio (Tabla7) y, en consecuencia, lapoblacion
absoluta variara entre 45 y 555 adultos por manzana, la cual
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Tabla 7. Estimacion de la produccion absoluta de adultos hembras de A. aegypti por manzana (j: Sa'dt) apartir de la produccion de adultos
hembras por dia calculada para sumiderosy criaderos del peridomicilio.

Peridomicilio Sumidero

M anzana No. No. dehembras* Sa=0,8** No. dehembras* Sa=0,8**
M1 11,0 49 28,8 129
M2 7.3 32 27,8 124
M3 4,0 18 56,0 251
M4 15,5 69 33,3 149
M5 6,5 29 49,0 220
M6 0,8 3 123,8 555
M7 0,0 0 10,0 45
M8 15 7 35,8 160
M9 1,0 4 18,0 81
M10 25 11 64,3 288

PROMEDIO 5 22 247 200

*Produccion de hembras cada dos dias, calculada de la férmula

(NUmero de pupas) (0,5)

dos dias

** Produccion absoluta de hembras/manzana considerando Sa = 0,8

produce una relacion por habitante (datos no calculados)
importante para que ocurra’y se mantenga la transmision de
dengue en la pobl acion humana susceptible que, segin Focks
et al. (2000), a partir de simulaciones mateméticas (CIMSIM
DENSIM), € umbral requerido de A. aegypti estdentre 0,5y
1,5 pupas por persona a 28°C con una seroprevalenciainicial
de 0 a67%.

En conclusion, desde el punto de vista de control, a partir
de los datos obtenidos sumados a otros no considerados en
esteestudio es posiblerealizar unasimulacién mateméticapara
determinar el umbral de densidad de Aedes especialmente en
sumiderosy llantasdelaciudad de Cali y calcular, asi, €l grado
de reduccién de criaderos requerido para eliminar €l umbral
de transmision de la enfermedad por cada comuna. Esto
permitiria realizar un manejo selectivo del vector. Por otro
lado este estudio confirmalaimportancia de evaluar el riesgo
entomol dgico para dengue a partir de un indice de pupas, ya
quepermitevalorar laimportanciadel criadero en términosde
su capacidad de producir adultos, lo cual combinado con la
informacion demografica provee un estimado del nimero de
pupas por persona de una comunidad.
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Dinamica estacional de la estructura tréfica de un ensamblaje de Coleoptera
en la Amazonia Colombiana

Seasonal dynamics of the trophic structure of an assemblage of Coleopterain the Colombian Amazon

JORGE ARI NORIEGA A.Y, JUAN PABLO BOTERO?, MARCELO VIOLA? GIOVANNY FAGUA!

Resumen: Buscando entender |os diferentes patrones de variacion estacional de la estructura tréfica del ensamblaje de
coledpteros, se realizo un trabajo en la Amazonia Colombiana, durante tres afios consecutivos en época de lluviay de
sequia, en bosque de tierra firme y véarzea. Se realizaron transectos donde se instalaron trampas. de caida, Corner,
Winkler, Malaise y adicionalmente se realizaron capturas manuales y zarandeo. El material se identificd a nivel de
familia. Se capturaron 3.691 individuos, correspondientes a 32 familias. Las familias més abundantes en nimero de
individuos fueron Scolytidae (31,7%), Scarabaeidae (222%) y Staphylinidae (18,1%). Los xilomicetéfagos (32,1%)
fueron el grupo dominante, seguido por los copro-necréfagos (22,3%), depredadores (21,7%) y herbivoros (11%). Al
comparar entre aflosy entre habitats se encontraron diferencias en laabundanciay composicion delasfamilias, asi como
en el aporte de los roles tréficos. La época seca demuestra una tendencia a empobrecimiento. La marcada variacion
espacial y temporal entre estacionesy entre afios, se asocia a la alta diversidad y estaria apoyando |a hipétesis que el
recambio estaria jugando un importante papel en ladilucién de la competencia interespecifica por €l recurso.

Palabras clave: Rol Tréfico. Bosgue Himedo Tropical. Véarzea. Xildmicet6fagos. Scolytidae.

Abstract: To understand the different patterns of seasonal variation in the trophic structure of col eopteran assemblages,
a study was conducted in the Colombian Amazon, over three consecutive yearsin wet and dry seasons, in both tropical
rain forest and floodplains. Transect sampling was carried out with pitfall, Corner, Winkler, and Malaise trapsaswell as
manual capture. The material wasidentified to family level. A total of 3,691 individual s was captured, corresponding to
32 families. The families most abundant in numbers of individuals were Scolytidae (31.7%), Scarabaeidae (22.2%), and
Staphylinidae (18.1%). The xilomycetophages (32.1%) were the dominant group, followed by the copro-necrophages
(22.3%), predators (21.7%) and herbivores (11%). A comparison among years and habitats revealed differences in the
abundance and composition of the families, as well asin the contribution of the trophic roles. The dry season shows a
tendency to impoverishment. The marked spatial and temporal variation among seasons and yearsis associated with high
diversity and would support the hypothesis that seasonality plays an important role in diluting interspecific competition

for resources.

Key words: Trophic role. Tropical Rain Forest. Floodplain. Xilomycethophages. Scolytidae.

Introduccién

El orden Col eopterapresentamas de 400 mil especiesdescritas,
las cuales se encuentran contenidas en cerca de 166 familias
(Lawrence y Newton 1995), encontrandose en todos los
ecosistemasy representando todoslosrol estréficos (Crowson
1981). La mayoria de los coledpteros son considerados
fitéfagos, presentandose algunos roles poco comunes 'y muy
especializados como los micetéfagos o los queratinéfagos
(Arnett y Thomas 2000). A raiz de esta estrecharelacion con
algunosprocesosal interior delosecosi stemas, muchasfamilias
de coledpteros han sido utilizadas como bioindicadores (Brown
1991; Pearson 1994; Halffter y Favila 1993), demostrando su
importanciaen planes de conservacion como herramientas de
monitoreo (Brown 1991; Kremen et al. 1993).

Trabajos realizados por Erwin (1982, 1983) en bosgues
neotropicales, proponen la existenciade unaaltariqueza, que
puede alcanzar el valor de ocho millones de especies de
coledpteros. Adicionalmente a este valor hay que destacar la
fuerte dindmica temporal y espacial, la cual en ciertas
localidades puede ser marcada causando un importante
incremento en la riqueza local (Erwin y Scott 1981). El

conocimiento de esta dinémica estacional en un determinado
ecosistema puede ofrecer informacién importante para la
generacion de estrategiasy planes de conservacion enfocados
amantener lafuncionalidad del mismo (Pimm 2002; Tilmany
Downing 1994; Naeem et al. 1995; Johnson et al. 1996).

En este sentido son escasos | os trabaj os que han intentado
acercarse a estudio de la estructura temporal del ensamblaje
de coledpteros (Elton 1973; Krasnov y Aya 1995; Zerm y
Joachim 2001; Crouau-Roy et al. 1992; Blom et al. 2002),
especialmentea andlisisdel efecto quelosrolestroficostienen
en el funcionamiento de un ecosistema (Mikkelson 1993;
Lawton 1995; Escobar y Chacon de Ulloa 2000; Paarmann et
al. 2001; Arias-Diaz et al. 2007). Algunos trabajos muy
especificosen laamazonia, sehan acercado d estudio deciertas
variables pero en grupos delimitados (Klein 1989; Pearson y
Cassola 1992). El unico trabgjo que hasta la actualidad ha
estudiado la estructura tréfica del ensamblaje de coledpteros
en la region amazonica (Brasil - Amazonia Central) es la
investigacion de Didham et al. (1998).

Desde mediados del siglo pasado diferentesinvestigadores
han mostrado un profundo interés en estudiar la variacion
estaciona eninsectos(Davis 1945; Dobzhansky y Pavan 1950),

1 Unidad de Ecologiay Sistemética - UNESIS. Laboratorio de Entomologia. Pontificia Universidad Javeriana. Carrera 7a No. 40 - 62. Bogotd, Colombia.

jnorieg@hotmail.com

2 Estudiantes de Biologia. Pontificia Universidad Javeriana. Direccién correspondencia: Cra. 7 No. 113-51 apto. 502. Bogota - Colombia.
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apesar deello, lamayoriadelostrabajos en el caso especifico
de los coledpteros, solo han abarcado a gunas pocas familias
0 se han centrado en aspectos comportamentales puntuales
(New 1979; Krasnov y Shenbrot 1997; Yahiro y Yano 1997;
Gok y Duran 2004; Boyer et al. 2003). Igual mente son pocos
lostrabajosrealizados en laregion tropical: Africa(Paarmann
1979), lasAntillas (Gruner 1975), México (Montes de Ocay
Halffter 1995), Costa Rica (Janzen 1983), Panamé (Wolda'y
Estribi 1985; Chandler y Wolda1986), Ecuador (Peck y Forsyth
1982) y Brasil (Pinheiro et al. 2002).

Para el caso de Colombiay especiamente en la region
amazonica, son pocos los estudios realizados acerca de la
dinamicade insectos y menos en el orden Coleoptera. Valela
penaresaltar €l trabajo efectuado por Howdeny Nealis (1975)
en Leticia (Amazonas - Colombia), los cuales trabajaron
Unicamente con la familia Scarabaeidae comparando los
cambios entre dos afios de muestreo y € trabajo de Martin
Pieray Fernandez (1996), quienes estudiaron la variacién
estacional de coledpterosen laregion de Chiribiquete (Cagqueté
Colombia).

Todo esto demuestra la escasa informacion acumulada,
tanto de la composicion y estructura, como de la dindmica
espacial y temporal de estaprovinciabiogeogréficaen el pais,
mas aun si se resalta que en ninguno de los trabajos
mencionados se haincluido un andlisis deladinamicaanivel
de los roles troficos, por todo lo anterior este estudio se
congtituye en el primer trabajo de este tipo parala amazonia
colombiana, donde se presenta por primeravez el acumulado
de tres afios de muestreo consecutivo.

Materialesy M étodos

Area de estudio. El trabajo se llevé a cabo en laAmazonia
Colombiana, en la Comunidad Monifue Amena (Resguardo
Indigena Ticuna-Uitoto), a 71 msnm (4°06’46,25"S -
69°55'52,11"W), a 9,5 km de la ciudad de Leticia,
Departamento del Amazonas- Colombia(Fig. 1). En estazona
se presenta un ciclo pluvial monomodal, con una época de
sequia de junio a octubre. El muestreo sellevo a cabo en dos
unidades de paisgje: Bosque de TierraFirme (BTF) y Bosque
Inundable o Varzea, en época de lluvias (marzo-mayo) y en
época seca (septiembre-octubre), durante tres afios conse-
cutivos: 2002, 2003 y 2004.

M uestreo. Losmuestreos serealizaron con diferentes métodos
decaptura: trampas Pitfall, trampasWinkler, trampasMalai se,

COLOMBIA

Departamento
Amazonas

BRASIL

Monifue, Leticia

Figura 1. Localizacion delazonade estudio, comunidad MonifueAmena,
Leticia- Colombia.

recoleccién manual y zarandeo; usando 924 trampas Pitfall,
12 Malaise, 24 Winkler, para un total de 576 horas efectivas
(Fig. 2).

Cada uno de los muestreos tuvo un periodo de 48 horas
por trampa, paralos dos habitats. En cada época serealizé un
muestreo consistente en lainstalacion de un promedio de 10
transectos (+ 1, el nimero de transectosvari6 debido al nimero
de personas que asistian a cada uno de los muestreos) de 100
m, separados 20 m, en cada uno de los dos tipos de bosgues.
Sobre el transecto se colocaron 11 trampas tipo pitfall de 9
onzas, separadas 10 m entre si, cebadas con salchichdn en
descomposiciony con alcohol como liquido preservante. Para
cada unidad, adicionalmente se seleccion6 un &reade2x 2 m,
lacual fue muestreada por tres personas durante una hora con
jamésy pinzas. Los muestreosy la colocacion de las trampas
se hicieron en horas de la mafiana en BTF y en horas de la
tarde en varzea

Cerca de cada transecto, se seleccionaron cuatro arboles
con un diametro ala altura del pecho (DAP) de 8 cm, en los
cual es se efectuaron tres epi sodios seguidos de zarandeo sobre
una sabana blanca, en donde se recolecto todo o que caia. Al
final de tres transectos alternados a una distancia de 20 m se
tomdé un m? detierraparapasarlo por un saco Winkler, en cada
uno de los bosgues. Finalmente en cada unidad de paisaje, a
un minimo de 50 m de los transectos, se colocd una trampa
Malaise de 200 x 100 x 50 cm, rasante a piso, que permanecio
48 horas activa.

I dentificacion taxondmica. Los gjemplares recolectados se
mantuvieron en etanol a 70%, posteriormente se realizé un
montaje en seco, con afileres entomol égicos, montando un
gjemplar por cada morfotipo encontrado. Con el material
montado se realiz6 la identificacion a nivel de familia,
utilizando claves generales y especializadas en este grupo
(Costa Lima 1952; White 1983; Papp 1984; Bland y Jaques
1978; Arnett y Thomas 2000; Borror et al. 1989; Arnett et al.
1980; Arnett et al. 2002). El material finalmente fue etiquetado
paraser depositado en la Coleccion Entomol égica del Museo
de la Pontificia Universidad Javeriana. Es importante anotar
queen & muestreo delaépocadelluviasdel 2003, se presento
una pérdidade material, ocasionada por un mal transporte del
mismo.

2x2m
Area recoleccion
manual

A
~

}_ZOm

Foon T
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y lf
20m Malaise
L‘_, } 20m

100m < /

Volumen trampa
Winkler

Transecto trampas pitfall

Figura 2. Disposicién de los transectos, parcelas y trampas colocadas
en cadaunidad de muestreo, por cada épocaen cadaafio, en lacomunidad
Monifue Amena, Leticia- Colombia.
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Asignacion delosgrupostr dficos. Paralacaracterizacion de
los roles tréficos de cada una de las familias, se realiz6 una
revision de la informacion de historia de vida y tendencias
alimenticias a partir de diferentes trabajos (Crowson 1968,
1981; Paulian 1988; Lawrence y Newton 1995; Arnett y
Thomas 2000; Arnett et al. 2002). A raiz de encontrar
discrepancias entre los diferentes autores, especialmente
relacionadas con variaciones tréficas a interior de algunas
familias, sellegd aun consenso, tomando latendenciageneral.

Andlisis estadistico. Se realiz6 una prueba de ANOVA, para
determinar laexistenciade diferencias significativasentrelos
afos, entre las épocas de muestreo, entre los habitats y la
combinacion entreellos, por medio del programa STATISTICA
v. 6. Adicionalmente a esto, se calcul6 € Indice de Similitud
entre afnos, épocas y unidades de paisgje, utilizando €l indice
de Sorensen como la medida de distancia para definir la
similitud y como método de unidn de gruposel promedio entre
grupos (UPGMA). Para la ordenacion de los muestreos se
utilizoun Andlisisde CorrespondenciaRectificado (DCA), para
evidenciar graficamente la existencia de agrupamientos, por
medio del programa PC-ORD v. 4.

Resultados

Abundancia y riqueza. Se capturaron un total de 3.691
individuos, distribuidosen 32 familias (Anexo 1), delascuales
las mas abundantes fueron Scolytidae (31,7%), Scarabaeidae
(22,2%) y Saphylinidae (18,1%). Se encontraron familias con
habitos generalistastempora es, que fueron capturados durante
todos | os afios independientemente de la época de muestreo,
talescomo Scolytidae, Staphylinidae, Scarabaeidae, Carabidae
y Nitidulidae; especialistas espaciales que sol o se encontraron
en BTF como Cicindelidae o Noteridae y familiasrarasdelas
cuales solo se capturaron uno o dos individuos como
Buprestidae, Coccinelidae, Dermestidae, Meloidae,
Oedemeridae y Anobiidae, en un solo periodo y un habitat
especifico.

El afio que mayor abundancia presenté fue el 2003 con un
total de 1366 individuos (37,01%), seguido del 2002 (1247,
33,78%) y €l 2004 (1078, 29,21%). Con respecto alariqueza,
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Figura 3. Numero deindividuos (barras) y de familias (rombos) en cada
unadelasdosestaciones(lluvias: | y seca: 11), enlostresafios de muestreo,
en lacomunidad Monifue Amena, Leticia- Colombia

no se presentaron grandes diferencias en cuanto a nimero de
familias; el promedio de familiasfue de 24 paralostres afios,
siendo e 2002 el menor afio con 23 familiasy el 2004 el mayor
con 25 familias. En cuanto a la abundancia se encontraron
diferencias significativas entre los tres afios (F = 0,987; P <
0,009).

Hubo mayor abundancia en la época de lluvias (2085,
56,49%), que en la época de sequia (1606, 43,51%), a
excepcion delo encontrado en el afio 2003 donde estarelacion
se invirtio (Fig. 3). Con respecto a ndmero de familias, se
present6 unatendenciaaaumentar en épocaseca (Fig. 3) y en
el habitat BTF (Fig. 4). El porcentaje total de individuos fue
mayor en BTF (2423, 65,9%) que en Varzea (1259, 34,1%),
mostrando una tendencia a mantener la proporcion alo largo
delosdiferentesmuestreos (Fig. 3). Seencontraron diferencias
significativas entre las abundancias y las riquezas de los dos
habitats (F = 0,984; P < 0,003), asi como entre las épocas a
interior de los afios (F = 0,987; P < 0,001).

No seencontraron diferenciassignificativasentrelasépocas
de mayor o menor precipitacion; entre los habitats al interior
de cada afio y entre los hébitats y las épocas. El andlisis de
similitud muestra una relacion (> 85%) entre las épocas de
[luvias de los afios 2003 y 2004, independientemente de la
unidad de paisgje y también una relacion (90%) entre las
unidades de paisgj e durante la época de lluvias del afio 2002.
El andlisis de correspondenciatiende a agrupar |os muestreos
por afios y dentro de estos por unidad de paisgje (Fig. 5).

Estructuratréfica. Seestablecieron ochorolestroficosapartir
delasfamiliasrecolectadas, dentro deloscualesel quepresentd
mayor abundanciacorrespondi6 alos xilomicetéfagos (32,1%),
seguido por los copro-necréfagos (22,3%) y |os depredadores
(21,7%), mientras el resto de roles presentaron nimeros bajos
deindividuos (Fig. 6A). Con respecto alariquezadefamilias
se encontraron val ores diferentes reflejando una composicion
no consistente con laabundancia; el rol que mayor nimero de
familias presento fue el herbivoro con 13 (40,6%), seguido
por los depredadores con ocho (25%) y los sapréfagos con
cuatro (12,5%), mientras el resto de roles presentaron un
numero bajo defamilias (Fig. 6B). No se presentaron familias
con hébitos parasitoides.
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Figura 4. Numero deindividuos (barras) y de familias (rombos) en cada
una de las unidades de paisgje (BTF y Varzea), en los tres afios de
muestreo, en lacomunidad Monifue Amena, Leticia- Colombia.
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Estacionalidad

Abundancia y Riqueza. En cuanto a la variacion de la
abundancia por época/afio, se observaron cambios en la
proporcion para e afio 2002 y 2004 donde se present6 una
mayor abundanciadeindividuos enlaépocadelluviasqueen
la época seca, mientras que para el muestreo del afio 2003 la
relacion seinvierte (Fig. 3). Paralavariacion estacional dela
abundancia por unidad de paisaje/afio no se presentan
variaciones importantes; para los tres afios de muestreo BTF
siempre presenta una mayor abundancia de individuos que
Véarzea (Fig. 4).

En la variacién en la riqueza de familias por unidad de
paisaje/afio, BTF presenta unamayor riquezade familias que
Vérzea (Fig. 4), mientras en el caso de las épocas de mayor
precipitacion no se present6 un patron evidente (Fig. 3).

Roles troéficos. En cuanto a los roles tréficos y la esta-
cionalidad, se observaron algunos cambios importantes entre
los muestreos; paraa gunos roles como los xilomicet6fagosy
los copro-necréfagos se observé una marcada estacionalidad,
mientras que para los demas roles los valores de abundancia
fueron relativamente constantes (Fig. 7). Losrolesraros como
queratinofagos, xiléfagos y micetéfagos desaparecen para
algunos muestreos, especialmente en € 2003y en laépocade
lluvias (Fig. 7).

Discusion

L osresultados concuerdan con varios estudios que evidencian
una marcada estacionalidad de muchos grupos de insectos,
especialmente en el caso de los coledpteros (Wolda 1978;
Janzen 1983; Wolda 1988; Chandler y Wolda 1986; Montes
de Ocay Halffter 1995), pero adicionalmente plantea que la
estacionalidad no solo esta relacionada con la abundancia y
riqueza de los ensamblgjes sino con la funcionalidad de los
mismos. Al presentarse cambios en laestructuratréfica, esde
esperar que determinados procesos funcionales se vean
afectados de igual manera (Didham et al. 1998; Boyer et al.
2003).

La mayor abundancia de los individuos en la época de
[luvias puede estar relacionada con una mayor oferta de
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Figura 5. Andlisis de correspondencia entre los afios, las estaciones
pluviométricos y los habitats muestreados en la comunidad Monifue
Amena, Leticia- Colombia.

recursosanivel cualitativoy cuantitativo, que generaunamejor
disponibilidad espacio-temporal (Huston 1996). Deigual forma
las condiciones climéticas son més favorables, como se
demuestraen agunos estudiosanivel neotropical (Lauer 1992;
Lososy CTFS Working Group 2004). Adicionalmente, otro
factor que podria influir es la agregacion espacial que se
produce en época secade ciertos recursos, |o cual aumentaria
lacompetenciainterespecifica (Foster 1996). A todo lo anterior
hay que agregar |a existencia de recursos especificos que solo
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Figura 6. Proporcion del nimero de individuos (n = 3691) (A) y del
nimero de familias (n = 32) (B) para cada uno de los roles tréficos
registrados en todo el muestreo en lacomunidad Monifue Amena, Leticia
- Colombia.

aparecen en época de lluvias, presentando una marcada
estacionalidad y condicionando a las especies que han
establecido relaciones estrechasamantener estosmismosciclos
(Garwood 1996; Leigh y Windsor 1996).

Adis (1988) reporta una fuerte estacionalidad para los
bosques de la amazonia central en Brasil, donde algunas
familias de coledpteros aparecen solo en una determinada
épocadel afio, similar alo encontrado en este estudio. Aunque
algunostrabajos han arrojado unamayor riquezay abundancia
en épocaseca (Watanabey Ruaysoongnerm 1989), esevidente
que para €l caso del neotrdpico y los bosgues de la amazonia
lamayor abundanciay riqueza estén estrechamente asociadas
con lallegada delas|luvias (Holt y Spain 1986; Frithy Frith
1990; Krasnov y Shenbrot 1997; Gok y Duran 2004; Boyer et
al. 2003).

La baja riqueza de familias en la época seca puede estar
obedeciendo a diversos factores como la existencia de grupos
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especiaizados a estas condiciones 0 a recursos especificos de
esta época (L osos 2004; Levingsy Windsor 1996). También es
posible considerar que las familias que aparecen en esta época
sean malas competidoras, las cuales estarian optando por una
estrategia suboptima en una época més dificil, pero con una
menor competencia. Es interesante anotar que las familias
presentes en estaépocason herbivoras, beneficiandosedel estrés
hidrico que podria disminuir los mecanismos de defensa de
agunasplantas (Watermany McKey 1992), dandolesunaventgja
sobrelacalidad del recurso existente, aumentando ladiversidad,
pero manteniendo poblaciones bajas.

Las diferencias encontradas en e nimero de familias e
individuos entre BTF y Varzea, responden a una mayor
complejidad estructural a nivel vegetal presente en BTF
(Duivenvoorden 1996), lo cual genera no solo una mayor
cantidad y diversidad de recursos, sino microhabitats
potenciales, en donde por ejemplo las presas pueden escapar
delosdepredadores (Prance 1992; Huston 1996; Lososy CTFS
Working Group 2004). Es importante mencionar que €l area
de coberturade BTF esmucho mayor queel areadelaVarzea,
lo cual puede llegar a afectar los valores encontrados,
especialmente en el caso delas abundanciastotal es por habitat.

Algunostrabajos han evidenciado quetanto lacomposicion
vegetal del bosque como la composicién de los artrépodos
puede verse af ectadapor lasinundaciones (Beck 1972; Gasdorf
y Goodnight 1963; Uetz et al. 1979), como se reporta para
este estudio. A pesar de ell o, algunas especies pueden escapar
a las inundaciones, por medio de migraciones verticales,
sobreviviendo debajo del agua, o coordinando sus ciclos para
reproducirse cuando el suelo estaseco (Irmler 1979; Paarmann
1982; Adis 1988). También es posible que se presenten
migraciones de Varzea a BTF en la época de inundaciones
(Uetz et al. 1979).

Mientras menor sea lainundacién y entre menos eventos
deinundacion existan en € afio, mayor eslariquezaencontrada,
por lo quelosvalores de riqueza fluctuarian més en zonas con
fuertes inundaciones periddicas (Uetz et al. 1979). Algunas
especies y familias pueden estar coordinadas con el inicio de
la época de lluvias (Morais 1985; Adis 1988), mientras que
otras pueden presentar rangos mas amplios, especialmente
aquellas especies con una alta capacidad de desplazamiento
(Uetz et al. 1979), como sucederiaen esteestudio conlafamilia
Scarabaeidae.
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Figura 7. Porcentaje del nimero de individuos en cada uno de los roles
troficos del ensamblaje, en cada estacién por afio de muestreo, en la
comunidad Monifue Amena, Leticia- Colombia.

Aungue algunos autores proponen gue la presencia de
disturbiosintermedios peri 6di cos puede aumentar ladiversidad
deunlugar (Connell y Slatyer 1977), laexistenciade periodos
deinundacion en laVérzea, es sin duda un evento que impide
su utilizacion por parte de los insectos, ya que son pocos los
grupos que pueden adaptarse aesterégimen, lo cual explicaria
porqué la diversidad disminuye dréasticamente en esta época
(Uetzet al. 1979). Lasdiferencias entre afios podrian atribuirse
a variaciones climéticas, tanto por desplazamiento de los
periodos de Iluvias, como por la intensidad de los mismos
(Lauer 1992). De igual manera, aungque los muestreos se
realizaron en las mismas &reas, variaciones en la ubicacion
microespacial del muestreo pueden afectar la abundancia 'y
riqueza de lo capturado (Melbourne 1999).

Otro aspecto que puede estar af ectando lasvariacionesentre
los afios, es la existencia de ciclos ambientales o biol 6gicos
guetrascienden latemporalidad anual, presentando interval os
mésampliosdelostresafios de muestreo. |gualmenteesposible
gue con las fuertes dindmicas existentes en los bosques
neotropicales (Lososy CTFS Working Group 2004; Leigh et
al. 1996; Vallego et al. 1996), se hayan muestreado ensambl gjes
diferentes, tanto por laescogenciade microhabitatsdiferentes,
como por eventos aleatorios que ocasionen una mayor
heterogeneidad al interior de cada afio.

En relacion con los roles tréficos, se ha evidenciado una
marcada estacionalidad de diferentes recursos (Leigh y
Windsor 1996), como es el caso de la hojarascay la madera,
recursos que son més faciles de degradar en época hiimeda
por hongos, mientras que en época seca los xil6fagos y
xilomicetofagos pueden dominar el recurso, generando una
fuerte competencia y una dinamica marcada entre estos dos
grupos (Bagyaray 1992; Brokaw 1996; Esser y Lieth 1992;
Swift y Anderson 1992). En este sentido el rol menos afectado
por laprecipitacion seriael delosdepredadores, aunqueanivel
general en época secalamayoriade los roles disminuyen por
lafalta de una humedad adecuada parallevar a cabo algunas
funciones, como en el caso de los coprofagos donde el
excremento llegaaser inutilizable (Cambefort y Hanski 1991).

Existe un mayor niimero deindividuos asociados aaquellos
recursos que presentan mayor abundancia, por lo que los
recursos efimeros en espacio y tiempo, presentan una mayor
cantidad deroles pero pocosindividuos (Hanski 1990; Hanski
y Cambefort 1991). En este sentido podria pensarse que los
roles dominantes, que no desaparecen en el tiempo, tienen una
mayor importancia para el constante funcionamiento del
ecosistema, aunque la desaparicién de roles no tan comunes,
podriaafectar |os procesosen unaescalatemporal alargo plazo.

Aquellos roles tréficos raros o asociados a recursos poco
abundantes, tendrian una mayor posibilidad de presentar
extincioneslocalesal ser massusceptibles(Larsen et al. 2005),
por lo que deberian ser grupos bandera en estrategias de
conservacion. Algo similar estaria sucediendo con niveles
troficos superiores, los cuales presentan una mayor
susceptibilidad alaextincion que grupos basales (Holt 1996).
En este sentido debe plantearse el uso de especiesfuncionales,
que aporten informacion méas completa sobre el estado de
conservacion de un habitat, ya que es posible que ciertas
especies aparezcan o0 desaparezcan, sin afectar el equilibrio
funcional, pero la desaparicion de un rol puede ocasionar
cambiosen e ecosistema. Como propone Didham et al. (1998)
los depredadores son un grupo gque se incrementa con eventos
de disturbio, siendo un interesante grupo de monitoreo.
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Lineamientosdeinvestigacion. Esimportante corroborar los
resultados con otros grupos megadiversos como himendpteros,
donde se puedan establ ecer rolestréficos semejantes, asi como
replicar este estudio adiferentes rangos |l atitudinal es donde se
comparen los resultados. Se sugiere igualmente el tener
unidades de muestreo mas especificasen el tiempo, realizando
recolecciones mensuales, con e objetivo de verificar s las
variaciones entre cadauno delos periodos escogidos obedecen
a patrones generales 0 son eventos puntual es.

Deben seguirse acumulando datos de estalocalidad, con el
fin de poder detectar cambios a una escala temporal mayor.
Otro aspecto que podria tenerse en cuenta es la asignacion
maés especificadelosroles troficos, yaque en algunos grupos
es algo general, presentandose variaciones a nivel especifico
como es el caso de Staphylinidae, Curculionidae y Tene-
brionidae, por lo que en un andlisis mas detallado (morfo-
especies, generos o especies) podrian evidenciarse cambios
més sutiles en las dindmicas estacionales.

Serecomiendaincluir otros microhabitats no muestreados,
que podrian estar albergando otra fauna, especialmente en la
épocade verano, como es el caso de las bromelias (Paol eiti et
al. 1991), o del dosel, donde se ha demostrado su importante
aporte ala estructura del ensamblaje (Erwin 1983; Watanabe
y Ruaysoongnerm 1989, Lowman et al. 1996). |gualmente se
deberian incluir otras areas de muestreo como laChagra, donde
las dindmi cas estacional es pueden diferir eimplementar otros
meétodos de captura no utilizados.

Anexo 1. Familias de Coleoptera capturadas durante los tres afios de
muestreo en la comunidad Monifue Amena, Amazonas - Colombia
(taxonomia segin Arnett et al. 2002).

SUBORDEN SUPERFAMILIA FAMILIA

Carabidae
Cicindelidae
Noteridae
Hydrophilidae
Leiodidae
Staphylinidae
Histeridae
Glaresidae
Melolonthidae
Passalidae
Scarabagidae
Buprestidae
Cantharidae
Elateridae
Lampyridae
Lycidae
Anobiidae
Dermestidae
Aderidae
Byturidae
Coccinelidae
Erotylidae
Nitidulidae
Phalacridae
Meloidae
Oedemeridae
Tenebrionidae

Adephaga Carabaeoidea

Polyphaga Hydrophiloidea

Staphylinoidea

Histeroidea
Scarabaeoidea

Buprestoidea
Elateroidea

Bostrichoidea

Cucujoidea

Tenebrionoidea

Chrysomeloidea Cerambycidae
Chrysomelidae

Curculionoidea Brentidae
Curculionidae
Scolytidae

Finalmente este estudio demuestra que existe una fuerte
dindmicaestacional en lariquezadelasfamilias encontradas,
lo cual puede estar muy relacionado con ladinamicapropiade
losrecursos o con un mecanismo dedilucion delacompetencia.
A pesar de presentarse esta fuerte dinamica estacional, la
estructura de los roles tréficos se mantiene relativamente
estable, lo cual esta sefialando laimportanciade laregulacion
delosmismoscon respecto alafuncionalidad de un ecosistema;
a pesar de aparecer y desaparecer diferentes familias del
ensamblaje, siguen existiendo familias que cumplen con los
roles necesarios para mantener esta funcionalidad en el
ecosistema.
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Avispas no polinizador as asociadas a Ficus andicola (M or aceae)
en la Cordillera Central de Colombia

Non-pollinating fig wasps associated with Ficus andicola (Moraceae) in the Central Andes of Colombia
WILLIAM CARDONA?, PATRICIA CHACON DE ULLOA2?, GUSTAVO KATTAN?

Resumen: En € interior delasinflorescencias (siconos) delosFicus se pueden encontrar varias especies de avispas que
se desarrollan. Entre estos insectos se encuentra el polinizador, que por |o general es una sola especie, mientras que las
otras avispas no ofrecen ningn beneficio a arbol y por el contrario pueden producir efectos negativos sobre € nimero
desemillasy polinizadores producidos. En este trabajo se estudi6 |acomposicién delafaunade avispas no polinizadoras
asociadas a Ficus andicolaenlaCordilleraCentral de Colombia. Se examinaron 418 siconos que fueron recol ectados de
12 arboles; las avispas que emergieron de cada uno de ellos se contaron y separaron por morfoespecies. El 46,5% de las
floresde F. andicola produjeron semillasy el 53,5% avispas. Se encontraron 22 morfoespeci es de avispas no polinizadoras
emergiendo delossiconosdeF. andicola. Lasocho masfrecuentesfueronidentificadasanivel de género. Lasmorfoespecies
mas abundantes, la cuales estuvieron presentes en mas del 40% de los siconos, fueron en su orden, ldarnes sp.1,
Heterandrium sp. e ldarnes sp.2. Lamayoria de las morfoespecies fueron encontradas en menos del 10% delos siconos.
Basados en curvas de acumulacion de especies las 22 morfoespecies encontradas representan el 88% de las esperadas
para F. andicola.

Palabras clave: Avispas de los Ficus. Agaonidae. Pegoscapus. |darnes. Heterandrium.

Abstract: Several species of wasps may develop inside the inflorescences (figs) of Ficus spp. These speciesinclude the
pollinator, usually a single species, while the other species do not provide any benefits to the tree; instead, they may
affect negatively the number of seeds and pollinators produced. In this work we studied the composition of the non-
pollinating fig wasp faunaassociated with Ficus andicolain the Central Cordilleraof the Colombian Andes. We examined
418 figs that were collected from 12 trees; the wasps that emerged from each one were counted and separated into
morphospecies. A total of 46.5% of flowers produced seeds and 53.5% produced wasps. Twenty-two morphospecies
were found emerging from figs of F. andicola. The eight most abundant were identified to genus. The most abundant
morphospecies, which were present in more than 40% of figs, were ldarnes spl, Heterandrium sp. and Idarnes sp2.
Most wasp species were found in less than 10% of figs. Based on species accumulation curves, the 22 morphospecies
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found represent 88% of the expected number of species for F. andicola.

Key words: Fig wasps. Agaonidae. Pegoscapus. |darnes. Heterandrium.

Introduccién

Entre los &boles del género Ficusy las avispas de lafamilia
Agaonidae existe unarel acion mutualistadetipo obligado. Esta
situacin se presenta porque dichas avispas son las Unicas que
pueden polinizar las flores de los Ficus; las avispas a su vez
solo pueden desarrollarseen € interior delasfloresfemeninas
de estos arboles (Janzen 1979; Wiebes 1979; Ramirez 1974,
1976). Lainflorescenciadelos Ficusesun receptacul o cerrado
en forma globular denominado sicono. Solo hay una via de
acceso asu interior, através de un pequefio tunel formado por
escamas estrechamente superpuestas, que se encuentran en su
parte apical formando el ostiolo (Berg 1989; Galil y
Eisikowitch 1968). Los Gnicos insectos con adaptaciones
estructurales y morfolégicas que les permiten pasar a través
del ostiolo son las avispas de la subfamilia Agaoninae, por 1o
tanto son las Uinicas que pueden tener contacto directo con las
flores y polinizarlas (Janzen 1979; Wiebes 1979; Ramirez
1976, 1974). Anteriormente se creiaquelarelacion entre Ficus
y agaonidos era altamente especifica, de tal manera que, por
cada especie de Ficus habiauna especie de agaonido (Ramirez

1970). Sin embargo, nuevos estudios han encontrado algunas
excepcionesy actual mente se conocen varios casos en los que
una especie de Ficus puede ser polinizada por més de una
especie de avispa, y una avispa puede polinizar mas de una
especiedeFicus, aunque esmésfrecuentee primer caso (Cook
y Rasplus 2003; Molbo et al. 2003; Michaloud et al. 1996;
Kerdelhue et al. 1997).

Lapolinizacién del arbol y lareproduccién de las avispas
se da a través de un ciclo sincronizado (Galil y Eisikowitch
1968). Cuando lasfloresfemeninas estén receptivas, lasavispas
hembras entran cargadas de polen, pasando através ddl ostiolo,
proceso en el cua pierden sus aas, partes de las patas y las
antenas (Ramirez 1976; Wiebes 1979). Las flores femeninas
de los Ficus presentan una gradacion continua en e tamafio
del estilo (Bronstein 1988; Otero y Ackerman 2002), lasavispas
ponen sus huevosintroduciendo su ovipositor atravésde este,
pero solo pueden poner huevos en las quetienen el estilo més
corto que sus ovipositores; las flores en las que no pueden
poner loshuevos, por tener e estilo largo, son las que producen
las semillas (Ramirez 1976; Wiebes 1979; Herre 1989; Nefdt
y Compton 1996). Después de la oviposicion, las hembras

1 Autor para correspondencia: Bidlogo, Universidad del Valle. Fundacion EcoAndina/ WCS - Programa Colombia. Apartado Aéreo 25527 Cali, Colombia.
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mueren en €l interior del sicono. Laslarvasinducen agallasen
los ovarios, alli llevan a cabo la fase de desarrollo
alimentandose del tgjido de los 6vulos (Galil y Eisikowitch
1968). Cuando las semillas y las avispas han culminado su
fase dedesarrollo, los machos emergen, fertilizan alashembras
y abren huecos en la pared del sicono por donde las hembras
pueden salir. A continuacién emergen las hembras, para este
momento las flores masculinas estan maduras, por lo tanto las
hembras tienen contacto con e polen antes de abandonar el
sicono en busca de otro que esté receptivo para empezar de
nuevo el ciclo (Herre 1989; Galil y Eisikowitch 1968).
Dentro delossiconos se desarrollan otras avispas que nunca
tienen contacto directo con lasfloresfemeninasy por lo tanto
no las polinizan (Janzen 1979). Estas avispas pertenecen alas
familiasAgaonidae, Eurytomidae, Orymidae, Pteromalidae y
Torymidae y se les conoce como avispas no polinizadoras de
losFicus (Boucek 1993). Pueden ser desde s mplescomensales,
hasta parasitos que afectan €l nimero de semillas y avispas
polinizadoras que se desarrollan en los siconos. El nimero de
especies de avispas asociadas a una especie de Ficus puede
variar entre 3y 30 especies (Bronstein 1991; Compton y Nefdt
1990; Compton y Hawkins 1992; Kerdelhue y Rasplus 1996;
Boucek et al. 1981). Estas avispas dependen de la presencia
del polinizador para su desarrollo ya que por lo general los
siconos en los que no estan presentes son abortados por €l
arbol. Ademés, |la mayoria de las avispas usan los huecos
abiertos en la pared del sicono por €l polinizador para poder
abandonarlo (Bronstein 1991; K erdel huey Rasplus 1996; West
et al.1996). L as avispas no polinizadoras de los Ficus pueden
ser ubicadas en tres gruposfuncionales (Cook y Rasplus 2003):
1) avispas queinducen agallasgrandesy sus parasitoides, estas
avispas son mucho mas grandes que los polinizadores y
ovipositan desde afuera, durante o antes de la polinizacién.
Algunasinducen agallasgrandesen lapared internadel sicono
y las otras son parasitoides de estas. Se presentan en pocos
siconos y en bagja cantidad. 2) avispas que inducen agallas
pequefias, también ovipositan desde af uera durante o después
de la polinizacién. Inducen agallas en las flores femeninas y
estén presentes en la mayoria de los siconos en medianas a
grandes cantidades.3) parasitos internos: estan presentes solo
en el vigjo mundoy entran atravésdel ostiolo al tiempo quelo
hace el polinizador. Ovipositan en las flores femeninasy son
encontradas en pocos siconos, pero pueden ser muy abundantes.
Existen aproximadamente 750 especies de Ficus en el
mundo, de las cuales cerca de 125 se encuentran en América;
lamayoriadelos Ficusdelaregién neotropical estén asociados
con bosgueshiimedos detierras bagjas (Berg 1989). Lamayoria
de los estudios han sido enfocados sobre esas especiesy solo
se conoce la fauna asociada a una fraccion de ellas (Wiebes
1995; Herre 1996; Schiffler 2002; West y Herre 1994; West et
al. 1996). En Colombia no se conoce la fauna de avispas
asociadas a hinguna especie de Ficus, pues hasta el momento
lostrabajosrealizados en e pais se han enfocado en subiologia
floral (Martinez 1981; Ramos 1985; Largacha 1997). Ficus
andicola Standl, es una especie de tamafio mediano que crece
principalmente en los bordes del bosque y en zonas abiertas,
la maxima altura que alcanza es de aproximadamente 15my
es una especie de Ficus muy abundante (L. Valenzuela datos
sin publ.). Los siconos de F. andicola son peduncul ados, con
brécteas basales carnosas | as cual es permanecen hasta que €l
fruto madura (Ramos 1985); su especie polinizadora es
Pegoscapus aff. silvestre, la cual presenta un marcado
dimorfismo sexual, las hembras son de color negro, con alas

transparentes y cabeza en forma de pala, mientras que los
machos son de color amarillo pélido transparente, carecen de
alas, poseen organo copulador retractil, cabeza grande,
mandibulas fuertes, €l primer par de patas es cavador y €l
segundo par casi vestigial (Ramos 1985; Jansen y Sarmiento
en prensa). El objetivo de este trabajo fue determinar la
composicién delafaunade avispas no polinizadoras asociadas
aF. andicola como un aporte al conocimiento de este sistema
para futuros estudios sobre su ecologiay relaciones.

Materialesy M étodos

El trabajo sellevd acabo entre los meses de febrero y octubre
de 2004 en € Santuario de Fauna 'y Flora Otin Quimbaya
(4°43' 43N, 75°34'42"W), localizado en el municipio de
Pereira, Risaralda, en la vertiente occidental de la Cordillera
Central, a elevaciones entre los 1.800 y 2.100 m (Londofio
1994). El régimen delluvias esbimodal, con val ores maximos
en abril y octubre y promedio anual de 2.500 mm; la
temperatura promedio anual es de 15°C (Aguilar y Rangel
1994). El &rease encuentra cubiertapor un mosaico de bosgue
natural maduro poco intervenido, bosque secundario formado
por regeneracion natural y plantaciones monoespecificas de
urapan (Fraxinus chinensis) y roble (Quercus humboldtii)
(Galeano y Bernal 1994).

Inicialmente se buscaron y marcaron los individuos de F.
andicola en lazona de estudio y se les hizo seguimiento para
observar la produccion de frutos. Se colectaron entre 31y 35
siconos de cada arbol en la fase en la que las avispas habian
empezado aemerger, pero que aln no abandonaban el sicono.
L os siconos colectados se llevaron al [aboratorio, se abrieron
longitudinalmente y posteriormente se pusieron en frascos
plasticos individuales tapados con unamalladetela, que asu
vez estaba sujetada al frasco con unabanda elastica.

Una vez las avispas habian terminado de emerger (dos o
tres dias después) se colectaron y conservaron en etanol al
70%. Posteriormentelas avispas se separarony seidentificaron
a género las mas frecuentes, utilizando la clave de Boucek
(1993). Las morfoespecies fueron separadas usando las
caracteristicas més evidentes, como por gemplo tamafio,
longitud del ovipositor y patrones de coloracién. Las semillas
se separaron raspando la pared del sicono, se dejaron secar
por 24 horas y posteriormente se contaron en su totalidad a
través de un microscopio estereoscopico.

Seevalud laeficienciadel muestreo mediantelaobtencion
de curvas de acumulacién de especies, usando € programa
EstimateS 6.0b1 (Colwell 2000), con 100 aleatorizaciones.
Aunquetodos|os estimadores presentaron un comportamiento
similar se utilizd el no paramétrico Chao 2 por ser considerado
uno delos menos sesgados (Colwell y Coddington 1994). Este
estima el nimero de especies esperadas considerando la
relacion entre el nimero de especies Unicas y € nimero de
especies duplicadas (Moreno 2001).

Resultados

De 96 arboles de F. andicola registrados en lazonade estudio
durante 10 meses, se muestrearon 12 que produjeron siconos.
En total se colectaron 418 siconos, con un promedio de 35 por
arbol. De todos | os siconos recol ectados emergieron avispas.

El 53,5% delasfloresde F. andicola desarrollaron avispas,
mientrasque el 46,5% restante produjeron semillas. El nimero
promedio de avispas polinizadoras no difiri6 significativamente
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del nimero de semillas producidas por cadasicono (t = - 0,86,
g.1.=417,P>0,05). Por otraparte, €l nUmero total de avispas
(polinizadoras y no polinizadoras) fue significativamente
mayor que el nimero de semillas producidas (t = - 4,16, g.1. =
417, P<0,001) (Tabla 1).

Las avispas no polinizadoras estuvieron presentes en 11
de los 12 éarboles estudiados y en el 73% de los siconos. El
numero promedio de avispas no polinizadoras por arbol fue
altamente variable (Tabla 2). Se encontraron algunos arboles
con alto nimero de avispas no polinizadoras (hasta 44
individuos), mientras que otros presentaron nUmeros muy bajos
(unindividuo).

Se encontraron 22 morfoespecies de avispasen los siconos
deF. andicola, pertenecientes atres subfamilias de Agaonidae
y a las familias Torymidae y Pteromalidae. Las ocho
morfoespecies mas frecuentes fueron identificadas hasta el
nivel de género (Tabla 3), estas representan €l 99% de todas
las avispas no polinizadoras encontradas y en conjunto
estuvieron presentesen €l 73% delossiconos, esdecir entodos
los que produjeron avispas no polinizadoras. Sélo cuatro
morfoespeci es de avispas no polinizadoras estuvieron presentes
en mas del 10% de los siconos. De estas solo Idarnes sp. 1,
Idarnes sp. 2 y Heterandrium sp. emergieron de méas del 40%
delos siconos. Launicamorfoespecie que emergié de masdel
50% de los siconos fue Idarnes sp. 1 (Fig. 1). De acuerdo a
grupo funcional, el mayor nimero de avispas no polinizadoras
fueron las que inducen agallas pequefias, presentes en
aproximadamente el 70% de los siconos. Las avispas que
inducen agallas grandes estuvieron presentes en el 19%y sus
parasitoides, en este caso Physothorax sp., solo en el 7%. La
curva de acumulacion de especies muestra que se encontro
aproximadamente el 88% de las morfoespecies esperadas para
F. andicola (Fig. 2).

Discusion

Se encontraron 22 morfoespeci es de avispas no polinizadoras
desarrollandose en una ata proporcién de los siconos de F.
andicola. Este nimero se refiere a las morfoespecies y es
posible que representen un nimero menor de especies. De
cualquier manera esta cantidad esta dentro del intervalo
conocido de avispas asociadas aunaespecie de Ficus. Compton
y Hawkins (1992) encontraron que €l nimero puede variar
entretresy 30 para 24 especies deFicus estudiados en Africa.
Compton y Nefdt (1990) reportan cinco especies asociadas a
F. burtt-davyi en Sur Africa, mientras que en Costade Marfil,
Kerdelhue y Rasplus (1996) encontraronen F. sur y F. vallis-
choudae 10 y cuatro especies respectivamente. Boucek et al.
(1981) encontraron 28 especies de avispas no polinizadoras
asociadas a los siconos de F. thonningii en Zimbabwe.
Bronstein (1991) registro tres especies en los siconos de F.
pertusa en Costa Rica, mientras que en Brasil se encontraron

Tabla 1. NUmero de avispas asociadas y semillas producidas en
siconos (n = 418) de F. andicola. EE = Error estandar.

Promedio + EE Intervalo
Avispas polinizadoras 90+28 0-298
Avispas no polinizadoras 17+0,8 0-85
Total de avispas 107+ 25 8-298
Semillas 93+27 0-330

tres géneros de avispas asociados a F. mexiae (Schiffler 2002).
Es posible que €l ato nimero de morfoespecies encontradas
en este estudio se deba a esfuerzo de muestreo, que como lo
muestralafigura2, permitié registrar €l 88% delas esperadas.
Lamayoriade |as morfoespecies encontradas, solo estuvieron
presentesen menos del 4% delossiconos. Esto podriaimplicar
que estas sol 0 sean oportunistasy que no dependen Unicamente
de F. andicola para su reproduccion. Las morfoespecies més
comunes, probablemente si tengan un mayor grado de
especificidad y de dependencia sobre esta especie. Dentro del
género Ficus existen tanto especies monoicas como
ginodioicas, estas Ultimas desarrollan flores masculinas y
femeninas en algunos arboles y solo flores femeninas en los
otros (Janzen 1979; Wiebes 1979). En el Neotropico
Unicamente se encuentran especies de Ficus monoicos (Berg
1989). En general se haencontrado que las especies de Ficus
monoicas presentan un mayor nimero de especies de avispas
no polinizadorasy unamayor tasade parasitismo (Patel 1998;
Weiblen et al. 2001).

Se encontré un alto nimero de avispas del género Idarnes,
que ha sido reportado como € més comun de las avispas no
polinizadoras en los Ficus del subgénero Urostigma, a cua
pertenece F. andicola (Gordh 1975; West y Herre 1994; West
et al.1996). El género Heterandrium ha sido encontrado con
poca frecuencia en los Ficus del subgénero Urostigma y es
poco lo que se conoce de su biologiay del efecto que puede
causar sobre los miembros del mutualismo (West et al.1996).
Otras especiesmenos abundantes son lasformadorasde agallas
grandes y sus parasitoides (Aepocerus, Physothorax y
Ficicola), las cualesfueron encontradas en bajas proporciones
en este estudio. El grupo funcional al cual pertenece cada
morfoespecie de avispano polinizadora, juega un importante
papel enlasrelacionesy ecologiade sistema. Por giemplolas
avispas del género Idarnes (grupo carme) son formadoras de
agallas en las flores femeninas, estas por lo tanto compiten
con los polinizadores por lugares de oviposicion y se ha
encontrado que pueden afectar negativamente su nimero (West
y Herre 1994). Las avispas del género Heterandrium, utilizan
el mismo recurso pero no suelen ser abundantes. En este caso
fue la segunda morfoespecie més frecuente y por lo tanto es
posible que pueda causar un efecto similar a las avispas del
género Idarnes. Las formadores de agallas grandes, en este

Tabla 2. Abundancia de avispas no polinizadoras en siconos de F.
andicola. EE = Error estandar.

Avispasno polinizadoras

N° de
Arbol siconos Promedio +EE Intervalo

1 34 0 0 0

2 36 34 211 10-71
3 36 7 1,18 0-26
4 36 19 2,22 4-52
5 31 30 3,52 1-73
6 36 23 2,73 3-85
7 37 1 0,05 0-1
8 34 44 1,68 23-73
9 35 1 0,69 0-18
10 35 8 1,98 0-51
11 34 16 1,72 4-46
12 35 27 2,01 5-63
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Tabla 3. Avispas méas comunes que se desarrollan en los siconos de F. andicola.

Familiay Género (grupo) Forma delos machos* Recur so utilizado*
subfamilia
Agaonidae
Agaoninae Pegoscapus sp. Apteros Induce agallas en |as flores femeninas
Sycophaginae Idarnes sp. 1 (carme) Apteros Induce agallas en |as flores femeninas
Idarnes sp. 2 (flavicollis) Apteros Induce agallas en |as flores femeninas
Idarnes sp. 3 (Incerta) Alados Induce agallas en la pared del sicono
Anidarnes sp. Alados Induce agallas en la pared del sicono
Ctitesellinae Aepocerus sp. Dimorficos: Induce agallas en la pared del sicono
alados de dos tamarios.
Heterandrium sp. Dimorficos: pterosy alados  Induce agallas en las flores femeninas
Torymidae Physothorax sp. Alados Parasitoides de Aepocerus spp.
Pteromalidae Ficicola sp. Alados Desconocido

* Adaptado de West et al. (1996).

caso las del género Aepocerus, ldarnes (grupo incerta) y
Anidarnes, cuando estan presentes en grandes nimeros pueden
también tener efecto negativo sobre las semillas o los
polinizadores. Para el caso de Aepocerus, cuando ha sido
encontrado en cantidadesimportantes, los resultados sugieren
que pueden tener efectos negativos sobre el nimero de semillas
y polinizadores (West et al. 1996). Los parasitoides de las
formadoras de agallas grandes, pueden tener importancia en
la dindmica poblacional de sus hospederos pero no
necesariamente tendrian un efecto directo sobre los
polinizadoreso las semillas. En este caso se encontré unabaja
proporcion de avispas del género Physothorax, las cuales son
parasitoides de Aepocer us spp.

Normalmente los siconos en los cuales las flores no han
sido polinizadas son abortados por el arbol, pero se ha
observado que algunas especies de avispas no polinizadoras
pueden inducir la maduracion de los frutos (Bronstein 1991;
Kerdelhue y Rasplus 1996; West et al. 1996). En €l presente
estudio se encontraron dos siconos en los que, a pesar de que
no habian ingresado avispas polinizadoras, fueron retenidosy
sedesarrollaron avispas ho polinizadoras dentro de el os. Estos
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Figura 1. Frecuenciade aparicion delas avispas no polinizadoras en
los siconos de F. andicola.

dos siconos tenian en com(n a Anidarnes sp., Ficicola sp. y
Aepocerus sp., 1o que sugiere que una de estas tres
morfoespecies puede inducir la maduracién del fruto. Por lo
observado en otros estudios, se esperaria que dicha
morfoespeci e sea Aepocer us sp., puesto que otras especies de
este género inducen la maduracién de los siconos no
polinizados en F. popenoei, F. dugandi y F. trigonata en
Panama (West et al. 1996). Por el método utilizado no se pudo
saber si estas avispas hubieran podido abandonar el siconosin
lapresenciade polinizadores. Sin embargo, se pudo observar,
como ya habia sido sospechado por West et al. (1996), quelos
machos de Aepocerus sp. pueden abrir huecos en la pared del
sicono. Ademas, se observd que estos huecos son abiertos desde
el interior de la agalla en la que se desarrollaron.

Una de las preguntas centrales en e estudio del sistema
Ficus - Agaonidae es como éste ha podido perdurar a través
del tiempo a pesar de que entre los miembros del mutualismo
existe un conflicto de intereses (Machado et al. 2001). Este
conflicto se da porque las avispas se desarrollan en las flores
femeninas aexpensasdelas semillas, por |0 tanto, un aumento
en el nimero de polinizadores disminuye e nimero de semillas
producidas (Herre y West 1997). Sin embargo, este sistema
gue surgié hace aproximadamente 90 millones de afios
(Machado et al. 2001) ain perdura, lo que indica que existen

Morfoespecies observadas

25% | e

Numero de morfoespecies

T T T v . . T d
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Namero de siconos

Figura 2. Curva de acumulacion de morfoespecies observadas y
estimadas por Chao 2 para las avispas no polinizadoras que se
desarrollan en siconos de F. andicola.
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mecanismos que regulan la produccion de avispas, evitando
gue el sistema colapse (West y Herre 1994; Nefdt y Compton
1996). El patron general observado en especies de Ficus de
tierrasbajas, esquelaproporcién defloresdelas que emergen
polinizadores esta entre 0,45 y 0,55 (Herre 1989). Para F.
andicola la proporcion también fue de 0,45, es decir, que de
alguna manera €l arbol conserva aproximadamente la mitad
delas flores parala produccion de semillas. Lasfloresen las
gue se desarrollan las hembras polinizadoras pueden verse
COomo una inversion, ya que estas son las encargadas de
dispersar el polen y por lo tanto representan la funcién
masculinadel arbol. El verdadero costo estarepresentado por
la potencial pérdida de semillas o hembras polinizadoras,
debidaalaproduccion de machos polinizadoresy especiesde
avispas que no proveen el servicio de polinizacién (Herre
1989).

El nimero de avispas no polinizadoras tiene una alta
variacion entre arboles, esta variacion es comdn y se ha
encontrado en otras especiesde Ficus (West et al. 1996). Dicho
patron podria ser explicado por variaciones locales en la
abundanciadeavispas no polinizadorasy de siconosreceptivos
y por lafenologiade fructificacion de sus arboles hospederos
(Patel 1998; Nefdt y Compton 1996; West et al. 1996). Para el
caso de F. andicola estas variacioneslocal es también estarian
controlando dichas diferencias. Por gjemplo, si hay muchos
arboles en los que estén emergiendo las avispas (fase
masculing), entonces habra un mayor nimero de avispas
disponibles para ovipositar en |os siconos que se encuentren
receptivos (fasefemenina). Por otraparte, € nimero de siconos
receptivos también tendriaun efecto determinante, s hay muy
pocos en un momento en €l que hayaun ato ndmero deavispas,
entonces habraunamayor cantidad ovipositando enlossiconos.
La ata variacion en el nimero de avispas no polinizadoras
podria ser una explicacion para que las avispas polinizadoras
mantengan unapoblacion viable. En este caso, losarboles que
no reciben avispas no polinizadoras estarian actuando como
fuente de polinizadores, mientras que los arboles con alto
numero de no polinizadores lo harian como sumidero.

A pesar de que €l sistema Ficus - Agaonidae ha sido muy
estudiado en algunas localidades, todavia quedan muchos
aspectos por explorar, sobre todo acerca del papel que las
avispas no polinizadoras juegan. Ficus andicola representa
un buen modelo para futuros estudios ya que es una especie
abundante y de fécil acceso, ademas posee una ampliafauna
de avispas de la que se podria estudiar la dindmica de sus
interacciones. También ofrece la oportunidad de conocer mas
sobre la biologia de |as especies de avispas no polinizadoras,
como por gemplo la del género Heterandrium, que ha sido
poco frecuente en los estudios anteriores, pero en este caso
resulto ser la segunda morfoespecie mas abundante.
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Diferenciacion morfolégica 'y molecular de especies de crisdpidos
(Neuroptera: Chrysopidae)

Morphological and molecular differentiation of lacewing species (Neuroptera: Chrysopidage)

PATRICIA CADENA?, FERNANDO ANGEL? LUISA. GOMEZ3, RANULFO GONZALEZ*

Resumen: En el Valle del Cauca (Colombia), se estudio la distribucion eidentificacion de las especies més abundantes
de crisdpidos en zonas donde se cultivalacafade azlicar (Saccharumspp.) con mayor intensidad. Asi, se han determinado
las especies que podrian ser utilizadas paracontrarrestar el efecto del pulgén amarillo Spha flava (Hemiptera: Aphididag)
sobre la produccion total de la cafia de azlcar. Aunque las especies y morfotipos del presente estudio son separados
utilizando caracteres morfoldgicos, se evalud la validez de dichos caracteres. Para esto, se realiz6 una diferenciacion
morfol 6gi ca mediante genitaliainternay unadiferenciacién molecul ar, empleando latécnica PCR-RFL P sobrelaregion
18S del ADN ribosomal, de 11 especies de tres géneros de la familia Chrysopidae (Ceraeochrysa, Chrysoperla y
Leucochrysa), algunas delas cual es podrian ser importantes como agentes de control biolégico del pulgén amarillo dela
cafia de azlicar, S. flava. Los caracteres empleados resultaron ser Utiles para distinguir las especies. En el caso de la
genitalia interna, mostraron diferentes patrones de las estructuras. En el caso de los datos moleculares, las especies
fueron diferenciadas utilizando sol o unacombinacién deiniciadoresNS paralaamplificacion del ADN y ladigestion del
amplificado producida con una enzima de restriccion (NS5-NS6+Dral). Esta informacién se adiciona al conocimiento
taxonémico que se tiene sobre la familia, ademas puede ayudar a resolver problemas sisteméticos al interior de los
géneros.

Palabras clave: Genitalia. ADN ribosomal. Taxonomia. Subunidad 18S.

Abstract: In the Cauca Valey (Colombia), the distribution and identification of the most abundant lacewing species
were studied in zones where sugar cane (Saccharum spp.) is cultivated. It has therefore been possible to determine the
species that could be used to counter the effect of the yellow aphid Spha flava (Hemiptera: Aphididag) on the overall
production of sugar cane. Although the lacewing species and morphotypes in the current study can be separated using
morphological characters, the validity of those characters was studied. To do that, we established a morphological
differentiation using internal genitalia and a molecular differentiation using a PCR-RFLP analysis of the 18S rDNA
region of 11 speciesfrom three genera of the family Chrysopidae (Ceraeochrysa, Chrysoperla, and Leucochrysa), some
of whom could be important biological control agents of the yellow sugar cane aphid S. flava. The characters used
proved to be useful for distinguishing the species. In the case of internal genitalia, there were different patterns of the
structures. In the case of molecular data, the species were differentiated using only one combination of NS primers for
the DNA amplification, followed by digestion of fragments with a restriction enzyme (NS5-NS6+Dral). These results

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9339

add to the taxonomic understanding of the family, and may help resolve systematic problems within the genera.

Key words: Genitalia. ribosoma DNA. Taxonomy. 18S rDNA region.

Introduccién

El pulgén amarillo Spha flava (Forbes, 1884) (Hemiptera:
Aphididae) es una plaga de ataincidencia en el rendimiento
total dela cafiade azlcar. De acuerdo con el uso dediferentes
alternativas para su manejo, se han considerado depredadores
delafamiliaChrysopidae, algunosdelos cual es se encuentran
en la cafa de azlicar, mientras que otros se localizan en
diferentescultivos.

Chrysopidae es una de las familias més grandes del orden
Neuropteray delas masimportantes en términos econémicos.
En los bosques tropical es humedos, | os crisopi dos sobrepasan
alos mirmel edntidos en riqueza de especies, mientras que estos
ultimos presentan mas especies en zonas &ridas (Penny 2002).
Brooks y Barnard (1990) citaron cerca de 1200 especies y
subespecies reconocidas, clasificadas en 86 géneros y
subgéneros. Este grupo de insectos se encuentran dentro de

losmaseficaces depredadores, debido aquelalarvaseadimenta
de huevos, larvas y adultos de una gran diversidad de
hemipteros fitéfagos y de otros insectos relativamente
sedentarios (Penny 2002). Algunas larvas de esta familia
presentan proyecciones toracicas y setas largas, que usa para
sujetar |os exoesguel etos secos de su presa'y desechos sobre
su cuerpo, lo cual le sirve para protegerse de predadores y
parasitos. Los adultos se alimentan de otros insectos, néctar y
polen (Penny 2002). Se ha registrado que las larvas de
Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861) y Chrysoperla externa
(Hagen, 1861) sealimentaagresivamentede 13y 21 plagasde
cultivosimportantes respectivamente. Delos ocho génerosde
crisopi dos que se han encontrado en lostrépicos, Chrysoperla
y Ceraeochrysa, parecen ser los que poseen €l potencia mas
grande para usarse en control bioldgico (Albuquerque et al.
2001).
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La taxonomia de esta familia no es muy estable ya que
muchas especies constantemente son descritas y las especies
previamente descritas son reexaminadas, facilitando
asignacionesgenéricasy reconociendo sinonimias. Enlaregion
Neotropical, lagran mayoria de especies fueron descritas por
Banksy Navas, sin utilizar genitalia; ademas muchas de sus
especies, sedescribieron con base sdlo en hembras, 0 sobreun
espécimen tipo que careciade abdomen (Adamsy Penny 1987).
Ramirez (2002) establecio que las especies de Chrysopidae
maés frecuentes y mas ampliamente distribuidas en €l zona de
estudio en el Valle del Cauca fueron Ceraeochrysa claveri
(Navés, 1911), Ceraeochrysa cubana, Chrysoperla externa;
las especies nativas con mayor capacidad de depredacion de
individuos de pulgon amarillo fueron Ceraeochrysa cubana,
Ceraeochrysa claveri, Chrysoperla externa y Leucochrysa
sp. 2.

Aunque existen claves de determinaci én taxonémica para
la familia Chrysopidae, la diferenciacion de las especies
requiere un examen cuidadoso pues algunos géneros son muy
uniformes morfol 6gicamente, pero su eficienciaen el manegjo
dedeterminada plaga puede ser tal que se presenten diferencias
significativas que determinen el éxito de un programa de
control. La introduccién de especies determinadas inco-
rrectamente puede constituir un serio problemasi el insecto a
controlar en & programade control biol 6gico no estdasociado
con la especie usada o no se adapta a las condiciones locales
del sitio de liberacion (De Almeiday Stouthamer 2003).

Dado que las especies de Chrysopidae encontradas en el
Valle del Cauca poseen caracteristicas morfol 6gicas externas
variables, se consideraron otros métodos de diferenciacion,
talescomo marcadores mol ecularesy marcadores morfol 6gicos
como lagenitaliainterna, con mirasacorroborar lavalidez de
los caracteres morfol Ggicos externos, ademas para esclarecer
la determinacion de algunos morfotipos que no han sido
reconocidos hasta especie, contribuyendo al conocimiento
taxonomico de lafamilia.

Comparada con la morfologia externa, la variabilidad
interespecifica de la genitalia es tan grande y caracteristica,
gue algunos autores no han ilustrado otras partes del cuerpo.
Lagran divergenciaen lamorfologia de lagenitalia entre las
especieseslareglaen insectos, y enlamayoriade los grupos;
lostaxénomos usan lagenitalia (especialmentelagenitaliadel
macho) paraladeterminacion delasespeciesy su clasificacion.
Un articulo de larevista alemana de entomol ogia Tijdschrisft
voor Entomologie, mostré que de 26 articul os taxonémicos,
la genitalia juega un papel prominente en 23 (Schilthuizen
2003).

Por otro lado, la utilizacién de marcadores moleculares es
ampliamente usada paradiferenciar especiesmuy relacionadas
y en muchos casos solo una region del ADN es usada,
dependiendo delos propdsitos delainvestigacion (Caldeiraet
al. 2003). Recientemente, diferentes regiones del ADN
ribosomal han sido propuestas para ser usadas en estudios
moleculares como una herramienta adicional a la
caracterizacion morfolégica. Este método incluye el andlisis
de laregion 18S, y las regiones ITS1 (Internal Transribed
Spacer) e ITS2 del ADN ribosomal através de lareaccién en
cadena de la polimerasa, la cual utiliza iniciadores que
amplifican estas regiones. Sin embargo, debido al alto
polimorfismo intraespecifico y alos patrones complejos que
se producen con este método, se puede ver restringido su uso
(Vidiga et al. 2002).

Combinadacon el uso del ADN ribosomal, latécnicaPCR-
RFL P permitediferenciar especiesmuy cercanasy en ocasiones
précticamente indistinguibles con un andlisis morfol égico
(Luchetti et al. 2005). Estaesunatécnicasimpley rapida, que
puede ser usada como una herramienta auxiliar en la
determinacion de las especies (Vidiga et al. 2002). Estas
técni cas pueden ser mas Gtiles al momento dediferenciar entre
especies de un grupo particular de cierta zona, cuando se
pretende evaluar la dispersion de un parasitoide liberado y
estudiar el parasitismo siguiendo las liberaciones, estudiar la
composicién de especieshermanas, y paradiferenciar especies
muy relacionadas (Silvaet al. 1999).

Se planteo la necesidad de realizar una diferenciacion
molecular dadasu utilidad como unmediorgpidoy eficaz para
encontrar marcadores especificos (Arnold et al. 1991;
Wilkerson 1995), asi como una diferenciacion morfoldgica a
partir de genitaliainterna, con miras a establecer marcadores
diagndsticos de las especies, para luego evaluar que tanto se
correlacionan estos datos con los obtenidos a partir de la
morfol ogiaexterna; estaaproximacion podriaarrojar resultados
maés confiables sobre € estatus de las especies de estudio. El
conoci miento que se obtenga, contribuye alainformacion que
sobre el manejo de plagas se esta generando y, en este caso,
sobre el manejo del pulgdn amarillo, buscando un tratamiento
integral que conlleve una reduccién de su incidencia en la
produccién comercial de la cafia de azlcar.

Materialesy M étodos

Material deestudio. Setrabajé tanto con especies criadas en
€l laboratorio de entomologia del Centro de Investigacion de
la Cafia de Azlcar de Colombia CENICARNA, como especies
recolectadasen el campo. Serealizaron recol eccionesmanuales
de crisopidos (Neuroptera: Chrysopidage) en lotes de cafia de
azlcar, yuca y citricos en CENICANA (3°21'51”N;
76°18'1"W) y en lotes de maiz en sitios al edafios, en lotes de
cafiaen el ingenio MAYAGUEZ (3°23'40"N; 76°19' 54" W),
y en lotes de maiz y yuca ubicados en € Centro Internacional
deAgriculturaTropical CIAT (3°30'27"N; 76°21' 26" W). Las
recolecciones se hicieron entre julio de 2004 y julio de 2005.

El estudio se realizé con 11 especies: Ceraochrysa sp. 1,
Ceraeochrysa sp. 2, Ceraeochrysa sp. 3, Ceraeochrysa
cubana, Ceraeochrysa claveri, Chrysoperlasp. 1, Chrysoperla
carnea (exotica), Chrysoperla rufilabris (exética),
Leucochyrsa sp. 1, Leucochyrsa sp. 2, y Leucochyrsa sp. 3y
seanalizaron jemplarestanto de campo como de laboratorio.
Se usaron diez ejemplares por especie (cinco machosy cinco
hembras), para un total de 110. Debido a que la abundancia
relativa de a gunas especies no era suficiente paraobtener todos
losindividuos que se necesitaban tanto paralaestandarizacion
como parael andisisfinal, fuenecesario criar algunas especies.

Determinacion de las especies a partir de caracteres
morfoldgicos. Se diferenciaron las especies a partir de
caracteres delamorfol ogiaexterna, usando laclave de Ramirez
(2002). Antes de realizar las pruebas molecul ares, también se
verificd ladiferenciacion delas especiesy morfotipos, usando
los dibujos de las estructuras de genitalia interna de machos
disponibles, tanto los de la literatura como los realizados
durante el estudio.
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Analisismolecular

Extraccion de ADN. Paralaextraccion de ADN se utilizo el
térax y parte del abdomen (aproximadamente s ete segmentos)
de cada uno de los ejemplares. Se sigui6 el método de
extraccion de Cheung et al. (1993) y se modificd de acuerdo
con la cantidad de tgjido a utilizar, que en este caso dependia
del tamafio del insecto. El tejido se macer6 en 300ul detampén
deextraccionfrio, y seadicionaron 75 ul de solucion Sarcosyl
5% para precipitar polisacéridos (Sharma et al. 2002). La
suspension se incubo por una hora en un bafio maria a una
temperatura de 65°C, invirtiéndose cada 10 minutos. Las
muestras se centrifugaron a 14.000 rpm por seis minutos a
20°C. Se pasb e sobrenadante a otro tubo y se le adicion6
168,75 ul de acetato de amonio 10M y 300 pl de isopropanol
frio, invirtiéndose varias veces y dejandolo a -20°C por dos
horas, para precipitar el ADN. Posteriormente |as muestras se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos a20°C, se descartd
el sobrenadante dejando el botén (ADN) y selavé con 300 ul
de etanol 70% (-20°C), invirtiendo el tubo varias veces,
teniendo cuidado de no desprender € precipitado. Se dej6 secar
por 20 minutos aproxi madamente atemperaturaambiente hasta
quee etanol seevaporaray seresuspendi6 en 100 ul detampon
TE. Finalmente se agregd acadamuestral,5 ul deribonucleasa
A (10 mg/ml) y seincubd a 37°C por 20 minutos. El ADN se
conservo a-20°C hasta su utilizacion.

Condiciones de la PCR. La PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) se llevd a cabo en un termociclador PTC-100
(Programmable Termal Controller) de MJResearch, utilizando
un volumen total de 12,5 ul, 17,5 ng de ADN, Tampon 1X,
dNTPs0,2mM, Iniciador A0,5uM, Iniciador B 0,5uM, BSA
0,1 ug, Tag polimerasa 1U, gjustado a 12,5 ul con H,O. Las
condiciones pararealizar laamplificacion del ADN ribosomal
fueron: un paso de denaturacion inicial a94°C de 2 minutos,
40 ciclos de denaturacion a94°C por 30 segundos, hibridacion
a57°C por 1 minuto, 30 segundos, extension a 72°C por 30
segundosy un paso de extension final a72°C por 10 minutos,
después del tltimo ciclo. En este caso se realizé un gjuste en
el perfil térmico delaPCR en €l paso de hibridacion.

Seleccién de combinacion deiniciador esNS. Paraamplificar
diferentes regiones de la subunidad 18S del ADN ribosomal,
se evaluaron 52 combinaciones de iniciadores NS (Nuclear
Small rDNA) y digestiones usando varias enzimas de
restriccion, en 11 muestras de ADN delos crisdpidos (unapor
especie). Delas 52 combinaciones, finalmente se seleccionaron
seis para evaluar la diferenciacion entre todas las especies,
utilizando 10 muestras de ADN por especie (Tabla 1). Los
amplificadosdeADN ribosomal se separaron por electroforesis

Tabla 1. Combinaciones de iniciadores NS y enzimas de restriccion
seleccionadas.

Combinacion deiniciadores Enzimaderestriccion

NS5-NS6 Mspl
NS5-NS6 Hindl
NS5-NS6 Dral
NS5-NS6 Haelll
NS3-NS4 Hindl
NS3-NS4 Dral

engelesdeagarosaal 1,2%Yy lasdigestiones posterioresfueron
separadasen gelesde agarosaal 1,7% utilizando un voltajede
100V en tampdn TAE 1X; los geles se prepararon en tampén
TAE 1X (Tris-&cido glacial écetico 0.04M; EDTA 0.001M),
usando Bromuro de Etidio (0,4 ig/ml para la tincién)
(Sambrook et al. 1989). La longitud de los productos de
amplificacion se estim@ por comparacién con un marcador
Lambda (&) digerido con laenzimaPstl. Las electroforesis se
realizaron en unacémarahorizontal MarcaGibco BRL, modelo
Horizon 20-25.

Analisis morfoldgico. Se siguié € método propuesto por
Henry et al. (1993), pero utilizando el mismo tratamiento para
machos y hembras. La porcion de tegjido se colocd en KOH
(10%), y sedejé en ebullicion de cinco a10 minutos. Después
selavo con bastante agua destilada'y setifié con dos gotas de
chlorazol black E (Sigma) (5%) dejandolo de dos a tres
minutos. Finalmente se lavd con agua destiladay se disecto.
Las genitalias se conservaron en viales con glicerina.

I dentificacion y esquematizacion de las estructuras de la
genitalia interna. Se emplearon estructuras de la genitalia
interna, tanto de machos como de hembras, féciles de observar
y reconocer, es decir que permitieran unadeterminacion répida
de las especies; gonarcusy gonapsistignumen el caso delos
machos, y esper mateca paralas hembras.

Se realizaron ilustraciones de todas las estructuras
empleando un microscopio SWIFT con un aumento 100X y
un micrémetro ocular. Laidentificacion delasestructurasy su
posterior esquematizacion se hicieron empleando como guia
diferentes articulos (Adams 1977; Henry 1983; Nufiez 1988;
Penny 2002; De Freitas 2003; Brooksy Barnard 1990; Henry
et al. 1993; Tauber et al. 2000; Kang-Zhen et al. 2004) que se
refieren alagenitaliainterna de algunos géneros de lafamilia
Chrysopidae.

Resultadosy Discusion
Analisismolecular

Extraccion deADN. El método de extraccion usado permitio
obtener la cantidad necesaria de ADN, tanto para la
estandarizacién como para € andlisis final con una cantidad
total promedio de 28,9 ug. Este método, también ha sido
empleado exitosamente para la extraccion de ADN de otros
artropodos como avispas del género Trichogramma
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Landry et al. 1993) y
varias especies de arafias de diferentes familias (Linyphiidae,
Theridiidae y Clubionidae) (A"Haraet al. 1998).

Amplificacion deADN ribosomal y seleccion deiniciadores
NS. Las diferentes combinaciones de iniciadores NS
permitieron la amplificacion de regiones especificas de la
subunidad 18S del ADN ribosomal de las especies de
crisopidos. Aunque las combinaciones de iniciadores
mostraban bandas intensas y reproducibles, casi todas las
combinaciones mostraron un patron monomorfico, una o dos
bandas de igual tamafio paratodas | as especies utilizando una
combinacion deiniciadores. Lasregionescodificantesdel ADN
ribosomal se encuentran altamente conservadas, por lo cual se
recomiendan cuando se pretende reali zar estudiostaxondmicos
o sistematicos en un nivel superior declasificacion (Hoy 1994;
Navgjaset al. 1992).
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Con una de las combinaciones y el amplificado digerido
con enzimas de restriccion (NS5-NS6+Dral), se logro
discriminar todas las especies utilizando sdlo los fragmentos
especificos, por lo cual, este ensayo es Util para arrojar un
diagndstico molecular enlazonade muestreo. Dado lo anterior,
se construy6 unaclave molecular paraladeterminacion delas
especiesdd estudio. El ensayo NS5-NS6+Dral mostré entotal
10 bandas para todas las especies (tres bandas en promedio
por especie). Delas 10 bandas, solo una se presento en todas
las especies (500 pb), cinco fueron Unicas por especiey las
cuatro restantes fueron variablemente compartidas por varias
especies. Estos resultados muestran el poder discriminante de
esteensayoy lautilidad parareconocer | as especies estudiadas.

Clave molecular para la determinacion de 11 especies de
crisopidos (Neuroptera: Chrysopidae), presentesen lazona
de muestreo. Informacion a partir de fragmentos digeridos
con la enzima Dral procedentes del ADN ribosomal
amplificado utilizando iniciadores NS5-N S6.

1. Presenciadebandade 100 pb ......cccooveireicineniceeeeee 2
1'. Ausenciadebandade 100 Ph........coccvrerrrernreneineneecreneenenes 6
2. Presenciade bandade 340 pb....... ......... Chrysoperla rufilabris
2. Ausenciadebandade 340 phP ... 3
3. Presenciadebandade412 pb ..................... Ceraeochrysa sp. 1
3. Ausenciadebandade 412 pb ..o 4
4. Presenciade bandade 430 pb .......cccceeeenene Ceraeochrysa sp. 3
4. Ausenciade bandade 430 ph........ccoeeieirinniinerneeee 5

. Presenciade bandasde 310y 200 pb ......... Ceraeochrysa sp. 2
5. Presenciade bandade 200 pb ................ Ceraeochrysa cubana
6. Presenciadebandade 310 ph ... 7
6'. Ausenciadebandade 310 ph......ccooeiiiieiiiie e 9
7. Presenciadebandade382pb ................. Ceraeochrysa claveri
7. Ausenciadebandade 382 ph.......coeoiiiiiieine e 8
8. Presenciadebandasde 310y 200pb............ Leucochrysa sp. 3
8'. Presenciadebandade 310 pb .........cccceeennee Leucochrysa sp. 1
9. Presenciade bandasde 400y 160 pb ........... Chrysoperla sp. 1
9. Ausenciadebandasde 400y 160 pb.......ccccverrereccnenecnes 10
10. Presencia de banda de 556 pb ........ccccoceeenee Leucochrysa sp. 2
10’.Con una sola banda, de 500 pb ................. Chrysoperla carnea

Se obtuvieron en total 57 bandas, en un rango de tamafios
entre 100 y 800 ph. De éstas, 47 fueron polimoérficas y 25
fueron Unicas. Ninguna especie presentd gran cantidad de
bandas paratodos|osensayos, |0 cual demuestraqueel uso de
los sei's ensayos provee un ato polimorfismo paradiferenciar
| as especies de crisopidos eval uadas. En general, se obtuvo un
alto poder discriminante, aexcepcion deuno (NS3-NS4+Hinfl)
con €l que selogré que slo el 83,6 % de las combinaciones
posibles de especies se diferenciaran (el porcentgje secalculd
de acuerdo con el nimero de combinaciones de especies
posibles [(n-1) (n)/2=55]). Para probar que el patron fuera
reproducible, sevari6 la cantidad de amplificado digerido (se
redujo alamitad) utilizando lamismaconcentracion deenzima;
los resultados coincidieron con los obtenidosinicialmente.

Analisismorfolégico

Extraccion eilustracion dela genitaliainterna de machos
y hembras. El método de extraccién permiti6 diferenciar las

estructuras que hacen parte de la genitalia interna de las
especies. Para el género Ceraeochrysa se observaron estruc-
turasdelagenitaliainternacomo € gonarcus(gc) y lagonapsis
(gps). Para e género Chrysoperla se observaron estructuras
como €l gonarcus (gc), y € tignum (tg), y para el género
Leuchochrysa la estructura presente es el gonarcus (gc). La
forma de estas estructuras permite una caracterizacion y
diferenciacion de cada una de las especies.

La genitalia de machos ofrece una mayor diferenciacion
de especiesquelade hembras. Losgénerosdel estudio pueden
ser facilmente separados de acuerdo con la presencia de la
gonapsis, que distingue al género Ceraeochrysay de acuerdo
alapresenciadel tignum, quedistingue a género Chrysoperla.
En el género Leucochrysa no se observd ni gonapsisni tignum.
En el género Ceraeochrysa, €l gonarcusesbastante variabley
permite distinguir cada unade las especies. Delas estructuras
presentes en €l gonarcus, dos son las més Utiles para separar
las especies, la gonocornua y el entoprocessus, de acuerdo
con su forma, la primera permite distinguir a Ceraeochrysa
sp. 1 de Ceraeochrysa cubana, y e segundo permite distinguir
a Ceraeochrysa sp. 2, Ceraeochrysa sp. 3y C. claveri.

En € caso del tignum, aunque presenta un patrén muy
parecido entre las especies del género Chrysoperla, con un
andlisis cuidadoso de laestructura, es Util paradiferenciar las
especies. Al caracterizar el tignum es facil separar a
Chrysoperla sp. 1 de C. carnea y C. rufilabris, y estas dos
especies pueden ser distinguidas a caracterizar €l gonarcus,
haciendo especial énfasis en los brazos laterales y el
entoprocessus. Con la informacion generada a partir de las
estructuras de la genitalia se construy6 una clave dicotomica
de determinacion especificadentro de los tres géneros.

Clavemorfolégicaparaladeterminacion de 11 especiesde
crisopidos (Neuroptera: Chrysopidae), en la zona de
muestreo

1. Presenciade gonapsis (gps) (Fig. 1A) .. Género Ceraeochrysa, 2

1. AUSENCIA e GONAPSIS ..cuvveeeerieeeie e eeenes 6
2 (1). GONOCOIMNUA (JCU) +.nvrvereemerrereenereeerreseeneseeseeseseeessesesnesesessens 3
2. GONOCOrNUA NO VISIDIES ... 4
3 (2). Gonocornua cortas (Fig. 1B) .......c.cccceeee Ceraeochrysa sp. 1
3'. Gonocornua largas, proyectadas dorso-caudalmente, con los
extremos en punta (Fig. 1C) ......cccceeverenenene Ceraeochrysa cubana
4 (2'). Entoprocessus (ent) VISIDIES .......cccoceereerennieneceneseees 5
4'. Entoprocessus no visibles (Fig. 1D) ............ Ceraeochrysa sp. 2

5 (4). Entoprocessus en formade cuerno, mas cortos que lamitad del
brazo lateral (1a) (Fig. 1E) ...cccoovieeieereeene Ceraeochrysa sp. 3
5'. Entoprocessus bastante largos, redondeados en la punta (Fig. 1F)
CeracoChrySa ClAVENT .....cueiveeeeeieeieeeceere st

6 (1'). Presenciade tignum (@) .......cccveuvnee. Género Chrysoperla, 7
6'. Ausenciadetignum .........c.cccceerrereenns Género Leucochrysa, 9

7 (6). TIgNUM ElQBO0 ....coveneeeereeirieeec e 8
7. Tignum grueso y bastante arqueado con acumen redondeado tan
grueso como los brazos laterales (Fig. 2A) ........ Chrysoperla sp. 1

8 (7). Gonarcus (gc) arqueado con entoprocessus cortos en formade
mediauna (Fig. 2B) .....ccoceoeieeereeereeeeeeees Chrysoperla carnea
8'. Gonarcus largo, amplio en formade V con entoprocessus largos
en forma de medialuna y mediuncus (mu) estrecho hacia e &pice
(FIg: 2C) e Chrysoperla rufilabris
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9 (6'). Hembras con vela (vel) cortay espermateca (esp) de forma
ondulada, no esclerotizada (Fig. 3A)° ......cccccueee. Leucochrysa sp. 1
9. Hembras con VEla larga .........ccovereereeeineieee e 10
10 (9'). Gonarcus bastante arqueado con los brazos laterales
alargados dorso ventralmente; mediuncus (mu) grueso, largo y
bifurcado, con &pice triangular (Fig. 3B) ............ Leucochrysa sp. 2

10'. Gonarcus estrecho y arqueado (en forma de U) con los brazos
laterales alargados, proyectados ventralmente; mediuncus grueso,
bifurcado y con digitaciones haciael apice (Fig. 3C)

............................................................................. Leucochrysa sp. 3

Al observar las estructuras de los géneros Ceraeochrysa y
Leucochrysa, es evidente lavariacién, en comparacion con la
variacion de los caracteres de morfologia externa usados
normal mente, para determinar especies. Aungue en ocasiones
seregistro variacion intraespecifica en las estructuras, debido
seguramente a diferentes factores tales como laedad o €l tipo
de alimentacion, en general se conservo un patrén basico que
permitio determinar un espécimen dentro de un grupo dado.
Delostres morfotipos de Ceraeochrysa, segin lamorfologia
de genitalia, Ceraeochrysa sp. 1 muestrael mismo patrén que
Ceraeochrysa cincta (Schneider, 1851) y al revisar la
morfologia externa se presenta la misma descripcion, con la
variacion del nimero de manchasen el escapo. Parael caso de
Ceraeochrysa sp. 3, la morfologia de genitalia interna es
bastante similar a la descrita para Ceraeochrysa caligata
(Banks, 1946), pero no se realizd una revision de caracteres
de morfologia externa que corroboren la determinacion de la

especie.

Diferenciacion morfoldgica y molecular. Se observé una
relacion mas estrecha entre los géneros Chrysoperla y

Figura 1. Estructuras de la genitalia de las especies del género
Ceraeochrysa. A. gonapsis (gps) de Ceraeochrysa sp.2. B. Ceraeochrysa
sp.1 C. Ceraeochrysa cubana. D. Ceraeochrysa sp.2. E. Ceraeochrysa
sp.3. F. Ceraeochrysa claveri.

Leucochrysa debido aquelas estructuras como entoprocessus
y mediuncus son mas frecuentes en los primeros géneros. Es
importante exponer que en laliteraturaexiste ciertaconfusion
en cuanto alaidentificacion o aladesignacion del nombre de
unaestructura, especificamenterefiriéndose aestasdos. Brooks
y Barnard (1990) no consideraron la existencia mediuncus en
el género Chrysoperla, mientras Henry et al. (1993) lo
identificaron y describieron paratres especies de este género.
DeFreitas (2003) describio €l arcessus paraotrastres especies
del género, pero no serefirié a mediuncus. Adams (1977) se
refiere a estas dos estructuras como sinénimas (mediuncus =
arcessus). Brooks y Barnard (1990) no describieron la
existencia de mediuncus en el género Leucochrysa, mientras
que Tauber (2004) reporta el mediuncus para este género, mas
no el arcessus. De acuerdo con estasituacion, parael andlisis
sedecidié dgjar ladescripcion hechapor Henry et al. (1993) y
trabajar con el mediuncus parael género Chrysoperla, dadala
descripcion que hacen de la estructura; en el caso de
Leucochrysa se decidié dejar la designacion expuesta por
Tauber (2004) de mediuncus para este género.

Las estructuras de genitalia para las especies del género
Ceraeochrysa muestran mayor diferenciacion interespecifica,
que la que se observé en las especies de los otros géneros.
Esto se explicaya que en €l género Ceraeochrysa existe una
mayor variacion de formas, dimensiones y presencia o
visualizacion de estructuras. Para €l género Chrysoperla, las
especies Chrysoperlasp. 1y Chrysoperlarufilabrismostraron
estructuras de genitalia bastante similares, mientras que la
genitalia de C. carnea esta mas diferenciada. En general este
género presentd poca variacion interespecifica, en contraste
con las especies de los otros dos géneros. Es necesario revisar
con detenimiento los caracteresde genitaliainternaa momento
de examinar especimenes, a partir de los cuales se puede
elucidar mas fécilmente la determinacion de una especie.

De los tres géneros evaluados, Leucochrysa presento la
menor variacion intraespecifica en el andlisis molecular,
conservandose | as bandas especificas de especie y mostrando
menos ocurrencia de bandas no especificas (Fig. 4). Este
resultado puede ser de gran utilidad, yaque el género hasido
reportado con problemas significativos en su sistematica.
Tantos los machos como las hembras exhiben una variacion
geogréficasubstancial tanto en €l color como enlamorfologia
(Adams 1977). Ademas, muchos especimenes estan esparcidos
en las colecciones de la mayoria de los museos y muchas
especies recientemente nombradas fueron descritas a partir
especimenes Unicos. De acuerdo con esto, el género presenta
numerosas sinonimias e identificaciones erréneas, que
confunden su sistemética notablemente (Tauber 2004).

El género Chrysoperla, al igua que Leucochrysa, presento
baja variacion intraespecifica en relacién con las bandas no
especificas, que no son informativas en € andlisis. Esto pudo
haber sidoinfluenciado por el hecho de quetodoslosindividuos
de dos especies proceden de la cria de laboratorio, encon-
trandose una fuerte endogamia que puede mostrar un bajo
polimorfismo entre las muestras. Sin embargo, para la
Chrysoperla sp. 1, aunque se realizo cria, los especimenes
estudiados se obtuvieron de la descendencia de varios padres
recolectados en el campo, estando poco tiempo sometidaalos
efectos de endogamia de unacriaartificial. Ladiferenciacion
morfoldgicay molecular sirve de diagnostico en este grupo,
en donde seratificalabgjavariacion de caracteresmorfol 6gicos
externos, pero se encuentran nuevos elementos de dis-
criminacién entre | as especies.
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Figura 2. Estructuras de la genitalia de las especies del género
Chrysoperla. A. Chrysoperla sp.1. B. Chrysoperla carnea. C.
Chrysoperla rufilabris.

La diferenciacion molecular puede ser bastante Util,
teniendo en cuenta, que aunque estas especies presentan una
bajadiferenciacion morfol dgica, selogran separar por técnicas
moleculares, que se pueden aplicar sobre un mayor nimero de
especies de este género, y utilizar unamuestra que represente
poblaciones naturales. Ademas, teniendo en cuenta que se
seleccionaron fragmentos especificos, bien definidos, que se
presentaron en todos los individuos de cada especie, no se
registré lavariacion intraespecifica entre las poblaciones.

Todos los resultados en el presente estudio son de suma
importancia debido a la poca informacion que se tiene sobre
especiesdelafamiliaChrysopidae paralazona. De 11 especies
del estudio, sdlo cuatro han sido determinadas hasta especie, y
las siete restantes, algunas de las cuales han sido evaluadas
por especialistas, permanecen sin determinar.

Seprobé lavalidez delos caracteres de morfol ogiaexterna
usados para separar as especies. Sin embargo, |os caracteres
demorfol ogiaexterna pueden no ser s empreventajosos. Casos
como € ya citado de Ceraeochrysa sp. 1, o €l de Chrysoperla
sp. 1 enlacual no se pudo determinar con seguridad laespecie
(posiblemente Chrysoperla externa) dadas las variaciones en

e b2 B=3
S

e G e — .

420 pb
320 pb

100 pb

Figura 4. Digestiones con Hinfl de las amplificaciones generadas por
los iniciadores NS3-N$4, separadas en gel de agarosa a 1,7%, de 10
muestras de ADN de Leucochrysa sp. 2. Abreviaturas usadas. pb-pares
de bases, M-marcador de peso.

Figura 3. Estructuras de la genitalia de las especies del género
Leucochrysa. A. Leucochrysasp.1. B. Leucochrysasp.2. C. Leucochrysa

sp.3.

lacoloracion del adulto, muestran que en los casos en los que
se presente confusion, la informacion de morfologia externa
debe ser apoyada por otro tipo de informacion en este caso la
degenitaliainternay lamolecular.

En forma general, se puede decir que los caracteres
utilizados para distinguir las especies del estudio son Utiles,
teniendo en cuenta que los datos de morfologia de genitalia
internay los datos moleculares mostraron ladiferenciacion de
losonce grupos, en e caso delagenitaliainterna, con diferentes
patronesdelasestructurasy en el caso delosdatos moleculares,
con lautilizacion de solo una combinacién deiniciadores NS
y ladigestion del amplificado producido con una enzima de
restriccion (NS5-NS6+Dral). Con lainformacion generada se
contribuyeaenriquecer € conocimiento taxonémico que sobre
lafamiliasetiene, ademés de ayudar aresolver los problemas
sisteméticos dentro de los géneros.
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|mmature Stages of Aspidolea singularis (Coleoptera: Scarabaeidae:
Cyclocephalini)

Estados inmaduros de Aspidolea singularis (Coleoptera: Scarabaeidae: Cyclocephalini)

JHON CESAR NEITA MORENO?, BRETT RATCLIFFE2, GERMAN CALBERTO?

Abstract: Thelarvaand pupaof Aspidolea singularis (Scarabaeidae: Dynastinae: Cyclocephalini) are described for first
time based on specimens from Colombia. A key to the known third instar larvae of generain the tribe Cyclocephalini is
included. Data on the larval biology of Aspidolea singularis are provided.

Key words: Dynastinae. Larvae. Pupa. Key. Biology.

Resumen: Se describen por primera vez la larva y la pupa de Aspidolea singularis (Scarabaeidae: Dynastinae:
Cyclocephalini) con base en especimenes procedentes de Colombia. Seincluye unaclave paralaslarvas detercer instar
conocidas de los géneros de la tribu Cyclocephalini. Se proveen datos de la biologia larval de la especie Aspidolea

singularis.

Palabras clave: Dynastinae. Larvas. Pupa. Clave. Biologia.

Introduction

Thetribe Cyclocephalini contains 14 generathat occur in the
New World except for one species of Cyclocephalaintroduced
into Australiaand Rutel oryctesmorio (Fabricius, 1798), which
occursinwestern Africafrom Guineato Angola (Endrddi 1985;
Jameson et al. 2002). Although species in the tribe
Cyclocephalini are well-represented in collections, the larvae
have been described for only afew species, and most of those
wereNearctic. Accordingly, it isnot yet possibleto characterize
larvaeat thetribelevel. Larvae of 11 speciesinthreegenerain
the tribe Cyclocephalini have been previously described
(Ritcher 1966; Morelli 1991; Morelli and Alzugaray 1994;
Vincini et al. 2000; Ramirez et al. 2004). Our results show
that the larvae of Cyclocephalini are distinguished from other
American dynastine larvae by the following combination of
characters: epipharynx with haptomeral process not entire (but
entirein all species of Dyscinetus and in Ancognatha manca
LeConte, 1866); plegmatia absent (except wide in
Cyclocephala testacea Burmeister, 1847 and narrow in
Aspidolea singularis Bates, 1888); dorsal surface of last
antennal segment with two sensory spots; ocelli present and
often pigmented (all speciesof Cyclocephala); eachtarsal claw
with two setag; raster without palidia (with paidiain C. modesta
Burmeister, 1847 and C. testacea). The genus Aspidolea Bates
contains 25 species that occur from Mexico to Argentina
(Endrodi 1985; Ratcliffe 1977, 2003; Martinez 1975;
Dechambre 1992). Theaims of study wereto: 1.) Describethe
immature stages of genus Aspidolea (Based on A. singularis
Bates, 1888). 2.) Contribute to the knowledge of the larval
biology and life cycleof specieA. singularis3.) provideakey
to know third-stagelarvae of generain thetribe Cyclocephalini.

Materials and Methods

Terms and characters used in the description are those of
Ritcher (1966), Moron (1987), and Morén and Ratcliffe (1990).
Specimens were deposited at the Universidad Nacional de
Colombia, Museo Entomoldgico, Facultad de Agronomia,
Bogota, Colombia (UNAB).

Results
Aspidolea singularis Bates, 1888.
(Figs. 1-14) Third-Instar

Thisdescription isbased on four first-instar, three second-
instar, fivethird-instar, two cast skinsof thethird-instar larvae
and five pupae reared to the adult stage from: COLOMBIA,
Cauca, Caldono. 2°47'50”N; 76°29' 00" W. 1920 m. In soil of
crop (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae). 12 Nov 2005.
Calvert G and NeitaJ. (UNAB).

Head (Fig. 1). Maximum width of head capsule 4.3 mm.
Surface of cranium yellowish, finely punctate. Frons. Each
side with 2 posterior frontal setae, 1 anterior frontal seta, and
3-2 anterior angle frontal setae; cranial surface with 3
dorsoepicranial setae, 3 epicrania setae, and 7 paraocel lar setae
on each side. Clypeuswith 1 exterior clypeal setaand 2 anterior
clypeal setae. Labrum dlightly asymmetrical with 2 anterior
labral setae, 4 posterior lateral setae on each side, apex with 3
setae, posterior setae absent. Ocelli present, not pigmented.
Epipharynx (Fig. 2). Haptomeral process notched forming 2
teeth; heli absent; plegmatianarrow, formed by 14-15 plegmata;
right chaetopariawith 67 spine-like setae; |eft chaetopariawith
55 spine-like setae, without any sensillag; acropariaeach with

! Maestria en Entomologia, Grupo de Sistemética de Insectos-Agronomia. Museo Entomologia UNAB. Universidad Nacional de Colombia. Ciudadela
Universitaria Blogue 500, Museo de Entomologia 220, Bogotd, Colombia. Autor para correspondencia: Calle 76 bis, No. 94 A 10 Barrio Santa Rosita,

Bogota, Colombia. cneitaj@unal.edu.co

2 Systematics Research Collections, University of Nebraska State Museum, W-436 Nebraska Hall, University of Nebraska, Lincoln, NE 68588-0514, USA,

bratcliffel@unl.edu

3 Asistente de Investigacion-Centro Internacional de Agricultura Tropical-CIAT, Laboratorio de Mangjo Integrado de Plaga, Recta Cali-Palmira, Palmira,

Valle del Cauca, Colombia, gcalberto@yahoo.com
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11 straight, long, thick setae; each acanthopariawith 15 short,
curved, spine-like setae; pedium short, ovate. Dexiotorma
narrow and elongate; laeotorma slightly shorter than
dexiotormaand el ongated toward apex, pternotormarounded.
Dexiophoba absent; laeophoba well-developed between
haptolachusand inner side of laeotorma, formed by ninedlightly
dlender setae. Sclerotized plate of right nesium long, elongated
and truncate at apex; sense cone on left nesium represented by
longitudinal, well-sclerotised plate, apex with two sensilla.
Crepis not defined. Mandibles. Right mandible (Fig. 3A-C):
scissorial area with, blade-like apical tooth (S + S)) and 1
rounded tooth (S,) after scissorial notch; scrobewith 6 slender,
long setae. Dorsal surface with line of 7 slender, long setae.
Ventral surfacewith elongate-oval stridulatory areaformed by
48 narrowly separated ridges; ventral processwell-devel oped,
rounded, with many asperites. Brustiawith 6 stout, long setae.
Calyx large, basolateral setae absent. Molar areawith 3 wide,
convex, ridged lobes (M,-,) and with 7 slender, long setae.
Left mandible (Fig. 4A-C): scissorial areawith sinuate, blade-
likeapical tooth (S +S,) and 1 rounded tooth (S,) after scissorial
notch. Scrobe with 6 dlender, long setae. Dorsal surface with
line of about 10 slender, moderately long setae; acia well-
developed, sharp, with 4 setae at apex. Basolateral setae absent.
Ventral surfacewith elongate-oval stridulatory areaformed by
46, narrowly separated ridges; ventral processwell-devel oped,
rounded, with many asperites, dorsomolar areawith row of 6
stout, slender, moderately long setae; brustia with 12 stout,
long setae. Molar areawith 31obes, first molar lobe (M) large.
Maxila (Fig. 5A-B). Cardo subrectangular. Stipeslarger than
wide. Galeawith many stout setae and 1 well-devel oped uncus

Figure 2. Epipharynx.

at apex. Laciniawith many stout setae and 3 unci (middle uncus
shorter than others), base fused. Maxillary pal pus4-segmented,
segments 1 and 3 subequal inlength, segment 4 dlightly longer
than segment 2. Stridulatory areawith 7 blunt, truncate ridges
(Fig. 6) and anterior truncate process. Hypopharynx (Fig. 7).
Glossa with 55 dlender, long setae and 14 stout, short setae.
Hypopharyngeal sclerome asymmetrical, concave medialy,
sharp process produced dorsally; left lateral lobe with 15
slender, moderately long setae; right lateral lobe with 10
dlender, moderaterly long setae. L eft margin of scleromewith
row of 28 stout, moderately long setae. Antennae. Dorsal
surface of last segment with 2 irregul arly-shaped, dorsal sensory
spots(Fig. 8). Ventral surface of last segment with 2irregularly-
shaped sensory spots (Fig. 9).

Thorax. Prothoracic spiracle (Fig. 10) 0.28 mm long, 0.18
mm wide; respiratory plate yellowish, regularly shaped as a
closed “C”, bullanot prominent; distance between respiratory
lobes less than diameter of bulla; plate with 21 holes across
diameter at middle, holeswithirregular edges(Fig. 11). Dorsum
of prothorax with transverse row of 9 long, slender setae.
Mesoprescutumwith transverse, irregular row of 61ong, slender
setae; mesoscutellum with transverse row of 4 long, slender
setaeand 2 stout, spine-like setae. M etaprescutum with 10 long,
dender setae and 4 stout, spine-like setae; metaescutellum with
4 long, slender setae and 2 stout, spine-like setae. Legs (Fig.
12A-B): Tarsal claws with enlarged apical process, 1
basoexternal seta, and 1 internal, preapical seta. Tarsal claw
on pro-and metathoracic legs shorter than those of mesothoracic
legs. Coxa, trochanter, and tibiotarsus of all legs with many
fine, stout setae.

Figure 4. Left mandible. A. dorsal view. B. inner view. C. ventral view.
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Abdomen. Abdominal spiracles| 0.18 mmlong and 0.12 mm
wide, shorter than spiracles 11-VI1I. Spiracles on segments 1|
and 1V equal in size (0.19 mm long and 0.13 mm wide);
spiracles on segmentsV and VI egual in size (0.19 mm long
and 0.19 mm wide); spiracle of segmentsVII and V111 larger
than preceding spiracles (0.2 mm long and 0.22 mm wide).
Chaetotaxia on abdominal segments (Table 1).

Raster. Surface without palidia; campus with 8 slender, long
Setae; tegeswith 53-55 short setae, barbulawith 181ong, dender
setae. Anal dlit transverse. Approximate dorsal body length
19.5-20.5 mm (Fig. 13).

First-instar. Description based on 6 first-instar larvae taken
in soil surrounding cassava crop (Manihot esculenta Crantz.
Euphorbiaceae). Similar to second and third-instar larvae,
except width of head capsule 1.9-2.3 mm) and body size
smaller. Larvae of first and second-instars lack the anterior
frontal setae.

Second-instar. Description based on 5 second-instar larvae

reared fromthefirst-instar larvae. Similar to third-instar, except
width of head capsule 3.5-3.7 mm and body size smaller.

Table 1. Chaetotaxia on abdominal segments.

Organ Long, Short,
siender setae  spine-like setae
Abdominal segment |
Prescutum 4 2
Subscutum Absent Absent
Scutum 8 16
Scutellum 10 10
Abdominal segment |1
Prescutum 4 16
Subscutum 1 3
Scutum 10 35
Scutellum 7 28
Abdominal segment I11
Prescutum 4 22
Subscutum 1 3
Scutum 8 44
Scutellum 8 31
Abdominal segment IV
Prescutum 24 4
Subscutum 1 3
Scutum 8 39
Scutellum 10 33
Abdominal segment V
Prescutum 4 25
Subscutum 1 3
Scutum 19 40
Scutellum 10 34
Abdominal segment VI
Prescutum 4 33
Subscutum 1 3
Scutum 19 28
Scutellum 10 15
Abdominal segment VII
(2 row). 8 13
Abdominal segment VIII (2row) 10-13 Absent
Abdominal segment IX (2 row) 10 Absent

* Note: Abdominal segment X with approximately 80 moderate to long, slender
setae.

All spiracular areas with 3 long, slender setae and 1 short, spine-like seta.
Pleural lobes with 5 long, slender setae and 2 stout, short setae.

Pupa (Fig. 14A-B).

Description Female (Fig. 14 A-B). Length 15 mm. Widest
width 7.5 mm. Head. Surface glabrous, strongly deflexed,;
antennaa, labrum, mandibles, maxillae and pal ps discernible;
antennal tecae expanded, stout with apex rounded. Thorax.
Surface glabrous. Pronotum convex, anterior and posterior
angles clearly defined. Meso- and metanotum well-
differentiated. Elytral and posterior wing tecae closely
appressed, curved ventrally around body; elytral tecae
extending to middle of abdominal segment 1V; posterior wing
tecae extending to middle of abdominal segment V. Protibia
with 3 distinct teeth on external edge. Meso- and metatibiae
with inner and external spines well-developed at apex.
Abdomen. Segments |-Vl (ventral view) well-defined.
Segment V11 and VI separated; segments VIl and IX fused.
Segment X with genital ampulla small (male) and slightly
prominent. Segments I-VI1I (dorsal view) with well-defined,
dioneiform organs, the first very sclerotized. Pleural lobes
rounded. Spiracle| elongate, with fine peritreme and covered
by wing thecae; spiraclesli-1V ovate, prominent, with strongly
sclerotized peritreme; spiracle V-V1I1 closed. Abdominal apex
rounded, with fine, short setae.

Remarks. Thefollowing characterswill separate A. singularis
from other known Cyclocephalini larvae: Fronswith 2 posterior
frontal setae, 1 anterior frontal seta, and 2-3 anterior angle
frontal setae. Ocelli not pigmented. Epipharynx without
sensillae among setae. Tarsal claw on pro- and metathoracic
legs shorter than those of mesothoracic legs. Abdominal
spiracles| shorter than spiracles|l-V111; spiracleson segments
Il and 1V equal in size; spiracles on segmentsV and VI equal
insize; spiracleof segmentsVI1I and V111 larger than preceding
spiracles.

Biological data. The adults of both sexes were found in the
soil during March and April. Adults are attracted to lights at

Figure 6. Detail of maxillary stridulatory area.
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Figure 7. Hypopharynx.

Figure 8. Last antennal segment,
dorsal surface.

Figure 9. Last antennal segment,
ventral surface.

| 0.01mm

Figure 11. Microstructure of

Figure 10. Prothoracic spiracle. respiratory plate.

Figure 12. A. Mesothoracic claws, external view. B. Metathoracic claws,

external view.

Figure 14. Pupa Female. A. Dorsal view. B. Lateral view.

night, especially from May to June. The larvae are
saprophagous and live in soil with organic matter. First-instar
larvae were collected in July. From January to February, pupae
form weak cells within the soil. This species has a one-year
lifecycle.

Distribution. Aspidolea singularisisbroadly distributed from
Mexico to Venezuela, Colombiaand Ecuador (Ratcliffe 2003).

3.

Key tothe Known Third-instar Larvae of Cyclocephalini

(Modified from Ritcher 1966)

Left mandible lacking 4 scissorial
. Left mandible with 4 scissorial teeth ... 2
Cranium with posterior frontal seta present. Haptomeral process

of epipharynx prominent and entire ............. Dyscinetus Harold

. Cranium with posterior frontal seta absent. Haptomeral process

of epipharynx notched, forming 2 teeth (entire in Ancognatha
mManca LeCONtE) ........ccceveeerereereeienenins Ancognatha Erichson

Ocelli not pigmented. Epipharynx without sensillae among setae
.......................................................................... Aspidolea Bates
Ocelli pigmented. Epipharynx with many sensillae among setae
.................................................................. Cyclocephala Dejean
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Morfologia del tracto digestivo y sistema reproductor femenino de Compsus sp.

(Coleoptera: Curculionidae)

Morphology of the digestive tract and femal e reproductive system of Compsus sp. (Coleoptera: Curculionidae).

JOSE DAVID RUBIO G.! y JOSE RICARDOACUNA Z 2,

Resumen: Se realiz6 e estudio morfolégico del tracto digestivo y sistema reproductor femenino del picudo de los
citricos, Compsus sp. (Coleoptera: Curculionidae). El tracto digestivo presentd un arreglo tipico descrito para otros
insectos. Se encontraron diferencias morfolégicas, sin embargo, en € buche en donde se observan unas estructuras
espinosas. A nivel del mesenterdn, se observé que el ventriculo anterior se encuentra dividido en sacos de tamafio medio
y en el ventriculo posterior se proyectan numerosos ciegos gastricos. El sistema reproductor de la hembra mostré un
arreglo estructural com(n a especimenes de la familia Curculionidae.

Palabr as clave: Anatomia. Picudo citricos. Plaga citricos. Morfologiainterna.

Abstract: A morphological examination was conducted on the digestive tract and the femal e reproductive system of the
citrusweevil, Compsus sp. (Coleoptera: Curculionidae). Thedigestivetract of Compsus sp. showed atypical arrangement
asdescribed for other insects. Morphol ogical differences, however, werefound in the crop of the foregut, which exhibited
severa spine-like structures. At the midgut level, the anterior ventricle was divided into medium-size sacs and numerous
gastric caecae projected into the posterior ventricle. The female reproductive system showed a structural arrangement

https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9341

common to individuals of the family Curculionidae.

Key words: Anatomy. Citrus weevil. Citrus pest. Internal morphology.

Introduccién

En Colombia los citricos se encuentran en toda la geografia
nacional, cultivandose desde el nivel del mar hastalos 2.200
msnm, en diversas condiciones de climay suelos (ICA 2002).
Este cultivo ha tomado en la Ultima década una destacada
importanciasocial y econdmica; sin embargo, su rendimiento
se havisto afectado por el dafio que ocasionaun escarabajo de
la familia Curculionidae, provocando una disminucion en el
vigor, en la productividad y un aumento en la susceptibilidad
al ataque de hongos radiculares y en muchos casos, la muerte
delos arboles (Corrales 2002).

La familia Curculionidae agrupa més de 60.000 especies
distribuidas a través del mundo (Thompson 1992). La gran
mayoria son de hébitos fitéfagos y pueden ser plagas de
importancia econémica. En el continente Americano se han
registrado 13 géneros de picudos que afectan a los citricos;
entre los de mayor importancia estan Artipus, Diaprepes,
Exophthalmus, Pachnaeus, Pantomorus, Otiorrhynchus,
Naupactus, Teratopactus, Litostylus y Compsus (Woodruff
1985; Daviesy Albrigo 1994; Guedes et al. 2005).

El género Compsus, se encontré en Colombia causando
dafio en plantacionesde citricos por primeravez en 1936 (Cano
et al. 2002b). La especie que estd atacando los citricos fue
identificadacomo Compsusviridilineatus Jekel por el Instituto
ColombianoAgropecuario (ICA) en Tibaitaté; posteriormente,
la especie C. viridilineatus fue denominada como “nomen
nudum” debido a que fue publicado sin la suficiente
informacién descriptiva para satisfacer los criterios de

disponibilidad o de publicacion, por esta razén se denomind
como “Compsus pos. n. sp.” (Cano et al. 2002a).

A finalesde 1995, un incremento en sus poblaciones causo
dafios gravesen el sistemaradicular y en el follgje de algunos
cultivoscitricolasdd Quindioy Nortedel Tolima. Infestaciones
de este insecto han sido detectadas también en los
departamentos de Caldas, Valle, Antioquia, Cundinamarca,
Risaralda, Boyaca, Metay Casanare; esta situacion ha urgido
lanecesidad deimplementar medidas paraevitar su dispersion
y prevenir el dafio econdmico que amenaza los huertos
citricolas del pais (ICA 2002; Cano et al. 2002a).

El género Compsus pertenecelatribu Eustylini, subfamilia
Entiminae (Arnett et al. 2002). L os adultos causan dafio alas
hojas, floresy frutosy laslarvas dafian lasraices, por lo que es
considerada una plaga de doble accién. Su alta capacidad de
reproduccion hace que se considere un grave problemaparala
citricultura Colombiana (Cano et al. 2002b).

El adulto de Compsus sp. es color blanco hueso, cadaélitro
tieneunalineasubdorsal y unalateral verde o azul iridiscente,
gue se une en el extremo posterior del insecto. L os dafios son
causados a alimentarse de brotesy frutostiernos, siendo éste
ultimo el massignificativo en plantaciones cuyasfrutastienen
como destino & consumo fresco (ICA 2002; Cano et al. 2002b).
El estado larval es mas dafiino debido aque caen a sueloy se
entierran répi damente procediendo a alimentarse de raices y
pel os absorbentes El nimero de larvas por arbol variacon la
épocadeincidenciadelaplaga; parael Tolimase encontraron
hasta 35 y en Quindio 54 por arbol (ICA 2002).

1 Autor paracorrespondencia. |. A. Estudiante Maestria Entomol ogia Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin. Disciplinade Mejoramiento Genético
y Biotecnologia. Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Chinching, Caldas, Colombia. josed.rubio@cafedecolombia.com

2 Bidlogo, Ph. D., Investigador Cientifico 111, Mejoramiento Genético y Biotecnologia. Centro Nacional de Investigaciones de Café, Cenicafé. Chinching,

Caldas, Colombia. ricardo.acuna@cafedecolombia.com
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Debido al escaso conocimiento del sistema digestivo y
reproductor de esteinsecto seinicid ladescripcion morfoldgica
de los érganos que comprenden estos dos sistemas,
determinando laformay tamario. En estetrabajo seregistrala
primera descripcion detallada de los 6rganos internos de
Compsus sp., y busca proporcionar herramientas abiologosy
cientificos en lamorfologiainterna de esta especie.

Materialesy M étodos

Localizacion. Esta investigacion se llevd a cabo en los
Laboratoriosdel Centro Nacional de Investigacionesde Café-
Cenicafé “Pedro Uribe Mgjia’ de la Federacion Nacional de
Cafeteros (05° Norte, 75°36'W) a 1.310m de altitud en el
municipio de Chinchina (Caldas).

Material Biologico. Los adultos de Compsus sp. fueron
suministrados por €l Laboratorio de Parasitoides parael Control
del Picudo de los Citricos ubicado en la finca citricola “La
Indiana” (Chinchina - Caldas). Estos insectos fueron
alimentados con hojas de citricos hasta e momento de su
diseccion.

Diseccion. Para la extraccion del sistema digestivo y
reproductor se disecaron 12 hembras de Compsus sp. en cagjas
de petri, alas cuales se les adiciond 10ml de solucion Ringer,
pH 7,0 (Martinez 2000).

La diseccion de los insectos se inicié con el
desprendimiento delosélitrosy alas posteriores, procediendo
aseparar lasplacas dorsalesy ventrales del mesoy metatorax,
asi como los tergitos y esternitos abdominales, dejando
expuestalazona comprendidadesde €l proventriculo hasta el
ano, a continuacion se apart6 el sistema reproductor del
digestivo, extrayendo primero €l tejido graso que recubre esta
zona. Laregion anterior del estomodeo se extrajo seccionando
el protorax y la cabeza, retirando todas las placas cuticulares
dejando expuestos todos los érganos. Los tejidos se tifieron
con azul de toluiding, para facilitar la diferenciacion de los
organos que componen al tracto digestivo y sistema
reproductor. Luego se midieron con un estereoscopio Zeiss
Stemi 2000, equipado con reglilla micrométrica. Todos los
organos del tracto digestivo y del sistema reproductor fueron
fotografiados y medidos para establecer su formay tamario,
posteriormente se preservaron en glutaraldehido 2% en fosfato
buffer pH 7.0.

Resultados

Morfologia del tracto digestivo de Compsus sp. Las
diferentes estructuras del tracto digestivo de Compsus sp. se
distinguen féacilmente (Fig. 1). El largo del tracto digestivo
supera en tres veces el tamafio de la hembra adulta (Tabla 1).
El estomodeo ocupael 20% detodo el sistemamientrasqueel
mesenterony € proctodeo representan alrededor del 40% cada
uno. El estomodeo inicia con la cavidad bucal, seguido de la
faringe, € esdfago y el buche (Figs. 2A y 2B). En € epitelio
interno del buche, seobservaunagran cantidad de proyecciones
espinosas, con funcion desconocida(Fig. 2C); seguido a buche
se encuentra el proventriculo (Fig. 2D), siendo esta una
dilatacion definiday diferenciada entre €l buchey € cardias.
El proventriculo de formabulbosa, eslaestructuramésrigida
ddl tracto digestivo; en direccién longitudinal seregistran ocho
aristas esclerotizadas, donde convergen gruesas bandas de
musculos circulares que rodean toda la estructura (Fig. 2D).

L as ocho aristas estén formadas por proyecciones cuticulares
0 cerdas gruesas de diversos tamafios, dando la aparienciade
cepillos que se insertan en todo € lumen del proventriculo
(Fig. 2E). A continuacion del proventriculo se observa la
vélvula cardiaca o cérdias (Fig. 2F), de poca longitud y
representada por una acentuada constriccion.

Posterior al cérdias se encuentrael mesenterdn, estaseccion
del canal alimentario esta compuesta por dos partes, €l
ventriculo anterior y €l ventriculo posterior (Fig. 3A). Ambos
ventriculos presentan diferentes longitudes (Tabla 1) y €l
diametro del ventriculo posterior se reduce en un tercio. El
ventriculo anterior es ovoide, liso y esté dividido en sacos o
bolsas de tamafio medio (Fig. 3B). El ventriculo posterior
presenta un tamafio superior a ventriculo anterior, del que se
proyectan numerosos ciegos gastricos mediales dispuestos
irregularmente (Fig. 3C). Tanto el ventriculo anterior como €l
posterior se encuentran rodeados de una gran cantidad de
papilas.

El proctodeo se encuentra separado del mesenterén por la
vélvula pildrica 6 piloro de la cual nacen seis tibulos de
Malpighi. Estostibul os son largosy rodean todo € mesenteron
y proctodeo, éstos corresponden a Tipo || seglin Calder (1989),
los cuales se proyectan en dos grupos: € primero en posicion
dorsal con respecto a piloro, del cual nacen cuatro tdbulos
gue desembocan en laparte anterior del recto; el segundo grupo
solo contiene dos tubul os més angostosqueinician enlaregion
ventral del piloro y desembocan en la parte media del colon
(Fig. 4A). Seguido a piloro se presentael ileon siendo éstala
porcidn més larga del proctodeo (Fig. 4B). Posterior al ileon
se encuentrael colon que eslaregion del proctodeo de mayor
didmetro (Fig. 4B). Tanto en €l ileon como en el colon se pueden
observar una gran cantidad de excretas (Fig. 4C), que se van
depositando en € recto parasu diminacion. El recto esladltima
seccion del proctodeo la cual terminaen € ano (Fig. 4B).

M orfologia del sistemareproductor femenino de Compsus
sp. Lalongitud del sistemareproductor femenino de Compsus
sp. superaaproximadamente en 1,5 vecesladel insecto (Tabla
2). Este sistema se compone de dos ovarios cada uno con dos
ovariolasdeformasemiconica(Fig. 5). Cadaovario desemboca
enuncdliz (Fig. 6A). Enlaregiéndistal del caliz se encuentra
adherido € oviductolateral, siendo éste muy cortoy terminando
en el oviducto comun (Fig. 6B) y en el canal vaginal € cual
esta protegido por un par de placas esclerosadas (Fig. 6C). En
laregion anterior del canal vaginal, se observan los 6rganos
accesorios, compuestos de la espermateca y la glandula
accesoria. La espermateca es un ducto en forma de “C” muy
esclerosado en cuyaregion anterior se encuentra adosada una
glandulaaccesoriadetonalidad hialinay sacciforme (Fig. 6D).

Los ovarios se encuentran divididos en tres regiones: el
filamento terminal, ubicado enlaregion distal delaovariolay
esunaprolongacion delacapaperitonea paramantener unidas
lasovariolas. Entre el proctodeo y |os ovarios se observan una
gran cantidad de cuerposgrasos. Seguido a filamento terminal
seencuentrael gemario (Fig. 6E) e cual contienelosoogonios,
no distinguiéndose en esta zona estructuras especificas sino
unagran cantidad célulascirculares, y enlaregion basal dela
ovariola se presenta el vitelario (Fig. 6F), observandose muy
bien el epitelio folicular diferencidndose de la pared de la
ovariola. Los oocitos son ovoides y aumentan su tamafio
rapidamente cuando pasan del gemario al vitelario. Lascuatro
ovariolas que presenta Compsus sp. tienen en promedio 15
oocitos maduros en cada una.
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Tabla 1. Tamafio (mm) + error estéandar (EE) de los diferentes érganos componentes del tracto digestivo del picudo de los citricos Compsus

p.

Ancho (mm) promedio + EE

Largo (mm) promedio + EE

ESTOMODEO 7,740 = 0,406
Esofago y Faringe 0,416 = 0,030 2,482 + 0,070
Buche 1,009 £ 0,105 2,825 + 0,201
Proventriculo 1,458 + 0,045 2,048 £ 0,117
Cardias — 0,384 + 0,016
MESENTERON 13,842 + 0,811
Ventriculo anterior 3,417 £ 0,179 5,100 £ 0,272
Ventriculo posterior 0,863 + 0,041 8,741 + 0,539
PROCTODEO 13,441 + 0,829
fleon 0,550 + 0,056 6,116 + 0,324
Colon 1,108 £ 0,071 4,940 + 0,237
Recto 0,866 + 0,114 2,384 + 0,267
HEMBRA ADULTA 13,8+ 1,016

ESTOMODEO

Figura 1. Vistagenera del tracto digestivo de Compsus sp. (fa) faringe,
(es) estfago, (bc) buche, (prv) proventriculo, (ca) cardias, (va) ventriculo
anterior, (vp) ventriculo posterior, (pi) piloro, (il) ileon, (tm) tubulos de
Malpighi, (co) colon, (r) recto, (&) ano.

Loshuevosal salir del vitelario son depositadosen el caliz
en e cual puede almacenar en promedio 23 huevos, paraluego
pasar del oviducto lateral y al oviducto comdn para ser
fertilizados y expulsados. El oviducto comdn y la vagina
presentan un notable sistemamuscular 1o que podriacontribuir
a movimiento de los huevos para su expulsion al exterior.

Discusion

Este trabajo describe la morfologia del tracto digestivo y del
sistemareproductor femenino de Compsus sp. plagaimportante
en cultivos de citricos en Colombia. En general el tracto
digestivo de Compsusn. sp. essimilar alo descrito por Calder
(1989), en cuanto a las proporciones del estomodeo,
mesenteron y proctodeo de otros escarabajos de la familia
Curculionidae. Pero en relacion a las proporciones de la
subfamilia Entiminae el mesenterén de Compsus sp. es més

Figura 2. Regiones del estomodeo de Compsus sp. A. vistalateral dela
faringey el eséfago. B. vistalateral del buche. C. vistadelapared interna
del buche. D. vista general del proventriculo. E. vista general de los
filamentos internos del proventriculo. F. vista lateral del cérdias (en e
circulo).

Tabla 2. Tamafio (mm) + error estandar (EE) de los érganos del
sistema reproductor de Compsus sp.

Organos Promedio Promedio
ancho + EE largo + EE
Sistema Reproductor — 20,965 +0,909
Gemario — 4,450 +0,271
Vitelario — 9,829 +0,635
Cdliz 3,365 + 0,101 2,883 +0,136
Oviducto Lateral — 0,366 +0,021
Oviducto ComUn — 4,233 +0,152
Espermateca — 0,399 +0,025
Oocitos Maduros 0,416 + 0,022 1,250 +0,042
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largo quelo reportado por Calder en el mismo trabajo. Calder
sefiala que éste fue del 5 al 15% mientras que todo el
mesenterén de Compsus ocupael 22%.

El buche esunaseccion alargadadel estfago, internamente
presentaunas proyecciones espinosas, las cuales Cal der (1989)
reporta en la tribu Mecysolobini (Molytinag), pero no hace
referencia de éstas en la tribu Entiminae. El proventriculo
internamente se compone de ocho placas esclerosadas,
formadas por proyecciones cuticulares, presentando similitud
areportado por Calder (1989) para esta subfamilia.

Figura 3. Mesenter6n de Compsus sp. A. vista general del mesenteron
(va) ventriculo anterior; (vp) ventriculo posterior. B. vista ventral del
ventriculo anterior. C. vistalateral del ventriculo posterior conlosciegos
gastricos (cg).

Figura 4. Proctodeo de Compsus sp. A. vistagenera del piloroy delos
costados donde nacen los tdbul os de Mal pighi (sefialado con flechas). B.
vistageneral del proctodeo (pi) piloro, (il) ileon, (tm) tdbulosde Malpighi,
(co) colon, (r) recto, (&) ano. C. vistalateral del ileony colon, nétese la
gran cantidad de excretas en esta region (flechas).

El mesenter6n seencuentradividido en el ventriculo anterior
y posterior, comin en otros escarabaj os descritos de lafamilia
Curculionidae (Wigglesworth 1950; Crowson 1981; Calder,
1989; Macgown y Sikorowski 1981). Laformadel ventriculo
anterior y del posterior presentan caracteristicas similares a
Essolithna sp. (Calder 1989) con bolsas de tamafio medio en
€l ventriculo anterior y el ventriculo posterior unadisposicién
similar en los ciegos géstricos.

Figura 5. Vista Genera del sistema reproductor femenino de Compsus
Sp. (ge) gemario, (vt) vitelario, (ca) céliz, (oc) oviducto comun, (cv) canal
vaginal.

[ :_‘ ':_-' j
Figura 6. Regionesdel sistemareproductor femenino de Compsussp. A.
vistageneral del par de cdliz presentesen el sistemareproductor. B. vista
lateral del oviducto comun. C. vista general del canal vaginal. D. vista
lateral delos6rganos accesorios (es) espermateca, (ga) glandulaaccesoria;
E. vista general del gemario. F. Vitelarios con oocitos en proceso de
formacion.
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El nimero de ovarios presentes en el sistema reproductor
de Compsus sp. essimilar aotros escaraba os pertenecientesa
la misma familia (Crowson 1981). La particularidad de
presentar este insecto en laregion basal de las ovariolas una
region especializada en el almacenamiento de los oocitos
maduros (cdliz), le dala capacidad de realizar oviposiciones
en masa, en los conteos de oocitos alojados en €l céliz, dando
un valor promedio de 23 oocitog/cdliz.
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Distribucion geogr afica de las abgjas del fuego en Colombia (Hymenopter a:
Apidae, Méliponini, Oxytrigona)

Geographic distribution of the fire beesin Colombia (Hymenoptera: Apidae, Meliponini, Oxytrigona)

VICTORH. GONZALEZ!

Los resultados de la gran mayoria de tesis de pregrado en
Colombiararamente son publicados. Estainformacién, tnica
y valiosa, generalmente se pierde en los armarios de las
bibliotecas universitarias o biblioteca del profesor asesor,
fallando con el principal objetivo de la ciencia: poner a
disposicion de la comunidad cientifica los resultados de una
investigacion. El propdsito de esta nota, ademas de hacer
disponible parte de los resultados de mi tesis de pregrado
(Gonzalez 2000) sobre las abgjas Oxytrigona (Cockerell, 1917)
(Hymenoptera: Apidae, Meliponini), es contribuir al
conocimiento de la distribucion geogréfica de las abejas
socialessin aguijén en Colombia. Informacién detallada sobre
ladistribucién geogréficaparalamayoriade especiesde abejas
colombianas todavia e fragmentaria. Esto dificulta el
entendimiento de patrones biogeograficos o € reconocimiento
de éreas de endemismo para un grupo en particular.

Las abgjas del género Oxytrigona son llamadas “abejas
del fuego”, “mionas’ 0" cagafuego”, porquelasobrerastienen
glandulas mandibulares que secretan principalmente acido
formico paradefender sus nidos. Cuando muerden, depositan
una gota de esta secrecién sobre la piel y degjan una herida
similar aunaquemadura (Michener 1974; Roubik et al. 1987).
Actualmente hay ocho especies descritas, las cuales se
distribuyen desde el sur de México hasta Brasil (Michener
2000). En Colombia se conocen cinco de las ochos especiesy
hay al menos dos sin describir (Gonzalez y Roubik, en prep.).
La mayoria de especies estan presentes en la region Andina,

considerando lastierrasbgjasinterandinasy zonas montafiosas.
Oxytrigona se encuentradentro delafranjaaltitudinal y zonas
devidaocupadas por lamayoriadelas especies de meliponinos
en Colombia (Nates-Parra 1996), habitando principal mente
bosques himedostropicales(Tablal1). Oxytrigona daemoniaca
(Camargo, 1984) y O. mellicolor Packard, 1869 también estan
presentes en bosques secos tropicales y son las especies més
comunes y ampliamente distribuidas del género. El 70% de
| os especimenes examinados fueron de estas dos especies (N =
680 especimenes, 11 colecciones nacionales y una interna-
cional; detalles en Gonzéalez 2000).

A diferencia de muchas especies del género Trigonass. |.,
Oxytrigona es raramente colectada y por tal razon esta
pobremente representada en las colecciones entomol dgicas.
Por ejemplo, en muestreosintensivosy sistematicos en Porce
(Antioquia), las abundanciasrelativas de O. daemoniacay O.
mellicolor fueron muy bajas (0,3 - 0,6%) en comparacion a
Trigona fulviventris Guérin-Méneville, 1845 (~ 10%), la
especie mas abundante en ese estudio (Smith-Pardo 1999). Los
nidos de Oxytrigona también son raramente encontrados. Por
gemplo, Villay Vergara (1982) registraron cinco nidos (~
1,7%) de Oxytrigona en 303 nidos de meli poninos examinados
a bajas altitudes en Cundinamarca. Valores de abundancia
similares para Oxytrigona también han sido observados en
Panama (Roubik com. pers.).

Al igual que paraotrosgénerosde abgjas, laregion Andina
de Colombia contiene el mayor nimero de especies de

Tabla 1. Distribucién geogréfica de Oxytrigona en Colombia. Region natural: And = Andina; Ama = Amazonia; Atl = Atlantica; Ori =
Orinoquia; Pac = Pacifica. Zonas de vida segiin Espinal (1991): bmh-T= Bosque muy Humedo Tropical; bmh-ST= Bosque muy Himedo
Subtropical; bh-T= Bosgue Himedo Tropical; bh-ST= Bosgue muy Himedo Subtropical; bs-T= Bosgue Seco Tropical ; bh/bmh-T = Transicién

Bosque Humedo Tropical a Bosque muy Himedo Tropical.

Especie Regidén natural Zonadevida Rango altitudinal (m)
O. daemoniaca (Camargo, 1984) And, Atl, Pac bmh-T, bmh-ST,
bh-T, bh-ST, bs-T 150-1.510
O. flaveola (Friese, 1900) And, Ori bmh-ST 175-1.630
O. aff. mediorufa (Cockerell, 1913) And, Ori bmh-T, bh-T 467-576
O. mellicolor Packard, 1869 And, Atl, Pac bmh-T, bmh-ST, bh-T,
bh-ST, bs-T, bh/bmh-T 2-1.479
O. mulfordi (Schwarz, 1948) Ama, Ori bh/bmh-T 400
Oxytrigona nov. sp. 1 Pac bh-T 200
Oxytrigona nov. sp. 2 And bmh-T 576
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Oxytrigona (Gonzélez y Engel 2004; Gonzélez et al. 2005).
Sin embargo, esta aparente riqueza es seguramente un sesgo
del muestreo, pueslaregion Andinaes unadelas areas mejor
colectadas del pais.
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Digitonthophagus gazella (Coleoptera: Scarabaeidae):
distribucién en Américay dos nuevos registros para Colombia

Digitonthophagus gazella (Coleoptera: Scarabaeidae): distribution in America and two new records for Colombia

CAROLINA RIVERA! y MARTA WOLFF?

Resumen: Sehaceunarevision deliteraturaacercadel areadedistribucion delaespecie lndo-africanaDigitonthophagus
gazella (Coleoptera: Scarabaeidae) a partir de su introduccion en 1972 en Norteamérica, hasta este momento. Su rango
de dispersion ha alcanzado la colonizacién casi completa de Centroaméricay parte de Suramérica. Ademas se registran
individuos de esta especie en dos nuevas localidades de intenso uso ganadero en laregién Caribe de Colombia.

Palabras clave: Coledpteros copréfagos. Dispersion. Introduccidn. Especiesinvasivas.

Abstract: A literature review is made on the area of distribution of the Indo-African species Digitonthophagus gazella
(Coleoptera: Scarabaeidae) sinceitsintroduction in 1972 in North America until the present. Its range of dispersion has
reached the almost complete colonization of Central America and part of South America. Individuals of this speciesare
also recorded at two new localities of intense cattle ranching in the Caribbean region of Colombia.

Key words: Dung beetle. Dispersion. Introduction. Invasive species

Introduccién

L a especie Digitonthophagus gazella (Fabricius, 1787) cuya
distribucion original conocida era Africay Asia, seintrodujo
en Australia en 1968 y en 1972 de manera experimental en
Estados Unidos (Blumey Aga 1978; Fincher et al. 1983) como
complemento de la fauna nativa de coledpteros coprofagos,
para un mas rapido y €ficiente reciclge de estiércol de los
pastosy como control biol 6gico delas poblaciones de dipteros
y helmintos gastroinstestinales que no hacen nidos pero se
desarrollan en las masas de excremento y afectan negativa
mente animales de pastoreo y humanos (Cambefort 1991;
Kohlmann 1991; Blume y Aga 1978; Doube et al. 1991);
subsecuentemente, estaespecie seliberd en otrasregionescomo
laislade Grenada, Uruguay, Chile continental einsular (Isla
dePascua), (Kohlmann 1994; Noriegaet al. 2006) Brasil (Cos-
tarJanior et al. 2002) y de manera no oficial en territorio Ve-
nezolano (Noriegaet al. 2006).

Digitonthophagus gazella tiene una poderosa capacidad
paradispersarse, esto se hace evidente si se examinasu histo-
riade distribucion en América. Laliberacioninicial delaes
peciesereaizd enAbril de 1972 en el Condado Victoria, Texas
y en Julio del mismo afio se introdujo en el Condado Kleberg
al sur del mismo Estado aproximadamente 5.000 individuos
(Blumey Aga 1978; Fincher et al. 1983), los cuales afinales
de 1973 yase encontraban aproximadamente a16 km del pun-
to deliberaciéninicia y durante 1974 habian avanzado otros
32 km (Blumey Aga1978). Paraoctubre de 1976 se encontra-
ba en 18 condados del sur de Texas comprendiendo cerca de
4'250.000 ha(Blumey Aga1978). Entre 1975y 1979, serea-
lizaron liberaciones experimentales en varias localidades de
California (Blume y Aga 1978), Georgia, Arkansas y
Mississippi (Fincher et al. 1983); otras liberaciones se reali-

zaron en otros tres condados del norte de Texas entre 1973y
1975 (Fincher et al. 1983).

En México laexpansion de laespecie seinicio desde el Norte
y en 1981 se efectuaron los primeros registros en los estados
de Nuevo Ledn y Tamaulipas (Kohlmann 1994; Lago et al.
1984) posteriormente en 1982 en Piedras Negras, Coahuila
(Fincher et al. 1983) y en 1984 alrededor de La Mesa,
Chihuahua, en San Ignacio, Durango y paraeste mismo afio se
hallé al sur del pais en Palma Sola, Veracruz. El primer reco-
nocimiento de esta especie en la vertiente pacifica mexicana
se obtuvo en 1983 en Manzanillo, Colima (Kohlmann 1994).
Entre 1984 y 1986, se hicieron otros hallazgos en la regién
Pacifica, en Chamelay cerca de la localidad de José Maria
Morelos, ambos en el estado de Jalisco (Moron et al. 1988);
en 1986, se encontrd en el Océano Pacifico Mexicano en las
IslasMarias, Nayarit exactamenteenlalslaMariaMadrey en
laislaMaria Magdalena (K ohlmann 1994). En 1987 se colec-
té alolargo delacostapacificaen Zihuatangjo, Guerreroy en
€l centro de México en lacapital del Estado de San L uis Poto-
si; y este mismo afio en Sayaxché, Petén en Guatemala, apa-
rentemente cruzando todo México alolargo delacostaAtlan-
ticaen aproximadamente siete afios; con estosdatos Kohlmann
(1994) estimo €l tiempo de expansion parala especie en 103
km/afio.

En el periodo entre 1988-1990 se registro en Zenzontla,
LaCalera, Autlén, € Grulloy El Limon poblacionesdel Esta
do de Jalisco (Rivera-Cervantesy Garcia-Real 1991), en 1989
serecolectd en el pacifico en Puerto Angel, Oaxacay un tanto
tardio con relacion a registro hecho en Guatemala, se encon-
tré enlaslocalidadesdela”Estacion BioldgicaLos Tuxtlas’ y
San Andrés Tuxtlaambos en Veracruz y en Palenque, Chiapas
(Kohlmann 1994). En €l afio 1991 la especie se hall6 en tres

!Bidloga. Laboratorio de Colecciones Entomol égicas-GIEM. Universidad de Antioquia. A.A. 1226 Medellin-Colombia.carolinariveraalvarez@yahoo.com
2 Bidloga, Ph. D. Directora, Laboratorio de Colecciones Entomoldégicas-GIEM. Profesora, Instituto de Biologia. Universidad de Antioquia. A. A. 1226

Medellin-Colombia. mwol ff@matematicas.udea.edu.co
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municipios al suroeste del Estado de Chiapasy para el 2000
nuevos reportes en cinco municipios del centro y oeste del
mismo Estado (Morales et al. 2004).

Los registros de 1990 son para Tuzamapan-Veracruz, que
muestran una incursion cerca de la Sierra Madre Oriental
(Kohlmann 1994). En este mismo afio, se recolectd a 116 km
al sur delamismacostaAtlanticaen lacarreteraentre Tuxtepec
y Palomar, Oaxaca. Para 1991 se encontro en lalocalidad de
San Blas, Nayarit (Kohlmann 1994).

En 1995 D. gazella se colectd por primeravez enterritorio
Colombiano durante un estudio rgpido en lalsla de San An-
drés, cercana a Nicaragua (Noriega 2002); mientras que un
estudio mas profundo realizado en 1998 en el mismo sitio se
confirmd el establecimiento en tierras insulares colombianas
(Noriega 2002). En 1996 la especie se registré para Nicara-
gua, aparentementellegd cruzando todo Méxicoy Guatemala,
curiosamente se encontré en zona selvética sobre el Rio
Waspuk, enlaReservaNatural Bosawas, donde no existe acti-
vidad ganadera (Maes et al. 1997).

Hacia 1997, aparecen nuevos registros de D. gazella en
Meéxico en Sierra de la Laguna, Baja California, Yepéchic y
Cuauhtémoc, Chihuahuay Y écora, Sonora (Montes de Ocay
Halffter 1997). En € estado de Chihuahua cercade Basaseachic
seencontrd a1920 msnm, laaltitud méselevadaalacual seha
recolectado la especie (Montes de Oca y Halffter 1997). En
1998 seregistré en el Estado de Puebla, México a600 msnm,
siendo el primer reconocimiento en montafias hiimedas (Ca-
rrillo-Ruiz y Morén 2003).

En el 2004 la especie se reportd en zona continental de
Colombiaen laparte Norte enlosdepartamentos de: Atlantico
(Gaapay JuanAcosta), Balivar (Cicuco, Magangué, Mompox,
CartagenaeldadeTierraBomba), Gugjira(Vallede Cerrgjon),
Cesar (La Jagua de Ibirico) y Magdalena (Vertiente
Noroccidental del PNN SierraNevadade SantaMartay Santa
Marta), y en la parte Oriental de Casanare (Paz de Ariporo) y
Vichada (Cumaribo) (Noriega et al. 2006) (Fig. 1).

El objetivo de este trabajo es recopilar y registrar infor-
macion acerca del avance y la actual distribucién de D.
gazella en Centro y Suramérica a partir de su introduccién
en EE.UU.

M étodos

Se recol ectaron muestras en dos localidades en |os depar-
tamentos de Atlantico y Bolivar de la zona Caribe de Colom-
biaentrelos 0y los 300 msnm entre agosto de 2005 y febrero
de 2006 como parte del proyecto “Zoocria de coledpteros
copréfagos de Colombia” financiado por Fort Dodge labora-
torios Wyeth division Animal Health. Las recolecciones se
realizaron por personas de la zona, a quienes se les ensefio la
metodol ogia de muestreo, en potreros destinados ala ganade-
riamediante trampas de caida (pitfall) cebadas con excremen-
to devaca (bofiigafresca) paralacapturadeindividuosvivos.
Se establecieron tres transectos de 120 m cada uno, donde se
distribuyeron cuatro trampas separadas 30 m entre si. Lastram-
pas en cada sitio se revisaron y recebaron cada 24 horas du-
rante tres dias. L os individuos se almacenaron en recipientes
con bofiiga, serotularon con datos delocalidad delacolectay
seenviaron al laboratorio de colecciones entomol dgicas de la
Universidad de Antioquia (CEUA) para el andlisisy separa-
cion de las muestras.

Resultados

En el 2005 en Sabanalarga, Atlantico, se recolectaron 318 in-
dividuos; 12 en agosto y 306 en septiembre, mientras que en
febrero de 2006 en Magangué, Bolivar se obtuvieron 96 gjem-
plares. Todos|os especimenesrecol ectados serevisaron eiden-
tificaron y 30 de ellos se depositaron en CEUA.

Material examinado. D. gazella. 39, 4-COLOMBIA. At-
lantico. Sabanalarga. Corregimiento Molinero. Fca. Carreto.
Potrero, Pitfall bofiiga. Ago 2005. J. Oliveiros. [CEUA]. 49,
7 d Atlantico. Sabanalarga. Corregimiento Molinero. Fca.
Carreto. Potrero, Pitfall bofiiga. Sep 2005. J. Oliveiros.
[CEUA]. 89, 4d" Bolivar. Magangué. Fca. Gallinazo. Potrero,
Pitfall bofiiga. Feb 2006. E. Serpa. [CEUA].

Discusion

Delas especies de col edpteros coprofagos que se han estudia
do, D. gazella esunade las més exitosasy eficientesdebido a
gue cada hembra puede producir aproximadamente 100 des-
cendientes durante su vida (Blumey Aga 1978), aunado auna
sorprendente tasa de dispersion de 50 a 130 km/afio (Hanski y
Cambefort 1991). L os mayores desplazamientos han sido ob-
servados en especi esintroducidas en areas donde no ocurrian
originamente (Hanski y Cambefort 1991); siendo ésta una
especie originariade | as sabanas de Africa (Cambefort 1991),
se establ ece facilmente en zonas bajas con poco o ningun tipo
de vegetacion, altastemperaturasy algunos periodosdelluvia
al afo, como se evidencia por la distribucion de la especie
entre los Estados Unidos y Colombia. El tamafio de una po-
blacion de D. gazella es dependiente de condiciones climéticas
y edéficas, prefiriendo pastos abiertos en suelos arenosos
(Blumey Aga 1978), logrando establecerse facilmente en las
sabanas continental es de Colombia.

Pese a que se desconoce lavia de acceso de D. gazella a
pais, es posible pensar que |a especie hayalogrado colonizar
primero laregion norte de Colombia, debido a que las condi-
ciones necesarias para su sobrevivencia son Optimas en los
valles secos de esta parte del pais. Teniendo en cuenta que su
historia en el continente se inicié con la introduccién en
Norteaméricay posteriores eventos de dispersion, su distribu-
cién conocida actualmente es més 0 menos continuay por su
gran capacidad de desplazamiento y colonizacion, secree que
laausenciaderegistros podriaser efecto delafaltade muestreo
en muchas regiones.
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Nuevos registros de hormigas del Caribe Colombiano, incluyendo claves
taxondmicas para Acanthoponera, Heteroponera y Platythyrea

New records of ants of the Colombian Caribbean, including taxonomic keys for Acanthoponera,
Heteroponera and Platythyrea

ROBERTO J. GUERRERO-F.*?y DEIVER Y. OLIVERO-G.?

Resumen: Seregistran por primeravez cuatro especies de hormigas poneromorfas parael Caribe Colombiano, Platythyrea
pilosula, Platythyrea prizo, Acanthoponera mucronatay Heteroponera angulata, esta Ultimanuevo registro paraColombia.
Ademés, se presenta una clave para las especies de Heteroponerinae y otra para las especies del género Platythyrea

(Ponerinae) en Colombia.

Palabras clave: Hormigas cazadoras. Sierra Nevada de Santa Marta. Colombia

Abstract: Four species of poneromorphaants are registered for the first time for the Colombian Caribbean, Platythyrea
pilosula, Platythyrea prizo, Acanthoponera mucronata, and Heteroponera angulata. The latter is a new record for
Colombia. Keysto the Colombian Heteroponerinae species as well as keys to the Colombian species of the Platythyrea

(Ponerinage) are given.

Key words: Hunting ants. Sierra Nevada de Santa Marta. Colombia.

Introduccién

Dentro de las hormigas se encuentran varios grupos de
depredadoras por excelencia como las subfamilias
Amblyoponinae, Ectatomminae, Heteroponerinae, Para-
ponerinae, Ponerinae y Proceratinae (Bolton 2003; Brady et
al. 2006). Estas hormigas viven en pequefias colonias con
decenas o cientos de obreras, sus nidos son muy frecuentesen
madera descompuesta sobre €l suelo o en la hojarasca; la
mayoriadelas especiesbuscan su alimento solitariamente, pero
se puede encontrar esporadicamente el comportamiento grupal
de caza (Holldobler y Wilson 1990; Longino y Hanson 1995),
estetipo de comportamiento asi como caracteres morfol égicos
han permitido que sean catal ogadas como grupos primitivos
(basales) dentro de las hormigas (Fernandez 2003).
Actualmente se han descrito 424 especies para el
Neotrépico, representando aproximadamente el 14% detodas
las especi es de hormigas neotropicales (Fernandez y Sendoya
2004). En Colombia existen aproximadamente 200 especies
de hormigas cazadoras de las subfamilias Amblyoponinae,
Ectatomminae, Heteroponerinae, Paraponerinae, Ponerinaey
Proceratiinae (Fernandez 2003); la posicion geogréficay la
gran diversidad de ecosistemas, favorecen esta gran riqueza
permitiendo posicionar aColombiacomo unadelaszonasmés
ricas en hormigas del Neotrépico (Brown 1991). Al presente
el Instituto Humboldt (IAvH) de Colombia, adelanta la
propuestaeditorial “Hormigas Cazadoras de Colombia” cuyo
objetivo esfortal ecer y enriquecer el conocimiento delafauna
de estegrupo de hormigasen €l pais (Fernandez com. pers.); y
por otro lado el Grupo de Investigacién en Insectos
Neotropicales de la Universidad del Magdalena viene
adelantando €l proyecto “Insectosdela Serra Nevada de Santa

Marta” como estrategiaparaconocer ladiversidad deinsectos
de este complejo montafioso y en genera ladiversidad delos
insectos del Caribe colombiano. Resultado de estos esfuerzos
de captura en diversas temporadas del afio se han registrado
nuevas especies paralaregion y parad pais. En este trabajo
se presentan estos registros con breves notas de campo, y
ademés se ofrecen claves actualizadas para estos grupos.

Registro delas especies

Subfamilia Heteroponerinae Bolton, 2003

Tribu Heteroponerini Bolton, 2003

Acanthoponera mucronata (Roger, 1861)

Material examinado: 1 obrera. COLOMBIA. Magdalena.
Sierra Nevada de Santa Marta. Vereda Minca. Sector Pozo
Azul. FincaLaMarta, 74°06'29"W 11°08' 17”N. 740m. 1-2-
jul-2004. H. Garcia & D. Ospino leg. [CEUM]. Colectadaen
bh-ST mediante trampa de caida con cebo de excremento
humano. Primer registro parael Caribe colombiano, se conocia
en losdepartamentos del Amazonasy Meta (Fernandez 1993).

Heteroponera angulata Borgmeier, 1959

Material examinado: 1 obrera. COLOMBIA. Magdalena.
Sierra Nevada de Santa Marta. Vereda Minca. Hacienda La
Victoria, 74°05'12"W 11°07'14,2"N. 1395 m. 30-abr-2006.
R. Guerrero & D. Olivero leg. [CEUM]. Colecta manual en
bmh-ST. Primer registro para Colombia, solo se conocia de
Brasil (Fernandez & Sendoya 2004).

Subfamilia Ponerinae s.str.
Tribu Platythyreini Emery, 1901
Platythyrea pilosula (Smith F., 1858)

1 Autor paracorrespondencia: Bidlogo. Grupo de Investigacién en Insectos Neotropicales. Instituto de I nvestigaciones Tropicales. Universidad del Magdalena.
Carrera 32 N° 22-08. San Pedro Alegjandrino. Santa Marta, Colombia. rguerrero@unimagdalena.edu.co

2 Coleccion Entomolégica de la Universidad del Magdalena.

3 Grupo de Investigacion en Insectos Neotropicales. Instituto de Investigaciones Tropicales. Universidad del Magdalena. deiver.olivero@gmail.com
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Material examinado: 3 obreras. COLOMBIA. Cesar.
Chiriguand 73°34'53,2"W 09°20'48,2"N. 120 m. 14-abr-
2006. R. Guerrero & A. Mgjialeg. [CEUM]. Colecta manual
sobre Enterolobium cyclocarpum (Mimosoideae), en
vegetacion de sabana. 1 obrera. COLOMBIA. Magdalena.
Sierra Nevada de Santa Marta. Puerto Mosquito. Finca “El
Reposo”. 74°10'45"W 11°10°23,6” N. 96m. 24-26.feb-2007.
D. Olivero & D. Ramirez leg. [CEUM]. 2 obreras.
COLOMBIA. Santa Marta. Quinta San Pedro Alejandrino.
74°10'38,2"W 11°13'47,4”N. 30 m. 22-oct-2005. R. Guerrero
& S. Rhenas leg. [CEUM]. 4 obreras. COLOMBIA. Santa
Marta. Vda. Altos de Palangana. 74°09' 11.4” W 11°16'06.5" N.
11 m. 16-18-ene-2007. D. Ramirez leg. [CEUM]. Primer
registro para el Caribe Colombiano, se conocia en los
departamentos del Amazonay Valle del Cauca (Fernandez et
al. 1996). Colectadas con trampa de caida en bs-T

Platythyrea prizo Kugler, 1977

Material examinado: 2 obreras. COLOMBIA. Magdalena.
SantaMarta. ReservaNatural Kalashe Kalahabia. 74°08' 10" W
11°14' 18" N. 250 m. 23-24-sep-2006. R. Guerrero & D. Olivero
leg. [CEUMY]. Primer registro para el Caribe Colombiano, se
conocia del departamento del Valle del Cauca (Arias 2003).
Colectada con trampa de caida en bs-T.

Clave para las obreras de Acanthoponera
(Heteroponerinae) en Colombia
Modificacion de la clave propuesta por Brown (1958).

1. Espinapropodeal igual o mas corta que lalongitud maxima del
didmetro del ojo; margen dorsal del peciolo (vista lateral)
levemente recto (Fig. 1A); Valedel Cauca................. A. minor

— Espinapropodeal maslargaquelalongitud maximadel diametro
del ojo; margen dorsal del peciolo (vista lateral) tiende a ser
concava anteriormente (Fig. 1B-D); Amazonas, Magdalena,
MELAL .. .o A. mucronata

D.Olivero 2007 %

D.Olivero 2007

Figura 1. Acanthoponera spp. A. Peciolo de A. minor (Adaptado de
Fernandez 1993); B.Vistalateral, C. Cabezay D. Peciolo de A. mucronata.

Clave paralas obreras de Heteroponera
(Heteroponerinae) en Colombia
Modificacion de la clave propuesta por Fernandez (1993)

1. Qjos pequefios, con unos pocos omatidios (Fig. 2B); propodeo
sin dientes (Fig. 2A, C); Antioquia, Tolima.............. H. microps

Ojos grandes, con mas de 20 omatidios; propodeo con dientes2

2. Espinas propodesal es pequefias o vestigiales (Fig. 3A, Cy D); los
angulos occipitales no forman lébulos (Fig. 3b); Magdalena.....
................................................................................ H. angulata

— Espinaspropodeal es bien desarrolladasy puntiagudas, méslargas
que el ancho de su base (Fig. 4A); cada angulo occipital forma
UN [ODUIO NOLOMTO ... 3

3. Cadaangulo occipital formaun |6bulo subtruncado redondeado;
escrobas antenaleslargas, sobrepasando el plano delosojos (Fig.
4C); Valle del Cauca........cccceoereereeerereeeeee e H.inca

— Cada angulo occipital forma un Iébulo prominente y agudo;
escrobas antenales cortas, sin sobrepasar € plano delosojos (fig.
4B); Meta, Narifio, Risaralda, Valle del Cauca.... H. monticola

Figura 2. Heteroponera microps, obrera. A. Vista lateral, B. Cabezay
C. Vistadorsal. (Adaptado de Fernandez 1993).

Figura 3. Heteroponera angulata, obrera. A. vistalateral, B. cabeza, C.
Peciolo en vistalateral y D. peciolo en vista dorsal
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Clave paralasobrerasde Platythyrea
(Ponerinae) en Colombia
Modificacién de la clave propuesta por Brown (1958).

1. Mandibulas con el margen masticador edentado (Fig. 5D) ..... 2

— Mandibulas con € margen masticador aserrado (Fig. 5A y B);
Magdalena, Valle del Cauca.........ccooeeeeerecrieinicnneene, P. prizo

2. Longitud del peciolo (vistadorsal) menor a 0,85mm; Amazonas,
Bolivar, CagUELA..........oceveererererenerereeeee e P. punctata

— Longitud del peciolo (vista dorsal) mayor a 0,85mm (Fig. 5C y
D); Amazonas, Magdalenay Vale del Cauca ........... P. pilosula

Consider acionesfinales

Aunque laregién Andina es lamas rica en hormigas del pais
(Ferndndez et al. 1996), las areas relictuales de bosque del
Caribe pueden estar albergando igual o mayor cantidad de
especies de hormigas endémicas o de ampliadistribucion que
estén alaesperade ser descubiertas. El nudo de Paramillo, la
Serrania del Perij4, las zonas secas de la Gugjira, las sabanas
del Cesar, laSierraNevadade Santa Marta, son a gunos pocos
g/ emplosde sitios que hacen del Caribe colombiano unaregion
con una amplia variedad de habitats y con ello favoreciendo
unagran diversidad de hormigas; a pesar de esto, €l esfuerzo
de muestreo es poco y se ha concentrado en unas pocas areas
de bosqgue seco (IAvH 1997) y en esporadicasinvestigaciones
en zonas de montafia (Guerrero-F y Sarmiento-M en
preparacion), descuidando otras formaciones vegetales con
distribucion restringiday caracteristicas especialestalescomo
losrelictos de sabanasy lavegetaci on xerof iticay subxerofitica

Tan solo de la Sierra Nevada de Santa Marta y sus
estribaciones sereportan dosdelastres especiesde Platythyrea
presentes en Colombiay unaespecie de Heteroponera conocida
unicamente del Brasil, es de considerar que este enclave
montafioso asi como algunasregionesdel Caribe colombiano,
posi blemente guardan unafauna de hormigasimportante para
el inventario nacional de biodiversidad.
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Preservacion y almacenamiento de ADN de mariposas utilizando papel filtro

Preservation and storage of butterfly DNA using filter paper
LUZ MIRYAM GOMEZ-P! y SANDRA |. URIBE?

Resumen: Dos técnicas de almacenamiento de ADN de mariposas se compararon por medio de la Reaccién en Cadena
delaPolimerasa (PCR) mediante la amplificacion de un fragmento del gen ND4. El ADN extraido se depositd en tubos
de microcentrifugay se almacen6 a-20°C, alternativamente se deposito en papel defiltro y se almaceno a temperatura
ambiente. Las amplificaciones de fragmentos de ADN mediante PCR provenientes de papel filtro exhibieron buena
calidad. Nuestrosresultados sugieren € al macenamiento en papel filtro como unaalternativasencilla, efectivay econdmica
parapreservar €l ADN extraido.

Palabr as clave: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). ND4. Lepidoptera.

Abstract: Two techniquesfor butterfly DNA storage were compared using Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification
of afragment from the ND4 gene. Extracted DNA was put into microcentrifuge tubes and stored at -20°C; alternatively,
they were put on filter paper and stored at ambient temperatures. Fragments of DNA amplified through PCR that came
fromfilter paper exhibited high quality. Our results suggest storage on filter paper to be asimple, effectiveand inexpensive
aternative to preserve extracted DNA.

Key words: Polimerase Chain Reaction (PCR). ND4. Lepidoptera.

L os estudios mol ecul ares en mariposas han proporcionado un
renacimiento en la sistematica de este grupo que constituye
uno delosmasgrandesy diversosdel mundo animal. Al interior
de Insecta, el orden Lepidoptera (mariposas y polillas)
constituye el segundo orden mas rico en nimero de especies,
con cerca de 170.000 especies reconocidas y unas 300.000
especies todavia sin describir (Wahlberg 2006). Con base en
dichos estudios, se han abordado aspectos taxondmicos,
biogeogréficos y evolutivos proporcionando avances
significativos en el conocimiento sobre estos organismos
(Sperling 2003; Sperling y Harrison 1994; Mallarino et al.
2005; Whinnett et al. 2005).

En laactualidad técnicas como la obtencion de secuencias
nucleotidicas y otras basadas en la PCR (por su nombre en
inglés Polimerase Chain Reaction), son de uso comun en los
estudios de sistematica molecular de mariposasy constituyen
una de las principales herramientas para complementar y
contrastar la informacion obtenida con base en caracteres
morfol 6gicos (Campbell y Pierce 2003; Keyghobadi et al.
2003). Para los entomologos y en este caso particular para
aquellosinteresados en estudios molecul ares de mariposas, €l
intercambio de muestras (especimenes o ADN) asi como la
calidad y cantidad de ADN obtenido son de gran importancia;
por lo tanto, aspectos como el almacenamiento, trasporte y
posible degradacion de las muestras por los ciclos repetidos
de congelacion y descongelacion deben recibir especial
consideracion. Todosell os, determinan en gran partelacalidad
de lainformacion obtenida (Hoy 1994; Avise 2004; Dessauer
et al. 1996).

Por lo general, las extraccionesdeADN realizadas a partir
de insectos son almacenadas de formaindividual en tubos de

microcentrifuga y congeladas a -20°C o -80°C hasta su
utilizacion en las diferentes técnicas moleculares; también
pueden pel etizarse medi ante preci pitacion en a cohol o secarse
al vacio cuando se almacenan por largos periodos. En este
ultimo caso, se requiere la resuspension del ADN en el
momento de realizar latécnicade amplificacion (PCR) (Yang
et al. 1997).

El papel filtro es usado de rutina en procedimientos de
laboratorio y se haimplementado con éxito en extraccionesde
ADN. Asi, la técnica conocida como Flinders Technology
Associates (FTA®) permite laextraccion del ADN apartir de
sangre'y su preservacion a temperatura ambiente. En ella, se
utilizael papel filtro como unamatriz de amacenamiento del
ADN siendo unasolucién adecuadaparaaisarloy preservarlo.
Aunque estatécnicase harealizado con alguin éxito en plantas
y pequefios insectos, es demasiado costosa en relacion con la
lisis celular tradiciona en la que se basa la mayoria de los
métodos de extraccion de ADN en insectos (1 délar vs 0.05
ddlares por muestra). (Devost y Choy 2000; Natargjan et al.
2000; Snowden et al. 2002). En la presente nota se presenta
una forma sencilla, econdmica y efectiva para almacenar,
preservar e intercambiar ADN de mariposas utilizando papel
filtro. Via PCR se compar6 la utilizacion del papel filtro
comercial con la congelacién y almacenamiento en tubos de
microcentrifugaa-20°Cde las muestras.

Materialesy M étodos
Lasmariposas utilizadasfueron Oleria fumata (Haensch, 1905)

y Oleriamakrena (Hewitson, 1854) colectadasen el municipio
de Jardin, Antioquia. Las extracciones de ADN individuales

1 Autor paracorrespondencia: Bacteri6loga, EntomélogaM. Sc., Grupo de Investigacion en Sistemética M olecular -GSM—, Facultad de Ciencias, Universidad

Nacional de Colombia, Sede Meddllin. Imgomezp@unal med.edu.co

2|ngenieraAgrénoma, M. Sc., Ph. D. Coordinador Grupo de I nvestigacion en Sistemética Mol ecul ar, Facultad de Ciencias, Universidad Naciona de Colombia,

Sede Medellin. suribe@unal.edu.co


Paula
Texto tecleado
https://doi.org/10.25100/socolen.v33i2.9345


198 Revista Colombiana de Entomologia

Luz Miryam Gémez-P. y Sandral. Uribe

serealizaron apartir de dos patas de las mariposas congel adas
a -20°C entre dos a cinco meses de su recoleccion. La
extraccion se realizé mediante e método sugerido en € kit
comercial Dneasy kit (QIAGEN).

El ADN extraido de 50 muestras fue resuspendido en 80
pl, de TE. La calidad de las muestras se verificoO mediante
observacion en geles de agarosa a 0,8%. Las muestras con
PCR positivo para e gen ND4 (subunidad 4 de la NADH-
deshidrogenasa-mitocondrial-) se seleccionaron para la
comparacion. Posteriormente, se dispuso de dos trozos
circularesde 3 cm de didmetro de papel filtro No.1 de advantec
MFS, inc. marcados con |piz para cada muestra. Con una
micropipeta Gilson se depositaron sobre cada circulo 25 pl,
de ADN y se degjaron secar durante 10 horas. Para ello, los
circulos se colocaron sobre cajas de petri estériles con doble
papel servilleta encimay debajo. Una vez secos, seretiraron
delas cajas petri y se depositaron en sobres blancos de papel
respectivamente marcados que se almacenaron atemperatura
ambiente (25°C) en un cajén de maderade 20 x 20 cms. Otros
25 pl, de cada muestra se ailmacend a -20°C en tubos de
microcentrifuga.

Cada mes durante cuatro meses tanto las muestras
congeladas como las almacenadas en papel filtro, se probaron
para PCR utilizando los cebadores ND4ar 5 -AA(A/
G)GCTCATGTTGAAGC-3' y ND4c 5 -ATTTAAAGG(T/
C)AATCAATGTAA-3', disefiados por Uribe et al. (2001) en
el CDC deAtlanta, que amplifican un fragmento del gen ND4
de aproximadamente 600pb. La PCR se desarroll6 con el
siguiente perfil térmico: 94°C durante tres minutos, 35 ciclos
a93°C, durante 30 segundos, 48°C durante un minuto, 70°C
duranteun minuto y un paso final de extension de 72°C durante
10 minutos. Los geles se visualizaron y fotografiaron en un
transiluminador con luz ultravioleta (Biodoc analyzer,
Biometra).

Para ambos tratamientos el volumen de lareaccion fue de
50 pl empleando 2 pl de ADN molde en el caso del ADN
congelado y un circulo de papel de 4mm, retirado con un

gel A
— — — D me GEED WD G gess s QD =
Mes 1 Mes 2 Mes 3
gel B 4 5.|.6 a8 a9 0 41 12

sacabocado de las muestras almacenadas a temperatura
ambiente (aprox. 25°C) y depositado en lamezcladereaccién.
Losreactivos de mezclade reaccion, (Fermentas) se utilizaron
en las siguientes cantidades y concentraciones: 5 pl de buffer
10x, 4 pul deMgClI2 (25 mM), 0,1 pl dedNTPs (1mM), 0,3 ul
de taq polimerasa (500U) y 0,3 pl de cada primer (50 uM) y
aguaultrapuraestéril gjustadaal volumenfinal delareaccion.
Las muestras se clasificaron como positivas o negativas para
PCR.

Resultados

Delas 50 extracciones, 48 fueron positivas para PCR con los
cebadores paraamplificar el fragmento del gen ND4 las cuales
se seleccionaron paralacomparacion. Al realizar denuevolos
PCR después de preservar las muestras congeladasy en papel
filtro, se aobtuvieron resultados positivos en cada uno de los
cuatro meses para latotalidad de las muestras. En lafigura 1
se observan algunos de los amplificados para algunas de las
mariposas.

Los resultados verifican que el ADN almacenado a
temperatura ambiente en papel filtro durante cuatro meses
funciond de forma efectiva para el almacenamiento y
preservacion del ADN gendmico verificado por latécnicade
PCR. Esta técnica representa una excelente fuente de
almacenamiento de ADN sin los costos de congelacion y con
gran economiade espacio, yaque un gran nimero de muestras
podrian a macenarse en sobres de papel en gabinetes de madera
atemperatura ambiente. Otra ventgja es €l fécil intercambio
delasmuestrasentreinvestigadores al poder enviar losdiscos
de papel envez del ADN en solucién lo cual significano solo
bajar los costos, sino también los riesgos de pérdida de la
muestra por derrames o fracturas en los tubos. Estaforma de
envio también es Util pararemitir las muestras a laboratorios
nacionales o internacionales para andlisis 0 secuenciacion.
Adicionalmente, se evitan los ciclos de congelacion y
descongelacion que afectan la calidad del ADN y se optimiza

9 (10 11 12 13 |14 15 16 17

Mes 4

13 14 15 16 17

Mes 1
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Figura 1. Amplificados del gen ND4 para ejemplares de O. fumata y O. makrena. Las muestras del gel A fueron congeladas a-20°C. Las muestras
del gel B fueron conservadas en papel filtro. En los carriles nimero 2-3, 6-7, 10-11, 14-15 se sembraron muestras de O. fumata. En los carriles 4-5,
8-9, 12-13, 16-17 se sembraron muestras de O. makrena. El carril nimero 1 corresponde a marcador de peso molecular (100 pb).
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lacantidad de reacciones delaPCR que pueden realizarse con
base en unamuestra, lacual corresponde a nimero decirculos
que pueden usarse para cada reaccion.

Es importante validar este estudio con un niimero mayor
de muestras y por diferentes tiempos de almacenamiento del
ADN ya que existe cierto grado de degradacion del acido
nucleico, el cua puede ser mésevidente con €l paso del tiempo.
Estaformade conservar y preservar el ADN puede ser degran
utilidad en especia para técnicas como la PCR en lacual se
logran resultados exitosos con pequefias cantidadesdeADN y
aun con cierta degradacion. Esto es especialmente vélido para
ADN mitocondrial uno delos més utilizados en la actualidad
paraestudios evolutivosy biogeogréficos (Quicke 1993; Avise
2004; Hoy 1994).
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A

Abejas del fuego 188
Acanthoponera 193
Acanthoponera minor 194
Acanthoponera mucronata 193
Acaridae 125

Acariformes 110
Acentropinae 1-3,5, 7, 9
Acmaeodera lupinae 147
Acraeinae 63

Actividad proteolitica 104, 106
Acufa, J. 183

ADN 185171

ADN ribosomal 171

Aedes aegypti 148-156
Aepocerus 167-169
Agaonidae 165-169
Agaoninae 168

Agrilus hyperici 147
Agromyzidae 104

Agrotis ipsilon 125

Agrotis subterranea 125
Alabama argillacea 27-28 30
Aleurotrachelus socialis 110, 115
Algodon 117

Allium cepa 125

Allium fistulosum 129
Almacenamiento ADN 197
Alpaida veniliae 74-75
Amazonia 157
Amblyoponinae 193

Amitus fuscipennis 120
Anastrepha 36-42
Anastrepha alveata 36-39, 41
Anastrepha antunesi 36-38, 41
Anastrepha palae 36-39, 41
Anastrepha parishi 36-37, 40-41
Anastrepha shannoni 36-37, 39-41
Ancognatha 181

Ancognatha manca 178
Angel, F. 171

Anidarnes 168

Anomala inconstans 21-22
Anoplotermes 82-84
Anthaxia nitidula 147
Anthocoridae 121

Anthocoris nemorum 121
Anthomyiidae 124

Antibiosis 10, 12, 15-16
Aphididae 124, 171

Aphis fabae 125

Aphis gossyphii 125
Apicotermitinae 82-84
Apidae 188

Araneae 74, 76

Araneidae 74, 76

Armbrecht, |. 64

Arroz 74-76

Aschersonia aleyrodis 120
Aspergilllus ochraceus 120
Aspilodea singularis 178

B

Beauveria bassiana 89-95, 120
Bejarano, E. 43

Bellotti, A. 110

Bemisia tabaci 141-144
Bioplaguicida 116-119

Bosque humedo tropical 157

Bosque nublado 45-46, 50
Botero, J. 157

Botrytis 129

Brachiaria 31, 32, 35
Brachiaria ruziziensis 32
Brassolinae 58, 63
Buprestidae 146

Burbano, M. 110

C

Cadenag, P. 171

Café 10-16

Caberto, G. 178
Callosobruchus chinensis 137
Cafa de azUcar 31-32, 35
Carabali, A. 110

Carabidae 77-78, 80
Cardona, W. 165

Carrillo, D. 124
Ceraeochrysa claveri 172
Ceraeochrysa cubana 171
Cerambycidae 77-78, 80, 99
Cercopidae 31, 35, 74
Chacon de Ulloa, P. 54, 165
Charaxinae 61

Chiffelle, 1. 98

Chisas 17-19

Chrysauginae 2-3, 5-7, 9
Chrysoperla carnea 174
Chrysoperla externa 171
Chrysoperla rufilabris 174
Chrysopidae 171
Cicadellidae 74

Clavipalpus ursinus 124, 125
Coccindllidae 116

Coffea arabicalO

Coffea liberica 10

Coleoptera 10, 15, 17, 19-21, 25, 77-78, 80-81

Coliadinae 61

Compsus 183-187

Compsus viridilineanus 183
Conocephalus 74-76
Constantino, L. 54
Coprofagos 190

Cordeiro G. 146

Cornitermes cumulans 82-85
Cortaritermes 83-84
Cortaritermes fulviceps 82 84
Cortés, C. 45

Corting, G. 10

Cotes, A. 116

Cotes, C. 45

Cotton 27-30

Crambidae 1-5, 7-9
Crambinae 2-4, 7, 8

Cubas, A. 27

Culex quinquefasciatus 148-156
Culicidae 150-156
Curculionidae 10, 15, 77-78
Cybaomiinae 3, 5, 7
Cyclocephala 181
Cyclocephalini 181
Cyrtodiopsis dalmanni 138

D

Danainae 62

De Nadai, J. 146
Degradadores 77-78, 80-81
Degrande, P. 27

Delia 124-127

Deloya, C. 77

Delphacidae 74

Delphastus pusillus 116-121
Dengue 148-156
Densitometrias 108
Depredador(es) 47-48, 78, 80
Detritivoros 45, 47-48
Digitonthophagus gazella 190-192
Din&mica estacional 157-163
Diniz-SilveiraR. 146
Diopsidae 138

Diptera 36-37, 41-44, 74
Dismorphinae 61

DosAnjos, N. 146

Drop drop bestle 146
Drosophila melanogaster 138
Drosophilidae 138
Dynastinae 178

E

Ecologia urbana 54

Edafofauna 45, 47-50
Elateridae 77-78, 80
Electroforesis 91, 106, 198
Enterol obium cyclocarpum 191
Entomoparasitos 21
Epipaschiinae 2-3, 5, 6, 8-9
Escalas de infestacion 112
Especies invasivas 190
Espinaca 124

Estructura tréfica 157
Eucalyptus 98-102, 146
Eucalyptus camaldulensis 99-101
Eucalyptus globulus 99-101
Eucalyptus robusta 99-101
Eumastacidae 70, 73
Evergestinae 2-5

Evolucion de insectos 86-88

F

Fagua, G. 157

Fernandes, M. 27
Fernandez, C. 74
Ficicola 167-169

Ficus 165-169

Ficus andicola 167-169
Ficus dugandi 168

Ficus mexiae 167

Ficus popenoei 168
Ficus trigonata 168
Flérez, D. 74

Formicidae 64-65, 69
Frecuencia de copula 133
Fusarium oxysporum 107, 129

G

Gaigl, A. 17, 21
Galleriinae 2-3, 5, 9
Gambog, F. 148

Garcia, J. 133
Garcia-Gonzdlez, J. 116
Geles de poliacrilamida 106
Germoplasma 114
Germoplasma de café 10
Gil, R. 124
Glaphyriinae 2-5, 9
Gliocladium 129
Golmirzaie, A. 104



indice temético y de autores del volumen 33 (2007)

201

Gomez, L. 171

Gomez-P, L. 197

Gonipterus scutellatus 98-102
Gonzédlez, R. 148, 171
Gonzélez, V. 188

Gossypium hirsutum 27-28
Gramineas forrgjeras 31
Granobles, J. 141
Grigiotermes 82-84
Grigiotermes bequaerti 83-84
Gryllus integer 138
Guerrero, R. 193

H

Heliconiinae 57, 62
Helicoverpa zea 125
Hemiptera 31, 35, 110
Herbivoro(s) 47-48
HerreraR. 64

Hesperiidae 54, 56-58, 60
Hesperioidea 54, 56, 60-63
Heterandrium 165-169
Heteroponera 193
Heteroponera angulata 193, 194
Heteroponera inca 194
Heteroponera microps 194
Heteroponera monticola 194
Heteroponerinae 193
Heterorhabditis 21-22 24-25
Hexapoda 86-87

Hongo entomopatégeno 89
Hormiga depredadora
Hormigas cazadoras 193
Hortensia similis 74-76
Huerta, A. 98

Hymenoptera 64-65, 69
Hypothenemus hampei 10-16

|

Idarnes 165-169

Ingeniero(s) 47-48

Inhibidores de proteasas 104-108
IPM 27-28

|soptera 82, 84-85

Ithomiinae 57-58, 62

J
Jiménez, J. 124

K
Kattan, G. 165
Khachatourians, G. 89

L

Laffont, E. 82

Lampetis 147

Lampetis instabilis 147
Lampetis nigerrima 147
Lecanicillium lecanii 116-121

Lepidoptera 1, 3, 7-9, 54, 59-60, 88, 197

Leucochryza 172

Limonius 125

Linepithema humile 68
Linostinae 3, 5

Liriomyza huidobrensis 104, 125
Liriomyza trifolii 125

Lucero, A. 129

Lutzomyia 43-44

Lutzomyia atroclavata 43
Lutzomyia sp. serie townsendi 44

M
Macrosiphum euphorbiae 124

Mahanarva andigena 31-35
Manihot 110-114

Manihot esculenta 17, 110-115
Manihot flabellifolia 111-115
Manihot peruviana 111-115
Marcelo, A. 104

Mariposas diurnas 54, 59-60
Martinez-Alava, J. 36
Meliponini 188

Mélitaeinae 62

Melolonthidae 17, 19-21, 25, 26, 77-78, 80-81,

124
Melo-Moalina, E. 17, 21
Metarhizium 95
Metarhizium anisopliae 121
Midilinae 3, 5, 8
MIP 27
Miridae 141-144
MissD. 77
Mitochondria 89
Mizus persicae 125
Molinario de Souza, R. 146
Monoginas 64-68
Mononychellus tanajoa 110, 115
Montoya, J. 110, 148
Moreira, M. 27
Morphinae 63
Mosca blanca 110-111, 116
Mosca minadora 104
Mufioz, L. 129
Musotiminae 359
Myzus persicae 124, 127, 141-144

N

Nasutitermitinae 82-83

ND4 ADN 197

Neita, J. 178

Nematodos 21-26
Neocapritermes opacus 82-83
Nesidiocoris tenuis 141-144
Nicotiana tabacum 141-144
Noctuidae 88, 124

Noriega, J. 157
Nymphalidae 54, 56-57, 61
Nymphalinae 57, 62

(@]

Odontiinae 3-5, 7
Oleria fumata 197
Oleria makrena 197
Olivera, J. 104
Olivero-G, D. 193
Ortega-Ojeda, C. 17, 21
Orthoptera 70-74
Otitesellinae 168
Oxytrigona 188

P

Paecylomices fumosoroseus 120
Paelomyces farinosus 89, 91
Palacios, M. 104

Papa 133

Papilionidae 54, 57-59, 61
Papilioninae 61
Papilionoidea 54, 56, 60-63
Paraponerinae 193
Paratrechina fulva 67, 68, 69
Parsimonia de Wagner 91
Passalidae 77-78, 80
Pastizales 82-85

PCR 173, 197

Peck, D. 31

Pegoscapus 165

Perafan, O. 148

Pérez, R. 116

Perfil proteico 98, 99
Peridroma saucia 125

Peri 104

Phenacoccus herreni 110-115
Phlebotominae 43-44

Phoma 129

Phoracantha semipunctata 99
Phthorimaea operculella 105, 136
Phycitinae 2-3, 5-9
Phyllophaga menetriesi 17-24, 26
Phylogenetic 1, 3-9
Physothorax 167-169

Picudo citricos 183

Pieridae 54, 57, 58, 61, 138
Pieris napi 138

Piojo harinoso 111
Platythyrea 193

Platythyrea pilosula 193, 195
Platythyrea prizo 194, 195
Platythyrea punctata 195
Poliandria 133

Poligina 64, 66-68, 133
Palilla guatemalteca 133
Ponerinae 193

Porcel, E. 82

Porras, M. 70

Premnotrypes sp 105
Proceratinae 193

Proteasas 104

Psiloptera pertyi 146, 147
Psychodidae 43-44
Pteromalidae 168

Pyralidae 1, 3, 5-9, 74
Pyralinae 2-3, 5-6, 9
Pyraloidea 1, 3-5, 7-9
Pyraustinae 2-4, 7, 9

R

Ramirez, R. 54
Ratcliffe, B. 178
Resistencia 111
RFLP 89, 90
Rhizoglyphus 129
Rincon, D. 133
Riodininae 63
Rivera, C. 190
RNA 16S91
Rodriguez J. 31
Romero, J. 10
Rubio, J. 183

S

Saavedra 74

Salivazo 31-32 34-35
Sanchez, M. 141
Saproxil6filos 77-78 80
Satyrinae 54 57-58 63
Scarabaeidae 178, 190
Schoenobiinae 2-357
Scolytinae 10, 15, 157
Scopariinae 2-3, 5, 8
Serrano, M. 98

Sesamun indicum 142
Sierra Nevada de Santa Marta 193
Sierra, D. 43

Silva, A. 27

Spha flava 171

Solanum tuberosum 104
Solenopsis cf. picea 64-69
Solenopsis geminata 64 69
Solenopsis invicta 65, 67-69
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Solis, M. 1 Tephritidae 36-37, 41-42 \Y

Spaceloma manihoticola 114 Termes 83-84 Valderrama, K. 141

Spilomelinae 2-4, 9 Termitinae 82-83 Valencia, E. 141

Spinacia oleracea 124 Tetranychus urticae 125 Varela, A. 45

Soodoptera exigua 125 Tettigoniidae 74 Variedad Caturra 10-14

Spodoptera littoralis 125 Tiempo generacional 118, 119 Vasquez, T. 98

Spodoptera praefica 125 Torulopsis glabrata 89 Vélez, 1. 43

Seinernema feltiae 21-22, 25 Torymidae 168 Viola, M. 157

Sudrez, M. 148 Transformador(es) 45, 47-48 Virus del nilo 148

Sumideros urbanos 150-156 Trialeurodes vaporariorum 116-119, 141-144

Sycophaginae 168 Trichogramma spp. 27-28, 30 w .
Trichoplusia ni 125 Wasmannia auropunctata 68-69

T Trigona fulviventris 188 Wolff, M. 190

Tabaco 141-144 Tripidae 124 X

Tabladevida 10-13, 15, 116, 118 Tyrophagus putrescientiae 124-127 Xilomicetéfagos 157

Tasafinita de crecimiento 118, 119 Tyrophagus similis 125 )

Tasaintrinsecade crecimiento natural 118, 119 Y

Tasa neta re_productlva 118, 119 U _ Yuca 17-20, 110

Tecia solanivora 133-138 Uribe, D. 89

Tenebrionidae 77-78, 80-81 Uribe, S. 197 d

Tenorio, J. 104 Urostigma 167-169 Zeromastax 70-73, 199

Zeromastax selenesii 70-72

Fedeerratasnimero 33 (1):

Por un imperdonable descuido editorial lafigura3 (pagina72) del trabajo Del carnaval al estereoscopio: Zeromastax (Orthoptera:
Eumastacidae), un nuevo género de saltamontes payaso, presenta errores con los nombres en laimagen asi: 1. LosliteralesCy D
tienen como titulo “ Esclerito endofélico” pero debe ser ‘ Esclerito subepifdlico’. y 2. Lafiguradel extremo inferior izquierdano tiene
literal y debe ser “E” y €l texto debe ser ‘esclerito endofalico’ no “Esclerito subepifélico” ofrecemos nuestras excusas ala autora.
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