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Patogenicidad de Paecilomyces lilacinus
y Metarhizium anisopliae sobre termitas

Microcerotermes sp. (Isoptera: Termitidae)
Pathogenicity of Faecilomyces lilacinusand Metarhizium anisopliae
on Microcerotermessp. termites (Isoptera: Termitidae)
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Resumen. Se realizaron ensayos de laboratorio para determinar la patogenicidad de Paecilomyces
lilacinusy Metarhizium anisopliae, sobre las termitas Microcerotermes sp. Las termitas se colectaron en
plantaciones de Eucalipto de la reforestadora San Sebastian de Buenavista, Magdalena (Colombia) y se
mantuvieron en oscuridad a una temperatura promedio de 25°C y humedad relativa de 59,5%. Los
bioensayos consistieron en colocar en contacto las termitas obreros con lonas 100% algodon, impreg-
nadas con los hongos a concentraciones de 1x10?, 1x103, 3x105, 1x107, 3x10°2 conidios/ml. Para evaluar
el efecto del hongo se utilizé la metodologia del agar-arena. El anilisis estadistico mostr6é que no hubo
diferencias significativas entre los efectos originados por P lilacinusy los testigos (X> = 3,32, P = 0,51).
Pero se presentaron diferencias significativas entre la mortalidad de las termitas con las diferentes con-
centraciones siendo 3x10° conidios/ml la que causé los porcentajes mas altos de mortalidad (X = 81,3,
P<0,001). Con M. anisopliae se observaron diferencias en la mortalidad, a las diferentes concentraciones
y los testigos, excepto entre 1x103y 3x10° conidios/ml (Z = -0,97, P = 0,33). La conidiacion de ambos
hongos en las termitas muertas fue mayor a concentraciones de 3x102 conidios/ml (P<0,001). La DL, fue
de 1,78x10°? conidios/ml para F lilacinus a los dos dias y de 0,69x10? conidios/ml para M. anisopliae a los
siete dias.
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Summary. Laboratory bioassays were performed to determine the susceptibility of the termite
Microcerotermes sp. to the entomopathogenic fungus Paecilomyces lilacinus and Metarhizium anisopliae.
The termites were collected from Eucalyptus plantations at the locality San Sebastian of Buenavista,
Magdalena (Colombia). Termites were maintained in darkness at mean temperature, 25°C, and relative
humidity, 59,5%. The bioassays consisted in putting worker termites in direct contact with 100% cotton
canvas, impregnated with concentrations of the fungus at concentrations of 1x10*, 1x10%, 3x10°, 1x107,
3x108 conidia/ml. The agar-sand method was used to evaluate the effect of the fungus. Statistical analysis
showed that there were no significant differences (X?=3,32, P=0,51) between the effects caused by P
lilacinus and the control. But, there was a significant difference in the mortality of the termites with the
different concentrations, 3x102 conidia/ml being the dose that caused the highest percentages of mortality
(X?>=81,3, P<0,001). With M. anisopliae significant differences were observed in the mortality at the
different concentrations and the control (X2 = 320,7, P<0,001), except for 1x10° and 3x10° conidia/ml (Z
=-0,97, P = 0,33). The conidiation of both fungi in the dead termites was higher at the concentration of
3x10? conidia/ml (P<0,001). The DL, was 1,78x10° conidia/ml for E lilacinus at two days and 0,69x10”
conidia/ml for M. anisopliae at seven days.

Key words: Biological control. Reforestation. Fucalyptus. Termites. Entomopathogenic fungus.

Introduccion

Las termitas son insectos que se alimen-
tan de una gran variedad de sustratos en-
tre ellos los lignoceluliticos, el caucho,
plastico, entre otros, constituyéndose en
organismos muy nocivos en los ecosis-
temas de zonas templadas y tropicales.
(Garcés 1997; Harris 1971).

Las termitas atacan frecuentemente a
Eucalyptus tereticornis, arbol utilizado
ampliamente por las reforestadoras
como fuente de madera, utilizando la
parte seca de la corteza como fuente de
alimentacion y posteriormente accedien-
do al interior causando la muerte lenta
del arbol (Beron 1983; Madrigal 1989;
Garcés 1997).

Aunque en Colombia existen algunos re-
gistros sobre danos ocasionados por
termitas en diversos cultivos y plantacio-
nes de eucalipto, son muy pocos los tra-
bajos realizados en control biolégico para
las termitas.

Entre las alternativas para el control biol6-
gico de estos insectos, se han realizado a
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nivel mundial estudios con virus (Hassan
1990), bacterias (Gavino 1984; Logan et
al. 1990), nematodos (Mix y Beal 1985;
Coppel y Liang 1987) y hongos como
Beauveria bassiana (Bals.)Vuill. y M.
anisopliae (Metsch.) Sor. (Zoberi y Grace
1990; Fernandes y Alves 1991 ; Alves et al.
1995; Zoberi 1995; Milner et al. 1998a,
1998b; Shimizu y Yamaji 2002; Wright et
al. 2002). Dichos estudios seialan que los
hongos nativos son los agentes de control
biolégico mas promisorios debido a que se
encuentran en el mismo nicho ecolégico y
se replican por si mismos, aumentando la
poblacion e infectando la colonia (Delate
et al. 1995; Zoberi 1995; Madrigal 1999).

En paises como Brasil, diversos grupos de
investigadores han utilizado los hongos
entomopatégenos contra termitas tanto
en laboratorio como en campo, obtenien-
do porcentajes de mortalidad altos. No
obstante, algunos de los resultados se han
controvertido debido a que varian de
acuerdo con las condiciones ambientales
y con aislamientos fiingicos particulares.

Milner ef al. (1998a), en Australia, realiza-
ron pruebas in vitroy en campo con varios
aislamientos de M. anisopliae sobre
termitas Coptotermesspp.y Nasutitermes
exitiosus encontrando que todos los ais-
lamientos fueron patégenos siendo mas
susceptibles Coptotermes spp.

Los investigadores Csiro (1990), Fernandes
y Alves (1991), Alves ef al. (1995), Grace
(1991), Grace y Zoberi (1992), Delate et
al. (1995) y Zoberi (1995) observaron que
las termitas Coptotermes spp., Reticuli-
termes flavipesy Cornitermes cumulans
tratadas con M. anisopliaey B. bassiana en
sus sitios de alimentacion, sobre la colo-
nia y aplicando suspensiones conidiales
topicas, murieron a causa de la invasion
de los hongos. Es importante aclarar que
M. anisopliae a concentraciones bajas pro-
dujo mayor mortalidad en menor tiempo
que B. bassiana. Igualmente, Rosengaus
(1997) demostro que la termita Zooter-
mopsis angusticollis expuesta en papel de
filtro impregnado con varias suspensiones
de conidias de M. anisopliae son suscepti-
bles a la infeccion por éste.

Sajap y Kaur (1990) observaron la histopa-
tologia y la ontogenia del hongo M. aniso-
pliae sobre Coptotermes curvignathus
encontrando que la mortalidad ocurri6 36-
48 h postinoculacion y la colonizaciéon com-
pleta de la termita no fue evidente hasta
72 h.

Estudios realizados por Khader Khan et al.
(1990) y Khan et al. (1991) en termitas de
cultivos agroforestales (Odontotermes
brunneus, O. wallonensisy O. obesus) tra-
tadas con los hongos: B. bassiana, M.
anisopliaevar. anisopliae, M. flavoviridae
var. minus, Paecilomyces lilacinus'y F
fumosoroseus senalaron que B. bassiana
fue la mas patégena.

El objetivo principal de este estudio fue
evaluar la patogenicidad de dos aislamien-

tos de los hongos entomopatégenos P
lilacinus (Thom) Samson y M. anisopliae
sobre las termitas Microcerotermessp. que
atacan las plantaciones de eucalipto en la
reforestadora San Sebastian de Buenavista,
Magdalena.

Materiales y Métodos
Origen de los aislamientos

El estudio se realizé en el laboratorio de
Micologia del Instituto de Biologia de la
Universidad de Antioquia. Las termitas se
colectaron en la reforestadora San Sebas-
tian, ubicada en el municipio de San
Sebastian de Buenavista en el departa-
mento de Magdalena, con coordenadas
latitudinales de 9°17’ norte y longitudi-
nales de 74°32’ oeste, con un total de
7.000 hectareas. El area se encuentra en
la zona de vida Bosque Seco Tropical (bs -
T) caracterizada por tener una temperatu-
ra promedio de 28,8°C, una precipitacion
media anual de 1,787 mm y una altitud de
25 m sobre el nivel del mar (Espinal 1990;
Hernandez 1993; Borreros 1996).

Coleccion de insectos

Las termitas se colectaron con sus res-
pectivos sustratos (hojas, litera y suelo),
fragmentos o termiteros completos. Se
trasladaron al laboratorio en recipientes
plasticos de 16 x 12 cm de diametro tapa-
dos con muselina, sellados con vinilpel y
envueltos en bolsas oscuras dandoles con-
diciones apropiadas.

En el laboratorio, las termitas se mantu-
vieron en recipientes plasticos dentro de
una camara climatizada (WTBbinder 78532
(Tuttlingen/Germany) con temperatura
controlada de 25°C, humedad relativa de
59,5% y en oscuridad.

Origen de los hongos

El hongo F lilacinus se aislé de muestras
de suelo de las plantaciones de eucalipto
de la reforestadora y se purifico realizando
cultivos monosporicos, siguiendo la téc-
nica descrita por Calle (2000). Su deter-
minacion taxonémica se realizé segun
criterios morfolégicos y de cultivo, de
acuerdo con las claves de Nelson et al.
(1983), Samson et al. (1984), Domsch et
al. (1993), Goettel e Inglis (1997), Papierok
y Hajek (1997) y Barnett y Hunter (1998).

M. anisopliae (Ma 45), aislado de un
coleoptero (de una subfamilia de la fami-
lia Melolonthidae) fue donado por COR-
POICA (Corporacion Colombiana de
Investigaciéon Agropecuaria Seccional
Antioquia). Los hongos se cultivaron a
temperatura ambiente en tubos y cajas con
Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) (Oxoid
LTD., Basingstoke, Hampshire, England),
durante 10-12 dias antes de hacer la dilu-
cion. Ademas, después de las pruebas se
multiplicaron en arroz acidificado (acido
lactico) y se conservaron en el laboratorio
de Micologia del Instituto de Biologia de
la Universidad de Antioquia.

Pruebas de Patogenicidad

Preparacion de la suspension de
conidios

A partir de los cultivos en SDA se realiza-
ron diluciones para obtener las concen-
traciones de 1x10?, 1x103, 3x10°, 1x107,
3x10°2 conidios/ml segiin la metodologia
de Goettel e Inglis (1997) y Pérez (1997).

Bioensayo

Se utilizaron las concentraciones 1x10?,
1x103, 3x105, 1x107, 3x10® conidios/ml,
que fueron vertidas en cajas de vidrio pre-
viamente esterilizadas donde se sumer-
gieron las lonas (100% de algodén)
durante 4 min. Los ensayos se realizaron
con termitas obreros. Estos se introduje-
ron en frascos oscuros de vidrio de 9x 8
cm preparados con las lonas y de acuerdo
con la metodologia de agar-arena de
Staples y Milner (2000). Se realizaron cua-
tro repeticiones, cada una con 30 termitas
obreros, por cada una de las concentra-
ciones de los hongos y un lote de testi-
gos (lona tratada con agua destilada
estéril).

Las termitas tratadas se mantuvieron en
condiciones de oscuridad en una camara
climatizada (WTBbinder 78532 (Tuttlin-
den/Germany), a una temperatura de 25°C
y una humedad relativa de 59,5%.

La supervivencia de las termitas se verifi-
c6 durante 10 dias contando el niimero
de individuos muertos y calculando el
porcentaje de mortalidad diaria y acu-
mulada. Los cadaveres se colocaron en
camara hiimeda y se incubaron a tempe-
ratura ambiente (22°C) durante 10 dias,
para favorecer la conidiaciéon del hongo
y verificar la muerte por el mismo (mor-
talidad intrinseca). A todos los insectos
muertos y colonizados por el hongo se
les realizaron montajes en placa micros-
copica con azul de lactofenol, KOH y
cultivos para observar las diferentes es-
tructuras morfologicas y verificar la pre-
sencia e identidad del mismo (Goettel e
Inglis 1997).

Analisis estadistico

Para cada concentracion de los conidios
de F lilacinusy M. anisopliae, se analiz6
la patogenicidad de las termitas toman-
do como criterio el porcentaje de mortali-
dad. La mortalidad diaria de las termitas
se comparo mediante las curvas de su-
pervivencia de Kaplan-Meier y utilizando
la prueba generalizada de Gehan. Median-
te estas curvas se estimaron también los
TL,, para cada concentracion. La CL, se
estimé con el andlisis Probit segiin
Wardlaw (1987). Se consideré a=0,05
como el nivel de significancia estadisticay
se calculo la correcciéon de Bonferroni en
la comparacién de las curvas de supervi-
vencia. La mortalidad corregida fue de-
terminada segyin el método de Schneider
- Orelli (CYBA GEIGY 1981).
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Resultados y Discusion

Patogenicidad del aislamiento de P
lilacinus y M. anisopliae sobre obre-
ros Microcerotermes sp.

En el aislamiento de F lilacinus no se ob-
servaron diferencias significativas en la
sobrevivencia de las termitas tratadas con
dosis entre 1x10'y 1x107 conidios/ml. No
obstante, al comparar la sobrevivencia de
las termitas tratadas con la concentracion
de 3x102 conidios con las demas, se en-
contraron niveles de significancia (X? =
81,3; P<0,001). Con esta concentraciéon
se obtuvieron los valores mas bajos de
sobrevivencia: 2,5% a los cuatro dias. Esto
se evidencia en la grafica de sobrevivencia
acumulada (Fig. 1) en la cual los porcenta-
jes similares se obtuvieron entre el 8°y 10
dia con las demas dosis.

Resultados similares se encontraron para
el aislamiento de M. anisopliae, ya que la
dosis de 3x10°2 conidios/ml originé los ni-
veles mas bajos de sobrevivencia en las
termitas al quinto dia después del trata-
miento. Valores tan bajos de sobrevivencia
sélo se observaron con las demas dosis
entre 8y 10 dias después del tratamiento.
Sin embargo, para las dosis 3x10°y 1x10"
conidios/ml los periodos de sobrevivencia
fueron mayores a los 10 dias (Fig. 2).

Se observaron diferencias significativas en
la sobrevivencia de las termitas tratadas
con todas las dosis de M. anisopliae
(X2=320,7; P<0,001) excepto entre 1x103
y 3x105 conidios/ml. Con excepcion de la
dosis 3x10° conidios/ml hubo correspon-
dencia entre la dosis y la mortalidad.

Las diferencias en tiempo de sobrevivencia
relacionadas con la dosis de tratamiento
son relevantes cuando se realizan bioen-
sayos con entomopatdégenos, ya que el
tiempo es considerado como un factor real
de respuesta al agente (Matthews 1997).
Para el presente estudio, con base en la
sobrevivencia en funcién de la dosis y el
tiempo, la respuesta de las termitas al agen-
te se observo en menor tiempo para el hon-
go Paecilomyces que para Metarhizium.

En estudios similares con M. anisopliae
sobre Macrotermes subhyalinuslos tiem-
pos promedios de sobrevivencia de las
termitas variaron entre dos y ocho dias
después del tratamiento (Abebe 2002). El
tiempo promedio de sobrevivencia varié
dependiendo del aislamiento. En la pre-
sente investigacion los rangos de sobrevi-
vencia variaron entre 4 y 10 dias para
Paecilomyces. Para M. anisopliae los ran-
gos fueron mayores ya que en el dia 10 se
observaron altos porcentajes de sobre-
vivencia para las dosis 1x10" (52%)y 3x10°
conidios/ml (21%).

Capacidad de conidiacion de P
lilacinus y M. anisopliae sobre cada-
veres de Microcerotermes sp.

En la figura 3 se observa el porcentaje de
termitas conidiadas cuando se trataron
con P lilacinus. De las 600 termitas trata-
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Figura 1. Evolucion de la sobrevivencia de obreros Microcerotermes sp. en presencia de P
lilacinus en funcion del tiempo y la dosis aplicada.
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Figura 2. Evolucion de la sobrevivencia de obreros Microcerotermes sp. en presencia de
M. anisopliae en funcion del tiempo y la dosis aplicada.

das con P lilacinus, 433 presentaron inva-
sion por el hongo. En general, la conidia-
cion sobre los cadaveres se observo desde
el primer dia después de la muerte. Para la
dosis 3x10% conidios/ml, que causé los
porcentajes mas altos de mortalidad en el
menor tiempo, se observé el mayor nii-
mero de termitas colonizadas por el hon-
go encontrandose diferencias significativas
con respecto a las demas dosis (X?>= 89,6;
P<0,001).

Es de mencionar que el hongo P lilacinus
esporulo en un 30% de las termitas testi-

do, lo cual sugiere una probable contami-
nacién mecanica o por manipulaciéon con
el hongo (Carvajal 2002). Este valor expli-
ca, en parte, los bajos porcentajes de
sobrevivencia del testigo que se observa-
ron en el bioensayo.

Para el caso de M. anisopliae, de 600
termitas tratadas, 199 fueron colonizadas
por el hongo; el mayor porcentaje de
termitas conidiadas se obtuvo con la dosis
de 3x10° conidios/ml, pero la aparicion del
micelio sélo se observo a partir del quinto
dia (Fig. 4) y al segundo dia en P lilacinus
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con la misma dosis (Fig. 3). Patcharin
(1996) observé que M. anisopliae en

—¢—Testigos termitas Coptotermes sp.y Microceroter-

100 - —&1x10"1 mes sp. murieron después de dos dias de

—A—1x10" 3 postinoculacion y a los 7 dias se desarro-

90 ® ® ® ® o—4€_ g 10”5 116 el micelio blanco y el verde alrededor

80 - —1x10~7 de los cadaveres. Ambos aislamientos en

este estudio causaron micosis a las

70 ——3x10" 8 termitas; sin embargo, F lilacinus invadié
60 - los cadaveres en menor tiempo.

El hecho de que el hongo invada los cada-
40 - veres es de gran importancia, ya que la
posibilidad de la transmision de la mico-
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20 - forma exitosa de acceder a las partes de la
10 - colonia y el nido, que no son accesibles
por tratamiento directo (Fig. 5). Adicio-
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minacion y contagio de termitas sanas a
partir de termitas infectadas (Rosengaus
et al. 1998; Rath 2000).
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Figura 3. Evolucion de la conidiacion de P lilacinus sobre termitas obreros Microcerotermes Concentracion letal mediana (CL,,) del

sp. en funcién del tiempo y la dosis aplicada. aislamiento de F lilacinus y de M.
anisopliae y tiempo letal medio (TL
de las concentraciones utilizadas

50)

La dosis letal 50 (DL,,) para E lilacinus fue
de 1,78X10° conidios/ml en 2 dias con un
intervalo de confianza del 95%: (0,44;

para las concentraciones 1x10° y 3x10°
30 conidios/ml y de 3 dias para la concentra-
2 cién de 3x10° conidios/ml.
De acuerdo con los resultados, las termitas
10 7 del género Microcerotermes son suscepti-
0- bles a los aislamientos de F lilacinusy M.
anisopliae. Tomando como criterios la
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 sobrevivencia, la conidiacion del hongo en
Tiempo (dias) los cadaveres, el tiempo promedio de in-
vasiony el TL,, y DL, , F lilacinus aparece
como mejor candidato que M. anisopliae
Figura 4. Evolucién de la conidiacién de M. anisopliae sobre termitas obreros Como agente potencial de control micro-
Microcerotermes sp. en funcién del tiempo y la dosis aplicada. biolégico de termitas. Los tiempos de res-
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Figura 5. a. Microcerotermes sp. Obrero testigo, b. Microcerotermes sp. Soldado tratado con M. anisopliae, c. Microcerotermes sp. Obrero
tratado con F lilacinus.
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puesta tanto en la mortalidad, como en la
conidiacion y en la efectividad para matar
el 50% de la poblacion tratada asi lo con-
firman. Las diferencias podrian explicarse
teniendo en cuenta aspectos como la pro-
cedencia de los aislamientos. P lilacinus
fue aislado directamente de la zona de
hojas de eucalipto mientras que M.
anisopliae se aislé de un coledptero de
una subfamilia de la familia Melolonthidae
donado por CORPOICA. La patogenicidad
varia de acuerdo con el sustrato de proce-
dencia, su nicho ecolégico y por lo tanto
sus condiciones fisiologicas y metabdlicas.

Aunque hongos entomopatégenos como
M. anisopliae han sido utilizados con éxito
para el control de termitas en Brasil, es
necesario realizar pruebas en campo bajo
las condiciones del pais y considerar as-
pectos propios del ecosistema, el aisla-
miento fiingico y el comportamiento de
las termitas, que podrian afectar los resul-
tados (Shimizu y Yamaji 2003; Sun ef al.
2003; Abebe 2002; Myles 2002; Traniello
et al. 2002).

Conclusiones

* Las termitas obreros Microcerotermes
spp. presentaron una susceptibilidad si-
milar para P, lilacinusy M. anisopliae, por
lo cual podrian ser considerados como
agentes potenciales de control biolégico.

* La mortalidad en las termitas obreros
Microcerotermes spp. fue atribuida a la
conidiacion causada por ambos aislamien-
tos debido a que éstos fueron recupera-
dos de los cadaveres de los insectos.
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