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Efecto de hongos entomopatogenos sobre la
garrapata del ganado Boophilus microplus

(Acari: Ixodida): uso de activadores de patogenicidad
Effect of entomopathogenic fungi on the cattle tick Boophilus microplus (Acari:
Ixodida): use of pathogenicity activators

KARIM RAYMOND C.', FABIOLA ROJAS B.!, EFRAIN BENAVIDES O.?, ALBA MARINA COTES ?,
LAURA VILLAMIZAR®, VANIA RONDEROS J.* , PAOLA GARCIA M.*

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 1-6 (2004)

Resumen. En sistemas artropodo-patégeno se ha demostrado la bondad del uso de activadores de
patogenicidad para favorecer el crecimiento, esporulacion y adherencia de hongos entomopatogenos
sobre artropodos. El objetivo del trabajo fue estudiar la actividad biocontroladora de dos aislamientos
de Metarhizium anisopliae (Mt019 y Mt020) sobre la garrapata Boophilus microplus, examinado el uso
de activadores de patogenicidad empleados durante la fase de cultivo del hongo. Se utilizo un diseno
completamente al azar que evaluo tres tratamientos aplicados por aspersion: cultivo en agar tradicional
(EM), medio mas activador de patogenicidad inespecifico (S) y este mismo medio adicionado de un
activador especifico para la garrapata (SA). La unidad experimental fue un grupo de diez teleoginas
(cinco réplicas) y la concentracion del hongo fue constante a 10° conidios mi*'. El analisis de resultados
se baso en los parametros IEC (Indice de Eficiencia de la Conversion) y ER (Eficacia Reproductiva), que
indican la capacidad reproductiva de la garrapata y del PCIEC (Porcentaje de Control de IEC) y del PCONER
(Porcentaje Control del ER), asociados con la eficacia del hongo. Se demostré efecto de los activadores de
patogenicidad en los dos hongos evaluados; siendo el valor del IEC inferior (p<0,01) en los grupos con
activador. En el caso de ER los valores en grupos con activador fueron inferiores, pero no significativos
estadisticamente. El grado de control (PCIEC y PCONER) fue significativamente superior (p< 0,01) en los
dos tratamientos con activador en ambos parametros para los dos aislamientos de hongo. Se concluye
que el uso de activadores de patogenicidad durante la fase de cultivo es un proceso que asegura un
mejor efecto biocontrolador de los hongos sobre la garrapata.

Palabras clave: Metarhizium anisopliae. Control biolégico. Virulencia. Oviposicion.

Summary. In arthropod-pathogen systems, the value of using pathogenicity activators to improve growth,
sporulation capacity and adherence of entomopathogenic fungi to arthropods has been demonstrated.
The objective of the work was to study the biocontrol activity of two isolates of Metarhizium anisopliae
(MtO19 and Mt020) on the tick Boophilus microplus, by examining the use of pathogenicity activators
used during the fungal culture phase. A completely randomized design was used, testing three treatments
applied by aspersion: culture on traditional agar (EM), media plus unspecific pathogenicity activator (5)
and the same media with a tick-specific activator (SA). The experimental unit was a group of ten engorged
ticks (five replicates) and fungal concentration was constant at 10° conidia ml'. Analysis of the results was
based on the parameters |IEC (Conversion Efficiency Index) and ER (Reproductive Efficacy), indicators of
reproductive capacity of the tick and PCIEC (Percentage Control of IEC), and PCONER (Percentage Control
ER), associated with fungal efficacy. There was an effect of pathogenicity activators on the two fungi
evaluated; the IEC value was lower (p< 0,01) in groups with activator. In the case of ER, values were lower
for groups with activator but not statistically significant. Control levels (PCIEC and PCONER) were
significantly higher (p< 0.01) in the two treatments with activator for both parameters in the two fungal
isolates. It was concluded that the use of pathogenicity activators during the culture phase is a process
that ensures a better biocontrol effect of fungi on ticks.

Key words: Metarhizium anisopliae. Biological control. Virulence. Oviposition.

Introduccién

La garrapata comun del ganado Boophi-
lus microplus es el ectoparasito que pro-
voca las pérdidas economicas mayores en
el sector ganadero del mundo. Se distri-

buye en Centro y Sudamérica, Asia, Aus-
tralia, el sur de Florida, Tanganyika, Mo-
zambique y Madagascar (Shaw 1966).
Datos notificados por la FAO, en 1984
(Betancourt et al. 1992), indican que la
infestacion por garrapatas y los costos

involucrados en su control, significan una
pérdida mundial para la ganaderia bovina
de cerca de U.5. $7.3 cabeza/ano. En las
condiciones colombianas, se ha calculado
que las pérdidas asociadas con las garra-
patas y moscas para la ganaderia ascien-
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den a 76.713 millones de pesos anuales
(Benavides 2001). El dano se asocia de
forma directa tanto con la capacidad
hematdfaga de estos artropodos, como
con la transmision de agentes causantes
de enfermedad; también existen pérdidas
indirectas relacionadas con los costos del
control.

El uso de acaricidas ha sido la principal
estrategia para el control de garrapatas;
sin embargo, éstas han desarrollado resis-
tencia a todos los ingredientes activos exis-
tentes en el mercado, como arsenicales,
clorados, organofosforados, diamidinas,
piretroides sintéticos y lactonas macroci-
clicas, impidiendo su control efectivo en el
ambito mundial (Benavides et al. 1999);
por este motivo se ha fomentado un gran
interés en la evaluacion, desarrollo y uso
de metodos alternativos de control para-
sitario, que minimicen la utilizacion de
pesticidas. Dentro de las principales al-
ternativas que se han propuesto se inclu-
yen, el desarrollo de planes de aplicacion
estratégica o tactica del pesticida inten-
tando disminuir la intensidad de aplica-
cion de los acaricidas, la rotacion de
praderas, el empleo de animales resisten-
tes a los parasitos y la aplicacion de vacu-
nas antigarrapatas. Se ha sugerido que
estas alternativas sean integradas bajo Pro-
garamas de Manejo Integrado de Plagas
(MIP), los que investigan sobre la factibi-
lidad del uso de diferentes métodos no
quimicos de control y estan basados en
estudios de dinamica poblacional (Walker
et al. 1988). Dentro de estas alternativas
para el control se destaca el uso posible
de hongos entomopatogenos (Camacho
et al. 1998).

Investigaciones con hongos entomo-
patogenos demuestran que las diferentes
condiciones de cultivo tienen un efecto
sobre la virulencia de los conidios (Lane y
Trinci 1991). Incorporar varios componen-
tes cuticulares de insectos al medio de cul-
tivo de los hongos entomopatégenos
produce un aumento significativo de la vi-
rulencia de dichos microorganismos,
incrementando la actividad biolégica, efec-
‘0 posiblemente debido a la activacion de
sistemas enzimaticos en los hongos, los
cuales son determinantes en su actividad
biocontroladora sobre el insecto (Bidocha
y Khachatourians 1991).

Se encontro que adicionar activadores de
patogenicidad al medio de cultivo de
Metharizium spp., cuando éste entra en
contacto con la cuticula del insecto, esti-
mula la produccion de enzimas extracelu-
lares de actividad sinérgica que degradan
los componentes cuticulares (Clarkson y
Charnley 1996). Villamizar et al. (2001)
demostraron que la incorporacion al me-
dio de cultivo de un homogeneizado de
alas y patas de langosta y de salvado de
trigo, incremento significativamente la ac-
tividad biocontroladora de Metharizium
anisopliae sobre Rharnmatocerus schisto-
cercoides (Orthoptera; Acrididae), ademas
establecieron una correlacion positiva en-
tre la actividad de la enzima quimioelas-

tasa proteasa PRI y la virulencia de los
conidios de M. anisopliae.

Para el desarrollo del presente trabajo se
consider6 como aspecto prioritario la bus-
queda de alternativas que mejorasen el
desempeno de los biocontroladores, te-
niendo en cuenta que en un trabajo
previo, Hernandez y Moreno (2001) selec-
cionaron las cepas de M. anisopliae, Mt019
y Mt020 por su mayor actividad biocon-
troladora contra Bo. microplus, pero tam-
bién debido a los avances alcanzados en
la definicion de nuevos métodos de apli-
cacion de los hongos (aspersion vs. inmer-
sién). Por otra parte, trabajos realizados
en el laboratorio de ectoparasitos del
CEISA evaluaron cambios en las técnicas
de incubacién de las garrapatas adultas,
luego de realizados las exposiciones al
hongo, perfeccionando el manejo del
bioensayo.

Por lo tanto, el objetivo del presente tra-
bajo fue el evaluar el efecto de la adicién
de compuestos potencialmente activa-
dores de patogenicidad al medio de cultivo
del hongo, sobre la actividad biocon-
troladora de M. anisopliae contra la garra-
pata Bo. microplus, utilizando una prueba
de evaluacion in vitro.

Materiales y Métodos

El trabajo consisti6 en el desarrollo de una
prueba in vitro donde el diseno experi-
mental fue completamente al azar, con cinco
réplicas por tratamiento, siendo la unidad
experimental de diez individuos por caja
de Petri. Ademas se emplearon dos con-
troles: a) control tratado (individuos
asperjados unicamente con Tween 80 al
0,1%; y b) control absoluto (individuos no
asperjados). Después del ensayo, las ce-
pas de los hongos se mantuvieron a tem-
peratura de 25°C (+£2°), HR 80% (+10%)
y un foto periodo de 24 h luz.

Hongos entomopatégenos

Cepas. Se evaluaron dos accesiones del
hongo M. anosopliae codificadas como
MtO19 y Mt020, que fueron suministradas
por el Banco de Germoplasma del Labora-
torio de Control Biologico de CORPOICA.
El criterio para la eleccion de éstas fue la
evidencia de mayor efectividad contra la
garrapata Bo. microplus como se detecto
en estudios previos sobre el tema
(Hernandez y Moreno 2001).

Proceso de reactivacién de las cepas.
Los hongos se reactivaron sobre 10 garra-
patas adultas ingurgitadas, las que fue-
ron infectadas mediante un proceso de
inmersion en 20 ml de suspension flngica,
manteniéndose a temperatura de 25°C
durante 10 dias. El hongo fue aislado a
partir de algunos individuos que presen-
taron completa esporulacion, mediante
pasaje sobre el medio Saboureaud - Rosa
de Bengala (S.R.B.), cuya composicién por
litro es de 2 g sacarosa, 6,4 g agar agar, 3
a neopeptona, 1,6 g gelatina, 0,15 g rosa
de bengala.

Garrapatas

Cepas. Se trabajé con garrapatas adul-
tas ingurgitadas (teleoginas) de la cepa
denominada Palma de Vino Il - 02, sumi-
nistrada por el Banco de Germoplasma
del Laboratorio de Ectoparasitos del Pro-
grama de Salud Animal de CORPOICA; esta
cepa se considera resistente a compues-
tos organofosforados, piretroides sintéti-
cos y endectocidas, y se aislé en el ano
1999 en Valledupar, Cesar; desde enton-
ces se ha mantenido como colonia de la-
boratorio mediante pasajes sobre
terneros susceptibles.

Teleoginas. Las garrapatas adultas se
obtuvieron a partir de infestacion artificial
de un bovino susceptible mantenido en
una unidad de aislamiento ubicada en las
instalaciones del Centro de Investigacio-
nes en Salud Animal de CEISA (Ciudad
Universitaria, Bogota, D. C.). La recoleccion
de individuos se realizo a partir del dia 21
post infestacion.

Desarrollo del bioensayo

Para la ejecucion del bioensayo se emplea-
ron 400 garrapatas adultas ingurgitadas
de Bo. microplus: 200 para el bioensayo
con la cepa MtO19 y 200 para el ensayo
con la cepa Mt020. El hongo crecido en
cada medio de cultivo se consider6é como
un tratamiento, al igual que ambos con-
troles. Cada tratamiento estuvo compues-
to por cinco réplicas.

El bioensayo se realizo en las instalacio-
nes del Laboratorio de Control Biologico
de CORPOICA - Tibaitata (Mosquera,
Cundinamarca), mientras los controles se
trabajaron en el Laboratorio de Salud Ani-
mal en CORPOICA- CEISA, para minimizar
la posibilidad de exposicion al hongo. Se
requirieron 50 especimenes por tratamien-
to, pesandose grupos de 10 individuos
que se adhirieron a cajas de Petri con ayu-
da de cinta doble faz. El inoculo se prepa-
r6 a partir de las cepas de M. anisopliae,
previamente reactivadas en el medio
S.R.B.; después de diez dias de crecimien-
to, se realizé un precultivo liquido en cal-
do Saboureaud que se mantuvo en
agitacion constante durante 48 h; luego
de lo cual el cultivo liquido se utilizo para
inocular dos bandejas que contenian una
matriz solida de produccion; una de ellas
fue suplementada con un activador de
patogenicidad inespecifico (S), la otra fue
adicionada de un activador especifico (SA).
La concentracion del activador especifico
fue de 3,3 x 10°g cm™* y éste fue disperso
sobre el activador inespecifico. También se
realizo el cultivo del hongo sobre el medio
tradicional extracto de malta (EM) en una
tercera bandeja.

Después de diez dias del crecimiento y
esporulacion del hongo sobre el medio de
cultivo se realizé una suspension fungica a
partir de cada uno de éstos, que contenia
una concentracion de 1 x 10% esporas ml*';
para verificar la concentracion requerida se
realizo un recuento de los conidios en la
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camara de Neubauer, El hongo se aplico a
las garrapatas mediante la aspersién de 0.4
ml de la suspension a cada unidad experi-
mental por medio de atomizadores que dis-
pensaban un tamano de gota que vari6
entre 150 - 250 um. Luego de este proce-
so, las cajas de Petri se ubicaron en reci-
pientes plasticos que contenian toallas de
papel absorbente humedecido y permane-
cieron recubiertas con fibra de polietileno,
por un periodo de 14 dias.

Se realiz6é un registro visual diario del ini-
cio de la postura de las garrapatas y del
dia en que fue evidente la esporulacion
del hongo sobre las teleoginas. El dia ca-
torce después del inicio del ensayo se reti-
ro la totalidad de la oviposicién por unidad
experimental para ser pesada en una ba-
lanza analitica y después ubicada en viales
de vidrio con tapén de gasa, para permitir
la ventilacion de los huevos y observar su
eclosion.

Parametros evaluados

Con los datos obtenidos se calculé el indi-
ce de Eficiencia de la Conversion (IEC), un
parametro cuantitativo utilizado para de-
terminar la conversion del peso de una
hembra ingurgitada (Benavides et al.
1989). Este parametro se calculd dividien-
do el peso de los huevos producido por
unidad experimental sobre el peso de las
teleoginas, de acuerdo con la siguiente
expresion (Drummond et al. 1971):

IEC = Pese de los huevos de la Unidad Ex-
perimental/ Peso de las hembras de la Uni-
dad Experimental al inicio del ensayo

Postericrmente, se confinaron los viales en
camara hiumeda por catorce dias mas, re-
gistrando el inicio de la eclosion de larvas
a partir de los huevos. Entonces, se calcu-
16 el Porcentaje de Eclosion de larvas reali-
zando un conteo de cascarones mediante
la ayuda de un estereoscopio. Con estos
datos se determind la Eficiencia Repro-
ductiva o ER; cuyo calculo se realizo acor-
de con la férmula (Drummond et al. 1971;
Benavides et al. 1989):

ER = ({IEC x Porcentaje de Eclosion x
20.000}), donde 20.000 es una constan-
te y equivale al nimero de larvas obteni-
das de un gramo de huevos

La Eficiencia Reproductiva (ER) de cada
grupo de garrapatas tratado se comparoé
con la ER de los grupos control. Este
parametro, el Porcentaje de Control del ER
denominado PCONER, se determing, tal
como se describe abajo. Del mismo modo
se calculd el PCIEC, el cual es el Porcentaje
de Control del IEC:

PCONER = {(ER Grupo control — ER del
tratado) / ER Grupo Control} x 100,

PCIEC = {(IEC Grupo control — IEC Grupo
tratado) / IEC Grupo Control) x 100

Analisis estadistico

Los datos crudos del ensayo se estruc-
turaron en una hoja de calculo en EXCEL,
la que se utilizoé para la determinacion de
los diversos parametros. La informacion
obtenida para cada pardmetro se some-
tié a un anadlisis de estadistica descriptiva
para cada hongo y tratamiento, incluyen-
do el célculo de promedio, varianza y des-
viacion estandar; ademas de la estadistica
no paramétrica (mediana y cuartiles). Los
resultados se sometieron a un analisis de
varianza de una via (Bailey 1981), median-
te el paquete estadistico Xlistat (http:/
www.xIstat.com/indexfr.html). En este pro-
grama, una vez establecido mediante una
prueba de Fischer que el tratamiento afec-
ta las variables, los promedios de cada
grupo son comparados entre si mediante
una prueba de rangos multiples de
Bonferroni.

Resultados y Discusién
Produccién de masa fiingica

Al cultivar los aislamientos en el medio con
activador especifico y con activador inespe-
cifico, se evidencié que los conidios de la
cepa MtO19 presentaron un color verde de
una tonalidad mas clara que los de la cepa
Mt020, el crecimiento de ambos aislamien-
tos fue abundante con presencia de un
micelio firme, con alta esporulacion. El cre-
cimiento micelial para ambos aislamientos
se observo a los cinco dias y los conidios se
evidenciaron a partir del dia décimo. En
cuanto al crecimiento sobre el medio Ex-
tracto de Malta, la aparicion de micelio en
las dos cepas ocurri6 al sexto dia y los
conidios se apreciaron a partir del dia doce.

Después de realizado el bioensayo, para
las garrapatas que fueron asperjadas con
la suspension de la cepa Mt019, el hongo
presentd un crecimiento parcial muy difu-
s0 con evidencia tnicamente de conidios;
las teleoginas mostraron un aspecto seco.
En contraste con lo anterior, el crecimien-
to de la cepa Mt020 sobre las teleoginas
fue abundante y present6 tanto micelio
como conidios. El promedio de dias de
crecimiento del hongo después del
bioensayo, fue de 6 presentdndose con
ambas cepas una inhibicion de la
oviposicion a partir del dia tres.

Efecto sobre los parametros reproduc-
tivos de la garrapata

Al analizar el parametro IEC de Mt019 (Ta-
bla 1) se encontraron diferencias significa-
tivas entre tratamientos, formandose tres
grupos estadisticos; en el primero, en el
que se ubicaron los valores menores para
la variable, estaban los tratamientos S, con
un valor de IEC de 0,018, y SA, con un IEC
de 0,047; en el segundo grupo estadisti-
co, con un IEC de 0,141 estaba el trata-
miento EM y por ltimo se ubicaron los
controles. La evaluacién del parametro IEC
para la cepa Mt020 presentd diferencias
estadisticas entre los tratamientos y con-
troles; S y SA se agruparon estadis-
ticamente con valores de 0,006 y 0,040
respectivamente; mientras que Sy EM con
un valor de 0,118 conformaron el segun-
do grupo; el tercer grupo lo constituyeron
los controles, que para este bioensayo tu-
vieron los mismos valores tanto para el ais-
lamiento Mt019 como para el Mt020 (C =
0,340, CA = 0,393) (Tabla 1).

Estos resultados demuestran el efecto be-
néfico del uso de los activadores de
patogenicidad durante la fase de cultivo
del hongo; tanto cuando se uso el
activador especifico, como con el inespeci-
fico, el valor del IEC fue significativamente
menor, a cuando se aplicé el hongo culti-
vado en medio sintético y éstos a su vez
estadisticamente inferiores a los IEC de los
controles. El valor menor del 1EC indica
que hubo una menor postura por parte de
las garrapatas; es decir, que cuando se cul-
tivo el hongo con los dos activadores, el
efecto del microorganismo sobre la
oviposicion de las garrapatas fue mayor
que cuando se aplico el hongo cultivado

Tabla 1. Comparacion del efecto sobre el IEC de garrapatas Boophilus microplus (cepa Palma de Vino) de las accesiones Mt0O19 y Mt020
del hongo Metarhizium anisopliae cultivadas por métodos tradicionales (EM) o utilizando activadores de patogenicidad inespecificos (S) o
especificos (SA). Analisis de varianza y prueba de rangos multiples de Bonferroni. Promedios acompanados de diferente letra, difieren

significativamente (p< 0,05)

Mt019 Mt020
Tratamiento Promedio Agrupamiento estadistico Promedio Agrupamiento estadistico
SA 0,018 0,006 A
s 0,047 0,040 A
EM 0,142 B 0,118
C 0,340 C 0,340 C
CA 0,395 0,393 G
Coeficiente de determinacion R2= 0,9470 Coeficiente de determinacion R?= 0,9727
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en medio extracto de malta, sugiriendo un
aumento de la actividad biocontroladora
de los activadores tanto especifico, como
inespecifico sobre las dos cepas de M.
anisopliae, sin observarse diferencias en-
tre los niveles de control alcanzados para
los dos potenciales inductores de virulen-
cia. Este aumento de la virulencia del
hongo cultivado en presencia de los
activadores, podria atribuirse a una
estimulacion por parte de estos sustratos
en alguno de los pasos determinantes en
el mecanismo de accion del bio-
controlador.

Los potenciales inductores de virulencia
podrian haber producido un incremento
en la capacidad de germinacion de los
conidios, aumentando la posibilidad de
infeccion de la garrapata, tal como lo se-
nalaron Villamizar et al. (2001), quienes
observaron un aumento en la capacidad
de germinacién de los conidios de M.
anisopliae cuando éste fue cultivado en
presencia de algunos potenciales induc-
tores de virulencia y dicho aumento en la
germinacion estuvo directamente relacio-
nado con un aumento en la patogenicidad
de los conidios. Por otro lado, los induc-
tores pudieron aumentar la capacidad de
produccion de enzimas como la proteasa
PR1 y las quitinasas que [acilitan el proce-
so de penetracion por parte del microor-
ganismo y cuya actividad puede ser
mejorada cuando se adicionan determi-
nados sustratos al medio de cultivo,
como lo indicaron Villamizar y Cotes
(2001), quienes hallaron un aumento en
la virulencia de M. anisoplie contra la lan-
gosta llanera, cuando se adiciono al me-
dio de cultivo un homogeneizado de alas
y patas de langosta o salvado de trigo.
Para la bacteria Serratia sp. también se
encontré una aumento en la actividad
enzimatica y biocontroladora contra la
polilla guatemalteca de la papa Tecia
solanivora, cuando la bacteria se cultivé
en presencia de un homogeneizado de
larvas de la polilla y de salvado de trigo
{Bosa et al. 2001).

Resultados similares a los obtenidos en el
presente trabajo, fueron publicados por
Bidocha y Khachatourians (1991) quienes
determinaron que sustancias encontradas
en la cuticula de M. sanguinipes principal-
mente proteinas ricas en alanina, prolina

y amionoacidos hidrofobicos, incremen-
taron la germinacion conidial en el hongo
Beauveria bassiana y la subsecuente pe-
netracion hifal, aumentando la actividad
biocontroladora.

Para el parametro ER, en el cual se deter-
mina no soélo la capacidad de postura de
la garrapata, sino la eclosionabilidad de
los huevos (Tabla 2), los tratamientos S y
SA no presentaron diferencias estadisticas
entre si, sugiriendo nuevamente que los
dos activadores empleados en este estu-
dio, tienen el mismo efecto inductor de
patogenicidad sobre M. anisopliae. El tra-
tamiento EM no presento diferencias esta-
disticas con los tratamientos S, SA y los
control, con asociaciones estadisticas in-
dependientes hacia ambos extremos. Sin
embargo, los resultados numeéricos indi-

can que los conidios provenientes del cul-
tivo en medio extracto de malta son me-
nos virulentos que los cultivados en los
medios con activador. Los valores para el
ER de la cepa Mt019 producida en los di-
versos tratamientos fueron superiores a los
obtenidos con la cepa Mt020, lo que su-
giere que el aislamiento Mt020 es mas vi-
rulento que el Mt019.

Efecto biocontrolador

El efecto biocontrolador definitivo de cada
hongo y cada tratamiento se examino me-
diante los parametros PCIEC y PCONER.
Para su calculo se utilizo el valor de IEC y
ER obtenido en cada réplica, el cual fue
cotejado contra el valor promedio de es-
tos parametros obtenido en todos los con-
troles. Para el PCIEC en Mt019 (Fig. 1), el

PCIEC

|zmto1s
& Mt020

Medio de Cultivo del Hongo

Figura 1. Efecto patogeénico de las cepas de M. anisopliae M0O19 y Mt020 sobre el parametro
PCIEC de garrapatas Bo. microplus, al ser cultivado en el medio tradicional (EM), medio con
activador de patogenicidad inespecifico (S), o medio con activador inespecifico adicionado
de activador especifico (SA). Para ambos hongos existio diferencia significativa (p< 0,05)
entre el grupo sin activador y los tratamientos con activador. Las barras de error indican ia

desviacion estandar.

Tabla 2. Efecto sobre la Eficiencia Reproductiva (ER) de garrapatas Boophilus microplus de la accesion Mt019 del hongo Metarhizium
anisopliae al ser cultivado en el medio tradicional (EM), medio con activador de patogenicidad inespecificos (S), 0 medio con activador
inespecifico adicionado de activador especifico (SA). Promedios acompanados de distinta letra, difieren significativamente (P< 0,05);

Prueba de Bonferroni

Mto19 Mt020
Tratamiento Promedio Agrupamiento estadistico Promedio Agrupamiento estadistico
s 240,97 T A 30,44 A
SA 586,30 A 384,18 A
EM 2533,16 A B 1218,24 A B
C 4516,78 B 4516,78 B
CA 4551,01 B 4551,01 B
Coeficiente de determinacion R2= 0,5773 Coeficiente de determinacion R?= 0,6197




Activadores de patogenicidad en hongos entomopatégenos sobre la garrapata 5

nivel de control en el tratamiento sin
activador (EM) fue de 61,35%; la adicion
de los activadores de patogenicidad
incrementé significativamente (P< 0,05,
prueba de Bonferroni) el grado de control
hasta B7,09% para medio SA y hasta
94,97% en el medio S; no encontrandose
diferencias entre los dos ultimos. Similar
situacion se observé con el hongo Mt020,
los valores de PCIEC fueron: SA= 98,34% y
5= 89,16%; valores significativamente su-
periores del obtenido con el hongo culti-
vado en EM siendo de 67,68%. Estos
resultados confirman nuevamente que para
las dos cepas utilizadas en el estudio, los
activadores si tuvieron un efecto inductor
de la virulencia contra la garrapata Bo.
microplus, siendo factible su utilizacion en
medios de produccion masiva para pro-
duccién industrial, que permitan obtener
biomasa de alta calidad para el desarrollo
de bioplaguicidas.

La figura 2 presenta los valores de PCONER
alcanzados para ambos hongos con y sin
activadores. En el caso del hongo MtO19
con el activador inespecifico (S) el PCONER
fue del 94.68%, este valor no fue diferente
estadisticamente del indice obtenido con
el activador especifico (SA= 87,06%). Es-
tos tratamientos presentaron diierencias
(p< 0,05) respecto al PCONER del hongo
crecido en EM (44,13%). En cuanto a la
accesion Mt020, ésta presentd mejor efec-
to entomopatégeno con relacion a la cepa
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Mt019, cuando ambas se cultivaron sin
activador (EM= 73,13%), pero la adicion
de los activadores de patogenicidad al
medio incremento significativamente el
efecto biocontrolador (SA= 99,32%; S=
91,52%), no siendo estos iiltimos valores
significativamente distintos entre si.

Si se tiene en cuenta que el parametro
PCONER combina el efecto del biocon-
trolador sobre la postura de la garrapata
(IEC) y sobre la capacidad de la eclosion
de los huevos, cotejando los valores obte-
nidos contra los controles; los resultados
obtenidos en el presente trabajo sugieren
que los activadores, ademas de tener un
efecto significativo sobre la actividad
biocontroladora de los conidios de M.
anisopliae, pudieron haber potencializado
los efectos subletales del hongo entomo-
patégeno, de la misma manera como lo
describieron Hernandez y Moreno (2001),
quienes observaron disminucion en la
oviposicion y eclosién de huevos de la ga-
rrapata Bo. microplus cuando fue tratada
con conidios de M. anisopliae, Be. bassiana
y Verticillium lecanii. Este efecto también
fue descrito para el trip de la flor de las
lequminosas, Megalurothrips sjostedti,
cuando al inocular larvas del insecto con
conidios de M. anisopliae, en los adultos
sobrevivientes se observo una disminucién
en las fecundidad, porcentaje de eclosion
de huevos y longevidad (Ekesi y Maniania
2000).

SMto19]
B Mt020
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Figura 2. Efecto palogénico de dos accesiones de M. anisopliae MtO19 y MI020 sobre el
parametro PCONER de la garrapala Bo. microplus, al ser cultivado en el medio tradicional
(EM), medio con activador de patogenicidad inespecifico (S), o medio con activador inespe-
cifico adicionado de activador especifico (SA). Para ambos hongos existio diferencia signi-
ficativa (p< 0,05) entre el grupo sin activador y los tratamientos con activador. Las barras

de error indican la desviacion estandar.

Conclusiones

+ Utilizando un modelo in vitro de evalua-
cion, aplicando por aspersion el hongo
entomopatogeno Metarhizium anisopliae
sobre la garrapata del ganado Boophilus
microplus, el aislamiento denominado
Mt020 present6é un mayor efecto biocon-
trolador; tanto en el parametro PCIEC (Por-
centaje de Control del indice de Eficiencia
de la Conversion) como en el PCONER
(Porcentaje de Control de la Eficiencia
Reproductiva), en comparacion con el ais-
lamiento Mt0O19.

« El presente trabajo permitio concluir que
la utilizacion de activadores de pato-
genicidad en el medio de cultivo, tanto
inespecificos como especificos, aumenta
notablemente la actividad biocontroladora
de Metarhiziumn anisopliae sobre la garra-
pata Boophilus microplus.
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Hongos asociados con termitas y termiteros

en plantaciones de eucalipto
Fungi associated with termites and their nests in eucalyptus plantations

ANA ISABEL GUTIERREZ G.!, YAMILLE SALDARRIAGA O.2 SANDRA URIBE S.,
FABIO PINEDA G.*

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 7-13 (2004)

Resumen. La region de San Sebastian de Buenavista, Magdalena (Colombia), se caracteriza por ser una
de las mas importantes en la produccion de madera derivada de cultivos de eucalipto. Actualmente se
han registrado pérdidas econémicas grandes en las empresas madereras que operan en San Sebastian
por el dano causado por termitas. Estas pérdidas alcanzan aproximadamente el 83,6% de la produccion
en el area de estudio. Las medidas de control realizadas son pocas empleandose fundamentalmente
insecticidas quimicos. En la region no se han realizado estudios de reconocimiento de las termitas que
atacan los eucaliptos ni de los microorganismos asociados a ellas. Estos estudios son importantes ya que
algunos microorganismos entomopatogenos pueden estar regulando las poblaciones de termitas en
condiciones naturales, o tener utilidad potencial como agentes de control microbiologico. En este
trabajo se registran los géneros de termitas presentes en la reforestadora y los hongos asociados a los
termiteros y sustratos cercanos. Las termitas encontradas corresponden a los géneros Microcerotermes,
Amitermes y Coptotermes. En total se obtuvieron 252 aislamientos de hongos correspondientes = 31
aeneros y 29 especies. Los aislamientos fiingicos se agruparon en categorias de acuerdo con su origen.
Se resaltan aquellos reconocidos como entomopatégenos o registrados previamente en asocio con
termitas. Entre los hongos mas importantes se encuentran: Aspergillus spp. (33,3%), Fusarium spp.
(21%), Penicillium spp. (7,9%), Trichoderma spp. (6,8%), Paecilomyces spp. (4,8%) y Entomophthora
spp. (2,4%).

Palabras clave: Hongos entomopatogenos. Paecilomyces lilacinus. Control microbiologico. Termitas.

Summary. The region of San Sebastian of Buenavista, Magdalena (Colombia), is characterized for being
one of the most important producers of lumber derived from eucalyptus plantations. At present, large
economic losses have been registered for lumber companies operating in San Sebastian due to the
damage caused by termites. These losses reach approximately 83,6% of the production in the study. The
control measures carried out are few, mainly using chemical insecticides. In this region, studies have not
been conducted on recognizing the termites that attack eucalyptus nor on the microorganisms associated
with them. These studies are important because some microorganisms may be requlating termite
populations under natural conditions, or have potential as microbiological control agents. In this paper
we report the genera of termites present in eucalyptus and the fungi associated with their nests and
nearby substrates. The termites found belong to the genera Microcerotermes, Amitermes and Coptotermes.
A total of 252 fungal isolates corresponding to 31 genera and 29 species were obtained. The fungal
isolates were grouped into categories according to their origin. We identify those isolates recognized as
entomopathogenics or previously reported in association with termites. Among the most important
fungi were Aspergillus spp. (33,53%), Fusarium spp. (21%), Penicillium spp. (7,9%), Trichoderma spp.
(6,8%), Paecilomyces spp. (4,8%) and Entomophthora spp. (2,4%).

Key words: Entomopathogenic fungus. Faecilomyces lilacinus. Microbiological control. Termites.

introduccién

Las termitas son insectos sociales con un
sistema de castas que incluye obreros, sol-
dados y alados. Las formas aladas se cons-
tituyen en reyes y reinas; estas ultimas
pueden colocar de 2.000 a 3.000 huevos
por dia, lo cual indica su capacidad
reproductiva alta (Watson y Gay 1991).

Estos insectos son altamente perjudicia-
les para la industria forestal, agricola, tex-
til y maderera; afectan gravemente la
economia y la ecologia de un pais (Garcés
1997). Las termitas se alimentan de es-
tructuras maderables, arboles deciduos,
plantas lefiosas, carton y papel. El dano
que ocasionan se debe principalmente a
que su dieta alimenticia se basa en lignina

y celulosa (Hoyos 1974; Pérez-Arbélaez
1994). Estos insectos poseen una comu-
nidad microbiana en el tracto intestinal
que ayuda a digerir los componentes du-
ros de la madera liberando la celulosa que
las nutre (Grady 1997). Eucalyptus sp.
(Myrtaceae: Leptospermoideae) es una es-
pecie ampliamente distribuida en la zona
intertropical que posee multiples aplica-
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ciones tanto en arboricultura forestal como
en la obtencion de sustancias antimicro-
bianas y en la industria maderera. Asi mis-
mo, en la produccion de papel y en la
desecacion de terrenos (Hoyos 1974;
Lamprecht 1990; Pérez-Arbelaez 1994). Las
plantaciones de Eucalyptus colombianas
se han visto afectadas significativamente
por termitas tanto en los semilleros como
en plantaciones adultas (Garcés 1997). En
la reforestadora San Sebastian no se han
calculado con precision los danos econo-
micos. No obstante, se calculan porcenta-
jes por encima del 50% para algunas
parcelas. El dano mas significativo se ha
presentado en Eucalyptus tereticornis,
especie que ocupa un area de 1.360 hec-
tareas en la plantacion total del area don-
de se realizo el estudio (1.700 hectareas,
datos sin publicar).

Entre las familias de termitas que afectan
eucaliptos se encuentra Rhinotermitidae,
que construye los nidos alrededor de la
madera y sobre la superficie de los arboles
a través de un sistema de galerias y la
Termitidae, que construye sus nidos como
monticulos sobre el suelo y en los arboles
(Grace 1989). Por lo tanto, estos sustratos
han sido considerados fuente ideal para la
busqueda y el aislamiento de microorga-
nismos asociados a termitas con potencial
como agentes de control microbial. El con-
trol de las termitas ha sido realizado de
forma general mediante compuestos
preservantes de madera como creosotas,
quimicos como chlordano, metil bromuro,
malation, deltametrina, preparaciones co-
merciales de diclorodifeniltricloetano
(DDT) y hexacloruro de benceno (Yoshioba
et al. 1991; Valerio et al. 1998). Dichos
compuestos ademas de ser toxicos persis-
ten en la naturaleza por periodos de tiem-
po prolongados. También se han utilizado
meétodos alternativos como el control bio-
l6gico. Este incluye el uso de depredadores
y patogenos. Entre los patogenos se en-
cuentran principalmente virus, bacterias,
nematodos y hongos (Coppel y Liang
1987: Madrigal 1989; Hassan 1990; Logan
et al. 1990; Zoberi y Grace 1990; Milner
1992; Alves et al. 1995; Zoberi 1995;
Milner et al. 1998a y b). Los hongos que
atacan las termitas en condiciones natura-
les y otros a los cuales pueden ser suscep-
tibles se consideran una alternativa
importante para el control biologico de
las mismas. En estudios in vitro se ha de-
mostrado que hongos como Aspergillus
flavus, Entomophthora sp. (Espero 1984%),
Beauveria bassiana (Zoberi y Grace 1990)
y Paecilomyces fumosoroseus (Chai 1995)
poseen niveles importantes de patogeni-
cidad para termitas. Ademas, se ha regis-
trado el hongo Metarhizium anisopliae
atacando, en condiciones naturales,
termitas como Reticulitermes flavipes
(Zoberi 1995) y Coptotermes formosanus
(Sajap y Kaur 1990). Para el caso particu-
lar de termitas, la seleccion de hongos
promisorios como agentes de control bio-
logico debe incluir no sélo caracteristicas
propias del hongo como su capacidad de
adaptacion y sobrevivencia (en el suelo,

en el termitero o en un cebo que lo con-
tenga), sino también, aspectos de la bio-
logia de las termitas. Entre los mas
importantes estan la limpieza que se ha-
cen los individuos cuando son infectados
con hongos, la remocion y entierro de los
cadaveres y la presencia de secreciones de
defensa producidas por las termitas (Sajap
y Kaur 1990; Delate et al. 1995; Zoberi
1995; Madrigal 1999, Fernandez 2001).
Adicionalmente, los criterios basicos deri-
vados de pruebas in vitro como porcenta-
je de mortalidad, DL50, TL50 y mortalidad
intrinseca son de gran importancia. En
Colombia existen pocos estudios sobre el
reconocimiento de hongos entomopato-
genos asociados a termitas y en particular
a termitas que atacan el eucalipto. En este
trabajo se realiz6é el reconocimiento de
termitas de la reforestadora y de hongos
asociados a ellas. Este puede considerarse
como punto de partida para la seleccion e
implementacion del uso de hongos con
potencial como agentes de control micro-
bioloégico de termitas que puedan incluir-
se en programas de manejo integrado en
las areas afectadas.

Materiales y Métodos
Origen de los aislamientos

La zona de muestreo estd localizada en la
municipalidad de San Sebastian de Bue-
navista (departamento de Magdalena), con
una extension de 7.000 hectareas. Esta
region comprende tres fincas: Los Alamos,
El Enredo y Santa Maria. San Sebastian se
encuentra ubicada en la zona de vida bos-
que seco Tropical (bs-T) caracterizada por
tener una temperatura promedio de
28,8°C, una precipitacion media anual de
1.787 mm y una altitud de 25 msnm
(Borreros 1996; Espinal 1990). El trabajo
se realizo en la finca los Alamos, que tiene
una extension de 1.700 hectareas, con
plantaciones de Eucalyptus tereticornis
{(80%), E. camaldulensis y E. urophylla
(20%).

Coleccion de termitas

Se localizaron las areas de la finca con ma-
yor incidencia de dano registrado por
termitas de acuerdo con la reforestadora y
se escogieron al azar siete parcelas de 40 x
40 m muestreandose en promedio 20 ar-
boles por parcela. Las termitas se colecta-
ron de la superficie y cavidades internas de
los arboles (tanto jovenes como adultos) y
de troncos atacados que se encontraban
en el suelo. La recoleccion se realizé usan-
do pinceles y pedazos delgados de made-
ra. Las termitas se colectaron con su
respectivo sustrato: fragmentos de
termitero, hojas y suelo. Posteriormente, se
depositaron en recipientes plasticos de 16
x 12 cm de diametro tapados con muselina
y sellados con plastico transparente, envuel-
to en bolsas oscuras dandoles condiciones
apropiadas para el transporte al laborato-
rio. También se colectaron termiteros com-
pletos. Las termitas se mantuvieron en
recipientes plasticos dentro de una camara
climatizada (WTBbinder 78532, Tuttlingen

/ Germany) con temperatura controlada
(26=0,5°C), humedad relativa (80+5% HR)
y en oscuridad o en el invernadero del Ins-
tituto de Biologia de la Universidad de
Antioquia (HR 60%, 24,4°C).

Las termitas colectadas fueron identifica-
das en la Universidad Nacional de Colom-
bia, sede Medellin, en el laboratorio de
Entomologia por Jhon Albeiro Quiréz G. y
Ana Isabel Gutiérrez G. del Grupo de
Micologia, Instituto de Biologia de la Uni-
versidad de Antioquia. La identificacion se
llevé a cabo con las claves taxonomicas de
Constantino (1999), Bach (1997), Nickle y
Collins (1988, 1992), Watson y Gay (1991),
Nutting (1990) y Weesner (1987).

Aislamiento de hongos

Los hongos se aislaron de termitas muer-
tas (Tm), termitas vivas (Tv) colocadas vi-
vas directamente sobre un medio para el
crecimiento de hongos, fragmentos de
termitero (Ft), madera (M), hojas de euca-
lipto (He), suelo (S), y troncos secos de
eucalipto (Tse). Las muestras se colocaron
en cajas de Petri estériles, utilizando papel
filtro Watman No. 1 hamedo o con una
mota de algodon humedecida con agua
destilada estéril para observar el desarro-
llo de los hongos en estos sustratos. Las
cajas se incubaron a temperatura ambien-
te (22-26°C). Todos los sustratos fueron
transferidos, por triplicado, a cajas de Petri
con los medios de cultivo Malta Extracto
Agar (MEA), Sabouraud Dextrosa Agar
(SDA) y Papa Dextrosa Agar (PDA) (Oxoid
LTD., Basingstoke, Hampshire, England).

De los hongos obtenidos se hicieron ais-
lamientos puros a partir de cultivos
monosporicos siguiendo la técnica descri-
ta por Calle (2000). Se realizaron micro-
cultivos de los hongos purificados y se
estudiaron las caracteristicas tanto
macroscopicas como microscopicas de los
hongos. Se identificaron las especies de
los hongos segun criterios morfologicos y
de cultivo, siquiendo las claves de: Barnett
(1967), Nelson et al. (1983), Samson et
al. (1984), Vélez (1989), Pardo (1990},
Goettel e Inglis (1997), Humber (1997),
Papierok y Hajek (1997). Los hongos ais-
lados se conservan en el Laboratorio de
Micologia, Instituto de Biologia de la Uni-
versidad de Antioquia.

Resultados y Discusion

En total se obtuvieron 252 aislamientos de
hongos, los cuales corresponden a 31 gé-
neros y 29 especies. Las termitas sobre las
cuales se realizaron los aislamientos fueron
identificadas como Microcerotermes silves-
tri, Amitermes silvestri (Termitidae) y
Coptotermes Wasmann (Rhinotermitidae).

En la figura 1 se indica la frecuencia de los
principales aislamientos fingicos encontra-
dos, la cual se calculé como: niimero de
aislamientos del hongo en las termitas y
diferentes sustratos / nimero total de hon-
gos x 100. De acuerdo con esta figura, los
hongos encontrados con mayor frecuencia
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Figura 1. Frecuencia de géneros de hongos aislados de termitas y de diferentes sustratos.

fueron: Aspergillus (Aspergillus fumigatus,
A. niger, A. ochraceus), Fusarium [T oxys-
porum, F sporotrichiodes) y Penicillium.
(Penicillium sp. y E verrucosum). Aunque
menos frecuentes Trichoderma spp. y Pae-
cilomyces lilacinus merecen especial
consideracion como agentes de control
biolégico. Asi mismo, Entomophthora spp.
por su reconocido efecto como ento-
mopatogeno.

En las tablas 1 y 2 aparecen discriminados
los géneros y especies de hongos de acuer-
do con su fuente de aislamiento; es decir,
de las termitas o directamente de los
sustratos como suelo, madera, troncos de
eucalipto y fragmentos de termitero. Asi
mismo, se menciona el medio de cultivo
utilizado con éxito para el mejor aislamien-
to, crecimiento e identificacion de los
hongos en el laboratorio. Géneros como
Fusarium, Aspergillus, Entomophthora,
Penicillium y Paecilomyces fueron aislados
tanto de termitas como de los termiteros y
uno o mas sustratos. Esto da cuenta de su
asocio a las termitas y a los sustratos cer-
canos a ellas en las condiciones propias
del area de estudio. Dichos hongos apare-
cen como de especial interés y potenciales
candidatos para posteriores pruebas de
patogenicidad en el laboratorio y campo.

De acuerdo con el presente estudio y estu-
dios de patogenicidad previos realizados
por otros autores, es probable que estos
hongos estén requlando las poblaciones
de termitas en condiciones naturales en
las plantaciones de eucalipto en la refo-
restadora San Sebastian. Tanto Entomo-
phthora, como Aspergillus, Fusarium y
Paecilomyces habian sido encontrados
previamente en condiciones naturales o
de laboratorio asociados a termitas (Espe-
ro 1984; Khan et al. 1990a; Khan et al.
1991; Khan et al. 1994; Chai 1995). In
vitro se ha encontrado que termitas ex-

puestas a superficies tratadas con dosis de
Entomophthora tan bajas como 1,4 x 10°
esp/ml presentaron porcentajes de morta-
lidad del 95% en 2,5 dias (Espero 1984).
Las termitas infectadas perdieron locomo-
cién y su cuerpo se torno amarillento. Des-
pués de la muerte el cuerpo del insecto se
oscurecio y fue cubierto de micelio y espo-
ras consideradas como nueva fuente de
inoculo. Entomophthora es un controla-

dor importante en ambientes naturales
bajo condiciones calidas y hiamedas. No
obstante, su uso como insecticida biol6-
gico se dificulta por sus niveles infectivos
bajos en condiciones moderadas de hu-
medad y por su produccion masiva com-
pleja (Douglas et al. 2001).

En cuanto al género Fusarium, F. avena-
ceum habia sido registrado previamente
como patégeno de la termita subterranea
Coptotermes formosanus en condiciones
de laboratorio (Chai 1995). Aunque esle es
un hongo entomopatogeno facultativo
generalista, dada la obtencion de varios ais-
lamientos nativos de la zona de San
Sebastian en el presente estudio, valdria la
pena realizar pruebas de patogenicidad para
evaluar la infectividad en laboratorio y cam-
po. A pesar de que este hongo presenta
limitaciones para aplicaciones inundativas
por la produccion de toxinas y la
patogenicidad de algunas especies para
plantas y animales, se ha recomendado para
aplicaciones localizadas como lo que seria
el uso de cebos en el control de termitas.

El hongo Paecilomyces es ampliamente
reconocido como hongo entomopatogeno
por causar la enfermedad llamada
muscardina amarilla. Entre las especies
entomopatoégenas han sido descritas P
farinosus, F fumosoroseus, P javanicus, P
ramosus, F cinnamomeus y F lilacinus
(Tanada y Kaya 1993). Esta ultima se ha
registrado de forma natural infectando
termitas (Khan et al. 1990a, Khan et al.
1991). En el presente estudio F lilacinus
se encontro en una frecuencia alta (Fig. 2).

Figura 2. Termita (soldado) cubierto de micelio por el hongo Paecilomyces lilacinus. Foto-
grafia Felipe Cardona, U. de A.
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Tabla 1. Crecimiento de hongos Ascomycetes y Anamorficos aislados de los diferentes sustratos en medios de cultivo

Fuentes de campo, laboratorio y medios de cultivo
Tm-Tv He s M-Tse Ft

Aislamiento de hongos I’DAJ FIEAI SDA I’DAl HE.Al SDA I'DA[ HI’.A[ SDA |PDA IMEAI SDA rm[nmrsm
Acremoniwm sp., Link X
Acrostalagmus sp. X X
Aspergillus sp., Micheli ex Link X X X X X X X
Asperqillus candidus, Link X X
Aspergillus flavus, Link X X
Aspergillus fumigatus, Fries X X
Aspergillus glaucus, (Wiggers )Link X
Aspergillus niger, Van Tieghem X X X X X X
Aspergillus ochraceus, Wilhelm X X
Aspergillus tamarii , Kita X X
Byssochlamys sp., Westling X X
Cladosporium sp., Link X X X
Curvularia sp., Boedijin X X
Chalaropsis sp., Peyron X X
Discosia sp., Lib X X
Eurotium rubrum X X
Eurotium amstelodami, Hangin X X
Eurotium herbariorum, (Wiggers) Link x X
Fusarium memiliforme, Sheldom X X X X
Fusarium oxysporum, Schlechet emend, snyd & Hans X X
Fusarium sp., Link X X X X X X
Fusarium sporotrichoides Sherb
Humicola sp., Traaen X X
Microsporum gypseurn, (Bodin) Guiart el Grikorakis X X
Faecilomyces sp., Bainier X X
Faecilomyces lilacinus, (Thom) Samson X X X X
Penicillium sp., Link X X X X
Penicillium chrysogenwm, Tom X X X X
Penicillium expansum, Link X X
Penicillium paraherquei, Abe ex G. Smith X X
Penicillium verrucossum, Dierckx X X
Pestalotia sp., De Notaris X X
Rhizoctonia sp., De Candolle X X X X X X
Scopulariopsis sp ., Bainier X X
Trichoderma, sp., Persoon X X X X
Trichoderma harzianum, Rifai agar. X X
Trichoderma viride, aggar. Sensu Rifai.
Trichophyton sp., Malmstem X X
Tritirachium sp., Limber X X
Verticilium sp., Nees von Esenbeck X X

Fuentes de aislamiento: Tv = Termitas vivas, Tm = Termitas muertas, S = Suelo, M= Madera, Tse

de eucalipto, Fi=Fragmento de termitero. Medios de cultivo: PDA =

sabourad dextrosa

Agar papa dextrosa, MEA

non

Tronco seco de eucalipto, He = Hojas
Agar extracto de malta, SDA = Agar
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Tabla 2. Crecimiento en los medios de cultivo de Zygomycetes aislados de los diferentes sustratos

Fuentes de campo, laboratorio y medios de cultivo

Tv-Tm He

Aislamiento de hongos

PDA|MEA| SDA| PDA|MEA| SDA| PDA|MEA| SDA|PDA |MEA| SDA| PDA|MEA| SDA

Allomyces javanicus, Kniep
Cunninghamella sp., Thaxter
Entomophthora, sp., Fresenius
Entomophthora muscae, (Cohn) Fresenius
Mucor sp., Micheli ex Fries

Mucor hiemalis, wehmer f. hiemalis
Mucor plumbeus, Bon

Mucor racemosus, Fresenius
Plasmidiophora sp., Woronin
Pythium sp., Pringsheim

Rhizopus sp., Ehrenberg

Rhizopus stolonifer, Ehrenb. ex Fr.
Rhizopus arrhizus
Syncephallastrum sp., Schroet.
Zygorhynchus sp., Vuillemin

Absidia corymbifera, ( Cohn)Saccc. & Trotter

Mucor circinelloides, V. Tieghem f. circinelloides

X X
X X
X X X X

s | mMyTse Ft
X X
X X
X X
X X
X X

X X X X
X X
X X
X X
X X

X X

X X
X X
X X
X X
X X

Fuentes de aislamiento: Tv = Termitas vivas, Tm = Termitas muertas, S = Suelo, M = Madera, Tse = Tronco seco de eucalipto, He= Hojas
de eucalipto, Ft = Fragmento de termitero. Medios de cultivo: PDA = Agar papa dextrosa, MEA = Agar extracto de malta, SDA = Agar

Sabouraud dextrosa.

Goettel e Inglis (1997) senalan que esta
especie parece ser mas frecuente en regio-
nes calidas como la region en la cual se
encuentran los eucaliptos afectados por
termitas. Adicionalmente, es tipicamente
aislada de- suelos, lo cual la convierte en
un candidato potencial como biocontro-
lador en el area de San Sebastian de
Buenavista (Magdalena) en especial para
las termitas subterraneas como Coploter-
mes encontradas en el presente estudio.

El efecto patogénico de otras especies de
Paecilomyces como F. caterniannulatus, F
farinosus y P variotu ha sido probado en
condiciones de laboratorio sobre termitas
utilizando como inéculo suspensiones
acuosas de 6 x 107 esp/ml aplicadas a una
termita cebo. P fumosoroseus fue el mas
efectivo mostrando una infectividad del
86,7% (Chai 1995).

El hongo mas abundante en el presente
estudio fue Aspergillus. Muchas de las es-
pecies de este hongo son saprofiticas, lo
cual probablemente explica el porcentaje
alto y frecuencia de su hallazgo (Fig. 1).
No obstante, en condiciones naturales
Aspergillus ha sido encontrado infectan-
do un amplio rango de insectos (Tanada y
Kaya 1993; Ulloa y Herrera 1994). En el
presente estudio, tanto en el laboratorio
como en el invernadero donde se estable-
cieron algunas colonias, se registraron al-
tos porcentajes de mortalidad de termitas
causados por Aspergillus. El efecto
patogénico sobre las termitas fue verifica-
do in vitro. Previamente, algunos autores
registraron A. ochraceus causando morta-
lidades altas para termitas en condiciones
de laboratorio. En pruebas in vitro se ob-
tuvieron mortalidades del 70% sobre
termitas cuando éstas se trataron por as-

persion con concentraciones de 1,4 x 10°
esp/ml. A. niger causé también altas mor-
talidades sobre termitas Microtermes uni-
color, Microcerotermes championi y
Heterotermes indicola cuando fueron
puestas a caminar sobre cultivos del hon-
go durante diferentes tiempos. Observan-
dose porcentajes de mortalidad del 100%
alos 10, 20 minutos después de la exposi-
cion (Khan et al. 1994).

El hongo Cunninghamella, encontrado
en el presente estudio en sustratos rela-
cionados con las termitas, fue previamen-
te registrado en nidos de termitas
Reticulitermes flavipes (Ramakrishnan et
al. 1999). Este hongo ha sido también
reconocido como entomopatégeno de
huevos y larvas de Diptera en condicio-
nes de laboratorio y huevos de reptiles
en condiciones naturales (Vallejo et al.
1996).

En cuanto a las especies del género
Penicillium se encontraron Penicillium sp.,
el de mayor frecuencia, sequido por F
verrucosum y F. chrysogenum, P para-
herquei y F expansum. Penicillium es quiza
el hongo mas ubicuo de todos, con gran
cantidad de especies (Samson et al. 1984;
Ulloa y Herrera 1994). En condiciones de
campo se ha evaluado la diseminacion del
hongo Penicillium verrucosum en
termiteros de Anacanthotermes ahnge-
rianus encontrandose persistencia del mis-
mo en las condiciones ambientales
evaluadas (Tanada y Kaya 1993; Samson
et al. 1984 L[jlutikova 1990). Esto sugiere
el potencial de algunos de los aislamien-
tos del presente estudio para evaluacio-
nes posteriores. Del hongo Verticillium,
conocido como entomopatégeno para al-
gunas especies de insectos, se encontro

un solo aislamiento que corresponde al
1,59% del total de hongos aislados.

Entre los hongos ambientales y saprofiticos
aislados se encontraron Mucor (M. circine-
lloides, M. racemosus, M. hiemalis y M.
plumbeus), Syncephallastrum y Zygorr-
hynchus. Del género Rhizopus se hallaron
especies como Rhizopus stolonifer y Rhizpus
arrhizus. Ademas, Absidia corymbifera,
Pythium, Allomyces javanicus, Acrostalag-
mus, Acremonium, Byssochlamys, Discosia,
Tritirachium, Chalaropsis, Plasmodiophora,
Eurotium, Pestalotia, Rhizoctonia y Clados-
porium. Estos hongos son sapréfitos y viven
en el suelo o en lugares hiumedos (Samson
et al. 1984; Ulloa y Herrera 1994),

En conclusion, de las especies de hongos
aislados se encontraron ocho entomopa-
togenos, los cuales se han senalado pre-
viamente para termitas (Espero 1984; Khan
et al. 1990a; L[jjutikova 1990; Khan et al.
1991, 1994; Chai 1995; Ramakrishnan et
al. 1999). Entre los hongos mas promi-
sorios como agentes de control microbio-
légico para termitas en la reforestadora
esta Paecilomyces spp. De acuerdo con
Wright et al. (2001), Paecilomyces fumoso-
roseus y FP. javanicus son utiles para
controlar infestaciones de termitas subte-
rraneas, particularmente de la familia
Rhinotermitidae entre la cual se encuen-
tra el género Coptotermes registrado ata-
cando Eucalyptus tereticornis en el
presente estudio. Propagulos del hongo
como blastosporas y conidias, que pue-
den ser cultivadas de forma facil y econo-
mica e incorporadas en formulaciones, han
sido utilizados con éxito para proteger ar-
boles vivos, estructuras de madera y otros
materiales celulosicos susceplibles a la in-
festacion y danos.
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Existen diferencias de opinion respecto a
la utilidad de aislamientos originarios de
los insectos a los cuales se dirigen las apli-
caciones de dichos hongos como medida
de control. Algunos autores sugieren un
aumento en la efectividad cuando los ais-
lamientos provienen de otros hospederos
o cuando han sido reactivados sobre el
insecto a controlar (Khan et al. 1990b;
Gonzalez et al. 1993), En este sentido los
aislamientos encontrados en el presente
estudio directamente sobre las termitas y
que poseen caracteristicas de adaptacion
a las condiciones climaticas y ecologicas
del area, deberan seleccionarse cuidado-
samente en pruebas de laboratorio y cam-
po, antes de poder recomendarse como
elementos de un manejo integrado de
termitas. No obstante, su presencia aso-
ciada a las termitas en los eucaliptales de
la reforestadora los convierte en candida-
tos potenciales como agentes biocon-
troladores. Asi mismo, es importante
considerar aquellos aislados a partir de los
sustratos, para los cuales debe verificarse
la patogenicidad aun cuando se hayan re-
gistrado previamente afectando termitas.
Entre los criterios de seleccién mas impor-
tantes de los aislamientos, se encuentran
los mencionados previamente en la intro-
duccion como mortalidad intrinseca de las
termitas, dosis letal 50 (DL50) y tiempo
letal 50 (TL50), entre otros.

El reconocimiento de los hongos asociados
a las termitas en condiciones naturales y de
laboratorio constituye un elemento basico
como punto de partida para el control mi-
crobiologico de las mismas. No obstante, la
inclusion de aislamientos derivados de otros
insectos con actividades importantes de
patogenicidad comprobada y efectividad en
campo, deberia considerarse en las pruebas
de susceptibilidad in vitro
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Transformacion de Beauveria bassiana cepa Bb9112
con los genes de la proteina verde fluorescente y la

proteasa priA de Metarhizium anisopliae
Transformation of Beauveria bassiana strain Bb9112 with the genes from the green
fluorescent protein and the protease priA of Metarhizium anisopliae

CARMENZA E. GONGORA B.!

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 15-21 (2004)

Resumen. Con el propésito, en un futuro, de producir cepas mejoradas del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana, se desarrollé un sistema de transformacion del hongo basado en la resistencia al
herbicida glufosinato de amonio, conferida por el gen bar. Se transformo la cepa B. bassiana Bb9112,
caracterizada por su resistencia a luz UV, con el plasmido pBarGPE1, en el cual se cloné previamente el
gen marcador que codifica la proteina verde fluorescente (GFP). La seleccion de las colonias transformantes
se hizo en medio minimo conteniendo 25 ug /ml del herbicida glufosinato de amonio. La expresion de
la proteina GFP se confirmé por observaciones al microscopio de luz UV en los protoplastos transforma-
dos y el micelio regenerado de estos protoplastos luego de la transformacion. Pruebas de patogenicidad
indicaron que no existen diferencias significativas con respecto al porcentaje de patogenicidad de la cepa
no transformada y las cepas transformadas con estos genes. Con el fin de aumentar la patogenicidad de
la cepa Bb9112 contra la broca del café, se realizo la transformacion de ésta con el plasmido pBarGPE| -
prlA, que contiene un gen de proteasa tipo subtilisina (pr1A) aislado de Metarhizium anisopliae. En la
cepa transgénica la presencia del gen prlA se identifico por PCR. La expresion de la proteina se confirmo
por isoelectroenfoque y actividad enzimatica.

Palabras clave: Lntomopatogeno. Gen marcador. Gen de seleccion. Patogenicidad. Broca del café.

Summary. In order to produce an improved strain of the entomopathogen Beauveria bassiana, fungus
transformation system was developed based on resistance to the herbicide glufosinate ammonium,
conferred by the bar gene. B. bassiana strain Bb 9112, characterized by its resistance to UV light, was
transformed with the plasmid pBarGPE1, previously cloned with the marker gene coding for green
fluorescent protein (GFP). Transformed colonies were selected in a minimal medium containing 25 pg/mi
of the herbicide glucosinate ammonium. The expression of the protein GFF in the transformed protoplasts
and the mycelium regenerated from those protoplasts was confirmed by UV light microscopy. Pathogenicity
tests indicated no significant differences in percent pathogenicity between the transformed and non-
transformed strains. In order to increase the pathogenicity of Bb9112 against the coffee berry borer, it
was transformed with the plasmid pBarGPE1-prlA containing a subtilisin - protease gene (prlA) isolated
from Metarhizium anisopliae. In the transgenic strain the presence of the prlA gene was identified by

PCR. The expression of the protein was confirmed by isoelectrofocus and enzymatic activity.

Key words: Entomopathogen. Marker gene. Selection gene. Pathogenicity. Coffee berry borer.

Introduccion

El hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana ha sido ampliamente usado como
controlador biologico de insectos (Ferron
1978). Sin embargo, los experimentos de
control bioloégico empleando hongos
entomopatogenos han originado frecuen-
temente resultados inconsistentes y la tar-
danza en producciéon de mortalidad en
comparacion con insecticidas quimicos ha
detenido el desarrollo comercial de estos
productos. Debido a esto, las considera-
ciones de la sostenibilidad de un hongo
entomopatogeno con propositos comer-
ciales inevitablemente conlleva a mejorar
su desempeno como biocontrolador.

En el caso del ecosistema cafetero colom-
biano, B. bassiana juega un papel impor-
tante en el control de Hypothenemus
hampei; este hongo se encuentra infectan-

do naturalmente la broca del café en casi
todas las regiones de Colombia y experimen-
tos llevados a cabo en Cenicafé, han demos-
trado que el control del insecto en campo es
posible empleando dosis de 1x10%'? espo-
ras por arbol, las cuales causan 80-90% de
mortalidad en los insectos (Posada 1998).
Sin embargo, el uso de esta concentracion
de esporas es costoso y una de las formas de
reducir el costo de estas dosis altas es au-
mentar la virulencia y patogenicidad de las
cepas de B. bassiana. De esta manera, seria
posible reducir la dosis de esporas requeri-
da para controlar el insecto. Por otra parte,
la mortalidad del insecto se obtendria mas
rapidamente, disminuyendo asi el dano que
causa el insecto a los frutos.

El primer paso para la producciéon de un
hongo mejorado, a través de transforma-
cion genética, es el desarrollo de métodos
eficientes de transformacion y la manera

mas apropiada de evaluar los métodos de
transformacion genética de un organismo
es el uso de genes marcadores y genes de
seleccion. Los genes marcadores codifican
enzimas que no estan presentes en las ce-
pas no transgénicas; su expresion puede
ser visualizada facilmente sin el requeri-
miento de ensayos costosos o complica-
dos enzima- sustrato. Las mediciones
cuantitativas de los niveles enzimaticos son
posibles y faciles. La actividad especifica
de las proteinas no compite con otras
enzimas presentes en las células y no in-
terfiere con el metabolismo normal del or-
ganismo. Los genes de seleccion confieren
resistencia a sustancias toxicas, codifican-
do productos que permiten la superviven-
cia de los organismos transformantes en
medios toxicos, que generalmente contie-
nen antibioticos o herbicidas. Sdlo los or-
ganismos transformantes tienen la
habilidad de sobrevivir en estos medios.

I Ph. D. Disciplina de Entomologia, Cenicafe, Plan Alto. Chinchina, Caldas, Colombia. Tel.: 68-506550 Ext. 332. E-mail:

Carmenza.gongora(@cafedecolombia.com



16 Revista Colombiana de Entomologia

Carmenza E. Géngora B.

La transformacion de B. bassiana con genes
de seleccion y marcadores no solo permiti-
ra la identificacion eficiente de las cepas
transformadas, sino que también facilitara
el sequimiento de los procesos de infec-
cion y patogenicidad de estas cepas en con-
diciones de laboratorio y campo. En
laboratorio, un requerimiento clave en el
estudio de la interaccion entomopatoégeno-
hospedero es la habilidad de detectar el
hongo dentro del tejido del insecto. Cepas
transformadas conteniendo genes de se-
leccion o marcadores proveeran una nueva
herramienta de deteccion y los medios para
monitorear el desarrollo del hongo y la
interaccion con el hospedero. En el campo,
estos genes permitiran la recuperacion e
identificacion de cepas del hongo
asperjadas en el campo, lo cual conllevara
al entendimiento de los procesos de trans-
mision, infectividad y persistencia del hon-
go en el medio ambiente.

Como genes de seleccion, el gen bar se ha
usado en sistemas de transformacion de
hongos entomopatoégenos. El gen aisla-
do de Streptomyces hygroscopicus con-
fiere resistencia a los herbicidas bialafés y
glufosinato de amonio. Los herbicidas en
cuestion, contienen como ingrediente ac-
tivo phosphinothricin, un analogo de aci-
do glutamico, el cual inhibe la actividad
de la enzima glutamina sintasa, la cual
causa muerte de las células por acumula-
cion de amonio. El gen bar codifica la en-
zima phosphinothricin acetiltransferasa, la
cual inactiva phosphinothricin al acetilarlo
(Avalos et al. 1989).

Como gen marcador, el cDNA que codifica
la proteina verde fluorescente (GFP)
(Chalfie et al. 1994), ha sido exitosamente
expresada en un amplio nimero de orga-
nismos. Lsta proteina aislada de Aequorea
vistoria, la cual confiere bioluminiscencia
a invertebrados acuaticos del orden
Cnidaria, esta compuesta de 238
aminodcidos. El uso amplio de esta pro-
teina se debe a su facil identificacion: oxi-
geno y luz azul o ultravioleta son los tnicos
requerimientos para visualizar la protei-
na. GFP ha sido expresada en hongos
basidiomicetes como es el caso de Ustilago
maydis (Spelling et al. 1996), y hongos
filamentos como Aureobasidium pollulans
{(Vanden Wymelenberg et al. 1997),
Cochliobolus heterostrophus (Maor et al.
1998}, y los entomopatogenos Paecilomy-
ces fumosoroseus (Cantone y Vandenberg
1999) y Metarhizium anisopliae (Inglis et
al. 2000) y no se ha manifestado que ten-
ga efectos negativos en el hongo o inter-
fiera con sus procesos patogénicos.

La literatura menciona la transformacion
de B. bassiana con genes de seleccion
como es el caso del gen de § tubulina re-
sistente a (MBC) aislado de Neurospora
crassa, el cual confiere resistencia al
fungicida 1,2 benzimidazol carbamato
(MBC) (Pfeifer, y Khachatourians 1992). De
igual forma, Daboussi et al. (1989) de-
muestran la transformacion del hongo con
el gen gen nia D. Thorvilson y San francisco
(2001) registran el uso del gen p

glucoronidasa (GUS) como gen marcador
en un sistema de transformacion de B.
bassiana. Sin embargo, hasta ahora no se
ha indicado la transformacion de este hon-
go con GFF, bar o genes involucrados en
procesos de patogenicidad.

Luego del desarrollo de un sistema eficien-
te de transformacion, el siguiente paso
consiste en la produccion de cepas con
incremento en su patogenicidad. St. Leger
y colaboradores (1996) han clonado va-
rios genes que estan involucrados en los
procesos de infecciéon y patogenicidad de
Metarhizium anisopliae. Uno de los genes
que se expresan cuando el insecto es ata-
cado, codifica una proteasa tipo subtilisina
denominada Frl1A, la cual solubiliza la cu-
ticula proteinacea del insecto, permitien-
do la penetracion de las hifas del hongo
en el insecto y el acceso a los nutrientes
necesarios para su crecimiento.

La transformacion de M. anisopliae con
prlA (5t. Leger et al. 1996, 1997) resultd
en el desarrollo de un hongo entomo-
patégeno mejorado genéticamente. Cuan-
do la cepa fue transformada y copias
adicionales del gen codificando esta
proteasa fueron insertadas en el genoma
del hongo, la cepa resultante produjo la
proteina durante el proceso de infeccion y
colonizacion del insecto, y ésta fue tam-
bién secretada por el hongo en la
hemolinfa del insecto Manduca sexta. La
presencia de esta proteina en la hemolinfa,
activé en éste el sistema inmunoldgico de
prefenoloxidasa. El efecto toxico combi-
nado de priA junto con los productos de
la reaccion de fenoloxidasa causé, en los
insectos expuestos al hongo transforma-
do, una reduccion del 25% en el tiempo
de muerte y reduccion de 40% en el con-
sumo de alimento, comparado con los in-
sectos infectados con el hongo no
transgénico. Ademas, los insectos infecta-
dos con el hongo transformado mostra-
ron una rapida mecanizacién y los
cadaveres resultantes fueron un substrato
pobre para la esporulacion del hongo.

El objetivo de este estudio fue llevar a cabo
la modificacion genética de B. bassiana
empleando vectores de transformacion
para hongos, que contienen como marca-
dores selectivos el gen bar y el gen marca-
dor que codifica GFP y la proteasa prilA.
Las cepas obtenidas seran usadas para rea-
lizar, en condiciones de laboratorio, el se-
guimiento de los procesos de infeccién y
patogenicidad hongo vs. insecto y diluci-
dar los procesos de transmision,
infectividad y persistencia del hongo en
condiciones de campo. Este estudio per-
mitira investigar el mantenimiento, esta-
bilidad, proliferacién y los efectos
patogénicos de B. bassiana a través del
uso de estos genes. Se cree que los genes
marcadores selectivos no deben tener efec-
to alguno sobre la patogenicidad del hon-
go a menos que debido al sitio de insercion
en el genoma, puedan interferir con algun
gen involucrado en los procesos de
patogenicidad. Este trabajo permitira di-
lucidar esta afirmacion.

Materiales y Métodos

Ingenieria de los vectores de trans-
formacién

El vector de transformacion pBarGPE 1 (Pall
1993) se obtuvo del Fungal Genetics Stock
Center, Department of Microbiology,
University of Kansas Medical Center. El
plasmido se extrajo y purifico de cultivos
de E. coli.

El gen de la proteasa tipo subtilisina priA
de M. anisopliae var. acridum, identificada
en la base de datos del GenBank del
National Center for Biotechnology
Information (USA) con el numero de acceso
AJ251925.1 se obtuvo del Dr. Ray St-Leger,
Departamento de Entomologia, University
of Maryland, College Park. MD. USA. El gen
habia sido previamente clonado en el sitio
multiple de clonacion del vector pBluescript
SK (pBS) (Stralagene, La Jolla) entre los
sitios de restriccion EcoRl y Xho 1. El
plasmido se amplificé y el gen priA se se-
par6 del plasmido pBS per digestion con
las enzimas de restriccion Sma | y BamH 1.
Luego fue ligado en el sitio muitiple de
clonacion del vector pBarGPE1 bajo el con-
trol del promotor de gpdA y la regi6n
terminadora del gen &rpC (ambos prove-
nientes de Aspergillus nidulans),
generandose el vector de transformacion
pBarGPE1-pri1A. Células competentes de E.
coli se transformaron con la solucién de la
ligacion, las colonias bacterianas que con-
tenian el plasmido recombinante se identi-
ficaron y el plasmido se amplifico y
secuencio. Los resultados de la secuencia
mostraron que el gen estaba correcto.

El gen que codifica la proteina verde fluo-
rescente (GFP) se cloné en el vector
pBarGPE1 de la misma manera descrita
para la proteasa prlA y fue obtenido del
Dr. Ray St-Leger.

Cepa de Beauveria bassiana

La cepa de B. bassiana Bb9112 aislada en
Caldas, Colombia, de un lepidéptero de la
familia Geometridae, se escogio para de-
sarrollar los trabajos de transformacion de-
bido a que mostraba una patogenicidad
superior al 85% contra la broca del café y
resistencia a luz U.V.

Produccion de protoplastos

Esporas obtenidas a partir de un cultivo
del hongo crecido en Agar Sabouraud
Dextrosa (ASD) por 15 dias a 27°C, se
resuspendieron en 10 ml de Tween estéril
al 0,02%. Con esta suspension se inocula-
ron 100 ml de Liquido Sabouraud Dextro-
sa (L5D) suplementado con 0,1% de
extracto de levadura. El cultivo crecié a 27°C
y 120 rpm por 36 h. El micelio se recuperd
por filtracion a través de una capa de
miracloth estéril y se lavé con agua
desionizada estéril. El micelio se incubo
por 3h, en agitacion lenta en 20 ml de una
solucion 1,2 M sorbitol y 50 mM MES, que
contenia 0,8% Novozyma 234 y 0,3% B-
glucoronidasa. La presencia de proto-
plastos se verificé por observaciones al
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microscopio. La solucion de micelio y
protoplastos se filtro, a través de una capa
de miracloth estéril y los protoplastos se
precipitaron por centrifugacion a 2.000
gpm y 4°C, posteriormente se lavaron 2
veces por resuspension y centrifugacion en
20 ml de solucion osmotica STC (1,2 M
Sorbitol, 10 mM Tris pH 7,5, 20 mM CaCl,).
Finalmente, los protoplastos se resuspen-
dieron a una concentracion de 1x10®
protoplastos/ml de STC, obteniéndose 1 a
5 ml de protoplastos en total.

Transformacion de Beauveria bassiana
con los vectores pBarGFPE1l-priA,
pBarGPE1-GFP

La transformacion del hongo con
pBarGPE1-pr1A, y pBarGPE1-GFP se hizo
usando una solucion de 200 ul de
protoplastos a 1 x 10° protoplastos/ml. A
ésta se adicionaron 50 ug de DNA
plasmidico en un volumen de 50-100 pul, se
incubo en hielo por 30 min. Luego, se agre-
garon 50 ul de polietilenglicol,, . (PEG) al
60%, en STC y se incubo en hielo por 10
min. Finalmente, se adiciono 1 mi de la so-
lucion de PEG y se incubd a temperatura
ambiente por 10 minutos. La solucion se
resuspendio en 4 ml KM (1,2 M Sorbitol, 10
mM Tris pH 7.5, 0,1% K ,HPO_, 0,05% MgS0,
y 0,3% NaNO,), para obtener un volumen
final de 5 ml de transformantes. Estos 5 ml
de transformantes se dividieron en 2 tubos
falcon de 50 ml conteniendo cada uno 2.5
ml; a cada tubo se le adicionaron 47,5 ml
de RM liquido con Bacto-agar al 1%, a una
temperatura de 35°C. 10 ml de esta solu-
cion se sirvieron en cajas de Petri. Estas ca-
jas, con los protoplastos transformantes en
medio minimo, se incubaron por 18 a 24 h
y luego se cubrieron con 10 ml de RM con
Bacto-agar al 1% y glufosinato de amonio
a una concentracion final de 25 pg/ml [Finale
(5% ingrediente activo) AgrEvo USA.
Wilmington DE].

Evaluacion de las colonias de B.
bassiana transformadas

Identificacion de los genes de trans-
formacién por PCR. En las colonias
transformantes, se identifico la presencia
de los genes bar, priAy GFF, por amplifica-
cion usando PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). Las cepas se aislaron y crecie-
ron en medio LSD con adicion de 0,1 % de
extracto de levadura y glufosinato de
amonio. El micelio se recupero por filtra-
cion al vacio, se lavo y macero6 en nitroge-
no liquido. La extraccion de DNA se llevo a
cabo siguiendo el método de Jirgen et al.
(1999).

Los genes se amplificaron con reacciones
de PCR en un volumen de 50 pul, conte-
niendo 500 ng de ADN fangico, 1X PCR
buffer, 25 pmoles de iniciadores, 0.2 mM
de cada deoxinucledtido, 2,0 mM de MgCl,,
1U de Tag DNA polimerasa. Ciclo de PCR:
94°C x 5 min, 94°C x 1 min, 55°C x 1 min,
72°C x 1 min, (40 ciclos), 72°C x 5 min.

Las secuencias de los iniciadores que se
usaron para la amplificacion fueron:

Gen bar: 5°-3" ATGCGCCCAGAACGACGCCC. 3 -5 GCAGGACCGGACGGGGCG
Gen priA: 5°-3° TCTTCTCACTCTTCTCCCA. 3 -5 TTAGGCACCGTTGTAGGCA
GFP: 5°-3" ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC

3°-5" TTACTTGTACAGCTCATCCATGCCG

La reacciones de PCR, se corrieron en geles
de agarosa al 1% y tras observacion bajo
luz UV se determino la presencia de las
bandas con un tamano molecular corres-
pondientes al esperado para cada gen.

Identificacion de las proteinas pri1A
en las cepas transformadas

Medicion de la actividad enzimatica
proteolitica por espectrofotometria.
Los niveles de proteasas totales produci-
das por las colonias transformadas y no
transformadas se cuantificaron a través de
ensayos de actividad enzimatica. Para esto,
las colonias se sembraron en medio ASD.
Inéculos de esporas procedentes de colo-
nias transformadas y no transformadas,
obtenidos de un cultivo de 15 dias, se re-
colectaron y con éstas, se inocularon 50
ml de medio minimo esterilizado (0,1%
KH2PO4, 0,05% MgS04, 50% agua de gri-
fo) suplementado con 1% (p/v) de quitina
de caparazon de cangrejo (Sigma) y 50 ml
de medios basicos suplementado con 1%
(p/v) de quitina de caparazon de cangrejo
mas 1% de N-Acetil glucosamina (Sigma).
Los cultivos se incubaron en agitacion a
120 rpm por 72 h; 200 pul de una muestra
del cultivo se tomaron cada 12 h. La activi-
dad proteolitica se evaluo usando como
sustrato el péptido succinil-(alanina) 2-
prolil-fenilalanina (Sigma) (St.Leger et al.
1987). Para esto, a 90 ul de 0,1 M Tris HCL
a pH 8,0 se adicionaron 10 pl de la mues-
tra libre de solutos y 8 ul del sustrato al 1
mM in DSO. Las lecturas se hicieron en un
espectrofotometro a 405 DO.

Identificacion de proteasas por
isoelectroenfoque (IEF)

La presencia de las proteinas y su actividad
proteolitica también se determiné a través
de separacion de las proteinas por
electroforesis de isoelectroenfoque (IEF) y
degradacion de gelatina (Bidochka y
Khachatourians 1994). Para esto, las cepas
de B. bassiana transformadas y no transfor-
madas crecieron en medio minimo liquido,
suplementado con 1% (p/v) de quitina de
caparazon de cangrejo o quitina al 1% (p/
v) mas N- acetilglucosamina al 1% (p/v)
durante 48 horas. 25 ml del medio de cul-
livo se concentraron por ultracentrifugacion
usando unidades de ultrafiltracion
Centricon con membranas de exclusion de
10kDa (Amicon). Se prepard un gel de
poliacrilamida al 5% mas anfolitos 3/10 Bio-
lyte al 2%. 2 ml de las muestras concentra-
das se aplicaron sobre el gel y se separaron
por isoelectroenfoque usando una camara
mini-lIEF-cell modelo 111 (Bio-Rad). La se-
paracion se llevo a cabo a 100 V por 15
min, sequido de 200 V por 15 min y 450 V
por 1 h. La presencia de las proteasas se

visualizo al poner en contacto el gel con
una pelicula para radiografia, la cual esta
recubierta de una capa de gelatina.

Pruebas de patogenicidad cepas
transformadas con la proteina verde
fluorescente

Se llevaron a cabo pruebas de patoge-
nicidad, con las cepas transformadas con
la proteina verde fluorescente. Las cepas
transformadas crecidas en medio ASD mas
glufosinato de amonio a una concentra-
cion de 25 pg/ml y las cepas control no
transformadas se somelieron a control de
calidad, de tal manera que se evaluaron
las siguientes caracteristicas: 1) germina-
cion superior al 85% en un tiempo de
incubacion de 24 h, 2) porcentaje de pu-
reza mayor del 90%. La germinacion, la
pureza y viabilidad, asi como las pruebas
de patogenicidad (15 individuos por tra-
tamiento con 4 repeliciones) se determi-
naron siguiendo el método descrito por
Vélez et al. (1997).

Resultados y Discusion

Cepas transformadas con la proteina
verde fluorescente

Luego de la transformacion, se observo la
solucion de protoplastos putativamente
transformados bajo el microscopio y se
detecto la presencia de protoplasto verde
fluorescente (Fig. 1). De 5-10 dias luego
de la transformacion, las colonias puta-
tivamente transformadas empezaron a de-
sarrollarse en el medio selectivo (Fig. 2).
Inicialmente, dos colonias crecidas en me-
dio minimo con 25 pg/ml del glufosinato
de amonio, que mostraron fluorescencia
verde bajo el microscopio de luz- UV, fue-
ron subcultivadas en SDA. El crecimiento
de las colonias se siguio diariamente, Cuan-

Figura 1. Expresion de GFP en protoplastos
transformados de Beauveria bassiana Bb

9112 con el plasmido pBarGPE-GFF
Microscopia con luz UV (40x).



18 Revista Colombiana de Entomologia

Carmenza E. Géngora B.

do se observo la esporulacion de los culti-
vos, las esporas se subcultivaron en me-
dio fresco. Los subcultivos se hicieron por
3 generaciones. En la tercera generacion,
se aislo el DNA genomico del micelio y una
amplificacion por PCR de los genes bar y
GFP se realizo usando iniciadores especifi-
cos para cada uno de esitos. Ambos genes
se amplificaron por PCR en las cepas
transgénicas pero no en el tipo silvestre
Bh9112 (Fig. 3). En las cuatro cepas trans-
formadas, identificadas como TI1-1, T1-2,
T2-2 y T2-3, el gen GFP se amplificé por
PCR (Fig. 4). En el micelio de las 4 cepas, la
expresion de la proteina GFP se confirmo
por observaciones al microscopio de luz
UV. 5in embargo, el grado de expresion de
la proteina verde fluorescente no es el mis-
mo en todo el micelio y en algunos casos

Figura 2. Expresion de GFP en una colonia
transformada de Beauveria bassiana Bb
9112 con el plasmido pBarGPE-GFP
Microscopia con luz UV (2,5x).

1000 pb —»

500 pb —»

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |

Figura 3. Separacion en agarosa de los productos de PCR de los genes GFP y bar amplifi-
cados en cepas de B. bassiana transformadas con pBarGPE1-GFF. Una banda de 742 pb
indica la presencia del gen GFF. Una banda de 537 pb indica la presencia del gen bar.
Lineas 2 a 5 contienen las muestras amplificadas con los iniciadores para GFF, Linea 1 fue
cargada con 500 ng de DNA marcador de peso molecular X1V (Boehringer), Linea 2 contiene
la reaccion del plasmido pBarGPE1-GFF. Linea 3 fue cargada con la reaccion de una cepa
no transformada. Linea 4 fue cargada con la reaccion de una cepa transgénica. Linea 5 fue
cargada con la solucion maestra sin DNA. Lineas 6 a 9 contienen muestras amplificadas
con iniciadores del gen bar. Linea 6 fue cargada con la reaccion de pBarGPE1-GFF. Linea 7
fue cargada con la reaccion de una cepa no lransformada. Linea 8 fue cargada con la
reaccion de una cepa transgénica. Linea 9 fue cargada con solucion maestra sin DNA.

T1-1 T1-2 NoT T2-2  Control

800pb — »
400ph —»

Figura 4. Separacion en agavosa de los productos de PCR de los genes GFP en cepas de B.
bassiana transformadas con pBarGPE1-GFF. Una banda de 742 pb indica la presencia del
gen GFF. Linea MWM fue cargada con 500 ng de DNA marcador de peso molecular (Low DNA
Mass ladder) (Gibco). Linea T1-1, T1-2 y T2-2 contiene la amplificacion de cepas transfor-
madas, Linea NT fue cargada con la reaccion de una cepa no transformada. Linea Control
fue cargada con la solucion maestra sin DNA.

se observan partes de micelio y esporas
que no expresan la proteina; esto se pue-
de deber a vejez del micelio, o a que los
cultivos no son puros. Por esla razon, se
ha iniciado un proceso de produccion de
cultivos monoesporicos a partir de estas
cepas transformantes, con el proposito de
producir cultivos puros que expresen la
proteina de una manera uniforme. Estos
cultivos estan siendo sometidos a prue-
bas de control de calidad y patogenicidad
sobre la broca del cafe.

Patogenicidad de las cepas que expre-
san la proteina verde fluorescente

Se realizaron pruebas de patogenicidad
por duplicado en diferentes épocas del
ano, evaluando las diferencias estadisticas
entre las cepas Bb9112 no transgénicas y
dos cepas transformadas con la proteina
GFF, cepas T1-1 y T2-2. Los resultados se
muestran en las tablas 1, 2 y 3. El analisis
de varianza con un nivel de significancia
del 5%, y la prueba de Tukey, mostré que
no existen diferencias significativas con
respecto al porcentaje de patogenicidad
sobre la broca del café causado por B.
bassiana Bb9112 y las cepas transforma-
das. Tampoco se observaron diferencias
con respecto al tiempo de mortalidad ni el
comportamiento de las cepas. Esto indica
que la inserciéon de los genes se produjo
en lugares en el genoma que no interfie-
ren con genes involucrados en los proce-
sos de patogenicidad del hongo. En el caso
de estudios preliminares, Thorvilson y San
Francisco (2001} muestran que las cepas
transformadas con el gen GUS fueron me-
nos efectivas en matar a los insectos en
condiciones de laboratorio; los autores
aseguran que esto se puede deber al sitio
de insercion del gen GUS en el genoma
del hongo, el cual puede interferir con al-
gun gen involucrado en la patogenicidad.
En el presente estudio, el proceso de trans-
formacion con los genes marcadores no
afectd los procesos patogénicos de las
cepas.

Las cepas obtenidas en este estudio, trans-
formadas con GFP pueden usarse en labo-
ratorio para estudios de la inleraccion
entomopatogeno-hospedero, ya que se-
ria facil la deteccion del hongo dentro del
tejido del insecto. Por otra parte, se de-
muestra que estos genes no interfieren con
los procesos patogénicos del hongo. Al
nivel de campo, estas cepas marcadas per-
mitirian monitorear el desarrollo del hon-
go y la interaccion con el hospedero. En
las pruebas de campo, la identificacion de
estos genes permitira la recuperacion de
cepas asperjadas, lo cual conllevara al en-
tendimiento de los procesos de transmi-
sion, infectividad y persistencia del hongo
en el medio ambiente.

Cepas transformadas con la proteasa
priA

Después de obtener transformantes expre-
sando GFF se realizo la transformacion con
el plasmido pBarGPE-FPriA. Los transfor-
mantes se seleccionaron por resistencia a
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Tabla 1. Resultados de patogenicidad de B. bassiana Bb9112 y Cepa T1-1 sobre H. hampei

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Tiempo
Tratamiento mortalidad por mortalidad por mortalidad por de
B. bassiana otras causas contaminacién mortalidad
Bb9112 80 A* 8,33 5 6,22
Bb9112-T1-1 88 A* 1,6 8 6,02
Testigo 0 B* 18,0 3,3 0
* Tratamientos identificados con la misma letra no difieren estadisticamente.
Tabla 2. Resultados de patogenicidad de B. bassiana Bb9112 y Cepa T1-1 y T2-2 sobre H. hampei
Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Tiempo
Tratamiento mortalidad por mortalidad por mortalidad por de
B. bassiana otras causas contaminacion mortalidad
Bb9112 80 A* 10 8 5,12
Bb9112-T1-1 88 A* 1.6 8 5,40
BbO112-T2-2 88 A¥* 5 10 5,18
Testigo 6,66 B* 30 1,66 10
* Tratamientos identificados con la misma letra no difieren estadisticamente.
Tabla 3. Resultados de patogenicidad de B. bassiana Bb9112 y Cepa T2-2 sobre H. hampei
Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Tiempo
Tratamiento mortalidad por mortalidad por mortalidad por de
B. bassiana otras causas contaminacion mortalidad
Bb9112 80 A*® 8,3 5 6,03
Bb9112-T2-2 76,7 A* 11,6 6,6 6,22
Testigo 0 B* 18,0 3,33 0
* Tratamientos identificados con la misma letra no difieren estadisticamente.
25 pg/ml de glufosinato de amonio. De 5 a
10 dias luego de la transformacion, diez 03
colonias se aislaron de los medios selecti- ' C | quitin:
vos y tres de estas colonias (prlA-1, priA- O sl guitn
. 75
2 y prlA-3) se seleccionaron para la 0.254 Control quitina-Nacetil
identificacion de la proteina PriA.
) 0.24 o—  prlA-1quitina
La actividad enzimatica de las muestras se
observa en la figura 5. Todas las cepas in- - 5 —a—  prlA-lquitina-Nacetil
cluyendo el control (Bb9112 no transfor- § 0.154 o
mado) produjeron una proteasa similar a = —##+—  priA-2quitina
la Pr1A de M. anisopliae durante el creci- a 0.14 - 1A cuitia NEcaH]
miento en el medio con quitina, la cual = PEnequimn-ieect
induce la produccion de PriA. Sin embar- 0.054 prlA-3 quitina
go, solamente las cepas transformadas pro- N )
dujeron proteasas cuando se cultivaron en 0 ——  prlA-3 quitina-Nacetil
el medio que contenia quitina mas N- = = = é = g = =
Acetil-glucosamida. En este medio, la N- o “ “ = -
Acetil-glucosamida reprime la sintesis de Horas

proteasa tipo PrlA en cepas no modifica-
das. El resultado del experimento, implica
que el prlIA se incorporo en el genoma de
los transformantes y la proteina se sinteti-
70 y secretd constitutivamente. Cuando se
analizo por isoelectroenfoque y se identi-
fico la actividad proteolitica, los medios
de cultivo suplementados con 1% de
quitina o 1% de la quitina mas 1% de N-
Acetil-glucosamina, donde habian creci-
do el hongo control y el transformado
(pr1A-2), se encontro que la mayor canti-
dad de proteasas la produjo la cepa Pril1A-
2 creciendo en medio con quitina y N-Acetil
glucosamina. Este resultado confirma la

Figura 5. Actividad enzimatica de priA a diferentes tiempos en la cepa Bb 9112 (control) y
3 cepas transformadas con pBarGPE1-prlA en medio minimo suplementado con quitina o

quitina mas N-acetil glucosamide,

transformacién de la cepa y la produccion
constitutiva de la proteasa (Fig. 6).

La cepa PriA-1 se subcultivo y luego de
dos generaciones, el ADN genémico se aislo
del micelio. Iniciadores especificos se usa-
ron para la amplificacion de los genes bar
(no se muestra los datos) y priA (Fig. 7).
Ambos genes se amplificaron en la cepa

transgénica pero no en el tipo silvestre
9112, La presencia del gen prlA amplifi-
cado por PCR también se observa en la
cepas Pr1A-2 y Pr1A-3 (Fig. 8). Se tienen 3
cepas transformadas con este gen.

La transformacion de B. bassiana con los
agenes bar- GFFP y bar- prlA demuestra que
se cuenta con un método de transforma-



20 Revista Colombiana de Entomologia

Carmenza E. Gongora B.

1 2 3 4 5 6

Figura 6. Actividad proteolitica del filtrado del cultivo de B. bassiana (Las proteasas pre-
sentes en el gel de isoelectroenfoque degradan la gelatina de la pelicula, y se observa un
halo transparente que indica actividad proteolitica especifica de proteasa), Cepa Bb 9112
en medio basico suplementado con quitina (Linea 1 y 5) y medio basico suplementado con
quitina mas N-Acetil Glucosamida (Linea 2 y 6). Cepa prlA-2 transformada con pBarGPE1-
prlA en medio basico suplementado con quitina (Linea 3) y medio basico suplementado
con guitina mas N-Acetil Glucosamida (Linea 4).

e <4— 1000 pb

<— 500 pb

1 2 3 4 5 6 7 |

Figura 7. Separacion en agarosa del gen prlA amplificado por PCR. Una banda de 1189 bp indica
la presencia del gen. Linea 1 contiene la reaccion de PCR del plasmido pBarGPE1-prilA. Linea 2
fue cargada con la reaccion del plasmido pBarGPE-GFF. Linea 3 fue cargada con la reaccion de
la cepa no transformada 9112. Linea 4 contiene la reaccion de la cepa pr1A-1. Linea 5 contiene
la reaccion de una cepa transformada con pBarGPE-GFF. Linea 6 contiene solucion maestra sin
DNA. Linea 7 contiene 500 ng de ADN marcador de peso molecular XIV (Boehringer).

Pbar-Pr1 Pr1-2 NoT Pr1-3 Con MWM

Figura 8. Separacion en agarosa del gen pr1A amplificado por PCR. En cepas de B. bassiana.
Una banda de 1189 pb indica la presencia del gen. Linea Pbar-Prl contiene la reaccion del
plasmido pBarGPE-GFF. Lineas prl1-2 y pri-3 contiene la reaccion de las cepas transforma-
das priA-2 y priA-3 respectivamente. Linea NoT fue cargada con la reaccion de una cepa
no transformada. Linea Con fue cargada con la solucion maestra sin DNA. Linea MWM fue
cargada con 500 ng de DNA marcador de peso molecular (Low DNA Mass ladder) (Gibco).

cion confiable y la seleccion con el gen bar
es adecuada. Hasta el momento este es el
primer trabajo que muestra el uso de es-
tos genes para la transformacion de B.
bassiana.

Conclusiones

= Se logro llevar a cabo la modificacion
genética del hongo. Se cuenta con un
meétodo de transformacion eficiente para
Beauveria bassiana.

« El gen de seleccion (bar) y el gen marca-
dores GFP no afectan el grado de
patogenicidad ni el comportamiento de
las cepas de B. bassiana contra la broca
del café.

* Estas cepas transgénicas se pueden usar
para el seguimiento de los procesos de
infeccion y patogenicidad sobre la broca
del café en condiciones de laboratorio y
campo. El siguiente paso es hacer el con-
trol de calidad de eslas cepas y las pruebas
de patogenicidad sobre la broca del café.
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Compatibilidad del hongo entomopatogeno

Beauveria bassiana con triflumuron
Compatibility of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana with triflumuron

CARMEN A. VASQUEZ P!, YAMILLE SALDARRIAGA 0.2, FABIO PINEDA G.?

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 23-27 (2004)

Resumen. El uso combinado de insecticidas quimicos y biologicos presenta una alternativa prometedo-
ra y racional para el control de insectos plaga de importancia agricola y médica. Se evalu6 la compatibi-
lidad del hongo Beauveria basssiana (Bals.) Vuill, cepas Inra 297, Cenicafé Bb 9205, y UdeA ,, con el
insecticida Starycide S.C. 480 Bayer” (triflumuron), inhibidor de la sintesis de quitina en insectos. Se
probaron combinaciones de las tres concentraciones de cada cepa de B. bassiana (3x10°, 1x107, 3x10*
conidios/ml) y triflumuron (0,05; 0,025 y 0,0125 pg/ul). Como control se tomo la suspension fungica
solamente. Para la evaluacion de la compatibilidad de los dos agentes, se realizo una prueba de germinacion
conidial en medio de cultivo sélido (Sabouraud dextrosa agar) y la de crecimiento micelial en medio de
cultivo liquido. La germinacién conidial se observé a las 24 y 48 h y el crecimiento micelial a los siete dias.
En el andlisis estadistico se utilizaron como variables el nimero de conidios germinados y no geminados
y el peso del micelio seco. La presencia de triflumuron no inhibié ni la germinacion conidial ni el
crecimiento micelial de B. bassiana, demostrando la compatibilidad. Sin embargo, la germinacion conidial
y el crecimiento micelial en presencia de triflumuron vari6 en las tres cepas evaluadas.

Palabras clave: Control de insectos. Insecticida. Control integrado. Compatibilidad de hongos e insec-
ticidas.

Summary. The combined use of chemical and biological insecticides presents a promising and rational
alternative to control insect pests of agricultural and medical importance. The compatibilities of the
Inra297, Cenicafé Bb9205 and UdeA ; strains of the fungus B. bassiana with the insecticide Starycide S.C.
480 Bayer” (triflumuron), a chitin synthesis inhibitor in insects, were evaluated. Combinations of three
concentrations of each strain of B. bassiana (3x10°, 1x107 and 3x10° conidios/ml) and triflumuron (0,05;
0,025 and 0,0125 pg/ul) were tested. The fungus suspension was used as a control. The compatibility of
the two agents was evaluated based on conidial germination in a solid medium (Sabouraud dextrose
agar) and mycelial growth in a liquid medium. Conidial germination was observed at 24 and 48 h and
mycelial growth at 7 days. The germinated and non-germinated conidia and dry mycelium weight were
the variables used in statistical analysis. The presence of triflumuron inhibited neither conidial germination
nor mycelial growth of B. bassiana, demonstrating the compatibility. However, both conidial germination
and mycelial growth in the presence of triflumuron varied among the three fungal strains that were

evaluated.

Key words: Insect control. Insecticide. Integrated control. Compatibility of fungi and insecticides.

Introduccion

El hongo entomopatogeno, Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill, es uno de los mas
promisorios en control biolégico de cier-
tos grupos de insectos de importancia en
la salud humana y en la economia agrico-
la. Uno de los aspectos importantes de su
efectividad en el control de insectos plaga
es la posibilidad de su integracion con
agentes quimicos, maximizando su poten-
cial y disminuyendo el impacto ambiental
que el control quimico como tal pueda oca-
sionar (Ramarajah et al. 1967; Rivera
1993).

Miiller (1965) realiz6 estudios en el este
de Europa donde probo el sinergismo en-

tre B. bassiana e insecticidas con resulta-
dos no muy claros. Fargues (1973) probo
combinaciones de B. bassiana con DDT y
no encontré una predisposiciéon significa-
tiva de la larva del coleoptero de la papa
de Colorado, Leptinotarsa decemlineata
(Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) a la mi-
cosis por el hongo. Igualmente, Telenga
et al. (1968) y Goral y Lappa (1974) usa-
ron combinaciones del hongo e insectici-
das en el control de dicho insecto. Fargues
(1975) utilizé la combinacion de insectici-
das azinphos-ethyl y carbaryl y B. bassiana
encontrando que la combinacion no fue
tan efectiva como utilizando el quimico
solo. Estudios realizados por Ramarajah
et al. (1967), Cadatal y Gabriel (1970),
Olmert y Kenneth (1974), Gardner et al.

(1979), Clark et al. (1982), Anderson y
Roberts (1983) y Aguda et al. (1984) han
indicado que los insecticidas pueden inhi-
bir el crecimiento de B. bassiana. Anderson
et al. (1989) probo B. bassiana en combi-
nacion con carbaryl, fenvalerate, anamectin,
trilumuron y thuringiensen encontrando
compatibilidad de estos quimicos con el
hongo. Por otra parte, Rivera et al. (1994)
probaron el efecto de los insecticidas endo-
sulfan, clorpirifos, fenitrotion, diazinon FM,
diazinon EM, malation, isazofos y pirimifos-
metil sobre el hongo entomopatogeno B.
bassiana en el manejo de la broca, Hypo-
thenemus hampei (Ferrari), demostrando el
efecto fungistatico de los inseclicidas sobre
el aislamiento, el cual aumenta con el
tiempo.
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Ibarra y Varela (2002) evaluaron la compa-
tibilidad de varios aislados de hongos
biocontroladores entre ellos Beauveria
bassiana con plaguicidas de uso comin
en la practica agricola como carbofuran y
malation como insecticidas, benomil
(Benlate) y bis, ditiocarbamato de zinc
(Manzate) como fungicidas; encontrando
en general que los aislados presentaron
una inhibicion mayor con los insecticidas
(enn ambas concentraciones) que con los
fungicidas. Con respecto a los plaguicidas,
benomil inhibié considerablemente a to-
dos los aislados. Los insecticidas reduje-
ron ligeramente todos los aislados.

El trilumuron, (benzoylphenylurea) es un
inhibidor de la sintesis de quitina e insec-
ticida altamente selectivo, que interfiere
en la tormacion de la quitina al no dejar
incorporar el N-acetil-D-1-glucosamina en
la ruta metabolica. Es una sustancia qui-
mica de toxicidad baja para organismos
acuaticos, aves y mamiferos, ademas, es
un producto exclusivamente larvicida
{Colwell y Schaeffer 1981; Howard y Wall
1995; Ortiz 1995).

El objetivo de este trabajo fue evaluar en
laboratorio la germinacion, desarrollo y
crecimiento de B. bassiana en preseicia
de triflumuron, un inhibidor de la sintesis
de quitina de insectos. De esta forma, se
plante6 como hipotesis observar efectiva-
mente la compatibilidad entre los dos pro-
ductos, y obtener una germinacion,
crecimiento y desarrollo del hongo
entomopatégeno normal o mejor que si
el hongo estuviera soélo.

Materiales y Métodos
Hongo entomopatégeno

Las cepas del hongo entomopatogeno Be-
auveria bassiana utilizadas en este estudio
fueron: INRA 297, donada por el Instituto
Nacional de Investigaciones Agronomicas
de Francia, la cual se aisl6 de un heter6p-
tero en Polonia; la cepa UdeA , aislada de
Rhodnius pallescens Barber (Hemiptera:
Reduviidae) capturado en la region de San
Onofre (Sucre), Colombia y la cepa Bb9205
donada por Cenicafé, aislada de Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Pyralidae). Estas cepas se mantuvieron en
Agar Sabouraud dextrosa (Oxoid Ltd,
Basinastoke, Hampshire) a 25°C durante
10 dias para producir los conidios. Los
conidios se cosecharon utilizando una ba-
rra de vidrio y una solucién acuosa estéril
de 0,5% de Tween 80 como diluyente para
dispersar y mantener su uniformidad. To-
das las suspensiones se diluyeron en agua
destilada estéril, se homogenizaron en un
vortex Heidolph Reax control a 2.500 rpm
(Germany 09441/707-124) y se contaron
en la camara de Neubauer. Se selecciona-
ron concentraciones de 3x10% 1x107 y
3x10° conidios/ml con base en estudios
previos realizados por Romana (1992) y
Arroyave (1995), quienes mostraron la ca-
pacidad infectiva alta y el efecto letal en
breve tiempo de dichas concentraciones
sobre los insectos triatominos.

Insecticida 24 hy 48 h a 27°C. El control consistié en
una suspension de conidios de B. bassiana,
en agua destilada estéril y 0,5% de Tween
80. En cada ensayo se utilizaron 216
portaobjetos para las cuatro repeticiones

por tratamiento.

El insecticida utilizado fue Starycide® 5.C. 480
Bayer (triftumuron): 2 cloro-N-[[[4-(trifluoro-
metoxy)phenyl] aminoCarbonyl] benzamide
(C.A), conocido comunmente como SIR
8514, sintetizado en Alemania por el depar-
tamento de investigacion quimica de la Bayer
en 1975. En Medellin el producto fue obte-
nido de la comercializadora IVANAGRO. Co-
mercialmente triflumuron se presenta como
una suspension concentrada: 480 g/l. A par-
tir de esta concentracion inicial se prepara-
ron concentraciones de 0,05; 0,025 y
0,0125 pg/ul, las cuales se eligieron para el
ensayo con base en los estudios previos rea-
lizados por Vasquez et al. (2002). Bayer re-
comienda para el control de insectos o larvas
de insectos utilizar de Starycide® o
triflumuron 100 ml en 100 litros de agua,
con el cual se pueden fumigar alrededor de
20 casas (Pflanzenschutz 1980).

Porcentaje de germinacioén. Las mezclas
de B. bassiana y triflumuron se tineron con
azul de lactofenol a las 24 y 48 h de
incubacién. En la evaluacién, un conidio
se considerd germinado cuando el tubo
germinativo super6 el diametro del
conidio. El porcentaje de conidios germi-
nados se determiné mediante la siquiente
formula: por cada lectura en un campo del
microscopio de luz con el objetivo de 40X,
(contando tres campos macroscopicos por
alicuota) se conto el total de conidios ger-
minados y no germinados para determi-
nar luego el porcentaje de germinacion
(% germinacion = total de conidios ger-
minados / total de conidios germinados y

Bioensayos no germinados X 100) (Rivera 1993).

Germinacién de los conidios en me-
dio de cultivo sélido. En un elermeyer
de 250 ml se prepararon 150 ml de
Saboraud dextrosa agar (SDA), se esterili-
zaron en €l autoclave durante 15 min y se
le adiciond &cido lactico al 0,1% para evi-
tar contaminacion bacteriana. Se tomaron
portaobjetos estériles a los cuales se les
adicion6 0,2 ml de SDA acidificado forman-
do sobre éstos una pelicula fina y delga-
da. Sobre estas placas a una distancia de
0,5 cm se depositaron dos alicuotas de
0,1 ml de cada una de las concentraciones
3x10% 1x107 y 3x10° conidios/ml de B.
bassiana con cada una de las dosis (0,05;
0,025 y 0,0125 pg/pl) de triflumuron. Los
portaobjetos se dejaron en cajas de Petri
estériles con papel de filtro Wattman no.1
estéril y humedo y se incubaron durante

Crecimiento micelial dcl hongo en
medio de cultivo liquido completo.
Para cada concentracion del insecticida a
probar se prepararon 100 ml de medio
de cultivo liquido completo compuesto
por glucosa 20 g; KH,PO,, 1 g; MgS0,.
7H,0 0,5 g: KCL 0.5 g; Fe,(S0,), 1 ml (1%
solucion); Oxoid agar 15 g y acido lactico
al 0,1%.

Se utilizo la técnica de Storey y Gadner
(1986) y Clark et al. (1982) modificada, la
cual consistié en distribuir el medio liqui-
do completo en 4 frascos, cada uno con
15 ml del medio. Se inocularon con 0,1 ml
de las concentraciones 3x10% 1x107 y
3x10° conidios/ml de cada una de las ce-
pas INRA 297, Bb9205 y UdeA , y con cada
una de las dosis de triflumuron (0,05;
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Figura 1. Porcentaje de germinacion de B. bassiana con triflumuron a las 24 h. Interaccion
dosis de triflumuron, concentracion y cepas de B. bassiana. d0. Controles, d1. 0,0125 pa/ul,
dz2. %.0250 ,ug{lul, d3. 0,950 pg/ul (dosis triflumuron). Concentraciones B. basssiana: a.
3x10 , b. 1x10, y c. 3x10" conidios/ml.
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0,025 y 0,0125 ug/ul). Se realizaron cua-
tro repeticiones para cada tratamiento en
las tres concentraciones. A los controles
solo se les adiciono el hongo en las tres
concentraciones. Los frascos se agitaron a
1.500 rpm en (ORS200 Boekel Grant) du-
rante siete dias a 25-26°C. Después de la
agitacion, el contenido de cada frasco se
filtré al vacio obteniendo el micelio com-
pleto mediante una barra de vidrio y se
lavé consecutivamente con agua destilada
estéril, filtrandolo con una membrana de
nitrocelulosa de 0,2 ym. Lo obtenido se
secé en un horno (Memmert GmbH Co.
KGB540 Germany) durante una h a 50°C y
luego se peso el micelio utilizando una
balanza analitica Chyo JK-180, obtenien-
do finalmente un peso promedio, (a partir
de las cuatro repeticiones realizadas) que
se utilizo para el analisis de los resultados.

Analisis estadistico

La compatibilidad del insecticida triflumu-
ron con B. bassiana se midi6 mediante el
porcentaje de germinacion de conidios a
las 24 y 48 h. Los porcentajes se compara-
ron utilizando analisis de varianza multifac-
torial, considerando como factores de
evaluacion la cepa del hongo, la concentra-
cion de conidios y la dosis del insecticida.
La compatibilidad también se analizé me-
diante el crecimiento micelial del hongo en
medio de cultivo liquido, obteniendo como
respuesta el peso seco en gramos de la
unidad experimental. Estos datos se com-
pararon, igualmente, mediante analisis de
varianza nultifactorial. Las comparaciones
multiples de los valores promedios se esta-
blecieron con el método de Neuman-Keuls.
Se considero a = 95% como nivel de signi-
ficacion de las pruebas estadisticas y se uti-
liz6 el programa STATISTICA 98 (Statsoft
Inc., Tulsa, U.S.A.) para el procesamiento
de la informacion.

Resultados

Respuesta de germinacion conidial de
Beauveria bassiana en presencia de
triflumuron a las 24 y 48 h en medio
de cultivo sélido

El porcentaje de germinacion de conidios
fue diferente para los tres factores en es-
tudio. El analisis de varianza mostro
interacciones significativas para dichos
factores (p < .001) a las 24 h. Sequn la
figura 1, la cepa UdeA ,, fue la que pre-
senté mayor porcentaje de germinacion
en las concentraciones 3x10%y 1x107
conidios/ml y un poco menor para 3x10°
conidios/ml (95,5, 94,8 y 78,9 respectiva-
mente). En cambio, la cepa INRA-297 fue
la sequnda en porcentaje de germinacion
para las concentraciones 3x10% y 3x10°
conidios/ml y la de menor porcentaje para
la concentracion 1x107 conidios/ml. Por
otra parte, todas las dosis del triflumuron
(0,05; 0,025 y 0,0125 pg/ul) presentaron
porcentajes de germinacion inferiores a
los del control que estuvieron cerca del
100%. La concentracion de 3x10° coni-
dios/ml en presencia de triflumuron en
cualquiera de las dosis evaluadas fue la

Tabla 1. Promedio del porcentaje de germinacion (DE: desviacion estandar) de las diferen-
tes cepas de Beauveria bassiana en presencia de triflumuron a las 24 h

Cepas de B. bassiana
Dosis de Concentraciéon Porcentaje germinacién (DE)

triflumuron B. bassiana n

(@) | (Conidios/ml) |  vdea,s INRA 297 Bl preos

Cenicafé
Control 3x10° 100 (0,0) 81,70 (27,25) 100 (0,0) 24
1x107 100 (0,0) 100 (0,0) 99,70 (0,80) |24
3x10% 100 (0,0) 100 (0,0) 100 (0,0) 24
0,0125 3x10° 80,37 (12,56) | 61.87 (26,34) | 45,84 (37.63) |32
1x107 93,56 (8.96) | 88,90 (20,67) | 92,43 (6,63) |32
3x10° 100 (0,0) 64,15 (16,64) | 61,43 (20,52) | 32
0,0250 3x10° 61,18 (13,09) 53,00 (28,22) 63,15 (32,44) | 32
1x107 92,93 (9,66) 83,31 (19,75) 93,93 (6,06) | 32
3x10° 96,34 (7,7) | 71.87 (22,52) | 69,96 (16,04) |32
0,050 3x10° 74,21 (21,03) | 53,56 (34,59) | 75,53 (29,46) | 32
1x107 92,90 (8,16) | 85,00(17,97) ! 92,40 (10,65) | 32
3x10° 84,78 (21,40) | 66,50 (15,36) | 64,62 (18,61) | 32

Tabla 2. Crecimiento micelial en medio de cultivo liquido de las cepas de B. bassiana
independiente de la concentracion con las dosis de triflumuron evaluadas

Cepas B. bassiana | Dosis triflumuron | Peso promedioeng
Conidios/ml (ng/ul) (DE) "
Bb 9205 Cenicafé Control 0,114 (0,044) a
0,0125 0,119 (0,034) 15
0,0250 0,119 (0,035) 15
0,050 0,096 (0,063) 15
INRA-297 Control 0,447 (0,075) 9
0,0125 0,254 (0,103) 15
0,0250 0,303 (0,048) 15
0,050 0,289 (0,013) 15
UdeA 5 Control 0.488 (0,039) 9
0,0125 0,438 (0,122) 15
0,0250 0,466 (0,018) 15
0,050 0,472 (0,145) 15

DE = Desviacion estandar.

que presentd la menor germinacion
(Tabla 1).

A las 48 h las concentraciones de B.
bassiana 3x10°%y 1x107 conidios/ml habian
germinado el 100% para todas las cepas
del hongo y dosis de triflumuron. En la
menor concentracion de B. bassiana
(3x10° conidios/ml) la germinacion fue del
100% para las cepas INRA-297 y UdeA , y
del 95,5% para la cepa Cenicafé 9205.

Crecimiento micelial de Beauveria bassia-
na en medio de cultivo liquido después
de siete dias de sembrado el inéculo

El andlisis de varianza mostro6 significancia
para la interaccion dosis de triflumuron y
cepas de B. bassiana (p = 0,0009). Esta

interaccion posiblemente se puede expli-
car debido a que la cepa INRA 297 tuvo un
peso promedio para el control de 0,447 q
significativamente mayor que para las otras
dosis de triflumuron evaluadas (Tabla 2).
La prueba de comparaciones miltiples
permite concluir diferencias en los pesos
promedios de las cepas en el orden
Cenicafé Bb9205, INRA-297 y UdeA , con
pesos promedios de 0,11; 0,32 y 0,47 g
respectivamente. No hubo diferencias sig-
nificativas entre concentraciones del hon-
qo (p = 0,74).

Discusion

Los investigadores Fargues (1973, 1975)
y Anderson et al. (1989) probaron el hon-
ago entomopatogeno B. bassiana con dife-
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rentes insecticidas observandose compa-
tibilidad entre el hongo B. bassiana y el
insecticida triflumuron, resultados que
concuerdan con los descritos en este tra-
bajo, con una confiabilidad del 95%.

Triflumuron es recomendado por Bayer
para ser utilizado en domicilios para el
control de insectos bajo la dosificacion de
0,48 ng/ul, concentracion que viene dada
para 100 litros de diluyente. Las dosis de
triflumuron evaluadas en este estudio fue-
ron bajas (10 veces por debajo de las reco-
mendadas comercialmente) y presentaron
compatibilidad con las diferentes cepas de
B. basssiana, y aunque se encontraron di-
ferencias significativas en las respuestas
entre las diferentes concentraciones y ce-
pas del hongo con las dosis de triflumuron,
no hubo inhibicion parcial o total en la
germinacion ni en el crecimiento de B.
bassiana.

Los resultados de no inhibicidon mostra-
ron que la germinacion, crecimiento y
desarrollo del hongo B. bassiana es direc-
tamente proporcional a la dosis de
triflumuron utilizada en este trabajo. En la
medida que se aumento la dosis del qui-
mico la sensibilidad del hongo aumento y
por lo tanto, su germinacion, crecimiento
y desarrollo fueron mas lentas.

Las diferencias significativas que se
observaron fueron mas a nivel de las con-
centraciones de B. bassiana y del compor-
tamiento de las diferentes cepas evaluadas,
en donde se encontré que la cepa UdeA |
fue la menos sensible a la accion del
trifflumuron, especialmente a la concentra-
cion mas aita probada 3x10* conidios/ml.

Anderson et al. (1989) evalud la compati-
bilidad de triflumuron con B. bassiana don-
de utiliz6 como parametro de evaluacion
las unidades formadoras de colonia. En el
presente trabajo los parametros de eva-
luacion fueron diferentes, (como ya se
mencioné en metodologia), los resultados
fueron similares a los de Anderson en cuan-
to a compalibilidad de los dos productos.

El triflumuron posee unas caracteristicas
quimicas particulares como insecticida de
nueva generacion (inhibidor de la sintesis
de quitina en insectos), entre ellas presen-
ta una toxicidad mas baja que la de otros
quimicos como los organoclorados y
carbamatos; posiblemente este hecho y la
utilizacion de dosis bajas respecto a las
ofrecidas comercialmente para el control
de insectos domiciliares (larvas especial-
mente) permitio que B. bassiana fuera com-
patible con él en todas las concentraciones
evaluadas.

Una de las orientaciones de la lucha inte-
arada de insectos consiste en aplicar
simultaneamente gérmenes entomopato-
genos con un plaguicida. Este método
combina los procedimientos quimicos tra-
dicionales y los procedimientos biologi-
cos, técnica ampliamente experimentada
en Rusia, utilizando dosis variables de in-
secticidas que alteran el estado fisiologico

del insecto y establecen consecuentemen-
te una intoxicaciéon que predispone a la
infeccion por el agente entomopatégeno
(Telenga et al. 1968; Ferron 1970) siem-
pre y cuando exista la compatibilidad de
ambos.

Los resultados obtenidos en este trabajo
en medio de cultivo liquido mostraron un
buen crecimiento micelial independiente
de la concentraciéon aplicada del hongo
entomopatogeno, contrariamente a Clark
et al. (1982) quienes probaron algunos
plaguicidas como mancozeb, metiram,
CGA48988 y chlorothalonil los cuales ge-
neraron inhibicion, total, fuerte y parcial
sobre B. bassiana, respectivamente. Sin
embargo, en este mismo estudio, perme-
trin no inhibio el crecimiento de B. bassiana
y sus curvas de crecimiento presentaron
similitud con los controles. Ramarajah et
al. (1967) al evaluar B. bassiana con DDT,
folidol, malation, endrin y BHC, mostré una
ertimulacion a la germinacion; resultados
similares a los obtenidos con triflumuron
en este trabajo, en donde B. bassiana pre-
senté una mayor esporulacion al compa-
rarla con los controles.

Rivera (1993) evalu6 la compatibilidad de
B. bassiana con fungicidas (ciproconazol,
hexaconazol, triadimefon, oxicloruro de
cobre), insecticidas (endosulfan, fenitro-
tion, pirimifos-metil, dicrotofos), en sus
dosis comerciales, dosis media y 1/10 de
la dosis comercial, encontrando que los
fungicidas ejercieron una inhibicién ma-
yor sobre el crecimiento del hongo que
los insecticidas. Los insecticidas a concen-
traciones menores de la dosis comercial
presentaron un efecto menor sobre B.
bassiana, resultados similares a los obte-
nidos en la evaluacion con triflumuron.

De las tres cepas evaluadas, Cenicafé
Bb9205, INRA-297 y UdeA , la dltima mos-
tré6 ser la mas compatible con el
triflumuron en todas las concentraciones
probadas. Como se muestra en la tabla 1,
las concentraciones alta y media de B.
bassiana en cualquiera de las cepas estu-
diadas, dieron una germinacion alta.

Al comparar lo obtenido en la prueba de
germinacion conidal en medio de cultivo
solido y liquido se encontrd similitud en
cuanto al comportamiento de la cepa
UdeA  sin embargo, en el medio de culti-
vo liquido la cepa UdeA , en presencia de
la dosis de triflumuron mas alta (0,05 pg/
pl) presenté mayor crecimiento micelial
confirmando asi la alta compatibilidad y
resistencia de esta cepa al insecticida.

Después de evaluar la germinacion del
hongo B. bassiana a las 24 y 48 h bajo la
accion del triflumuron se observo que éste
tiene un efecto fungistatico mas que
fungicida, pues presenté germinacion
conidial y crecimiento micelial hasta las
48 h.

La humedad y la temperatura jugaron un
papel primordial en la germinacion y
esporulacion del hongo, debido a que los

hongos entomopatégenos y en general
los hongos requieren de temperaturas que
oscilan entre 25-30°C y humedades relati-
vas del 80% (Tanada y Kaya 1993). Posi-
blemente pruebas en campo variarian los
resultados no sélo por la fluctuacion de
las condiciones ambientales, sino por otros
factores tales como la formulacién del hon-
qo, y la técnica de aplicacion utilizada. Es-
tudios en campo seguramente aportaran
resultados variables e interesantes que
ayudaran a tener mayor informacién sobre
la germinacion, crecimiento y desarrollo
del hongo en presencia de un quimico
como triflumuron.

Conclusiones

* Las cepas del hongo entomopatégeno
B. bassiana presentaron compatibilidad
con triflumuron (insecticida regulador de
crecimiento de insectos) a dosis bajas, lo
cual podria considerarse como un elemen-
to mas, en la alternativa que ofrece el con-
trol integrado en el maneio de vectores
transmisores de enfermedades.

* En los tratamientos de B. bassiana las
cepas UdeA , e Inra-297 con triflumuron
mostraron una germinacion alta y por con-
siguiente resistencia al insecticida.

* De las tres cepas evaluadas, UdeA | fue
menos sensible al efecto de triflumuron
sobre su germinacion, crecimiento y
desarrollo.

* En la evaluacion de la compatibilidad de
triflumuron con B. bassiana, en medio de
cultivo liquido, no se encontraron diferen-
cias importantes con respecto a la
germinacion conidial en medio de cultivo
solido; sin embargo, fue mas practica la
prueba en medio de cultivo solido que en
medio de cultivo liquido.
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Patogenicidad de diferentes hongos entomopatogenos
para el control de Aleurotrachelus socialis
(Homoptera: Aleyrodidae) bajo condiciones

de invernadero*

Pathogenicity of different fungal entomopathogens for the control of Aleurotrachelus
socialis (Homoptera: Aleyrodidae) under greenhouse conditions

IRINA ALEAN C.', ANUAR MORALES R.?, CLAUDIA MARIA HOLGUIN A.3, ANTHONY C. BELLOTTI®

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 29-36 (2004)

Resumen. En Colombia existe un complejo de ocho especies de moscas blancas asociadas al cultivo de
yuca. La especie predominante es Alewrotrachelus socialis Bondar la cual constituye el 92% de la pobla-
cion total y ocasiona pérdidas en rendimiento hasta del 79% en campos experimentales. Con el propo-
sito de ofrecerle a los cultivadores de yuca una opcion diferente al control quimico con el cual se reduzcan
los costos y el impacto ambiental, se evalud la patogenicidad de varios aislamientos de los hongos
entomopatogenos Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Verticillium lecanii (Zimm.) Viegas y
Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith, sobre los diferentes estados ninfales y huevos de A.
socialis, para determinar el estado de desarrollo mas susceptible, seleccionar el aislamiento mas promisorio
y con éste la concentracion letal media (CL,,). Asi mismo, se evaluaron diferentes formulaciones comer-
ciales de hongos entomopatogenos sobre el estado de desarrollo mas suscepiible de A. socialis. Con
respecto a la mortalidad se encontraron diferencias significativas entre las especies de hongos utilizadas
y el testigo. Se seleccioné el aislamiento CIAT 215 de V. lecanii como el mas promisorio por presentar la
mortalidad mas alta sobre los estados de desarrollo de A. socialis (67,3%). Como estado mas susceptible
se determino el de huevo proximo a eclosionar. Sobre este estadio se evaluo el aislamiento CIAT 215 en
siete concentraciones y se determiné que la CL,, fue de 1,4x10” conidios/ml con limites de confianza de
3,6x10°-1,5x10° conidios/ml. Los productos formulados evaluados presentaron porcentajes de mortali-
dad inferiores al 50%; sin embargo, mostraron diferencias estadisticas significativas con respecto al
testigo.

Palabras clave: Mosca blanca de la yuca. Verticillium lecanii. Concentracion letal media (CL,_ ). Hongos
formulados. Control biologico.

Summary. A complex of eight whitefly species associated with cassava exists in Colombia. The predominant
species Aleurotrachelus socialis Bondar, which constitutes 92% of the total population and causes yield
losses of up to 79% in field experiments. In order to offer cassava growers an alternative to chemical
control to reduce costs and environmental degradation we assessed the pathogenicity of various strains
of the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Verticillium lecanii (Zimm.)
Viegas and Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith on different nymphal stages and eggs of
A. socialis in order to determine the most susceptible developmental stage, select the most promising
isolate and identify the lethal concentration (CL_ ). We also evaluated different commercial formulations
of entomopathogenic fungi on the most susceptible developmental stage of A. socialis. We observed
differences in mortality between the fungal species used and the control treatment. The V. lecanii strain
CIAT 215 was selected as the most promising because it presented the highest mortality to A. socialis
developmental stages (67,3%). The most susceptible stage were eggs close to hatching. We tested the
strain CIAT 215 in seven concentrations on this stage and determinated that the CL,, was 1,4x107
conidia/ml with a confidence interval of 3.6x10°1.510" conidia/ml. The evaluated commercial formulations
caused mortality of less than 50%, however, they were still statistically different than the control treatment.

Key words: Cassava whitefly. Verticillium lecanii. Median lethal concentration. Formulated fungi. Biological
control.

tuberculata Bondar, Paraleyrodes sp.,
Tetraleurodes sp., Trialeurodes variabilis

Introduccion Existe un gran complejo en el Neotropico,

donde quince especies de moscas blancas

Las moscas blancas son la mayor plaga del
cultivo de yuca en casi todas las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, pues
ademas de alimentarse vorazmente de la
savia de la pianta, son eficientes vectores
de virus (Bellotti et al. 2002).

han sido identificadas alimentandose en
yuca: Aleurodicus dispersus Russell, Aleu-
ronudus sp., Aleurothrixus aepim (Goeldi),
Aleurotrachelus socialis Bondar, Bemisia
argentinfolii (Bemisia tabaci biotipo B),
Bemisia tabaci (Gennadius), Bemisia

(Quaintance), Trialeurodes abutiloneus,
(Bellotti 2002), Aleuroglandulus malan-
gae Russell, Tetraleurodes ursorum
(Cockerell) (Castillo 1996), Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) (CIAT 2000) y
Bemisia afer Priesner & Hosny (CIAT 2001).

1* Apartes del Trabajo de Grado del primer autor. Estudiante de Microbiologia Agricola y Veterinaria. Pontificia Universidad Javeriana,

Bogota. E-mail: irinaalean@hotmail.com

2 Asistente de Investigacion. Bioecologia del Salivazo. Entomologia de Forrajes, CIAT. Cali-Valle. E-mail: an.morales@cgiar.org

Asistente de Investigacion. MIPE. Entomologia de Yuca, CIAT. Cali-Valle. E-mail: claudia_holguin@hotmail.com
4  Autor para correspondencia: Lider del proyecto MIPE y Entomologia de Yuca, CIAT. A. A. 6713, Cali, Colombia. E-mail: a.bellotti@cgiar.org
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En el norte de Sur América (Colombia, Ve-
nezuela y Ecuador) A. socialis es la especie
predominante causante de considerables
danos al cultivo; también se encuentra en
Brasil aunque en menor proporcién don-
de no produce dano econdémico (Farias
1994).

La importancia economica de los danos
causados por las moscas blancas radica en
que afectan el rendimiento de raices de
yuca y la disponibilidad de estacas para la
siembra. Las pérdidas en rendimiento
muestran que existe una correlacion ne-
gativa entre la duracion del ataque y la
produccion de raices. Ensayos en campo
realizados por CIAT - CORPOICA Nataima,
Tolima, registraron en Colombia pérdidas
en rendimiento hasta del 79% (Bellotti y
Vargas 1986). Dichas pérdidas son produ-
cidas directamente por la disminucion de
la savia circulante por el floema de la plan-
ta e indirectamente por la mielecilla
excretada por el insecto, la cual sirve como
medio de crecimiento al hongo saprofito
Capnodium sp., conocido cominmente
como fumagina (Byrne et al. 1990; Byrne y
Bellows 1991). Este hongo puede tener
un efecto adverso en la fotosintesis, al im-
pedir la llegada de la luz a la superficie
foliar (Bellotti y Vargas 1986).

El control quimico de las moscas blancas
es generalmente muy dificil por su morfo-
logia y caracteristicas autoecologicas (sus-
tancias cerosas como un componente de
la cuticula, la cplonizacion en el envés de
la hoja y el desarrollo rapido de altas po-
blaciones). Ademas, las moscas blancas
representan un grupo de insectos con la
habilidad de desarrollar poblaciones que
son altamente resistentes a plaguicidas
quimicos (Landa 1992). Los agricultores
reaccionan frente al ataque del insecto con
el uso indiscriminado de insecticidas, ge-
nerando una serie de efectos negativos
para el equilibrio ambiental y la salud de
hombres y animales.

El control microbiolégico se presenta como
una buena alternativa dentro del manejo
integrado del cultivo. De los microorganis-
mos que causan enfermedades a los in-
sectos, incluyendo bacterias, hongos, virus
y nematodos, sélo los hongos entomo-
patogenos han sido registrados como los
capaces de infectar a los insectos pertene-
cientes a la familia Aleyrodidae, a través de
la penetracion de su cuticula (Fransen
1990).

En Colombia y otros paises se han realiza-
do estudios con hongos entomopato-
genos sobre varias especies de moscas
blancas, donde se demuestra el potencial
de los hongos para controlar este insecto
plaga. La mayoria de los estudios publica-
dos han evaluado sobre ninfas de los pri-
meros estadios de mosca blanca los
hongos entomopatoégenos Aschersonia
aleyrodis, Beauveria bassiana, Paecilo-
myces spp. y Verticillium lecanii; solamen-
te Osborne et al. (1990) utilizaron ninfas
de IV instar. Garcia (1996) evaluo varias
cepas nativas de V. lecanii sobre ninfas de

Il instar de Trialeurodes vaporariorum y
obtuvo con la cepa codificada como C26
una mortalidad del 90%. En ensayos es-
pecificos sobre A. socialis, Sanchez y
Bellotti (1997) evaluaron diferentes espe-
cies de hongos entomopatogenos sobre
ninfas de IV instar de A. socialis y estable-
cieron una cepa de la especie B. bassiana
como la mas virulenta, con una mortali-
dad del 95%; posteriormente se evalud
esta cepa sobre ninfas de [, Il y Il instar de
A. socialis y se determind el segundo instar
como el mas susceptible por presentar la
mortalidad mas alta (55%).

El objetivo general de esta investigacion
fue evaluar la patogenicidad de diferentes
hongos entomopatoégenos en el control
de la mosca blanca de la yuca A. socialis.
Los objetivos especificos fueron (1) Eva-
luar la patogenicidad de aislamientos de
hongos entomopatogenos de las especies
B. bassiana, V. lecanii y F fumosoroseus
sobre huevos y ninfas de A. socialis bajo
condiciones de invernadero, (2) Establecer
el estado de desarrollo de A. socialis mas
susceptible a los hongos entomopato-
genos, (3) Determinar la concentracion le-
tal cincuenta y noventa (CL_, y CL ) del
aislamiento mas virulento sobre A. socialis,
(4) Realizar el control de calidad de dife-
rentes formulaciones comerciales de hon-
gos entomopatogenos existentes en el
mercado nacional y (5) Evaluar la patoge-
nicidad de estas formulaciones comercia-
les utilizadas para controlar otras especies
de moscas blancas sobre A, socialis.

Materiales y Métodos

Esta investigacion se realizo en el labora-
torio y cuarto de cria de Bioecologia y MIP
del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), localizado en el municipio
de Palmira, departamento del Valle del
Cauca, a 1.000 msnm.

El material vegetal utilizado para evaluar
los aislamientos de hongos entomopa-
tégenos sobre huevos y ninfas de A. socialis
correspondié a plantas de yuca de 30-40
dias de siembra de la variedad CMC 40, sem-
bradas en potes plasticos con suelo estéril

de 1 kg, los cuales se mantuvieron en casa
de malla a una temperatura de 30 + 2°C y
una humedad relativa de 50-60%.

Los adultos de A. socialis utilizados en los
diferentes ensayos fueron tomados de la
colonia establecida en CIAT desde 1992,
sobre plantas de yuca de la variedad CMC
40, mantenidas en invernadero a una tem-
peratura de 27 = 2°C y una humedad rela-
tiva de 60-70%.

Reactivacion de los hongos entomo-
patégenos

Entre 1996 y 1999 se realizaron varias ex-
ploraciones de campo en diferentes zonas
yuqueras del pais con el fin de colectar
hongos entomopatogenos asociados a las
moscas blancas presentes en el cultivo. De
los aislamientos colectados se escogieron
6, los cuales se encontraban almacenados
en el cepario del CIAT en la técnica de pa-
pel filtro seco a una temperatura de -20°C
(Tabla 1). Estos hongos se sembraron en
medio PDA y posteriormente se reaclivaron
sobre adultos de A. socialis. Para la
reactivacion, de la colonia se tomaron 20
adultos con un aspirador bucal y se intro-
dujeron en cajas de Petri de 60 x 15 mm.
Las cajas contenian papel filtro humedo
con agua destilada estéril. Sobre estos
adultos se inocularon los hongos ento-
mopatoégenos aplicando sobre cada indi-
viduo veinte microlitros de una suspension
concentrada de conidios. Este procedi-
miento se realizo con cada uno de los ais-
lamientos nativos. Los insectos se dejaron
en estas condiciones por un periodo de
cinco dias, después de este periodo, los
adultos con presencia de micelio se sem-
braron en medio de cultivo PDA,

Una vez purificados los hongos se les rea-
lizd un pase sobre “agar insecto” al 0,5%;
para la preparacion de este agar se colec-
taron adultos de A. socialis de la colonia
establecida en CIAT y de campo. 5e mace-
raron y se adicionaron a agar PDA esterili-
zado previamente a razon de 0,5 g del
macerado por cada 100 ml de agar. Se llevo
nuevamente a la autoclave a una presion
de 100 libras durante 10 minutos, se vertio

Tabla 1. Aislamientos de hongos entomopatogenos colectados de moscas blancas

Aislamiento Origen Fechn ‘fe Hospedero Identificacion*
coleccion

CIAT 210 Pradera-Valle 26-Jul-99 T. vaporariorum Paecilomyces
fumosoroseus

CIAT 211 Pradera-Valle 14-May-99 T. vaporariorum Paecilomyces
fumosoroseus

CIAT 212 Pradera-Valle 10-Jun-99 T. vaporariorum Paecilomyces
fumosoroseus

CIAT 215 CIAT 04-Dic-97 A. socialis Verticillium lecanii

CIAT 216 CIAT 27-Abr-97 A. socialis Paecilomyces
fumosoroseus

CIAT 217 CIAT 16-Nov-96 A. socialis Beauveria bassiana

* ldentificacion realizada por Richard A. Humber

de Plant Protection Research Unit US

Plant, Soil & Nutrition Laboratory, USDA, Ithaca, NY USA.
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¢l agar en cajas de Petri de 60 x 15 mm y
sobre éste se sembraron los seis aislamien-
tos. Posteriormente se les realizo otro pase
sobre "agar insecto” con macerado de hue-
vos y ninfas de A. socialis (Fig. 1) siguiendo
el mismo procedimiento anterior.

Determinacion del estado de desarro-
llo mas susceptible y seleccion del ais-
lamiento mas promisorio

Para infestar las plantas de yuca, se aspira-
ron de 20-30 adultos de A. socialis y se in-
trodujeron en jaulas pinza ubicadas en las
hojas de la planta. Al cabo de 24 h se retira-
ron los adultos. Este procedimiento se reali-
70 4, 7, 14 y 23 dias después con el fin de
obtener todos los estados de desarrollo del
insecto en el momento de la aplicacion.

La aplicacion de los hongos sobre las nin-
fas v huevos de A. socialis se realizdé con
un microaspersor, a una presion de salida
de 10 PSIL El cubrimiento se evalué sobre
una tira de papel hidrosensible. El volu-
men asperjado por tratamiento fue de 4,0
+ 0,5 ml de suspension. Después de la
aplicacion las plantas se llevaron a un cuar-
to de cria a una temperatura de 28 + 2°Cy
una humedad relativa del 80-90%.

La evaluacion se realizé con un microsco-
pio estereoscopico a emergencia de adul-
tos. Se contabilizaron exuvias, ninfas vivas
y ninfas muertas con y sin evidencias de
micosis. Las ninfas muertas sin evidencia
de micosis se ubicaron en cajas de Petri
con pape! filtro haimedo por 4-5 dias para
determinar la presencia o no del hongo.

El diseno experimental utilizado fue com-
pletamente al azar, con 10 repeticiones por
tratamiento. Como unidad experimental
se considero cada hoja de la planta sobre
la cual se colocd una jaula pinza y en la
que solo se dejaron 30 ninfas o huevos de
A. socialis. Los controles consistieron en
agua destilada estéril y agua destilada es-
téril mas Tween 80 al 0,05%. Esta misma
metodologia se emple6 para determinar
la concentracion letal media y noventa
(CL.,y CL,) y evaluar las formulaciones

50 o0
comerciales de hongos entomopatogenos.

Se seleccioné como el aislamiento mas
promisorio aquel que produjo los niveles
mas altos de infeccion sobre todos los
estados de desarrollo del insecto y como
estado mads susceptible el que presento el
porcentaje de mortalidad mas alto frente
a los demas estados evaluados.

Concentracion letal media y noventa
(CL, yCL,)

Después de tener el estado de desarrollo
mas susceptible a los hongos entomopa-
togenos, se evaluo sobre éste el aislamien-
to mas promisorio en las concentraciones
1x10% 1x10% 1x10°, 1x10°% 5,0x10° 1x107,
5,0x107 conidios/ml, ademas del testigo.
Los datos obtenidos en las evaluaciones
se sometieron a un analisis Probil para
calcular la CL_, y CL .

Evaluacion de productos comerciales

Se evaluaron seis formulaciones comercia-
les de hongos entomopatogenos en la
dosis recomendada por cada casa comer-
cial sobre el estado de desarrollo de A.
socialis mas susceptible a los aislamientos
nativos (Tabla 2). Asi mismo, se les realizo

Tabla 2. Formulaciones comerciales de hongos entomopatogenos evaluadas

Formulado Ingrediente activo Preseatacion
P.f Paecilomyces fumosoroseus Polvo mojable (produccion en arroz)
V.l (a) Verticillium lecanii Polvo mojable (microtalco estéril)
B.b Beauveria bassiana Polvo mojable (microtalco estéril)
V.l (b) Verticillium lecanii Polvo mojable (microtalco esteril)
V.l (c) Verticillium lecanii Microglobulizado
V.l (d) Verticillium lecanii Polvo mojable (microtalco estéril)

Figura 1. Metodologia de reactivacion de aislamientos nativos de hongos entomopatégenos. (A) Conservacion en papel filtro seco. (B)
Siembra en PDA. (C) Inoculacion sobre adultos de A. socialis. (D) Adultos de A. socialis recolectados para “agar insecto”. (E) Huevos y ninfas
de A, socialis recolectados. (F) Aislamientos reactivados. (Fotografia: Juan Carlos Quintana).
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un control de calidad segun la metodolo-
gia establecida por Cenicafé (Vélez et al.
1997). Se determinaron los valores para
conteo de conidios, viabilidad de éstos a
las 24 h, pureza, pH y humectabilidad de
los productos formulados. Ademas se eva-
lud la patogenicidad de estas formula-
ciones en la dosis recomendada por cada
casa comercial sobre el estado de desarro-
llo mas susceptible.
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Resultados y Discusion

Estado de desarrollo mas susceptible
y aislamiento mas promisorio

De los seis aislamientos nativos evaluados
sobre los diferentes estados de desarrollo
de A. socialis, el aislamiento CIAT 215 de V.
lecanii presento los porcentajes de mor-
talidad mas altos, superiores al 50%, so-
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bre todos los estados de vida del insecto y
una mortalidad de 67,3% en promedio
(Fig. 2). Este fue seguido por el CIAT 212
de F. fumosoroseus y CIAT 217 de B.
bassiana con 48,5 y 47,2% de mortalidad,
respectivamente. Los testigos presentaron
una mortalidad promedio del 16%, infe-
rior a todas las cepas evaluadas (Fig. 2).
Estos resultados no coinciden con los se-
nalados por Sanchez y Bellotti (1997) quie-

Ninfa |
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217 210 211 216 2 1 ‘
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de aislamientos de hongos entomopatégenos sobre los diferentes estados de desarrollo de A. socialis.
Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente al nivel del 5% (Prueba de Tukey).
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nes evaluaron diferentes cepas de B.
bassiana, M. anisopliae, Fusarium sp. y V.
lecanii sobre ninfas de cuarto instar de A.
socialis y determinaron una cepa de B.
bassiana como la cepa mas virulenta. 84 1a

De los cinco estados de desarrollo de A. 80
socialis evaluados, el aislamiento CIAT
215 de V. lecanii presentd los porcentajes
de mortalidad mas altos sobre huevos
proximos a eclosionar 84,1% y ninfas de 60
Il instar 72,0% (F = 129,56, Pr > 0,0001).
Aunque no se presentaron diferencias sig-
nificativas entre estos dos estados de de-
sarrollo, se seleccioné el de huevos 401
proximos a eclosionar como el mas sus-

ceptible dado que éstos porcentualmente
presentan una mayor mortalidad y no han

iniciado el dano a la planta. Los demas 207
estadios exhibieron mortalidades de

61,5% para ninfas de IV instar, 60,4% nin-

fas de I instar y 58,5% ninfas de Il instar

(Fig. 3). Debido a las caracteristicas 0-
morfologicas de esta mosca blanca que Huevo Ninfa| Ninfa Il Ninfa Il
secreta una sustancia cerosa de color blan- Estados de desarrollo

co, que podria confundirse con el micelio . B I R — .l
del hongo, se realizo la evaluacion a emer-  Figura 3. Porcentaje de mortalidad del aislamiento CIAT 215 Verticillium lecanii sobre
gencia de adultos, contabilizando las pu-  huevos y ninfas de Alewrotrachelus socialis. Valores seguidos por la misma letra no difie-
pas que presentaban aberturas. Se puede  ren significativamente al nivel del 5% (Prueba de Tukey).

afirmar que la aplicacion sobre huevos
proximos a eclosionar ocasiondé una ma-
yor mortalidad; sin embargo, en las eva-
luaciones hechas al estereoscopio se
observaron todos los estados de desa-
rrollo de A. socialis afectados por el hon-
go (Fig. 4). No obstante, Sanchez y Bellotti
(1997 determinaron el segundo instar
de A. socialis como el estado de desarro-
llo mas susceptible a la cepa Bb 9501 de
B. bassiana. De otra parte, Fransen (1990)
mostro que V. lecanii infectaba tanto a nin-
fas como adultos pero no a huevos de T.
vaporariorum. Asi mismo, informo que las
ninfas de segundo instar fueron las mas
susceptibles. Sin embargo, Morales y
Cardona (1996) determinaron a los
primeros estados de desarrollo de T. vapo-
rariorum y B. tabaci como los mas sus-
ceptibles a diferentes especies de hongos
entomopatogenos, siendo los huevos
préximos a eclosionar el estado ideal para  (C)
hacer la aplicacién por su tasa de mortali-
dad alta, determinada por la emergencia
baja de adultos.

58,5a

Rl el b R i

Concentracion letal media y noventa
(CL,, y CL,,)

Para el aislamiento CIAT 215 (V. lecanii),
a mayor concentracion del inoculo se pre-
sentd mayor mortalidad de huevos proxi-
mos a eclosionar de A. socialis (Fig. 5).
El analisis Probit mostro que la CL,, del
aislamiento CIAT 215 se alcanzé con una
concentracion de 1,4x107 conidios/ml
con limites de confianza de 3,6x10° -
1,5x10° conidios/ml. La CL,, se estimo
que seria una concentracion de 2,3x10'
conidios/ml con limites de confianza de
9,3x10° - 4,1x10% (Tabla 3). Estos resul-
tados plantean la necesidad de utilizar
concentraciones muy altas de hongos en  Figura 4. Presencia de micelio de Verticillium lecanii sobre los estados de desarrollo de A,
campo para obtener niveles 6ptimos de  socialis. (A) Huevos; (B) Ninfas de 1 Instar; (C) Ninfas de Il Instar; (D) Ninfas de Il y IV Inslar
control. (Fotografia: José Maria Guerrero),
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Control de calidad y evaluacion de pro-
ductos comerciales

En el recuento de propagulos de los pro-
ductos formulados, hubo una concentra-
cion menor a la cantidad de conidios
registrada en la etiqueta (Tabla 4). En el
mejor de los casos el contenido de conidios
por gramo de formulado fue el equivalen-
te al 40% de las conidios que especifica la
formulacion.

En la prueba de viabilidad a 24 h, después
de siembra en placas de agar agua, se ob-
servo que solo el formulado E f. presento
una viabilidad del 95%; en los otros pro-
ductos la viabilidad fue inferior al 50% (Ta-
bla 4). Una formulaciéon comercial debe
tener una germinaciéon superior al 85% en
un tiempo de incubacion de 24 h, ya que
al asperjar en el campo el hongo debe te-
ner un rapido efecto sobre la poblacién
del insecto que esta atacando y un corto
periodo de exposicion a condiciones am-
bientales (Vélez et al. 1997).

En la prueba de pureza los formulados
de V. lecanii (V.I.b y V.l.c) no presentaron
el crecimiento de las colonias del ingre-
diente activo (Tabla 4); por el contrario
mostraron contaminaciéon por los hon-
qos Penicillium sp. y Aspergillus sp. Solo
tres formulaciones presentaron una pu-
reza mayor al 95% (FPf., 98%, V.l.ay B.b.
100%).

El intervalo optimo de pH para una for-
mulacion cormercial segin Vélez et al.
(1997) es de 5,5 y 7.0. De las formu-
laciones evaluadas soélo los productos Vil.a
y V.L.d, se encuentran en este rango con un
pH de 5,54 y 5,59, respectivamente. Los
dos productos con mayor contaminacion
y menor viabilidad (V.L.b y V.l.c) presenta-
ron un pH de 4,80 y 4,87. Estos productos
son de la misma casa comercial en dife-
rentes presentaciones. Es posible que el
inerte empleado estuviese contaminado y
esto afecte la germinacion de las esporas
del hongo considerado como ingrediente
activo,

Los formulados que mostraron mejor
humectabilidad son V.LLb Ff. y Vil.a con 1,3,
2,0 y 4,0 minutos, respectivamente, los

100
80
g
° 60 — ==
[} -
E -
8 40 -
- ==
20 -
0
0 1x103 1x104 | 1x105 1x106 | 1x107 5x107
— —= — QObservado | 19,01 32,01 42,01 48,17 61,6 58,5 64,01
—— Estimado 25,1 36,6 41,4 47,4 54,1 61,3 66,5
Concentracion (conidios/ml)

Figura 5. Mortalidad de huevos préximos a eclosionar de A. socialis a diferentes concentra-

ciones del aislamiento CIAT 215 (Verticillium

Tabla 3. Determinacion de la concentracion
m lento CIAT 215 (Verticillium lecanii)

lecanii).

letal media y noventa (CL,,y CL,,) del aisla-

CLso ClLgo
N b + EEM x2 P> X2
(LC )* (LC)
2146 1,4x107 2,3x10" 0,24+0,05 12,6 0,01
(3,6x10°- (9,3x10°-
1,5%x10% 4,1x10%"

* Limites de confianza al 95%

formulados de V.l.d y B.b. no presentaron
humectacion o es muy lenta; al momento
de la aplicacién éstos podrian formar gru-
mos y ocasionar taponamiento de las bo-
quillas (Tabla 4).

Después de realizar el control de calidad
se evaluaron las diferentes formulaciones
comerciales sobre huevos proximos a
eclosionar de A. socialis. Se encontré que
los productos formulados que se evalua-
ron produjeron porcentajes de mortalidad
inferiores al 50%; sin embargo, se encon-
traron diferencias estadisticas significati-
vas con respecto al testigo al 95% de
confiabilidad (Fig. 6). Esto indica que los
productos evaluados no son adecuados
para controlar A. socialis. Es probable que

se deba a que dichos productos son reco-
mendados para controlar otras especies
de mosca blanca que son menos quitini-
zadas y no presentan cerosidad alrededor
de su cuerpo como es el caso de A. socialis.

Se evidencia que la calidad de las formula-
ciones de hongos entomopatogenos eva-
luadas no es optima. Queda la duda si la
caracteristica de la formulacion es la que
afecta la accién entomopatogena del hon-
go empleado como principio activo y por
esto los productos no ejercen un buen
control sobre el insecto. Por otra parte, se
aprecia el problema de generalizar el con-
trol de varias especies de mosca blanca con
un solo aislamiento de hongo entomopa-
togeno. Es necesario entonces tener en

Tabla 4. Control de calidad de los hongos entomopatdgenos formulados evaluados en el control de la mosca blanca de la yuca Aleuro-

trachelus socialis

Conteo de conidios/ml
Viabilidad Humectabilidad
Producto Lectura S:(?l:::rz?:la 2% %1%) Pureza (%) pH antiny)
Pf. 6,6x10° 2x10"° 95 98 5,35 2
V.l (a) 8,1x10° 2x107 35 100 5,54
B.b. 1,9x10° 2x10° 40 100 5,14 50
V.l. (b) 1,3x10° 2x10"° 22 0 4,80 1,3
V.L () 9,0x107 2x10'"° 13 0 4,87 *
V.l (d) 2,0x107 2x10° 40 40 5,59 Ninguna

* La presentacion de este producto es un microglobulizado por tal motivo no se le realizo la prueba de humectabilidad
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Figura 6. Mortalidad de huevos proximos a eclosionar de A. socialis con formulaciones
comerciales de hongos entomopatogenos. Valores seguidos por la misma letra no difieren
significativamente al nivel del 5% (Prueba de Tukey).

cuenta las especies del complejo que son
consideradas plaga en determinados cul-
tivos, para asi mismo seleccionar los aisla-
mientos mas virulentos y en cada caso dar
una recomendacion.

Conclusiones

* El aislamiento CIAT 215 de Verticillium
lecanii fue seleccionado como el aislamien-
to mas promisorio para el control de A.
socialis por presentar los niveles mayores
de infeccion sobre los diferentes estados
de desarrollo del insecto bajo condiciones
de invernadero.

* El estado de desarrollo de A. socialis mas
susceptible a los hongos entomopat6-
genos es el de huevo proximo a eclosionar,
esto favorece el manejo del insecto pues
se reflejaria en un menor consumo de la
savia elaborada y la disminucion de pérdi-
das en rendimiento.

= El aislamiento CIAT 215 de V. lecanii al-
canza su CL_, a una concentracion de
1,4x107 conidios/ml y su CL,, a una con-
centracion de 2,3x10'* conidios/ml.

* Los parametros de control de calidad
evaluados indican que las formulaciones
comerciales de hongos entomopatogenos
existentes en el mercado nacional no cum-
plen con los requerimientos minimos exi-
gidos por el ICA.

= Los hongos entomopatogenos formula-
dos para otras especies de mosca blanca
evaluados sobre huevos proximos a
eclosionar de A. socialis no presentaron
un buen control del insecto plaga ya que

ningun producto produjo una mortalidad
superior al 50%.

Recomendaciones

* Evaluar sobre A. socialis otras especies
de hongos entomopatogenos promisorias
como Aschersonia aleyrodis que ha sido
senalada parasitando diferentes homop-
teros entre ellos varias especies de mosca
blanca.

* Continuar con las evaluaciones de con-
trol de calidad y patogenicidad de otros
productos formulados sobre A.socialis con
el fin de determinar la dosis adecuada para
esta especie de mosca blanca.

* Seleccionar el mejor producto comercial
formulado a nivel de invernadero para lue-
go ser aplicado en campo.
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Efecto de la aplicacion de insecticidas quimicos en
el control de la mosca blanca Aleurotrachelus
socialis (Homoptera: Aleyrodidae) en el cultivo de

yuca Manihot esculenta Crantz

Effect of chemical insecticide application for control of the whitefly Aleurotrachelus
socialis (Homoptera: Aleyrodidae) in cassava Manihot esculenta Crantz

CLAUDIA MARIA HOLGUIN A.!, ANTHONY C. BELLOTTI?

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 37-42 (2004)

Resumen. En los ultimos anos la mosca blanca Aleurotrachelus socialis Bondar es la plaga mas impor-
tante en el cultivo de yuca en Colombia. Con el fin de buscar diferentes alternativas de control dentro de
un manejo integrado, se realizaron 3 experimentos en condiciones de campo en Jamundi (Valle del
Cauca) en bloques completos al azar con la variedad de yuca Reina. En el primero se evaluo la aplicacion
foliar de diferentes insecticidas. Los tratamientos correspondieron a imidacloprid 1, buprofezin,
carbosulfan, tiametoxan, diafentiuron, piriproxifen e imidacloprid 2. En los otros dos experimentos se
busco retrasar la aparicion de la plaga evaluando diferentes dosis, formas y épocas de aplicacion de
imidacloprid: Remojo de la semilla en la siembra y emergencia de la primera hoja e inmersion de la
semilla antes de la siembra, reforzando con aplicaciones foliares. En todos los experimentos se evaluo la
poblacion de huevos, ninfas y adultos con base en una escala de poblacién de 1 a 6. La aplicacion foliar
con tiametoxan, imidacloprid 1 y 2 presentaron los valores de poblacion mas bajos para adultos, huevos
y ninfas, respecto al testigo. Cuando se utiliz6 imidacloprid a la siembra en inmersion o remojo de la
semilla protegio el cultivo entre 45 y 60 dias. A nivel econémico para agricultores con areas grandes de
siembra, las ganancias son mayores al utilizar las aplicaciones foliares Gnicamente. Para agricultores
pequenos solo con un producto es rentable el control quimico en forma foliar. Cuando se utilizé desde
la siembra el agricultor pequeno no obtuvo ganancias en ninguno de los tratamientos.

Palabras clave: Insecticidas quimicos. Cuero de sapo. Relacion costo-beneficio.

Summary. In recent years the whitefly Aleurotrachelus socialis Bondar has been the most important pest
affecting the cassava crop in Colombia. In order to search for different alternatives in an inteqgrated
management program, three experiments were conducted under field conditions in Jamundi (Valle del
Cauca) in a complete randomized block design. with the cassava variety Reina. In the first trial the foliar
application of different insecticides was evaluated. The treatments corresponded to imidacloprid 1,
buprofezin, carbosulfan, tiametoxan, diafentiuron, piriproxifen and imidacloprid 2. In the other two
experiments we sought to delay appearance of the pest by evaluating different doses, forms an application
periods of imidacloprid: drench of the seed at planting and emergence of the first leaf, and stake immersion,
reinforced with foliar applications. In all experiments egq. nymph and adult populations were evaluated
based on a population scale ofl to 6. The foliar application with tiametoxan, imidacloprid | and 2
presented the lowest population values for adults, eggs and nymphs compared to the control. When
imidacloprid was used at planting and immersion or seed drenching, the crop was protected between 45
and 60 days. At the economic level, for farmers with large planting areas the benefits are greatest by using
only foliar applications. For small-scale farmers chemical control is only beneficial with one product in
foliar form. When used from planting on, the small-scale farmer gained no benefits from any of the
treatments.

Key words: Chemical insecticides. Frogskin. Cost — benefit ratio.

Introduccion

La mosca blanca es una especie fitofaga
distribuida ampliamente en las zonas tro-
picales y subtropicales en todos los conti-
nentes y ha sido encontrada en mas de
500 especies de plantas hospederas
(Lopez 1986).

Segun Caballero (1993), por lo menos 30
especies de mosca blanca (Homoptera:
Aleyrodidae) de aproximadamente 1.200
descritas por Bink-Moenen y Mound

(1990), se encuentran en América Central,
el Caribe y Colombia. Las especies de dis-
tribucién mayor y que han alcanzado im-
portancia mayor son Bemisia tabaci
(Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum
(Westwood).

Para el cultivo de yuca, a nivel mundial estan
registradas 11 especies de mosca blanca
(Bellotti et al. 1994, 1999). En Colombia,
la especie mas importante es Aleurotra-
chelus socialis (Bondar), que presenta ata-
ques severos en los departamentos de

Cauca y Tolima, lo mismo en regiones de
la costa Atlantica y los llanos orientales.
Con menos importancia economica se en-
cuentran las especies Bemisia tuberculata
(Bondar) y Trialewrodes variabilis (Quain-
tance) (Arias 1995).

Los danos ocasionados por esta plaga
pueden ser directos e indirectos. El dano
directo lo realizan los adultos y estados
inmaduros, los cuales disminuyen la savia
de la planta mediante su actividad alimen-
ticia; ataques severos de los adultos retra-

1 Asistente de Investigacion. MIPE. Entomologia de Yuca, CIAT. Cali-Valle. E-mail: claudia_holguin@hotmail.com
2 Autor para correspondencia: Lider del proyecto MIPE y Entomologia de Yuca, CIAT. A. A. 6713, Cali, Valle, Colombia. E-mail:

a.bellotti@cgiar.org
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san el crecimiento de la planta. El dano
indirecto es ocasionado por las ninfas ya
que sus secreciones generan hongos so-
bre las hojas que disminuyen la tasa
fotosintética (Bellotti et al. 2002 a). De este
modo la plaga consigue afectar la produc-
cion del material de siembra y la calidad
de las raices cosechadas, reduciendo el
rendimiento hasta en un 79 % (CIAT 1986;
Arias 1995).

En los altimos 6 anos, la poblacion de A.
socialis se ha elevado considerablemente
y se ha vuelto endémica en los departa-
mentos de Cauca y Valle del Cauca, cau-
sando efectos graves en la economia de
los agricultores de esas zonas. Las pobla-
ciones de esta mosca blanca se han man-
tenido constantes tanto en €épocas secas
como en ¢pocas de lluvias (Bellotti et al.
2002 a) y han incrementado a medida que
aumentan las areas de siembra de yuca en
el pais.

La primera reaccion del agricultor para
manejar este problema ha sido tomar me-
didas inmediatas de control llevandolo al
uso indiscriminado de insecticidas. Pero
por ser la yuca un cultivo de ciclo anual,
sembrado tradicionalmente en pequenas
plantaciones el control quimico resulta
muy costoso. Ademas, las plagas de yuca
presentan una gran cantidad de enemi-
gos naturales eficientes, que han permiti-
do que hasta el momento sean controladas
biologicamente, con éxito. Es por esto que
el control quimico siempre se ha conside-
rado como ultimo recurso en el manejo de
plagas en yuca.

No obstante, caracteristicas de A. socialis
como ciclo de vida corto (30 a 35 dias de-
pendiendo de la temperatura), tasa de re-
produccion alta, capacidad de vuelo alta y
una capa de cera blanca que recubre la
cuticula quitinisada de los estados ninfales
han dificultado su manejo, llevando a rea-
lizar esfuerzos grandes en la blisqueda de
diferentes alternativas de control para esta
especie de mosca blanca.

Por tal razon, conociendo las poblaciones
altas de la plaga en campo, los estragos
que esta ocasionando y la necesidad de
los agricultores de encontrar alternativas
rapidas para el control de mosca blanca
en yuca, se opto por probar este método
de control. Teniendo en cuenta que los
insecticidas utilizados actualmente sobre
diferentes especies de mosca blanca nun-
ca han sido probados sobre A. socialis.
Ademas el control quimico es considerado
como una alternativa a corto plazo que
utilizada en forma racional hace parte fun-
damental de un programa de manejo in-
tegrado de plagas.

Los objetivos del presente trabajo fueron:
Determinar el efecto de diversos insectici-
das sobre la poblacion de huevos, ninfas y
adultos de A. socialis, utilizando diferen-
tes dosis, formas y épocas de aplicacion y,
establecer si es economicamente rentable,
para agricultores con grandes y pequenas
extensiones de yuca, utilizar control qui-

mico ya que estan acostumbrados a pro-
ducir a costos muy bajos.

Materiales y Métodos

Desde el mes de junio del ano 2001 hasta
junio de 2002, se llevaron a cabo 3 experi-
mentos en condiciones de campo en la
finca Agrovelez, ubicada en el municipio
de Jamundi (Valle del Cauca) a 975 msnm
y con una temperatura promedio de 23°C.

Todos los experimentos se realizaron con
la variedad de yuca Reina (CM 6740-7), en
un diseno experimental de bloques com-
pletos al azar con 4 repeticiones. El nime-
ro de tratamientos variaba dependiendo
del ensayo. Como unidad experimental se
utilizaron parcelas de 49 m? con distan-
cias de 1 m entre caballones por un metro
entre plantas. Las practicas culturales fue-
ron las mismas implementadas por los
agricultores de la zona y las aplicaciones
de insecticidas se realizaron con volume-
nes de mezcla de 200 a 600 I/ha depen-
diendo de la edad del cultivo.

En el primer experimento se evalud la apli-
cacion foliar de diferentes insecticidas. Los
tratamientos correspondieron a imida-

cloprid 1 e imidacloprid 2 (provenientes
de diferentes casas comerciales), bupro-
fezin, carbosulfan, tiametoxan, diafentiu-
ron y piriproxifen en dosis comerciales y
un testigo absoluto sin aplicacion. En el
segundo y tercer experimentos se busco
retrasar la aparicion de la plaga evaluan-
do diferentes dosis, formas y épocas de
aplicacion de imidacloprid: remojo de la
semilla en la siembra y emergencia de la
primera hoja e inmersion de la semilla an-
tes de la siembra, reforzando con aplica-
ciones foliares. En ambos ensayos se tenia
un testigo absoluto (Tablas 1 y 2).

En los tres experimentos, a partir de los 15
dias después de la siembra y hasta los 6
meses de edad del cultivo, se evalud la
poblacion de huevos, ninfas y adultos con
base en la escala de poblaciéon (Tabla 3)
sobre 6 plantas seleccionadas al azar por
parcela, para asi llevar un registro de po-
blacion y definir el momento de aplicacion
de los insecticidas. El grado de poblacion
seleccionado para ejercer el control qui-
mico fue ¢! grado 3, nivel en el cual inician
los danos mas severos ocasionados por la
plaga (Arias 1995). Los datos resultantes
de las evaluaciones se sometieron a anali-
sis de varianza por el sistema SAS y cuan-

Tabla 1. Experimento 2. Dosis y forma de aplicacion de imidacloprid en campo

Tratamiento

Suspension concentrada (S5C)
Suspension concentrada (5C)
Suspension concentrada (SC)
Tratamiento semillas (TS)
Tratamiento semillas (TS)
Presentacion granular (Gr)
Presentacion granular (Gr)
Testigo absoluto

* Aplicacion a la base de la planta

Dosis/ ha Forma de aplicacion
0,6 litros Remojo* a la siembra
0,8 litros Remojo a la siembra

0.2 litros Remojo a la emergencia
0.4 litros Inmersion de estacas

0.5 litros Inmersion de estacas

0.3 kg Remojo a la siembra |
0.4 kg Remojo a la siembra

Tabla 2. Experimento 3. Dosis y forma de aplicacién de imidacloprid en campo

| Tratamiento

Suspension concentrada

Suspension concentrada

Presentacion granular

Presentacion granular

Tratamiento semillas

Suspension concentrada
| Testigo absoluto

Dosis/ha Forma de aplicacion
0.6 litros Remojo* a la siembra
0.2 litros Inmersion estacas

0.3 Kg Remojo a la siembra
0.3 Ka Inmersion de estacas
0.4 litros Inmersion de estacas
0,2 litros Remojo a la emergencia

* Aplicacion a la base de la planta

Tabla 3. Escala de poblacion de Aleurotrachelus socialis Bondar sobre plantas de yuca

! Grado Adultos-Huevos Ninfas - Pupas

[ 1 Limpio Limpio

' 2 1-50 1-200
3 51-200 201-500 |
4 201-500 501-2000 |
5 501-1000 2001-4000 |
6

>1000

=>4000
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do el valor de F fue significativo se hizo la
separacion de promedios por la prueba de
rangos muitiples de Duncan.

Para el analisis econémico se incluyeron
los costos incurridos en cada tratamiento
en cuanto a insecticidas, mano de obra
para la aplicacion, cosecha y transporte. Al
momento de la cosecha se tomoé el rendi-
miento en las 16 plantas centrales de cada
parcela y se registro el precio de venta de
la yuca, se observo variacion en el precio
para agricultores con pequenas y grandes
extensiones del cultivo. Por tal razoén, al
realizar el andlisis econémico se tuvo en
cuenta el precio de venta de los dos tipos
de agricultores y se discriminaron los cos-
tos ejercidos por agricultores grandes (mas
de 5 has), los cuales incurren en costos
mas altos porque incluyen riego y mayor
numero de insumos comparado con un
agricultor con pequenas extensiones. Con
estos datos se prepararon presupuestos
parciales con el fin de calcular los siguien-
tes parametros por tratamiento: costo va-
riable, costo total, beneficio total, beneficio
neto y relacion beneficio - costo para agri-
cultores con grandes y pequenas exten-
siones de yuca.

En las raices cosechadas también se ob-
servaron sintomas ocasionados por cuero
de sapo, una enfermedad probablemente
de etiologia viral que hace que las raices
de yuca se queden delgadas y lenosas
(Calverty Cuervo 2002). Estas raices se cla-
sificaron como no comerciales y se conta-
ron para‘obtener la incidencia de cuero de
sapo (%). Posteriormente se realizo un ana-
lisis de covarianza para cada experimento
teniendo como covariable la enfermedad.
Se hizo una comparacion entre tratamien-
tos con base en los promedios de rendi-
miento (ton/ha) corregidos o ajustados por
el efecto de cuero de sapo, usando la esti-
macion de promedios por minimos cua-
drados a través de la siguiente ecuacion:

Rci= Ri - B(Ci - C..)
Donde:
Rci= Rendimiento corregido o ajustado

Ri= Promedio del rendimiento para el tra-
tamiento i

B= Coeficiente de regresion lineal en la
relacion funcional de rendimiento vs
incidencia cuero de sapo

Ci= Promedio incidencia cuero de sapo
en el tratamiento i

C..= Promedio general incidencia cuero de
sapo en el ensayo

Con los valores calculados a través de esta
ecuacion se procedio nuevamente a reali-
zar el analisis economico.

Resultados y Discusion
Analisis de la poblacion

En el primer experimento, al evaluar la apli-
cacion foliar, todos los insecticidas mani-

festaron eficiencia en el control de adultos,
huevos y ninfas de A. socialis mostrando
diferencias con el testigo y requirieron so-
lamente 3 aplicaciones durante los 6 pri-
meros meses de edad del cultivo, época
en la que es critica el ataque de mosca
blanca en yuca (CIAT 1986). Sin embargo,
los productos tiametoxan, imidacloprid 1
y 2 fueron los mas eficientes, presentando
diferencias significativas respecto a los de-
mas tratamientos y el testigo con los valo-
res de poblacion mas bajos para los tres
estados de la plaga (Tabla 4).

Para una plaga como mosca blanca las nin-
fas indican la eficiencia del insecticida por
ser un estado inmévil, ademas los adultos
varian por la presion del insecto existente
alrededor del cultivo. Al evaluar la pobla-
cion de las ninfas a través del tiempo, cuan-
do se utilizé imidacloprid desde la siembra
(experimento 2) (Fig. 1), se encontré que
todos los tratamientos protegieron el cul-
tivo hasta los 60 dias y se requirieron sola-
mente 2 aplicaciones para mantener bajas

las poblaciones de la plaga a través del
ciclo del cultivo. La poblacion menor se
obtuvo cuando se utilizo la suspension
concentrada de imidacloprid en remojo a
la siembra en las dosis mas altas 0,8y 0,6
It/ha, considerandose como los tratamien-
tos mas eficientes (Fig. 1).

En el experimento 3, realizado con imidaclo-
prid en la siembra, el testigo present6 las
poblaciones mas altas para adultos, hue-
vos y ninfas y mostro diferencias significati-
vas respecto a los tratamientos (Tabla 5).

En la figura 2 se observa que la aparicion
de la plaga ocurrio en general a los 45
dias. El comportamiento de las ninfas a
través del tiempo fue similar en todos los
tratamientos, oscilando entre los grados
2, 3y 4, lo cual indica que si hubo control
de la plaga. El testigo mostro aumento de
la poblacion de ninfas a los grados mas
altos (5 y 6) (Fig. 2), indicando que sin
ningdn tipo de control la poblacion de la
plaga es mayor. Las poblaciones del expe-

Tabla 4. Efecto de la aplicacion foliar de productos quimicos sobre poblaciones de huevos,
ninfas y adultos de Aleurotrachelus socialis Bondar en yuca (experimento 1)

: Tratamiento Adultos’
: Testigo 3,65 a'
Carbosulfan 3,20 b
Buprofezin 3,18 b
Piriproxifen 3,17 b
Diafentiuron 3,15 b
Imidacloprid 1% 2,76 ¢
Imidacloprid 2 2,64 c
2,57 ¢

Tiametoxan

Huevos Hinfas
4,06 a 4,33 a
3,65 b 4,01 ab
3,56 b 3,89 ab
3.55'b 3,85 ab
351 b 358 b
289 c 281 c
2,78 ¢ 2,72 ¢C
2,62 c

2,78 ¢

1 Prueba de Duncan Numeros sequidos por la misma letra no difieren estadisticamente

al 5% de significancia

2 Basado en escala de poblacion, 1= No presencia: 2= 1-200 individuos por hoja; 3=
201-500 por hoja; 4= 501-2.000 por hoja; 5= 2.001-4.000 por hoja; 6= >4.000 por hoja

*  Provenientes de diferentes casas comerciales

Poblacion

45 60 75

90 105

d.d.s |

—ae—D. siembra (0,6 It)
—»—Inmersion (0.4 It)
—+—D. Siembra (0,4 Kg)

—0—D. siembra (0,8 it)
—&— Inmersién (0,5 it)
—a— Tes. Absoluto

—a—D. emergencia (0,2 It)
—o—D. Siembra (0,3 Kg)

l. Epoca de aplicacion de insecticidas

Figura 1. Efecto de imidacloprid a través del tiempo sobre poblaciones de ninfas de
Aleurotrachelus socialis Bondar (experimento 2).
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Figura 2. Efecto de imidacloprid a través del tiempo sobre poblaciones de ninfas de
Aleurotrachelus socialis Bondar en yuca (experimento 3).

Tabla 5. Efecto de imidacloprid sobre huevos, ninfas y adultos de Aleurotrachelus socialis
Bondar en el Valle del Cauca (experimento 3)

Tratamiento Dosis Adultos? Huevos Ninfas
SC - Remojo a la siembra 0,6 litros 3,28 b! 3,12 b 2,80 c
SC - Inmersion de estacas 0,2 litros 328 b 3,20 b 3,12 bc
| Gr - Remojo a la siembra 0,3 Kg 3,38 b 3,42 b 3,18 bc
Gr - Inmersion de estacas 0.3 Kg 3,18 b 3,09 b 3,11 bc
TS - Inmersion de estacas 0.4 litros 3,29 b 3,16 b 3,14 bc
SC - Remojo a la siembra 0,2 litros 3,59 b 351 b 3,58 b
Testigo absoluto 4,52 a 4,92 a 5,26 a

1  Prueba de Duncan Numeros sequidos por la misma letra no difieren estadisticamente

al 5% de significancia.

2 Basado en escala de poblacién, 1= No presencia; 2= 1-200 individuos por hoja; 3= 201-

500 por hoja; 4= 501-2.000 por hoja; 5=

rimento 3 en general, fueron similares a
las del experimento 2.

Analisis economico

El rendimiento obtenido fue similar para
los tres experimentos (Tabla 6). En el en-
sayo de aplicacion foliar (experimento 1)
no se encontraron diferencias significati-
vas entre los tratamientos y el testigo ab-
soluto, siendo el rendimiento promedio
de 10,3 ton/ha. En el sequndo ensayo se
obtuvo un promedio similar al anterior,
pero el testigo absoluto mostré el valor
mas bajo respecto a los tratamientos, esto
se debe a que presentaron las poblacio-
nes mas altas de mosca blanca. En el ex-
perimento 3, el rendimiento fue inferior a
los anteriores ensayos en todos los trata-
mientos y el testigo, en promedio de 5.8
ton/ha, a pesar de que la poblacion de
mosca blanca mostré un comportamiento
semejante en los tres experimentos.

Los rendimientos alcanzados son muy ba-
jos para el cultivo de yuca; sin embargo,

2.001-4.000 por hoja; 6= >4.000 por hoja.

oscilan dentro de la produccion promedio
mundial que es de 10 a 15 t/ha, con un
rendimiento promedio de 9,9 t/ano; aun-
que en Colombia la producciéon ha llega-
do a alcanzar las 40 t/ha en condiciones
experimentales favorables y en monoculti-
vo (Bellotti et al. 1999, 2002 b).

Esta disminucion en el rendimiento pudo
ocurrir porque la variedad de yuca utiliza-
da es de rendimiento bajo y, por la pre-
sencia de la enfermedad cuero de sapo
sobre un gran nimero de raices cosecha-
das (Tabla 6).

Para efectos del analisis de costos se con-
sidero el precio de venta de la yuca, se
observo variacion para agricultores con
grandes areas de siembra respecto a los
pequenos. En el caso de los grandes por
tener el mercadeo del producto asegura-
do les compraban a $330 el kilo. Como en
ese momento la produccion de yuca era
alta a los pequenos agricultores les paga-
ban en promedio redrojo y raices comer-
ciales de yuca a $150.

Con los respectivos precios y costos ejerci-
dos por cada tipo de agricultor, se realizo
el analisis economico en los tres ensayos
(Tabla 7). Al analizar los costos para agri-
cultores con grandes extensiones, se ob-
servo en el experimento 1, cuando se
utilizé Gnicamente la aplicacion foliar de
los insecticidas, que la relacion beneficio -
costo fue superior o igual a 1 en casi todos
los tratamientos y el testigo. Tiametoxan
alcanzoé el valor mayor con una relacién
beneficio — costo de 2,09, lo cual indica
que el agricultor gana un peso con 9 cen-
tavos, por cada peso invertido.

Cuando el control quimico se ejecuto des-
de la siembra, en el experimento 2, la rela-
cion beneficio — costo fue superior a 1 en
todos los tratamientos, lo cual indica que
en todos los casos el agricultor grande
obtiene ganancias; sin embargo, las ga-
nancias son mayores si se utiliza la aplica-
cion foliar tinicamente. El testigo presentd
un valor inferior a 1 (Tabla 7).

En el experimento 3 la relacion beneficio —
costo fue inferior a 1 en todos los trata-
mientos y el testigo, a pesar de que la po-
blacién de mosca blanca fue similar al
ensayo anterior (Tabla 7). Esta situacion
fue originada porque el rendimiento ob-
tenido en este experimento era el mas bajo
(Tabla 6).

Para agricultores con pequenas extensio-
nes de yuca la situacion fue diferente (Ta-
bla 7). Al aplicar los insecticidas en forma
foliar la relacion beneficio - costo fue in-
ferior a 1 en todos los tratamientos y el
testigo, exceptuando el tratamiento con
tiametoxan cuyo valor fue iqual a 1,34. Al
utilizar control quimico desde la siembra
la relacion beneficio — costo en los 2 en-
sayos fue inferior a 1 en todos los trata-
mientos; sin embargo, los valores son
menores en el testigo absoluto, lo cual
indica que si no se hace ningun tipo de
control de la plaga las pérdidas economi-
cas son mayores.

Con estos resultados podria concluirse
que para agricultores con pequenas ex-
tensiones de yuca no es rentable utilizar
control quimico desde la siembra. No obs-
tante, se debe tener en cuenta que la va-
riedad utilizada es de rendimiento bajo,
ademas todos los tratamientos estuvieron
afectados por la presencia de cuero de
sapo, enfermedad que afecta también el
rendimiento.

Con el fin de descartar el efecto del cuero
de sapo sobre los resultados obtenidos,
se realizé un analisis de covarianza para
cada experimento teniendo como covaria-
ble la enfermedad. Al utilizar la ecuacién
Rci=Ri - B(Ci - C..), se encontré un efecto
significativo de la enfermedad en el rendi-
miento. El valor de B estimado fue de
0,2026, 0,08 y 0,09 para los experimentos
1, 2 y 3. De tal manera que un incremento
de una unidad en el numero de raices en-
fermas esta asociado con una disminucion
de 0,2026 unidades de rendimiento para
el experimento 1, de 0,08 y 0,09 unidades
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Tabla 6. Rendimientos obtenidos e incidencia de cuero de sapo en tres experimentos de  de rendimiento para los experimentos 2 y

control quimico sobre Aleurotrachelus socialis en Jamundi (Valle del Cauca) 3 respectivamente, ocasionado por la pre-
SR, . = = - ————— sencia de cuero de sapo. Al implementar
Rendimiento Incidencia la ecuacion en cada uno de los tratamien-
Experimento Tratamiento obtenido Cuero sapo tos, dependiendo del caso, incrementaba
t/ha (%) o disminuia cada valor de rendimiento en
—— - == las unidades mencionadas (Tabla 8).
1 Imidacloprid 1 8,70 56,47 Con estos valores calculados se procedio
Buprofezin 10,96 32,26 nuevamente a realizar el analisis econo-
Carbosulfan 10,30 20,62 mico (Tabla 8), se observé un compor-
Tiametoxan 16,23 17,71 tamiento similar en los tres ensayos
Diafentiuron 7.41 36,02 realizados a los originalmente obtenidos.
Piriproxifen 9,35 24,53 Es asi como en el ensayo de aplicacion foliar
Imidacloprid 2 11 36,28 para agricultores con grandes areas de
Testigo 8,44 41,01 siembra la relacion beneficio - costo fue
cercana o superior a 1 en todos los trata-
2 SC - 0,6 It -Remojo siembra 10,85 22,36 mientos y el testigo y, para agricultores
SC - 0,8 It — Remojo siembra 11,60 25,61 pequeios solamente fue superior a 1 en
SC - 0,2 It - Remojo emerg. 9,37 17,63 el tratamiento con tiametoxan. En el se-
TS — 0,4 It — Inmersién 8.55 38,44 gundo y tercer experimentos se indica que
TS - 0,5 It — Inmersion 9,67 22,81 para agricultores grandes la relacion be-
Gr - 0,3 Kg — Remojo siembra 10,01 22,46 neficio — costo fue superior a 1 en lodos

los tratamientos del experimento 2 excep-

Gr — 0.4 Kg - Remojo siembra 11.84 22,32 : b
3 tuando el testigo e inferior a | en todos
SC - 0,2 It - Remojo emerg. 7.48 28,11 :
Testigo absoluto 475 19.90 los tratamientos del ensayo 3 y, para aqgri-
= ’ cultores pequenos en ambos experimen-
i 3 tos fue inferior a este valor. Lo cual indica
3 SC - Remojo siembra 8,56 44,74 que el efecto del cuero de sapo sobre el
[ Sl Inmer_mér‘l de estacas 4.73 48,95 rendimiento no afecté directamente los
SC - Remojo siembra 6,05 45,22 beneficios obtenidos.
TS — Inmersion de estacas 6,61 44,91
TS — Inmersion de estacas 6,76 41,04 Los resultados de este trabajo permiten
Gr - Remojo siembra 6,13 64,65 dilucidar que implementar el control qui-
SC - Remojo siembra 3,63 54,85 mico en el cultivo de la yuca para controlar
Testigo absoluto 4,25 53,38 la mosca blanca A. socialis, si disminuye la

poblacién del insecto y retrasa su apari-

Tabla 7. Costos y beneficios obtenidos a un precio de $330 y $150 por un agricultor con grandes y pequenas extensiones de yuca
respectivamente, en tres experimentos. (Valores dados en miles de pesos por hectarea)

$ 330 $ 150
Experimento Tratamiento Costo Relacion Beneficio Relacion
total B/C neto B/C
1 Imidacloprid 1 2.635,50 1,09 1.892,20 0,69
Buprofezin 2.602,70 1,39 1.859,40 0,88
Carbosulfan 2.549,90 1,33 1.806,60 0.86
Tiametoxan 2.564,30 2,09 1.821 1,34
Diafentiuron 2.601,90 0,94 1.858,60 0,60
Piriproxifen 2.564,30 1.20 1.821 0,77
| Imidacloprid 2 2.630,30 138 1.887 0,87
Testigo 2.396,30 1,16 1.653 0,77
2 SC - 0.6 It -Remojo siembra 2.915,90 1,23 2.172,60 0,75
SC - 0.8 It — Remojo siembra 3.011,10 1,27 2.267.80 0,77
5C - 0,2 It — Remojo emerg. 2.725,50 1,13 1.982,20 0,71
TS - 0.4 It — Inmersion 2.773,90 1,02 2.030,60 0,63
TS — 0.5 It — Inmersion 8.221,80 1,13 2.078,50 0,70
Gr-0,3 kg - Remojo siembra 2.643,80 1.25 1.900,50 0,79
Gr-0,4 kg - Remojo siembra 2.810.30 1.39 2.067 0,86
Testigo absoluto 2.396,30 0,65 1.953 0,43
3 SC - Remojo siembra 2.915,90 0,97 2.172,60 0,59
SC~- Inmersion de estacas 2.677.50 0,58 1.934,20 0,37
SC - Remojo siembra 2.645,80 0,76 1.900,50 0,48
TS - Inmersion de estacas 2.595,80 0,84 1.852,50 0,54
TS — Inmersion de estacas 2.773,90 0,80 2.030,60 0,50
Gr — Remojo siembra 2.725,50 0,74 1.982,20 0,46
Testigo absoluto 2.396,30 0,59 1.653 0,39
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Tabla 8. Rendimiento corregido y beneficios obtenidos a un precio de $330 y $150 por un agricultor con grandes y pequenas extensiones

de yuca respectivamente, en tres experimentos. (Valores dados en miles de pesos por hectarea)

Rendimiento corregido* $ 330 5150
Experimento Tratamiento t/ha Relacién Relacién
B/C B/C
1 Imidacloprid 1 11,37 1,42 0,90
Buprofezin 11,15 1.41 0.90
Carbosulfan 7.64 0,99 0,63
Tiametoxan 14,19 1,83 1,17 |
Diafentiuron 9,21 1,17 0.74 |
Piriproxifen 7,61 0,98 0,63 |
Imidacloprid 2 12,55 1,57 1,00 |
Testigo 8,67 1,19 0.88
2 SC - 0,6 It — Remojo siembra 10,58 1,20 0,73
SC - 0,8 It - Remojo siembra 11,67 1,28 0,77
SC - 0,2 It - Remojo emerq. 8,91 1,08 0,67
TS — 0,4 It — Inmersion 9,58 1,14 0,71
TS - 0,5 It — Inmersion 9,61 1;12 0,69 ‘
| Gr - 0,3 Kg - Remojo siembra 10,05 1,25 0,79
Gr - 0,4 Kg - Remojo siembra 11,80 1,39 0,86 |
Testigo absoluto 4,24 0,58 0,33 |
3 SC — Remojo siembra 8,58 0.97 0,59
5C - Inmersion de estacas 4,85 0,60 0,38
SC - Remojo siembra 5,94 0,74 0.47
TS - Inmersion de estacas 6,50 0,85 0,53
TS — Inmersion de =stacas 6,50 0,77 0,48
Gr — Remojo siembra 7.01 0,85 0,53
Testigo absoiuto 3,65 0,50 0,33 |

*  Ajustados con los valores 0,2026, 0,08 y 0,09 calculados con la ecuacién Rci= Ri - B (Ci - C..)

cion si es utililado desde la siembra. En
téerminos economicos, para los yuqueros
con grandes areas de siembra es rentable
utilizar control quimico, obteniendo ma-
yores ganancias si es aplicado foliarmente.
Para agricultores con pequenas areas de
siembra el control quimico no es la alter-
nativa mas viable, ya que las pérdidas eco-
nomicas son muy altas en cualquier forma
de aplicacion, encontrandose solamente
un producto rentable para este tipo de
agricultor. Este hecho confirma la necesi-
dad de encontrar alternativas mas econo-
micas en el control de mosca blanca en
yuca, como el control biologico.

Sin embargo, estos resultados pueden
cambiar logicamente, con variaciéon en el
precio para los agricultores pequenos prin-
cipalmente, en la mano de obra y los
insumos, o con alteraciones en la eficien-
cia de los insecticidas como lo afirman Car-
dona et al. (1993). También puede ocurrir
variacion en los resultados si se utiliza una
variedad de yuca de rendimiento mas alto
y/o con resistencia a la plaga.
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Caracterizacion de prototipos de bioplaguicidas
granulados a base de Metarhizium anisopliae para el
control de Ancognatha scarabaeoides (Coleoptera:
Melolonthidae)

Characterization of granular biopesticide prototypes based on Metarhizium anisopliae
for the control of Ancognatha scarabaeoides (Coleoptera: Melolonthidae)
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Resumen. La especie Ancognatha scarabaeoides es un coledptero cuyas larvas rizofagas pueden causar
danos en cultivos de frijol, maiz, cebolla, arracacha y papa, entre otros. Ocasiona pérdidas entre el 10 y el 80%
del total del cultivo. Para su control se utilizan métodos culturales y principalmente métodos quimicos,
mediante productos altamente toxicos. Ante los altos costos economicos y ambientales que ocasiona el uso
de estos productos, se tiene como alternativa promisoria el uso de insecticidas biolégicos a base de hongos
entomopatdégenos tales como Metarhizium anisopliae. Dado que mediante investigaciones previas en Corpoica
se selecciono una cepa de este hongo (Mt 020) con una actividad biocontroladora del 76,6% contra A.
scarabaeoides, con ésta se desarrollaron tres preformulados de presentacion granular para aplicacion al
suelo. Por esto se tuvo como objetivo determinar sus caracteristicas fisicas, microbiologicas y su actividad
biocontroladora. FPara tal fin, la cepa se produjo masivamente y se formularon tres granulados (GR1, GR2, y
GR3) diferentes entre si en los que se variaron sus componentes y sus concentraciones. A cada granulado se
le determiné el tamano de particula, voluminosidad, porosidad, fluidez, humedad y pH; asi como la concen-
tracion en conidios.g”' y la viabilidad expresada como UFC.g"'. Los prototipos y el principio activo se almace-
naron a tres temperaturas (8, 18 y 28°C) y mensualmente se evalud la viabilidad del hongo. La actividad
biocontroladora se determiné mediante bioensayos realizados en casa de malla. De acuerdo con los resulta-
dos obtenidos, se selecciono el granulado GR1 por tener caracteristicas fisicas adecuadas, con valores iquales
o inferiores a los limites optimos para cada una de ellas. Presento 0,31% de polvos finos, es decir que el
granulo no es de consistencia fragil; 3,44 ml.g' de voluminosidad, lo que establece que no presentara
problemas de manipulacion; 18% de porosidad, este porcentaje indicaria que el granulo podria resistir la
manipulacion sin fracturarse; también se pudo establecer que el producto fluye faciimente (dngulo de reposo
27.2°), en consecuencia no presentaria problema en el llenado y empaque de cantidades grandes. Posee una
humedad de 9,7%, lo que garantiza la reduccion de procesos metabolicos, y pH de 5,5. Ademas, la pérdida
maxima de viabilidad a las tres temperaturas presentada durante los seis meses de almacenamiento fue de
20,7% y produjo niveles de mortalidad de la plaga promisorios y estables llegando hasta el 43%.

Palabras clave: Preformulacion. Granulado. Chiza. Control biologico.

Summary. The species Ancognatha scarabaeoides is a coleopteran whose rhizophagous larvae can cause
damage in bean, maize, onion, and potato crops, among others. It causes losses between 10 and 80% of
the total crop. Cultural methods and especially chemical methods with highly toxic insecticides are used for
its control. Considering the high economic and environmental costs caused by the use of these products,
a promising alternative is the use of biological insecticides based on entomopathogenic fungi like Metarhizium
anisopliae. Giving that in previous research at Corpoica, a strain of this fungus (Mt 020) was selected, due
to its biocontrol activity of 76,6% against A. scarabaeoides three granular biopesticide prototypes were
developed for soil application. Therefore the objective of this work was to determine their physical and
microbiological characteristics, and biocontrol activity. For this purpose, the strain was mass produced and
three different granulars (GR1, GR2, and GR3) that varied in components and concentrations were produced.
For each granular the particle size, voluminosity, porosity, fluidity, humidity and pH were determined; as well
as the concentration in conidia.q' and the viability expressed as UFC.g'. The prototypes and the active
source were stored at three temperatures (8, 18 and 28°C) and the viability of the fungus was evaluated
monthly. The biocontrol activity was measured in bioassays carried out in the screen house. According to
the results obtained, the granular GR1 was selected because of its appropriate physical characteristics,
which were equal or inferior to the optimal limits established for each of them. It had 0,31% fine powder,
which means that the granule is not fragile; 3,44 ml.g' of voluminosity establishing that it will not have
manipulation problems; 18% porosity, this small percentage indicates that the granule can resist
manipulation without fracturing; it was also established that the product flows easily (angle of repose
27.2°), and so it will not present problems in the filling and packing of large quantities. It had 9,7%
humidity, which guarantees the reduction of metabolic processes, and pH of 5,5. In addition, the maximum
loss of viability at the three temperatures presented over the six months of storage was 20,7%, and it
produced promising and stable levels of pest mortality of up to 43%.

Key words: Preformulation. Granular. White grub. Biological control.
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Introducciéon

Dentro de las plagas que causan el dano
mayor en extensas zonas de cultivos en
diferentes departamentos del pais se en-
cuentra la chiza o mojojoy. Este es un in-
secto cuyo estado larval ataca el sistema
radicular de frijol, maiz, pastos, zanahoria,
cebolla, flores, papa, esparragos, entre
otros cultivos (Londono 1998).

El complejo chiza en Colombia abarca un
gran numero de especies. Las especies de
chiza predominantes parecen estar relacio-
nadas con la altura sobre el nivel del mar, es
asi como a altitudes superiores a 2.500
metros predomina el género Ancognatha,
con dominancia de la especie Ancognatha
scarabaeoides Erichson (Coleoptera:
Scarabaeoidea; Melolonthidae). Esta espe-
cie se encuentra ampliamente distribuida
en los cultivos de tierra fria y en las regiones
altas de clima medio en Colombia (Alvarado
1977). Desde hace algunos anos se vienen
aumentando los niveles de poblacion de
este insecto, lo cual es atribuido al uso in-
discriminado de plaguicidas y a cambios en
el medio ambiente, que afectan los factores
de requlacion natural bi6ticos y abidticos,
favoreciendo de este modo el aumento de
la poblacion del insecto (Londono 1998).
Las pérdidas ocasionadas por esta especie
son considerables, y llegan hasta el 100%
en algunos cultivos como fresa, hortalizas y
flores (Rodriquez 1997). Para el control de
este insecto, s& han venido utilizando me-
todos culturales, tales como la rotacion de
cultivos y las aradas profundas, sin obtener
resultados satisfactorios (Alvarado 1977).

5in embargo, a nivel nacional, comunmen-
te se han utilizado plaguicidas quimicos,
varios de los cuales son productos altamen-
te toxicos, es el caso de Carbofuran, Diazinon
y Hostation, entre otros (Orellana 1983).
Estos productos, ademas de representar
costos economicos altos pueden causar
problemas de equilibrio en los ecosistemas
incidiendo negativamente en el control ejer-
cido por enemigos naturales (Rodriguez
1983). El uso de dichos insecticidas en Co-
lombia tienen un costo aproximado de
medio billon de dolares cada ano; repre-
sentando solamente un 5% de la inversion
realizada en agentes microbianos de con-
trol (Gomez y Villamizar 1996).

Una alternativa promisoria para el control
de esta plaga es la utilizacion de métodos
biolégicos (Rodriguez 1983), debido a que
su uso ha tenido notable impacto en los
altimos anos especialmente en cultivos
perennes. Estas alternativas biologicas in-
cluyen el uso de depredadores, parasitoi-
des y microorganismos entomopatogenos
(Londono 1998).

A nivel mundial se han utilizado con éxi-
to microorganismos entomopatégenos
para el control de esta plaga, tales como
Metarhizium anisopliae, Beauveria ba-
ssiana y bacterias como Bacillus popillae
que causa una enfermedad denominada
muerte lechosa (Londono y Rios 1997).
Por su parie, los hongos entomopatoge-

nos tales como M. anisopliae penetran
en el hospedero directamente degradan-
do su cuticula y no necesitan ser ingeri-
dos, presentan mas especificidad que los
quimicos, crecen facilmente en sustratos
simples y econdmicos haciendo factible
su produccién masiva con costos bajos
y. hasta el momento, no se le conocen
efectos adversos sobre el ambiente, los
animales y el hombre (Galan y Tamez
1993).

Existen diferentes tipos de presentacion
para los bioinsecticidas de aplicacion al
suelo y su diseno depende de los habitos
y del comportamiento de la plaga objeto
de control (Gomez et al. 1997). Algunos
tipos de formulaciones existentes para di-
chos bioinsecticidas son: polvos para es-
polvoreo, polvos humectables, liquidos
emulsionables y granulados; estos ultimos
presentan mayor facilidad en su manipu-
lacién y aplicacion al suelo, ya que permi-
ten que el producto entre en contacto
directo con plagas de habito rastrero y fa-
vorecen la diseminacion y persistencia del
biocontrolador en el suelo (Gomez et al.
1997). Sin embargo, para la formulaciéon
de un bioplaguicida de aplicacion al suelo
destinado al control de plagas tales como
A. scarabaeoides, se deben tener en cuen-
ta las condiciones ambientales en las cua-
les se encuentra el cultivo. Por lo tanto, se
hace necesario que la formulaciéon garan-
tice la absorcion de la humedad del medio
ambiente, para facilitar la germinacion del
microorganismo y conferirle a éste un
sustrato adecuado para su establecimien-
to en el suelo. Igualmente es importante
tener en cuenta, que la formulacién, espe-
cialmente si es un granulado, posea ca-
racteristicas fisicas adecuadas, tales como
fluidez, humectabilidad, tamano de parti-
cula, voluminosidad, humedad y pH
(ICONTEC 1992, 1998). Dichas caracteris-
ticas pueden garantizar la viabilidad del
microorganismo en condiciones de alma-
cenamiento y permiten detectar si los
granulados presentan problemas, ya sea
por su dificil manipulacion o por dificulta-
des en los procesos de llenado de los reci-
pientes en que se almacena (Voight y Borns
1979).

En Colombia la produccion de bioplagui-
cidas es realizada en muchos casos en
forma artesanal, sin estudios que respal-
den la utilizacion de cepas con actividad
biocontroladora alta. Algunos de estos
productos carecen de una caracterizacion
adecuada que asegure su efectividad y
cumplimiento de las especificaciones de
la etiqueta; por lo tanto, el objetivo del
presente trabajo fue el de determinar las
caracteristicas fisicas, microbiolégicas y
la actividad biocontroladora de prefor-
mulados granulados a base de M. ani-
sopliae para el control de la chiza A.
scarabaeoides.

Materiales y Métodos

En el presente estudio se utiliz la cepa
del hongo entomopatégeno Metarhizium
anisopliae Mt020, proveniente de Enviga-

do (Antioquia), aislada directamente de
larvas de Ancognatha scarabaeoides. Esta
cepa fue suministrada por el Centro de In-
vestigaciones La Selva de Corpoica.

Con el proposito de mantener el material
biologico, la cepa se incorpor6 al Banco
de Germoplasma del Laboratorio de Con-
trol Biolégico de Corpoica C.l. Tibaitata,
en viales con Agar Papa Dextrosa (PDA) a
una temperatura de 4°C y antes de ser uti-
lizada en los ensayos biol6gicos fue
reactivada en larvas de tercer instar de A.
scarabaeoides.

Produccién masiva del principio acti-
vo. La produccion masiva del principio
activo Metarhizium anisopliae (cepa
Mt020), para la posterior formulacion de
los granulados, se realizdé en bandejas de
aluminio de 20 cm de largo por 14 cm de
ancho y 3 cm de profundidad que conte-
nian 34 g de salvado y 150 ml de extracto
de arroz. Las bandejas se cubrieron con
papel de aluminio y se esierilizaron du-
rante 20 minutos. Posteriormente, cada
bandeja se inoculé con 5 ml de una sus-
pensién de M. anisopliae que contenia 107
conidios.ml! y se cubrieron con una lami-
na plastica permeable al gas para evitar
posibles contaminaciones y para permitir
intercambio de gases, facilitando el creci-
miento del hongo. Estas bandejas se incu-
baron en un cuarto de crecimiento con luz
constante y con un temperatura de 25°C
durante 15 dias. Al cabo de este tiempo el
plastico que cubria las bandejas se cam-
bi6é por toallas de papel, para permitir un
mejor intercambio gaseoso con el fin de
iniciar el proceso de secado del principio
activo, el cual se llevo a cabo en una estufa
con corriente de aire a una temperatura
de 28°C durante 2 dias. Una vez que la
biomasa se encontré seca, se molio y fue
pasada por una malla de 100 micrometros
para obtener un tamano de particula ade-
cuado.

Preparacion de los excipientes y pro-
ceso de formulacién de los granu-
lados. Los excipientes se mezclaron con el
principio activo de acuerdo con las com-
posiciones indicadas en la tabla 1. Una vez
se obtuvo una masa uniforme, ésta se
granulé por extrusion a través de una malla
con un tamano de poro de 1 mm apro-
Ximadamente. Posteriormente, los granu-
lados se secaron durante dos dias a 28°C
en un estufa con corriente de aire; poste-
riormente, se regranularon para obtener
un tamano de particula uniforme.

Caracterizacion fisica de los granu-
lados. Se evaluaron las propiedades fisi-
cas de voluminosidad, fluidez, tamano de
particula, porosidad, humedad y pH.

La determinacion del tamano de particula
se llevo a cabo mediante la técnica de
gravimetria (Voight y Borns 1979). La de-
terminacion de la voluminosidad se realizé
por el método de peso constante — volu-
men variable (Voight y Borns 1979). Para
determinar la porosidad se pesaron 25
gramos de cada uno de los granulados y
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Tabla 1. Composicion de los granulados a base de M. anisopliae evaluados

Granulados Principio Pasta Diluente Coadyuvante
activo aglutinante
'GR1 39,40% 60,20% .  020% |
GR2 28,80% 59,30% 11,50% 0,29%
GR3 43,70% 48,60% 7,20% 0,29%

se colocaron en una probeta, se leyo el
volumen ocupado por el material (V1) y
posteriormente, se apisont el material le-
vantando la probeta hasta la altura maxi-
ma permitida y dejandola caer libremente
sobre una base de madera, esta operacion
se repitio hasta el momento en que no se
presento variacion en el volurmen dado por
la probeta (Vf). La porosidad se calculd
utilizando la férmula matematica: Porosi-
dad = 1 - (a/v), en donde a es la densidad
global de la muestra (W muestra / V1) y v
es la densidad real de la muestra (W mues-
tra / V) (Voight y Borns 1979).

La fluidez se determind por el método de
fluidez estatica (Voight y Borns 1979;
Helman 1982, ICONTEC 1992) La deter-
minacion del porcentaje de humedad se
realizo por el método de pérdida de peso
por secado (USFP XXIIl 1995). Para la deler-
minacion del pH, se realizé6 una suspen-
sion 1:10 P/V de cada granulado en agua
destilada y se midio el pH con un potencio-
metro Cdle - Parmer, previamente calibra-
do (CENICAFE 1996).

El diseno experimental de todas las prue-
bas de caracterizacion fisica fue completa-
mente al azar, con tres repeticiones para
cada granulado, utilizando una sola répli-
ca a través del tiempo por ser sélo un lote
de produccion. Con los resultados obteni-
dos fue posible establecer los limites opti-
mos de aceptacion para cada una de las
caracteristicas de los diferentes granulados.

Caracterizaciéon microbiolégica de los
granulados

Concentracién y viabilidad. En la de-
terminacion de la concentracion expresa-
da como conidios.q' de cada uno de los
granulados se quiso asequrar la desinte-
gracion de los granulos y una mejor ob-
tencion de conidios, por lo que se pesé un
gramo de cada uno de los granulados, el
cual fue homogeneizado en 2.000 ml de
agua destilada durante un minuto. Poste-
riormente, se llevo a cabo la cuantificacion
de conidios en camara de Neubauer.

La viabilidad se determind realizando
diluciones sucesivas en tubos que conte-
nian 9 ml de Tween 80 al 0,1%, posterior-
mente, se inocularon 0,1ml de las
diluciones 10°, 107 y10® en cajas de Petri
que contenian Agar Saboureaud Rosa de
Bengala (SBR). Estas cajas fueron incuba-
das durante 8 dias, tiempo después del
cual se realizo el conteo de las unidades
formadoras de colonia (UFC), expresando

finalmente los resultados como UFC.g' de
granulado.

Estabilidad microbiolégica de los
granulados. Para evaluar el efecto de di-
ferentes temperaturas de almacenamien-
to sobre el hongo, se realizé un ensayo de
estabilidad de los granulados a tres tem-
peraturas (8, 18 y 28°C) durante seis me-
ses, para lo cual, se almacenaron muestras
de 0,1 g de cada granulado y 0,1 g del
tratamiento control que consistio en prin-
cipio activo puro (Metarhizium anisopliae),
en viales estériles sellados con tapoén y
agrafe, cada mes de almacenamiento se
tomé una muestra y se evalué la viabili-
dad de cada uno de los granulados me-
diante la técnica descrita previamente.

Actividad biocontroladora de los
granulados. La evaluacion de la estabili-
dad biocontroladora de cada uno de los
granulados sobre el insecto blanco se rea-
liz6 por medio de un bioensayo realizado
bajo condiciones de casa de malla a una
temperatura de 25°C y una humedad rela-
tiva del 80% en promedio.

El disefio experimental fue completamen-
te al azar, y se utilizaron seis tratamientos,
cada uno con tres repeticiones y 11 indivi-
duos por repeticion. Los tratamientos
consistieron en los tres preformulados
granulados por evaluar (T1, T2, T3), el
hongo sin formular, es decir, el principio
activo (T4), el testigo tratado (T5), el cual
consistié en una formulacion del granula-
do sin principio activo utilizando todos los
excipientes con el fin de verificar que éstos
no produjeran la muerte al insecto y el tes-
tigo absoluto (T6). Las larvas se recolecta-
ron 15 dias antes del inicio del bioensayo;
se trasladaron a la casa de malla y se ubi-
caron en cubetas con suelo y suministro
de alimento con el proposito de brindar-
les un tiempo para su adaptacion a las
condiciones experimentales.

Cada unidad experimental consistié en una
cubeta plastica de 38 cm de largo, 28 cm
de ancho y 15 cm de profundidad, en la
cual se colocaron 5 kg de suelo tamizado,
incorporando la cantidad determinada de
cada uno de los granulados para ajustar
en cada cubeta el doble de la CL_, (1,58 x
107 conidios.g' de suelo) determinada
para esta cepa en estudios preliminares
realizados en el Laboratorio de Control
Biologico de Corpoica. Posteriormente, se
ubicaron en cada cubeta 11 larvas de ter-
cer instar de A. scarabaeoides, debido que
en ensayos previos se establecio este nu-
mero de insectos como el adecuado para

evitar una sobrepoblaciéon que acarrearia
un posible ataque entre ellas. En cada cu-
beta se ubicé un cespedon de pasto Kikuyo
{Penisetum clandestinum) como soporte
para la alimentacion de los insectos du-
rante el bioensayo.

Se realizo el registro de mortalidad de lar-
vas al dia seis y al dia 12 del inicio del
bioensayo y a partir de este ultimo, cada 10
dias. Las larvas muertas se sometieron a
camara himeda, que consistieron en cajas
de Petri estériles, que tenian en su base una
toalla de papel hameda, la cual se cambia-
ba todos los dias con el fin de evitar conta-
minacion. Las cajas se mantuvieron a una
temperatura promedio de 18°C con el pro-
posito de evidenciar la esporulacion tipica
de este entomopatogeno.

Los resultados netos de mortalidad se
corregieron con el testigo mediante la for-
mula de Schneider — Orelli (Ciba - Geyqi
1973):

Porcentaje

de eficacia — (P -8 /(100 ~K)) x 100

Donde b equivale al porcentaje de indivi-
duos muertos en el tratamiento y k equi-
vale al porcentaje de individuos muertos
en el testigo.

Adicionalmente, estos resultados se some-
tieron a un analisis de varianza y a compa-
racién multiple de medias de Tukey, con el
fin de evidenciar diferencias significativas
entre cada uno de los tratamientos.

Resultados y Discusion

Produccion masiva del principio acti-
vo. En el medio de cultivo utilizado (salva-
do — extracto de arroz), el hongo formo un
micelio firme y de color blanco que se evi-
denci6 a los cuatro dias de incubacion, el
cual se fue tornando verde oscuro a medi-
da que se producia la esporulacion, la cual
se empez6 a observar a partir del décimo
dia de incubacién. Posteriormente, fue to-
mando una apariencia polvosa y al décimo
quinto dia de incubacion se suspendio la
misma, ya que todo el medio estuvo colo-
nizado y con una abundante produccion
de conidios. Las bandejas fueron secadas
y molidas. Una vez se obtuvo el principio
activo puro (medio con el hongo), des-
pués de los procesos de secado y molido,
se determind la concentracion y viabilidad
del mismo, siendo la primera de 1,7x10'°
conidios.g'y la segunda de 3,5x10'" UFC.g".
Es importante resaltar que la produccion
masiva se realizo en salvado de trigo, ya
que este sustrato tiene un efecto inductor
de la virulencia de M. anisopliae (Villamizar
1998).

Caracterizacion fisica de los granula-
dos. Se evaluaron las propiedades fisicas
de voluminosidad, fluidez, tamano de par-
ticula, porosidad, humedad y pH.

Tamano de Particula. En el proceso de pro-
duccion de los granulados, se tuvieron en
cuenta dos etapas indispensables para la
obtencion de un tamano de particula uni-
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forme, los procesos de granulacion y
regranulacion.

Los resultados de tamano de particula de
los granulados fueron obtenidos median-
te la técnica de gravimetria (Tabla 2), se
analizaron mediante una distribucion de
frecuencias, encontrandose que para los
tres granulados el porcentaje mayor de
peso retenido se obtuvo en el tamiz 18
con tamano de poro de 0,84 mm, con por-
centajes de 88,3, 86,5 y 87,1%; para los
granulados GR1, GR2 y GR3, respectiva-
mente; por otra parte, los porcentajes de
peso retenido en el tamiz inmediatamente
anterior (10), el cual tiene un tamano de
poro de 1,42 mm fueron del 0,22, 0,13 y
0.77% para los granulados GR1, GR2 y
GR3, respectivamente; por consiguiente,
estos datos permiten afirmar que la mayo-
ria de las particulas de los tres granulados
se encuentran en un rango de tamarno de
particula entre 0,84 mm y 1,42 mm.

Valencia (2000) encontro, para cuatro
preformulaciones granulares a base del
hongo entomopatégeno Beauveria ba-
ssiana para el control del qusano blanco
de la papa Premnotrypes vorax, un tama-
no de particula entre 1,5 mmy 2 mm y al
ser evaluada su actividad biocontroladora,
los porcentajes de control fueron 100,
100, 96,5 y 89,6%, indicando que dicho
tamano fue adecuado para este tipo de
productos. Los granulados de Metar-
hizium anisopliae tienen un tamano de
granulo menor al obtenido por Valencia,
lo cual podria mejorar el cubrimiento y
distribucion del producto en la aplicacion,
repercutiendo directamente sobre la acti-
vidad biocontroladora. Ademas, los
preformulados granulados de M. ani-
sopliae presentaron una tamano de par-
ticula similar a la del bioplaguicida
comercial BIO 1020 (0,8 mm) a base de
M. anisopliae, indicando que los granu-
lados desarrollados poseen caracteristicas
adecuadas para este tipo de formula-
ciones de aplicacion al suelo.

De acuerdo con los resultados obtenidos
en cuanto a la proporcion de polvos finos
de cada uno de los granulados, se pre-
sentaron porcentajes muy bajos con
valores de 0,31, 0,25 y 0,11% respectiva-
mente, para los granulados GR1, GR2 y
GR3; indicando que ninguno de los
preformulados posee una consistencia
fragil en el granulo, posiblemente debi-
do a que en el proceso de manufactura se
utilizo la cantidad y concentracion ade-
cuada de agente aglutinante, lograndose
una adhesion alta de las particulas. Ade-
mas, los granulades elaborados median-
te la técnica de extrusion manual tienden
a presentar una dureza alta y por lo tanto
fragilidad baja, por esto, se espera que
los granulados no presenten problemas
en el producto terminado cuando sea al-
macenado por periodos de tiempo pro-
longados, evitandose su compactacion en
la base, lo que impediria €l flujo libre del
producto y la utilizacion total del mismo
(Morales 1993).

Adicionalmente, la presencia baja de pol-
vos finos en los productos aseguran que
una mayor cantidad de los mismos lleguen
al sitio blanco, ya que el granulo por su
peso, cae directamente en el sitio de apli-
cacion, mientras que los polvos finos son
arrastrados por el viento y ademas podrian
ocasionar obstruccién de las vias respira-
torias de las personas que manipulan el
producto en su manufactura y aplicacion
(Valencia 2000).

Voluminosidad. Los granulados GR1, GR2
y GR3 presentaron una voluminosidad
adecuada, con valores de 3,44, 3,25y 3.6
ml.g ! respectivamente (Tabla 3), ya que no
fueron significativamente diferentes del li-
mite maximo para dicho parametro, el cual
debe ser de 3 ml/g para que los materiales
no presenten problemas durante la mani-
pulacion (Martin 1967). Resultado que
permite sugerir que posiblemente ningu-
no de los tres granulados presentara pro-
blemas en los procesos de llenado de los
recipientes, mezcla y transporte del pro-
ducto terminado a escala industrial.

Valencia (2000) obtuvo voluminosidades
de 1,68, 1,65, 1.86y 1,65 ml.g"' para cua-
tro granulados a base de B. bassiana, de-
bido a que utilizé excipientes y principio
activo (arroz esporulado y molido) con
voluminosidad baja. Sin embargo, a pesar
de haber usado para los granulados de M.
anisopliae excipientes de baja volumino-
sidad, el principio activo es un homoge-
neizado del medio de cultivo esporulado,
el cual esta constituido en su mayoria por
salvado de trigo que por ser un material
muy voluminoso pudo ser la causa de que

esta caracteristica estuviera por encima del
limite 6ptimo.

Porosidad. Esta caracteristica es de gran
importancia para los granulados, ya que
es la medida de los espacios intra-
particulares de un solido y determina su
fragilidad.

Los resultados obtenidos en esta prueba
fueron de 18, 19 y 25% para los granula-
dos GR1, GR2 y GR3; esto indica que hay
una pequena proporcion de espacios en-
tre particulas que forman los granulos y
por lo tanto, se espera que puedan resistir
la manipulacion sin fracturarse, conservan-
do su tamano de particula y sin producir
polvos finos que generen pérdidas del
producto. El valor 6ptimo para esta carac-
terisiica es inferior a 30% y los tres granu-
lados se encuentran por debajo de este
valor, lo que permitiria deducir que los tres
formulados son mas compactos, caracte-
ristica deseable para que el producto no
sea arrastrado por el viento en €l momen-
to de su aplicacion.

Fluidez. Los valores de los angulos de re-
poso obtenidos para los granulados GRI
y GR3, fueron los menores, siendo éstos
de 27,2° y 29,8" respectivamente, y el GR2
presenté un mayor angulo de reposo con
un valor de 30,6° (Tabla 3).

De acuerdo con el valor optimo para esta
caracteristica (< 30°), valor por debajo del
cual se considera que un producto posee
alta fluidez (Voight y Borns 1979), los re-
sultados obtenidos para los granulados
GR1 y GR3 se encuentran por debajo de
dicho limite, sugiriendo que los granulados

Tabla 2. Distribucion de frecuencias para la determinacion del tamano de particula de los

granulados por la técnica de gravimetria

Tamiz N° Tamano de poro Frecuencia (Peso retenido %) .
[
Mm GER1 GR2 GR3 |
10 1,42 0,2 0,1 0,7 ‘
18 0,84 88,3 86,5 87.1 |
20 0,63 3,5 7.9 52 |
35 0,59 4,6 55 4,9 |
50 0,27 1.8 1.7 1.4
100 0,25 0,5 0,5 0.4
Finos <. 0:25 0,3 0,2 0,1
Tabla 3. Caracteristicas de los granulados de Metarhizium anisopliae
Caracteristicas GR1 GR2 GR3 Valores
T S optimos
Concentracion 4,8 X 107 52 X 10° 6,8 X 107
(conidios.g™")
| Viabilidad 1,5 X 107 25X 10° 53X 10%
| (UFC.g") |
i Voluminosidad 3,44 3,25 3,6 <3
(ml.g')
Porosidad (%) 18 19 25 < 30
Angulo de reposo  27,2° 30,6 29.8° < 30°
Humedad (%) 9.7 6 33 < 10
5,49 5,51 5-7

pH 5,53
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fluyen facilmente y no presentaran proble-
mas cuando sean manipulados en gran-
des cantidades en los procesos de llenado
y empaque principalmente durante una
produccion industrial, ademas, la alta flui-
dez de los formulados favoreceria la
aplicacion del producto por parte del agri-
cultor pues permitiria una manipulacién
facil.

Humedad. La humedad residual de un pro-
ducto granulado, desarrollado a base de
un hongo, es de gran importancia ya que
influye directamente en la viabilidad del
mismo. Los resultados de la prueba de
humedad obtenidos para los tres granu-
lados presentaron valores aceptables, sien-
do éstos del 9,7, 6 y 3,3% para los
granulados GR1, GR2 y GR3, respectiva-
mente (Tabla 3). Aunque el valor de por-
centaje de humedad del GR1 es mayor
comparado con los otros dos granulados,
éste no sobrepasa el valor sugerido para
este tipo de productos, el cual es inferior
al 10%, para asegurar que se reduzcan al
minimo los procesos metabdlicos del mi-
croorganismo y asi no se produzcan pér-
didas considerables de la viabilidad
durante el almacenamiento (Valencia
2000j).

pH. Los valores de pH para los granulados
GR1, GR2 y GR3 fueron de 5,5, 5.4 y 5,5,
respectivamente (Tabla 3); valores adecua-
dos para estos productos ya que se encuen-
tran entre 5y 7, rango 6ptimo para el buen
desarrollo de este tipo de microorganismos
(Cenicafe 1996); lo que indica que este
parametro posiblemente no afectara la via-
bilidad de Metarhizium anisopliae.

Caracterizacion microbioldgica de
los granulados

Determinacion de la concentracion. La
determinacion de la concentracién de cada

uno de los granulados expresada como
conidios.g”!, se evalud desintegrandolos
en aqua destilada y llevando a cabo la
cuantificacién de conidios en camara de
Neubauer.

Las concentraciones para los granulados
GR1, GR2Z y GR3 fueron de 4,8 x 10°
conidios.g™', 5,2 x 10? conidios.g’'y 6.8 x
107 conidios.g!, respectivamente (Tabla 3).
Este resultado indica que a pesar de las
diferencias en la composicion de los
preformulados, todos presentan una con-
centracion similar y adecuada para este
tipo de producto, considerando que los
productos comerciales a base de hongos
entomopatogenos presentan concentra-
ciones que oscilan entre 107 conidios.g'y
10'° conidios.qg'.

Estabilidad microbiolégica de los
granulados

Uno de los aspectos basicos a evaluar en
un bioplaguicida es la estabilidad de la
viabilidad del microorganismo cuando
éste es almacenado, ya que las condicio-
nes de almacenamiento, pueden afectar
dicha caracteristica e influir directamente
en la actividad biocontroladora del pro-
ducto.

Los resultados obtenidos en las pruebas
de estabilidad de la viabilidad de M.
anisopliae a las tres temperaturas de al-
macenamiento (8, 18 y 28°C) para los tres
granulados y para el principio activo (hon-
go sin formular) mostraron una pérdida
de la misma a través del tiempo (seis me-
ses), la cual oscilo entre el 16 y el 36%
(Fig. 1).

A 28°C, los granulados GR2 y GR3 presen-
taron pérdidas de la viabilidad del 32,7 y
32,9%, respectivamente; en comparacion
con el granulado GR1 y con el control

ABC

ABC

ABC

Pérdida de viabilidad
(%)

ABC

Control

GR1 GR2 GR3
Tratamientos
8°C E18°C 28°C

Figura 1. Pérdida de la viabilidad de preformulados a base de M. anisopliae bajo condicio-
nes de almacenamiento a tres temperaturas (Tratamientos con letras iguales no presentan

diferencias significativas; Tukey «=0.05).

{principio activo) que presentaron pérdi-
das del 20,7 y 22%, respectivamente. La
prueba de comparacion miiltiple de me-
dias de Tukey con un a=0,05, no detecto
diferencias significativas entre las pérdidas
de viabilidad de los granulados y del prin-
cipio activo, indicando que posiblemente
ninguna de las formulaciones o los proce-
sos incluidos en la formulacion, confirie-
ron estabilidad a los conidios cuando se
almacenaron bajo estas condiciones.

Por otra parte, los resultados obtenidos
con los diferentes tratamientos almacena-
dos a 18°C, mostraron un comportamien-
to similar al que se obtuvo a 28°C, en que
los granulados GR2 y GR3 presentaron
pérdidas considerables de la viabilidad del
36,5 y del 33,2% respectivamente; mien-
tras que el granulado GR1 y el control (prin-
cipio activo) presentaron pérdidas de
viabilidad inferiores, las cuales, fueron del
21,9 y del 17%, respectivamente (Fig. 1).
La prueba de comparacion miltiple de
medias de Tukey con un «=0,05 determi-
né que no hubo diferencias significativas
entre la pérdida de viabilidad de los tres
granulados, pero si entre las del granulado
GR3 y el control (principio activo), lo que
sugiere que a esta temperatura, alqunos
de los excipientes utilizados en el granu-
lado GR3 podrian haber afectado la esta-
bilidad del microorganismo bajo estas
condiciones de almacenamiento. A pesar
de no encontrarse diferencias estadisticas
entre la viabilidad de los granulados GR1,
GR2 y el principio activo, se observo que
los granulados presentaron una mayor
pérdida de la viabilidad, sugiriendo que
de igual forma que con el granulado GRI,
alguno de los excipientes o de las opera-
ciones involucradas en el proceso de ma-
nufactura, tuvieron un efecto negativo
sobre la viabilidad del hongo.

La viabilidad a la temperatura de 8°C para
los diferentes granulados fue la que pre-
senté mayor estabilidad durante el alma-
cenamiento. Para los granulados GR1, GR2
¥ GR3 hubo pérdidas de la viabilidad del
16,2, 23,1 y 21%, respectivamente, mien-
tras que para el control (principio activo)
ésta fue del 8,7%. El analisis estadistico
con un «=0,05 no detectd diferencias sig-
nificativas entre las pérdidas de viabilidad
de los tres preformulados y el principio
activo, resultado que sugiere que a esta
temperatura la viabilidad del microorga-
nismo no se ve afectada por los excipientes
o por el proceso de formulacion en los tres
granulados y dicha pérdida podria deber-
se a un efecto del tiempo de almacena-
miento (seis meses).

La prueba de comparacion multiple de
medias de Tukey no detecto diferencias
significativas para cada uno de los tra-
tamientos a las tres temperaturas de alma-
cenamiento, este resultado sugiere que la
temperatura no tuvo un efecto determi-
nante en la pérdida de viabilidad del mi-
croorganismo. Sin embargo, en todos los
casos las pérdidas fueron superiores cuan-
do el almacenamiento se realizo a 28°C,
sequidas por las pérdidas encontradas a
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18°C y por dltimo las producidas durante
el almacenamiento a 8°C; esto se puede
atribuir a que a temperatura ambiente y
superiores a ésta, el metabolismo del mi-
croorganismo se podria encontrar aun ac-
tivo y la humedad baja y la falta de
nutrientes y oxigeno podrian producir la
muerte celular, siendo recomendable a
partir de estos resultados, el almacena-
miento de los preformulados o del princi-
pio activo a 8°C para disminuir las pérdidas
de viabilidad.

Resultado similar registro Valencia (2000)
con los granulados de B. bassiana para el
control del gusano blanco de la papa
Premnotrypes vorax, en que las menores
pérdidas de viabilidad se presentaron des-
pueés de seis meses de almacenamiento a
una temperatura de 8°C, las cuales fueron
del 8%, mientras que a 18 y 28°C las pérdi-
das fueron del 10,6 y 10,1%, respectiva-
mente. Este resultado confirma que la
temperatura tiene un efecto negativo so-
bre la viabilidad de los microorganismos
bajo condiciones de almacenamiento.

Las pérdidas mayores de viabilidad de M.
anisopliae a las tres temperaturas se regis-
traron en los granulados GR2 y GR3, los
cuales tuvieron porcentajes de humedad
inferiores al presentado por el granulado
GRI1. Este factor también podria ser causal
de la pérdida de viabilidad, ya que un
excesivo secado puede ocasionar una peér-
dida de agua intracelular y afectar negati-
vamente la estabilidad de la célula, tal como
lo encontré Valencia (2000), cuando alma-
ceno un granulado con un porcentaje de
humedad muy bajo (2,21%), y encontro
pérdida de viabilidad maxima de 17,3%.

Actividad biocontroladora de los
granulados

Cuando se realizo la evaluacion de la acti-
vidad biocontroladora de los granulados,
los porcentajes de mortalidad acumulada
obtenida 32 dias después de iniciado el
bioensayo para los tratamientos GR1, GR2,
GR3, principio activo y testigo tratado
{excipientes) fueron del 42,4, 48,4, 27,2,

27,2 y 30,3%, respectivamente (Fig. 2).
Estos porcentajes de mortalidad son ba-
jos si se tiene en cuenta que el bioensayo
se realizo en condiciones controladas, por
lo que se esperarian porcentajes de con-
trol superiores, ya que se le estan propor-
cionando al microorganismo, todas las
condiciones para que ejerza su actividad
biocontroladora. Sin embargo, en gene-
ral, los resultados senalados de control de
chiza con hongos entomopatégenos son
bajos. Londono y Rios (1997) cuando eva-
luaron diferentes cepas de M. anisopliae y
B. bassiana para el control de dos especies
de chizas predominantes en Antioquia,
Phyllophaga obsoleta y Anomala undu-
lata, obtuvieron porcentajes de mortalidad
acumulada del 40% después de 20 dias
de iniciado el bioensayo.

El porcentaje de mortalidad obtenido en
el testigo absoluto para este bioensayo fue
del 12,1%; un valor de mortalidad acepta-
ble para ensayos biologicos (CIBA-GEIGY
1973) y posiblemente se puede atribuir a
factores tales como el estrés causado por
el confinamiento de las chizas en las
cubetas y al efecto de las nuevas condicio-
nes ambientales.

La prueba de comparacion miultiple de
medias de Tukey (¢=0,2) determiné que
existieron diferencias significativas entre
los porcentajes de mortalidad ocasiona-
dos por los granulados GR1, GR2 y los
excipientes con respecto a los resultados
obtenidos con el granulado GR3, el prin-
cipio activo y el testigo, pero no detectd
diferencias entre estos ultimos. Los por-
centajes de mortalidad producidos por los
granulados GR1 y GR2 fueron superiores
y significativamente diferentes de los
producidos por el principio activo por lo
que se sugeriria que la formulacién
potencializa la actividad biocontroladora
del microorganismo, posiblemente por-
que el granulado posee un soporte nutri-
cional que le brinda al hongo la posibilidad
de crecimiento. Ademas, los granulados in-
cluyen en su formulacion un acondiciona-
dor de humedad que les proporciona una
mayor posibilidad de captacion de agua

Eficacia (%)

GR1 GR3

Tratamientos

T T

Pa Ex Testigo

Figura 2. Ffecto biocontrolador de preformulados granulados a base de M. anisopliae
sobre A. scarabaeoides (GR = Granulados, Pa = Principio Activo, Ex = Excipientes) (Trata-
mientos con letras iguales no presentan diferencias significativas; Tukey o=0,02).

para que el microorganismo pueda activar
sus procesos metabolicos rapidamente y
por ende desarrollar su actividad biocontro-
ladora con mas eficacia.

Se observo que los excipientes tienen acti-
vidad sobre el insecto, ya que el porcentaje
de mortalidad producido por este trata-
miento fue superior y significativamente
diferente del obtenido con el principio acti-
vo puro y con el testigo absoluto. Esto se
podria atribuir a un efecto nocivo del di-
luente, el cual es una arcilla que podria te-
ner efecto ligeramente corrosivo sobre la
delicada cuticula del insecto, basicamente
causando una resequedad excesiva de la
misma. Este efecto de los excipientes no
tendria impacto sobre el hombre, pero po-
siblemente si sobre otros estadios larvales
de insectos que puedan ser susceptibles al
mencionado efecto fisico.

En el tratamiento que corresponde al gra-
nulado GR3 se presento una mortalidad
inferior y significativamente diferente de
la obtenida con los otros granulados. Sin
embargo, el porcentaje de mortalidad
para este preformulado no fue estadisti-
camente diferente del obtenido con el
principio activo puro; lo que indicaria
que la formulacion de este prototipo no
mejora la actividad biocontroladora del
microorganismo sobre el insecto, A pe-
sar de que este granulado también con-
tiene los excipientes que posiblemente
tienen un efecto sobre la chiza, es pro-
bable que la concentracion de éstos en
el prototipo, o las caracteristicas fisicas
producidas por su combinacion no afec-
ten la actividad biocontroladora del mi-
croorganismo.

Teniendo en cuenta los resultados obteni-
dos en esta etapa de la investigacion, se
sugiere integrar varios microorganismos
en el manejo de poblaciones de chiza y la
utilizacion de ofras alternativas de control
dentro de un programa de manejo inte-
grado de plagas.

De acuerdo con las caracteristicas fisicas
de cada uno de los granulados, su acti-
vidad biocontroladora y su estabilidad
en condiciones de almacenamiento, el
granulado GR1 presentd los valores mas
adecuados para cada una de las carac-
teristicas fisicas, un porcentaje de
mortalidad del 42% y pérdidas no con-
siderables en los porcentajes de viabili-
dad durante el almacenamiento a una
temperatura de 8°C. Ademas, es impor-
tante tener en cuenta que el granulado
GRI1 tiene los menores costos de pro-
duccion, ya que esta formulacion no
contiene uno de los excipientes que si
esta incluido en los granulados GR2 y
GR3, lo que permitiria concluir que el
granulado GR1 es el preformulado que
exhibe las propiedades mas adecuadas
para ser optimizado y evaluado en estu-
dios posteriores.

Conclusiones

* Los tres preformulados granulados a base
de Metarhizium anisopliae presentaron
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caracteristicas fisicas y microbiolégicas
adecuadas para este tipo de productos.

* Los excipientes utilizados afectaron la
estabilidad de la viabilidad del hongo bajo
condiciones de almacenamiento a 8, 18 y
28°C.

* La estabilidad de la viabilidad del hongo
se afecté en menor medida en la tempera-
tura de almacenamiento de 8°C.

= Los preformulados GR1 y GR2 mostra-
ron actividad biocontroladora promisoria
sobre larvas de A. scarabaeoides.

* Se selecciono el granulado GR1 por ex-
hibir los valores optimos para las caracte-
risticas fisicas y microbiol6gicas y una
promisoria actividad biocontroladora.
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Union de proteinas de Bacillus thuringiensis
con vesiculas de las microvellosidades del tracto
digestivo del gusano blanco de la papa

Premnotrypes vorax (Coleoptera: Curculionidae)
Binding of Bacillus thuringiensis proteins with brush border membranes vesicles
of the digestive tract of the Andean potato weevil Premnotrypes vorax
(Coleoptera: Curculionidae)

WILSON MARTINEZ O.%, JAIRO CERON S.?

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 51-56 (2004)

Resumen. La exploracion del uso potencial de Bacillus thuringiensis como agente de control biologico
de plagas requiere estudios basicos acerca de su mecanismo de accion en el insecto blanco seleccionado;
de acuerdo con esto, técnicas como el empleo de vesiculas obtenidas a partir de las microvellosidades
epiteliales del tracto digestivo de los insectos (BBMV) se han constituido en herramientas valiosas a nivel
mundial para estudiar dicho mecanismo en proteinas de B. thuringiensis. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la unién de las proteinas Cry 3Aa, 3Ba, 3Bb, 3Ca y 7Aa de B. thuringiensis a BBMV s
obtenidas a partir del tracto digestivo del gusano blanco de la papa Premnotrypes vorax Hustache, con
el fin de determinar la potencialidad de su uso en el control biolégico de este insecto plaga de gran
importancia economica en los cultivos de papa en Colombia. El trabajo se realizé en el Instituto de
Biolecnologia de la Universidad Nacional de Colombia. La purificacion de las BBMV y el marcaje de las
proteinas Cry con biotina se realizé de acuerdo con metodologias estandarizadas por los autores. En los
ensayos de unid: se determind que mientras que las proteinas Cry3Aa, 3Bb y 3Ca se unieron a las BBMV
de P vorax, las proteinas Cry3Ba y Cry7Aa no lo hicieron; sin embargo, en ningun caso la union de las
proteinas Cry a las BBMV del insecto se relaciono con actividad toxica hacia larvas de primer instar del
insecto blanco. Asi mismo, el analisis por blotting de las proteinas que presentaron union determino la
presencia de dos posibles proteinas receptoras de 70 y 97 KDa, respectivamente, siendo este el primer
registro que se hace para este insecto endémico de la zona andina colombiana.

Palabras clave: Plaga. Proteinas Cry. Union.

Summary. The use of Bacillus thuringiensis as a biological pest control agent requires basic studies
related to its mode of action in the selected target insect. Techniques such as the use of brush border
membrane vesicles (BBMV) obtained from epithelial gut tissues of insects have become a valuable tools
around the world for studying this mechanism in Bacillus thw ingiensis proteins. The objective of this
work was to analyze the binding of Cry3Aa, 3Ba, 3Bb, 3Ca and 7Aa B. thuringiensis proteins to BBMV
obtained from the digestive tract of Premnotrypes vorax Hustache, in order to explore their potential as
biological control agents for this economically important pest in Colombian potato crops. This work was
carried out in the Instituto de Biotecnologia at the Universidad Nacional de Colombia. Purification of
BBMV and protein labeling with biotin were carried our according to methods previously standardized by
the authors. Binding assays showed that while Cry3Aa, Cry3Bb and Cry3Ca bind to F vorax BBMV, Cry3Ba
and Cry7Aa did not; however, binding was never correlated with toxicity to first instars of the target insect.
Protein blot analysis showed the presence of two possible binding proteins of 70 and 97 KDa, respectively,
being the first report made for this endemic pest of the Colombian Andean zone.

Key words : Pest. Cry proteins. Binding.

Introduccion

El control biologico de los organismos que
afectan la produccion agricola mundial ha
tenido en los dltimos anos gran auge a
causa de la nueva orientacion ecologica y
sustentable de la agricultura (Orr y Charles
1998). De esta forma, herramientas como
los insecticidas de origen microbiano han
sido involucradas como un elemento va-
lioso dentro de los programas de manejo
integrado de plagas (MIP) en diferentes

cultivos (Lecuona 1996). Las bacterias son
uno de los grupos mas estudiados como
agentes de control de plagas a nivel mun-
dial, siendo Bacillus thuringiensis Berlier
(B. t.) la mas representativa (Lecuona
1996). Los productos desarrollados a base
de B. t. representan entre el 80-90% del
mercado internacional de bioplaguicidas
(Van Frankenhuyzen 1993).

La mayoria de estudios con B. t. se enfo-
can al control de plagas del orden Lepidop-

tera; sin embargo, también se han desa-
rrollado trabajos con insectos del orden
Coleoptera y Diptera, lo cual ha ampliado
las perspectivas de investigacion y explo-
tacion comercial de esta bacteria (Keller y
Langenbrunch 1993). A este respecto,
dentro de los logros tecnolégicos a nivel
industrial se destacan productos desarro-
llados por multinacionales con la variedad
de B, t. tenebrionis con actividad recono-
cida en insectos del orden Coleoptera y
plantas transgénicas modificadas con

1 Autor para correspondencia: M. Sc. en Entomologia. Laboratorio de Entomologia, Instituto de Biotecnologia, Universidad Macional de
Colombia, Bogota. A. A. 14490. E-mail: wilmarti@ibun.unal.edu.co

2 Ph. D. en Biotecnologia. Director grupo de Biopesticidas. Instituto de Biotecnologia, Universidad MNacional de Colombia, Bogota. E-

mail: jaceron@ibun.unal.edu.co
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genes de B. t. que expresan proteinas con
actividad toxica hacia coledpteros plaga
(McPherson et al. 1988).

Los modelos para el estudio del mecanis-
mo de accion de B. t. han sido desarrolla-
dos utilizando diversas metodologias,
principalmente estudios in vitro, para de-
terminar cada uno de los pasos que si-
guen las proteinas del cristal desde su
ingestion hasta causar la muerte del in-
secto. Se han desarrollado estrategias
como el empleo de intestinos aislados de
insectos, que permite un sistermma modelo
para investigar la bioquimica del proceso
de intoxicacion en mas detalle, separan-
dolo de las complejidades presentes en el
insecto intacto (Bravo et al. 1992a,b). De
otra parte, se han generado lineas celula-
res de insectos (principalmente lepidop-
teros) lo cual permite identificar los efectos
moleculares primarios importantes para la
toxicidad de las proteinas de B. t. como
union a las proteinas receptoras y respues-
tas citotoxicas; asi mismo, se han emplea-
do vesiculas obtenidas a partir de las
microvellosidades de las cé€lulas epiteliales
del intestino del insecto, que correspon-
den a las membranas plasmaticas de las
microvellosidades del lumen conocidas
como BBMV, para estudios electro y
quimicofisicos como transporte de iones y
union de las toxinas a las proteinas recep-
toras (Schwab y Culver 1990).

A pesar de que existen algunos inconve-
nientes en el use de modelos in vitro, rela-
cionados con modificaciones de las
condiciones reales en las que actaan las &
endotoxinas de Bt, dichas metodologias
son herramientas importantes para un
acercamiento al mecanismo de accion de
tales proteinas, y especificamente el uso
de las BBMV, se ha constituido en una de
las técnicas mas empleadas para estudios
de union toxina-receptor (Schnepf et al.
1998).

En Colombia existe un numero importan-
te de plagas agricolas del orden Coleoptera
de impacto econémico (Vélez 1997). Den-
tro de éstas, el gusano blanco de la papa
Premnotrypes vorax Hustache, es una de
las dos plagas mas limitantes para este
cultivo en el pais. Dicho insecto ha perma-
necido como plaga principal de la papa
desde hace mas de 50 anos cuando apa-
recio en el departamento de Narino y pue-
de causar pérdidas en la produccion de
papa hasta de un 890% (Vélez 1997). Se
encuentra distribuido en las principales
zonas productoras de papa de los depar-
tamentos de Cundinamarca, Boyaca,
Cauca, Caldas y Antioquia y su control se
realiza empleando principalmente insecti-
cidas altamente téxicos (Rivera y Pinto
2001).

En Colombia se hace necesario realizar in-
vestigaciones que permitan desarrollar
estrategias que se articulen en sistermnas
de manejo integrado para el control de
esta plaga, minimizando el empleo de pro-
ductos quimicos que generan riesgo para
la salud de productores y consumidores,

teniendo en cuenta que este tubérculo es
uno de los productos de mayor consumo
en el pais (Pinzon 1993). La implementa-
cion de estrategias de control biolégico
de plagas, como los entomopatogenos
tipo B. thuringiensis, implica la realizacion
de investigaciones basicas respecto de su
mecanismo de accién para determinar la
potencialidad de su empleo. Para el caso
del gusano blanco de la papa esto tam-
bién es valido.

De acuerdo con lo anterior el presente tra-
bajo tuvo como objetivo determinar, me-
diante una metodologia de ensayo in vitro,
si existia unién de proteinas Cry de B.
thuringiensis, referenciadas como toxicas
para coledpteros, con vesiculas del tracto
digestivo del gusano blanco de la papa para
determinar de forma preliminar el poten-
cial de algunas de estas proteinas para ser
utilizadas en el desarrollo futuro de pro-
ductos tecnologicos que puedan constituir-
se en nuevas herramientas dentro de un
programa de manejo integrado del gusa-
no blanco de la papa en Colombia.

Materiales y Métodos
Purificaciéon de proteinas Cry

Las proteinas Cry evaluadas se obtuvieron
de cepas patréon de B. thuringiensis del
Instituto de Biotecnologia de la Univer-
sidad Nacional de Colombia. Las caracte-
risticas de las proteinas de las cepas
evaluadas se presentan en la tabla 1.

Las cepas se cultivaron en medio agar
Luria Bertani a 37°C por 10-15 dias, hasta
alcanzar un porcentaje de esporulacion
superior al 90%, La biomasa se recolecto y
lavo con agua destilada-desionizada esté-
ril y subsecuentes centrifugaciones a 4°C,
8.000 rpm por 10 minutos para eliminar
residuos del medio de cultivo. El material
obtenido fue posteriormente liofilizado
durante 12 h y almacenado hasta su uso.

Se realizo purificacion de las proteinas
mediante solubilizacion de los cristales en
solucion buffer de carbonato de sodio
pH10 (Na,CO, 100 mM, PMFS 100 mM, DTT
2 mM, EDTA 1 mM) por 2 h a 37°C, centri-
fugacion a 10.000 rpm por 15 minutos y
filtrado del sobrenadante con membrana
de 0,22 mm. Se hizo analisis microscopico
para corroborar la ausencia de esporas en
las muestras.

El fragmento toxico de las proteinas fue
obtenido con procesamiento de las mis-
mas por la enzima Tripsina (Tipo 1l de
pancreas porcino), mediante la observa-
cion previa de la cinética del procesamien-
to para cada una de ellas, la cual se realizo
con exposiciones continuas y a diferentes
tiempos de las proteinas a la enzima
(Bollag y Edelstein 1991). Se emple6 una
proporcion enzima: protoxina que oscilé
entre 2:1 y 10:1 con incubacion por 12 ha
37°C. Se corroboro el procesamiento de
las proteinas mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). La toxina
en forma soluble fue dializada posterior-
mente en buffer borato pH 8,6 durante
una noche.

Marcaje de toxinas

Las toxinas de B. thuringiensis a evaluar
fueron marcadas siguiendo el protocolo
de Denolf et al. (1993a), con algunas mo-
dificaciones. Se realizoé marcaje de las toxi-
nas con biotina empleando un Kit para
marcaje de proteinas (ECL Protein Biotinila-
tion Module Amersham). El marcaje se rea-
lizo en proporcion de 20 ul de biotina por
cada 0,6 mg/ml de toxina. Se agito la mez-
cla y se dej6 en incubacion a temperatura
ambiente por 1 hora. Se realizo filtrado en
columna Sephadex G25 eluyendo la mues-
tra con solucion buffer de fosfatos pH 7,4 y
recolectando alicuotas de 500 ul. Se com-
probo el marcaje de la toxina mediante
una prueba de dot-blot, empleando con-
Jjugado de Streptavidina-peroxidasa y
revelando con solucion de diaminoben-
cidina. Asi mismo se corroboré la integri-
dad de la proteina durante el marcaje,
mediante SDS-PAGE al 9%.

Purificacion de vesiculas

La preparacion de las vesiculas de las
microvellosidades de células epiteliales del
tracto digestivo de F vorax (BBMVs) se rea-
liz6 con la metodologia estandarizada por
Martinez y Ceron (2003) quienes tomaron
como base las metodologias desarrolla-
das por Wolfersberger ef al. (1987) y
Macintosh et al. (1994).

El método de purificacion se inicia con el
macerado de 300 larvas de ultimo instar
del insecto en solucién buffer MET pH 7,5
(Manitol 300 mM, Tris 17 mm, EGTA 5 mM,
DTT 2 mM, PMFS 0.5 mM, Hepes 10 mM,
EDTA 1 mM, SBT y neomicina sulfato 1 ug/

Tabla 1. Caracteristicas generales de las proteinas de las cepas de B. thuringiensis em-
pleadas en las evaluaciones de union con las BBMV's de F vorax y los bioensayos con

larvas de primer instar del mismo insecto

PROTEINA

CEPA GENES PESO MOLECULAR (KDa)*

PROTOXINA TOXINA |

| 3A crySAa Cry3Aa 70 - 75 66 |
| 3Ba cry3Ba Cry3Ba 70 - 75 66
| 3Bb cry3Bb Cry3Bb 70 - 75 66
3C cry3Ca Cry3Ca 70 - 75 66
7A cry7Aa Cry7Aa 130 66

|

*  Pesos aproximados segin Quifiones y Quintero (1996).
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ml); el material obtenido se centrifuga a
3.500 rpm por 15 minutos y se filtra. Se
adiciona solucion buffer MET y se homoge-
niza a 2.000 rpm empleando un macerador
de tejidos (Potter-Elvehjem Wheaton). El
homogenizado se mezcla con MgCl, 24 mM
y se deja en hielo 15 minutos. Se realiza
una centrifugacion a 4.500 rpm por 15 mi-
nutos y el sobrenadante se centrifuga a
16.000 rpm por 30 minutos. La pastilla
obtenida se suspende en buffer MET y se
repite el proceso descrito una vez mas. La
pastilla obtenida se suspende en buffer MET,
se cuantifica la proteina total presente em-
pleando el método de Bradford (Bollag y
Edelstein 1991) y se determina la presen-
cia de las vesiculas en el purificado median-
te SDS-PAGE en gel al 9% y microscopia
electronica de transmision. El material res-
tante se almacena en nevera a -70°C.

Ensayos de unién proteinas-vesiculas

La union de la toxina con las BBMV del
insecto se evalué mediante la metodolo-
gia de Denolf et al (1993a), modificada.
Se descongelo lentamente una alicuota de
vesiculas y se centrifugé a 13.000 rpm por
40 minutos. La pastilla se resuspendi6 en
buffer PBS con BSA al 0,1%. Las vesiculas
se mezclaron con una cantidad adecuada
de toxina marcada y se incubd por 1 h a
temperatura ambiente. Se realizé centrifu-
gacion a 13.000 rpm por 40 minutos y se
lavé el pellet con el buffer ya descrito. Se
centrifugd nuevamente y se resuspendio
la pastilla en buffer de carga para realizar
posteriormente una electroforesis. Una vez
separadas las proteinas se procedio a su
transferencia a membrana de nitrocelulo-
sa e incubacion de la misma toda la noche
en solucion buffer de bloqueo pH 7.5 (Aci-
do maleico 100 mM, NaCl 150 mM, reactivo
de bloqueo 1%). Los geles obtenidos en
la electroforesis se colorearon con azul de
Coomasie para corroborar el proceso de
transferencia. La membrana bloqueada se
lavo, se incubd por 1 h con el conjugado
de streptavidina-peroxidasa 1:1000 en PBS
y se revelo con diaminobencidina. Cada
ensayo se realizo por triplicado para co-
rroborar los resultados obtenidos. Se em-
plearon como muestras control, la toxina
marcada sola y las vesiculas solas procesa-
das de la misma forma que las muestras
problema. En todos los ensayos de union
de vesiculas con proteinas biotiniladas se
empled una concentracion de purificado
de vesiculas de 1 mg/ml.

Analisis de proteinas por blotting

Las proteinas de Bt, que presentaron
union a las vesiculas de F vorax en los en-
sayos iniciales se analizaron con la técnica
de blotting (Aranda et al. 1996), con el fin
de identificar posibles proteinas recepto-
ras de proteinas Cry presentes en purifica-
do de BBMV.

Las proteinas del purificado de BBMV se
separaron mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida al 9%. Se realizo transfe-
rencia de las proteinas a membrana de ni-
trocelulosa durante 30 min a 20 V. La

membrana obtenida se incub6 toda la
noche en solucién buffer TBS (Tris HCI 10
mM, NaCl 150 mM, pH 7,6) y luego se blo-
quearon los sitios de unién no especifica
incubandola en buffer TBS + tween 20
0.5% + BSA 3%. Posteriormente, se incu-
b6 la membrana por 3 h con la proteina
marcada y luego se realizo el revelado in-
cubando inicialmente con el conjugado
streptavidina peroxidasa y luego con
diaminobencidina en buffer TBS.

Bioensayos

Los bioensayos se realizaron empleando
cubos de tubérculos de papa de 0,25 cm?,
a los cuales se les aplicaron superficialmen-
te las proteinas de B. thuringiensis ya fue-
ran suspendidas o solubilizadas (Martinez
y Cerdn 2002). Los cubos de papa se deja-
ron secar al ambiente y posteriormente se
colocaron en placas para cultivo de célu-
las de 24 pozos, poniendo un cubo por
pozo. Se infestd cada cubo de papa con
una larva de primer instar de F vorax, ob-
tenidas de una colonia del insecto mante-
nida en condiciones de laboratorio (18°C
en promedio). Las placas se sellaron, ta-
paron y se almacenaron por 7 dias hasta
la lectura del ensayo. En los bioensayos se
empled la proteina en forma suspendida
(cristales), soluble y procesada enzimati-
camente, para observar si existia algun efec-
to del procesamiento sobre la toxicidad
de la misma (Garcia et al. 2000; Koller et
al.; 1992; Lambert et al. 1992). Las protei-
nas empleadas en forma soluble fueron
solubilizadas en dos condiciones diferen-
tes, acida (pH 4,1) y alcalina (pH 10,0).
Para la solubilizacion a pH 4,1 se emple6
una solucion buffer universal. Para la
solubilizacién a pH alcalino se empleé una
solucién buffer de carbonato de sodio. La
solubilizacion se llevo a cabo para ambos
tipos de buffer a 37°C, durante 3 h en agj-
tacion constante. Una vez solubilizado el
material, se centrifugdé a 10.000 rpm du-
rante 15 min. El sobrenadante obtenido,
que corresponde a la proteina soluble, se
dividio en alicuotas y se almacené a 0°C.

En los bioensayos se empled una dosis de
10 ug de proteina/cm? de dieta. Se utilizd
en los ensayos con proteina suspendida
un testigo absoluto con el agua destilada
empleada en los tratamientos y en los
bioensayos con proteina solubilizada tes-
tigos relativos con las soluciones buffer
empleadas en la solubilizacién de las
proteinas.

El diseno experimental utilizado en todos
los bioensayos fue completamente al azar
(Martinez y Martinez 1997) con tres repe-
ticiones por tratamiento, empleando 24
larvas por repeticion. Los ensayos se hi-
cieron por triplicado en dias diferentes. La
variable respuesta fue el nimero de larvas
muertas por tratamiento.

Resultados y Discusion
Unién vesiculas-proteinas

El mecanismo de accion de B. thuringiensis
conlleva varios pasos entre |os cuales la

union proteina receptor se considera como
uno de los mas cruciales para que se ejer-
za el efecto toxico sobre un insecto blanco
determinado. La union de proteinas de B.
t. se presenta de manera general con pro-
teinas receptoras presentes en purificados
de BBMVs del tracto digestivo de diferen-
tes insectos, como ha sido ampliamente
registrado en la literatura internacional
(Hofmann et al. 1988; Van Rie et al. 1989,
1990; Estada y Ferre 1994; Bravo et al.
1992a,b; Denolf et al. 1993b; Sakai et al.
2000).

En el presente trabajo se empled, para las
pruebas de unioén, purificado de BBMVs
obtenido de larvas de gusano blanco de
la papa en el cual la presencia de BBMVs se
corrobor6é mediante microscopia electro-
nica de transmision como se observa en la
figura 1.

En los ensayos con la proteina Cry3Aa se
observo la union de dicha proteina con
las proteinas presentes en el purificado de
vesiculas de F vorax. Como se aprecia en la
figura 2 se presento una banda en la linea
3 correspondiente a la muestra de la pro-
teina Cry3Aa biotinilada mezclada con las
vesiculas del insecto blanco, lo cual indico
que hubo unién entre éstas. Asi mismo, se
observo la presencia de las bandas espe-
radas en la linea 1 que contiene la mues-
tra de proteina marcada sola y la no
presencia de bandas en la linea 2 que con-
tiene s6lo muestra de BBMV. Estas dos ulti-
mas muestras mencionadas se emplearon
como controles positivo y negativo,
respectivamente.

En ensayos similares a los desarrollados
en el presente trabajo, Garcia et al. (2000),
empleando la proteina Cry3A y vesiculas
de Leptinotarsa decemlineata (Say) y
Tenebrio molitor (Linné) observaron una

Figura 1. Fotografia en microscopio elec-
lronico que muestra la presencia de vesicu-
las redondas y ovaladas de diferentes
tamanos en el purificado de las micro-
vellosidades del traclo digestivo del gusano
blanco de la papa F vorax, obtenido a partir
de larvas completas de ultimo instar.
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Figura 2. Membrana de nitrocelulosa que
muestra el ensayo de union con la proteina
Cry3Aa y las BBMV s de F vorax, Linea 1,
proteina marcada con biotina; Linea 2, pu-
rificado de las BBMV; Linea 3, proteina
Cry3Aa mezclada con el purificado de las
BBMV. Notese la union de la proteina Cry3Aa
con las BBMV s por la presencia de la ban-
da en la linea 3.

union especifica de dicha proteina con las
proteinas receptoras del tracto digestivo
de ambos insectos en forma similar a la
union observada con las vesiculas de F
vorax. De igual forma también se ha de-
tectado union de la proteina Cry3Aa mar-
cada con yodo radiactivo con vesiculas de
Diabrotica undecimpunctata howardi
Barber (Slaney et al. 1992).

Las proteinas Cry3Bb y Cry3Ca, en forma
similar a la proteina Cry3Aa, se unieron a
las proteinas de las vesiculas de F vorax
(Fig. 3, lineas 4 y 5). Igualmente se obser-
varon las bandas correspondientes a las
proteinas solas biotiniladas, en las lineas
1 y 2. No se vieron bandas en la linea 3
correspondiente a la muestra de purifica-
do de vesiculas.

En el caso de las proteinas Cry3Ba y
Cry7Aa no se evidencié unién a las vesi-
culas de P vorax (Fig. 4). Se observaron
las bandas de las dos proteinas marca-
das Cry3Ba y Cry7Aa (lineas 1y 2, respec-
tivamente). No se vieron bandas en la
linea 3 correspondiente a las vesiculas
solas, como se esperaba. Por otro lado,
tampoco se detectaron bandas en las li-
neas 4 y 5, correspondientes a las vesi-
culas mezcladas con las proteinas Cry3Ba
y Cry7Aa, respectivamente.

Figura 3. Membrana de nitrocelulosa que
muestra el ensayo de unién con las protei-
nas Cry3Ca y Cry3Bb y las BBMV's de F
vorax. Linea 1, proteina Cry3Ca biotinilada;
Linea 2, proteina Cry3Bb biotinilada; Linea
3, purificado de las BBMV; Linea 4, Proteina
Cry3Ca mezclada con las BBMV; Linea 5,
proteina Cry3Bb mezclada con las BBMV. Se
evidencia la union de las proteinas Cry con
las BBMV s por la presencia de bandas en
las lineas 4 y 5.

Figura 4. Membrana de nitrocelulosa que
muestra el ensayo de union con las protei-
nas Cry3Ba y Cry7Aa y las BBMV's de P
vorax. Linea 1, proteina Cry3Ba biotinilada;
Linea 2, proteina Cry7Aa biotinilada; Linea
3, purificado de las BBMV; Linea 4, Proteina
Cry3Ba mezclada con las BBMV; Linea 5,
proteina Cry7Aa mezclada con las BBMV. Se
evidencia la no union de la proteinas Cry
con las BBMV's por lo ausencia de bandas
en las lineas 4 y 5.

En la literatura no se mencionan ensayos
de union de las proteinas Cry3Ba, Cry3Bb,
Cry3Ca o Cry7Aa a vesiculas de insectos,
por lo tanto los resultados oblenidos son
el primer registro que explora la union de
dichas proteinas con el intestino de un
insecto del orden Coleoptera. De acuerdo
con esto se hacen relevantes los dos tipos
de comportamientos de union observa-
dos entre las vesiculas de F vorax y las pro-
teinas Cry evaluadas; por un lado, la union
con las proteinas Cry3Aa, 3Bb y Cry3Ca y
por otro lado, la no unién con las protei-
nas Cry3Ba y Cry7Aa.

Los dos comportamientos mencionados
pueden deberse a una conformacion dis-
tinta de la estructura de las proteinas,
especificamente dominios I1 y I, involu-
crados en el reconocimiento y union a los
receptores del intestino de los insectos,
que las hace expresar diferente afinidad a
las vesiculas de F vorax. Vale la pena resal-
tar los comportamientos de union de las
proteinas Cry3Ba y Cry3Bb, que aunque
son proteinas con una alta homologia se-
gun el esquema de clasificacion actual,
presentan diferente afinidad por las vesi-
culas del insecto blanco, lo cual concuer-
da con la alta especificidad de las proteinas
de B. t. por un insecto blanco dado.

En vista de los diferentes comportamien-
tos de union de las proteinas, se seleccio-
naron las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y
Cry3Ca para el analisis por blotting, las
cuales fueron las unicas que se unieron al
purificado de las BBMV de FE vorax.

Analisis de proteinas por blotting

Las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca que
presentaron union con las vesiculas de P
vorax, se sometieron a analisis por blotting,.
Los resultados obtenidos en dicho analisis
se observan en la figura 5 en donde las
lineas 1, 2 y 3 corresponden a las proteinas
Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca, respectivamente.

Las tres proteinas evaluadas presentaron
un patrén similar de union a las proteinas
del purificado de BBMV del insecto blanco;
sin embargo, se observo que las tres pro-
leinas se unieron en mayor proporcion a
dos proteinas de aproximadamente 97 y
70 KDa. De acuerdo con esto, dichas pro-
teinas pueden constituirse en dos posi-
bles proteinas receptoras de las proteinas
Cry mencionadas. En la literatura no son
muchos los registros de proteinas recep-
toras en insectos. Empleando la misma
metodologia de analisis de proteinas por
blotting, Garczynski et al. (1991) identifi-
caron en BBMV de Manduca sexta (Linn€)
una proteina de 120 KDa, que posterior-
mente se identifico como un posible re-
ceptor para la proteina CrylAc (Chambers
et al. 2000) y una proleina de 210 KDa
como receptora de la proteina Cry 1Ab. Para
la proteina Cry 1Ac en Spodoptera frugiper-
da J.E. Smith ellos encontraron una posi-
ble proteina receptora de 148 KDa y en
Heliothis virescens (Fabricius) y Heliothis
zea (Boddie) encontraron varias posibles
proleinas receptoras de 155, 120, 103, 90
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Figura 5. Membranas de nitrocelulosa que
muestran el analisis de proteinas mediante
la técnica de blotting. Linea ', proteina
Cry3Aa; Linea 2, proteina Cry3Bb; Linea 3,
proteina Cry3Ca. Se observan las bandas de
97 y 70 KDa correspondientes a las proteinas
del purificado de BBMV s de E vorax recepto-
ras para las 3 proteinas Cry evaluadas.

y 63 KDa. Asi mismo se han descrito pro-
teinas receptoras con funcién aminopep-
tidasa en H. virescens, Limantria dispar
(Linné) y Plutella xylostella (Linne) (Aranda
1996).

En insectos del orden Coleoptera, Belfiore
et al. (1994) registraron por primera vez
una proteina receptora de 144 KDa, pre-
sente en el intestino de T. molitor, a la cual
se une la proteina Cry3A.

De acuerdo con lo anterior, el presente seria
el primer registro que se hace de posibles
proteinas receptoras de las proteinas
Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca de Bt en el intes-
tino de P vorax, las cuales merecerian una
caracterizacion posterior mas detallada.

Bioensayos

Analizando la actividad toxica obtenida con
las proteinas evaluadas y las caracteristi-
cas de union a las vesiculas del insecto
blanco, se observé un aspecto interesan-
te: aunque las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y
Cry3Ca se unieron a las vesiculas de F
vorax, estas proteinas no presentaron efec-
to toxico sobre las larvas de primer instar
empleadas en los bioensayos (Tabla 2).
Los resultados obtenidos concuerdan con
lo senalado por Slaney et al. (1992), quie-
nes encontraron una actividad toxica baja
(9% mortalidad) de la proteina Cry3Aa en
larvas de D. undecimpunctata a pesar de
que observaron unién de dicha proteina
con las BBMV de este insecto. Ellos atribu-

Tabla 2. Porcentajes de mortalidad promedio obtenidos a los 7 dias en los bioensayos con
larvas de primer instar de P vorax y cada una de las proteinas Cry de B. thuringiensis
evaluadas. Concentracion de proteina total 10 pg/cm’ de dieta

Proteina
Soluble
pH 4,1

Testigo 0,00

Cry3Aa 0,00

Cry3Ba 0,00

Cry3Bb 0,00

Cry3Ca 0,00

Cry7Aa 0,00

yen este comportamiento a una afinidad
reducida de la proteina por los sitios de
uniéon en la membrana intestinal del in-
secto y a un cambio muy leve en la per-
meabilidad de la misma. Lo anterior puede
también ser valido para explicar la poca
actividad toxica de las proteinas Cry3Aa y
Cry3Ca obtenidas en los bioensayos con F
vorax, aunque se trate de un insecto
diferente.

Por lo tanto, los resultados obtenidos
muestran que, independientemente de su
comportamiento de union, ninguna de las
proteinas evaluadas tuvo un efecto toxico
marcado sobre larvas de primer instar de
F vorax. Estos resultados concuerdan con
el planteamiento que a pesar que el pro-
ceso de unién entre las proteinas y los re-
ceptores se dé, la capacidad de causar la
muerte del insecto estara determinada por
una union especifica saturable y la consi-
guiente insercion de la toxina en la mem-
brana intestinal del insecto para la
formacién del poro (Aranda et al. 1996).
Lo anterior permitiria plantear que la union
establecida entre las proteinas Cry evalua-
das y las proteinas receptoras del purifica-
do de las BBMV fue de caracter no especifico
y reversible, lo cual no permitié que se
realizara la insercion del dominio I en la
membrana intestinal de F vorax y la consi-
quiente formacién del poro.

Otra posible explicacion para los resulta-
dos observados radicaria en que a pesar
de que hubo union entre las proteinas toxi-
cas Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca y los recepto-
res del intestino de F vorax, en condiciones
in vitro, otros factores como la presencia
de proteasas en el intestino de los insec-
tos capaces de degradar las proteinas Cry
haciéndolas no toxicas, estarian influyen-
do en la inactividad de dichas proteinas
en los ensayos in vivo. Este fenémeno fue
descrito por Losevaa et al. (2001) quienes
realizaron un estudio del efecto de los
cambios en la actividad de proteasas en el
intestino del escarabajo de la papa
Leptinotarsa decemlineata sobre la pro-
teina Cry3Aa y hallaron que la resistencia
de este insecto a dicha proteina se
correlacionaba con alteraciones especifi-
cas en la actividad de proteasas en el tracto
digestivo y una reduccion en la union de
las toxinas.

Proteina Proteina
Suspendida Tripsinada
pH 10
4,16 0,00 0,00
9,72 5.55 0,00
8,33 4,16 0,00
8,33 4,16 0,00
4,16 5,55 0,00
2.0 0,00

9,72

Por otro lado, de acuerdo con ensayos
sobre formacion de poro con la proteina
Cry3Aa en membranas de coleopteros,
los cuales han determinado que el pH y
la activacion de la toxina tienen un papel
critico en este fenomeno (Garcia et al.
2000) y después dJde haber realizado
bioensayos con las proteinas Cry en dife-
rentes presentaciones (suspendidas, so-
lubles y tripsinadas) sin obtener actividades
toxicas significativas, se elimina la posi-
bilidad que este tipo de factores hubie-
ran podido interferir en la toxicidad de
las mismas.

Conclusiones

* Las proteinas de B. thuringiensis Cry3Ba
y Cry7Aa no presentaron actividad toxica
hacia larvas de primer instar de F vorax,
esto se debio a que el insecto no tiene en
su epitelio intestinal proteinas receptoras
para dichas proteinas Cry.

* Las proteinas de B. thuringiensis
Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca no mostraron
actividad toxica hacia larvas de primer
instar de F vorax, a pesar de que se
observo la existencia de proteinas recep-
toras para ellas en el purificado de las
BBMV del insecto. Esto es atribuible a dos
factores: union vesiculas-proteinas de ca-
racter reversible, sin lograrse la inter-
nalizacion de la toxina en la membrana
epitelial del tracto digestivo del insecto
o presencia de proteasas en el tracto di-
gestivo de P. vorax que degradan las toxi-
nas haciéndolas inactivas.

= La evaluacion de las proteinas de B.
thuringiensis por blotting permitio identi-
ficar dos posibles proteinas receptoras para
las proteinas Cry3Aa, Cry3Bb y Cry3Ca en
las células epiteliales del intestino de P
vorax, siendo este el primer registro que
se hace para un insecto coledptero endé-
mico de la region andina.

* Las proteinas Cry de Bt evaluadas por no
tener una alta actividad toxica hacia el qu-
sano blanco de la papa presentan poco
potencial para ser empleadas en el control
de este insecto plaga; por lo tanto, se hace
necesaria la busqueda de otras cepas que
contengan proteinas diferentes para su
evaluacion.
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Dinamica de la captura de Premnotrypes vorax
(Coleoptera: Curculionidae) y la polilla guatemalteca
Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)
en trampas con diferentes tipos de atrayentes

en un cultivo de papa criolla (Solanum phureja)
Capture dynamic of Premnotrypes vorax (Coleoptera: Curculionidae) and the
Guatemalan potato tuber moth Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) in traps with
different types of attractants in a potato crop (Solanum phureja)

JULIO RICARDO GALINDO P ', JEANNETTE AMPARO ESPANOL A.?
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Resumen. En el Centro Experimental de Corpoica Tibaitata se realizo el sequimiento de todo el ciclo de
desarrollo de un cultivo de papa criolla para evaluar la dinamica de captura del gusano blanco y la polilla
quatemalteca considerando dos periodos: antes y después del aporque. Se utilizaron trampas que se
seleccionaron de trabajos anteriores por las capturas altas y su utilidad para evaluar el comportamiento
de los insectos de interés. Para el qusano blanco se seleccionaron las trampas de caida tipo malla con
partes de la planta de papa como atrayente y las trampas con insectos en grupos de machos y hembras
de la misma especie utilizados como atrayentes. Como testigo se incluyeron trampas de costal recomen-
dadas por el Centro Internacional de la Papa (CIP), para esta misma especie. Cada tipo de trampa reflej6
de manera diferente la actividad del insecto y en su conjunto permitieron determinar dos épocas del
cultivo, en las cuales los adultos de gusano blanco presentaron una mayor actividad, que fueron la
emergencia y la floraciéon del cultivo. Para el caso de polilla guatemalteca se seleccionaron las trampas
adherentes de color blanco y las trampas de insectos con hembras de la misma especie como atrayentes.
También se llevaron registros de captura de adultos con el empleo de trampas de feromona. Los diferen-
tes tipos de trampas permitieron determinar dos épocas del cultivo, en donde los adultos de polilla
guatemalteca presentaron una actividad mayor, que fueron la tuberizacion y la madurez fisiologica del
cultivo.

Palabras clave: Trampas de caida tipo maila. Trampas de insectos. Trampas adherentes. Feromona.

Summary. In the Experimental Center of Corpoica Tibaitata, a crop of Solanum phureja was followed
during the entire developmental cycle to evaluate capture dynamics of the potato weevil and the
Guatemalan potato tuber moth, considering two periods: before and after hilling. The traps used were
selected from previous work that showed high capture and usefulness for evaluating behavior of the
insect of interest. For the potato weevil, net pitfall traps that contained parts of the potato plant as
attractant, and traps that contained the same insect in group of males and females as attractants, were
used. Traps recommended by the Centro Internacional de la Papa (CIP) were used as controls. Each Kind
of trap reflected insect activity in different ways and together showed two stages of the crop in which adult
potato weevils had a greater activity, which were emergence and flowering of the crop. In the case of the
Guatemalan potato tuber moth, white sticky traps and traps that contained females of the same insect as
an attractant, were used. Adult capture data were also taken from the pheromone traps. The different
traps showed two different crop stages in which adult Guatemalan potato tuber moths showed greatest
activity, which were tuber initialization and physiological maturity of the crop.

Key words: Net-Pitfall. Insect traps. Sticky traps. Pheromone.

Introduccion

El conocimiento del comportamiento de los
insectos en el campo permite entender las
diferentes relaciones que se dan entre éste
y ¢l entorno que lo rodea. Los sistemas de
captura con trampas son herramientas em-
pleadas para evaluar el comportamiento
de los insectos plaga en lotes de cultivo y
su diseno sera mas eficiente en la medida
en que se aproveche el conocimiento que
se tiene de los insectos que se van a eva-
luar. Por lo tanto, el disenar una trampa

que permita estimar el comportamiento
de las poblaciones de insectos no es una
tarea facil y menos atn si los insectos son
de habito nocturno como sucede con las
principales plagas que atacan actualmen-
te a la papa: el gusano blanco y la polilla
guatemalteca. Investigaciones sobre dina-
mica poblacional para estos dos tipos de
plaga son escasas. De igual manera son
pocas las trampas que se han disenado
para el sequimiento de las poblaciones del
gusano blanco y la polilla guatemalteca
en campo y que han tenido algin éxito a

nivel del agricultor. Calvache (1980) pre-
sent6 la fluctuacion de la poblacion de
adultos de gusano blanco de acuerdo con
el desarrollo del cultivo en diferentes ci-
clos desde diciembre de 1978 hasta abril
de 1980, pero no especifico que tipo de
trampas uso. Salazar (1996) utilizé tram-
pas de refugio tipo costal recomendadas
por el Centro Internacional de la papa (CIP)
para evaluar los adultos de gusano blanco
en campo en el municipio de Motavita
(Boyaca). Para el caso de la polilla guate-
malteca, Soriano (1998) presento la fluc-

I Autor para correspondencia: Programa Nacional de Biometria, Corpoica, Tibaitata. Km 14 via Mosquera. E-mail: rgalindo@corpoica.org.co
2 Programa Nacional de Biometria, Corpoica, Tibaitata.
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tuacion de capturas de T. solanivora a lo
largo del desarrollo del cultivo con el em-
pleo de trampas de feromona (Hernandez
y Leon 1998).

Recientemente, Espanol (2002) apoyada en
algunas caracteristicas del comportamien-
to del gusano blanco y de la polilla
guatemalteca disendé diferentes tipos de
trampas para evaluarlas a través de todo el
ciclo de un cultivo de papa criolla. También
utilizoé algunos disenos de trampa registra-
dos en la literatura. Como resultado, se
determino que las trampas de insectos ce-
badas con machos y hembras juntos y las
trampas de caida tipo malla, que utilizaron
el follaje de la planta de papa como atra-
yente, fueron las que presentaron una cap-
tura mayor para el caso del gusano blanco.
Para la polilla guatemalteca las trampas de
insectos cebadas con hembras tnicamente
y las trampas pegajosas de color blanco (co-
mercialmente blanco lechoso) fueron las
que exhibieron las mayores capturas a tra-
vés de todo el ciclo del cultivo.

Teniendo en cuenta los resultados positi-
vos que se obtuvieron con la utilizacion de
eslas trampas se plantet una nueva inves-
tigacion para aprovecharlas en estudios de
dinamica y fluctuacion de captura de los
insectos plaga, para obtener respuestas
practicas que permitan manejar de una
forma racional los principales problemas
entomologicos que actualmente afectan
el cultivo de la papa.

Por lo tanto, el 'objetiw) propuesto para la
presente investigacion consistio en deter-
minar el comportamiento de caplura de
los adultos de gusano blanco y de polilla
quatemalteca a través de todo el ciclo de
desarrollo de un cultivo de papa criolla clon
1 con el empleo de diferente tipo de tram-
pas. El sitio de trabajo fue el Centro Expe-
rimental Tibaitata de CORPOICA, el cual
estd situado en el Km 14 de la via Bogota-
Mosquera, a 4° 42’ latitud norte, 74° 13
longitud oeste, a una altitud de 2.543
msnm, con una precipitacion promedio
anual de 639 mm y una temperatura pro-
medio anual de 12,9°C. Las observaciones
se realizaron desde la siembra hasta la co-
secha en el semestre B del ano 2000.

Materiales y Métodos

El lote de papa criolla o parcela experi-
mental para esta investigacion se seleccio-
no teniendo en cuenta los fuertes ataques
que se presentaron tanto de polilla como
el qusano blanco en ciclos anteriores del
cultivo. Para determinar la presencia de
adultos de gusano blanco en la parcela
experimental se realizé6 un premuestreo
una semana antes de la siembra con tres
dias de intervalo entre cada muestreo, para
un total de tres evaluaciones. Se utilizaron
20 coslales de fique rectangulares de 46
cm x 36 cm de lado, recomendados por el
Centro Internacional de la papa para eva-
luar las poblaciones de gusano blanco en
el campo. En el momento del premuestreo
la parcela experimental estaba lista para
sembrar, y los surcos estaban demarcados.

En la primera y sequnda evaluacion se de-
terminé que un 15 % de las trampas eva-
luadas presentaron adultos de gusano
blanco. En la altima evaluacion el 30% de
las trampas captur6 al menos un adulto
de gusano blanco.

Para determinar la presencia de polilla
guatemalteca en el lote seleccionado se
colocaron trampas de feromona antes de
la siembra del cultivo. Se evaluo la captura
de polilla en 24 trampas y se obtuvo un
promedio de captura / trampa en las tres
tltimas semanas antes de la siembra de
21, 153y 12 machos de polilla guatemalte-
ca, en su orden.

Se determind sembrar papa criolla Cion
1 en un area de 1.000 m*, en el lote selec-
cionado. El cultivo de papa criolla tenia
20 surcos de 50 m de largo distanciados

a 1,20 m y plantas distanciadas a 0,40 m
entre si. Como abono se utilizd 13-26-6
de N,EK, 5 g por planta. Para la evaluacion
de los diferentes métodos de captura de
los insectos de interés se evitd el uso de
insecticidas contra ambas plagas en la par-
cela experimental. Los datos climatologi-
cos fueron suministrados por la estacion
meteorologica ubicada en el C. N. I
Tibaitata.

En esta investigacion se evaluaron meto-
dos tradicionales de muestreo y se compa-
raron con trampas que fueron evaluadas y
recomendadas por Espanol (2002) como
las mas promisorias para ser evaluadas en
campo. A continuacion se describe cada una
de estas trampas,

La trampa de insectos que utiliza 4 parejas
de adultos de gusano blanco como alra-

Figura 1. Trampas disenadas para evaluar gusano blanco en campo. a) Trampa de insectos
con el vaso de plaslico transparente en donde se colocan los adultos vivos de gusano
blanco. b) Montaje de la trampa de insectos en el lote experimental. ¢) Trampa de caida tipo
malla con el follaje de la planta como atrayente. d) Componentes principales de la trampa
de malla. ) Trampa de refugio tipo costal.
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yente permite la captura de machos y hem-
bras de gusano blanco, debido a la accion
de algun tipo de feromona. Consiste de un
recipiente pléstico cilindrico, de color blan-
co, de 16 cm de diametro y 22 cm de altura,
con ventanas laterales de 8 x 16 cm. En el
interior del recipiente y sostenido de la tapa,
se encuentra un vaso plastico cilindrico de
7 cm de diametro y 9 cm de altura, con dos
ventanas laterales de 4,5 x 4 cm, cubiertas
con tul. En este vaso interior se colocan los
insectos que sirven como cebo. Para su fun-
cionamiento se llena de agua el recipiente
contenedor hasta un nivel inferior al borde
de las ventanas. Los recipientes plasticos se
entierran a 10 cm de profundidad, quedan-
do a ras del suelo con el borde inferior de
las ventanas laterales. Estas ventanillas se
orientan siguiendo la direccion de los sur-
cos (Fig. 1a, b).

La trampa de caida tipo malla permite la
captura de machos y hembras de gusano
blanco debido posiblemente a la accion
de algun tipo de kairomona emitida por el
follaje de las plantas. Consiste de un vaso
plastico de 11 cm de diametro y 7 cm de
altura, que se ubica dentro y en la base de
un cilindro del mismo diametroy 14 cm de
altura, abierto por los extremos hecho de
malla metalica con una trama en rombos
de 5 x 5 mm de lado. En la parte superior
del cilindro de malla, se encuentra un piso
o soporte para los atrayentes vegetales,
hecho del mismo material del cilindro. El
interior del vaso se llena con agua. La tram-
pa se ertierra con el borde del vaso plasti-
co aras de la superficie del suelo. La forma
cilindrica de la trampa permite que el in-
secto tenga la misma probabilidad de ser
atraido por el sustrato desde cualquier
punto alrededor y también permite la en-
trada libre del adulto por cualquier parte
de la trampa. Los insectos atraidos traspa-
san la malla que conforma el cilindro me-
talico, caen en el vaso con agua y quedan
atrapados (Fig. 1c, d).

El meétodo tradicional evaluado en esta in-
vestigacion corresponde al recomendado
por el Centro internacional de la papa (CIP)
para evaluar los adultos de gusano blanco
en campo. Consiste de un pedazo de costal
de fique rectangular de 46 cm x 36 cm, con
un tamano de malla de 5 x 5 ¢m que se
coloca sobre la superficie del suelo para que
le sirva de refugio al insecto. Estas trampas
utilizan como atrayente vegetal el follaje de
la papa que se coloca debajo del costal.
Adicionalmente se aplica sobre las hojas
una cucharaditz de Furadan ® granulado
para aniquilar los insectos que lleguen. En
el ensayo se utilizaron 3 hojas de papa crio-
lla Clon 1 mas una cucharadita de Furadan
® granulado. Las trampas de costal de fi-
que se utilizaron como testigos con respec-
to a las otras trampas (Fig. le).

Fara el caso de polilla guatemalteca, Espa-
nol (2002) recomendé la utilizaciéon de las
trampas de insectos cebadas con hembras
de la misma especie y las trampas pegajo-
sas de color blanco lechoso. A continua-
cion se describen los dos tipos de trampa.

Las trampas de insectos, que permiten la
captura de machos y en menor cantidad
de hembras de polilla guatemalteca, con-
sisten de dos recipientes, uno externo plas-
tico de color blanco de 22 cm de largo x
16 cm de diametro con dos ventanas late-
rales de 8 x 16 cm, sostenido a 80 cm del
suelo por una estructura de madera en for-
ma de L invertida. El otro recipiente es
pequeno y se ubica internamente, colga-
do de la tapa del recipiente externo. Se
trata de un frasco de plastico transparen-
te, de 6 cm de diametro x 7 cm de largo,
con ventanas laterales forradas en tul de 5
cm x 3 cm, en donde se colocan 8 hembras
virgenes que sirven de atrayente. Para la
captura de los insectos que llegan atrai-
dos por las hembras se utiliza agua
jabonosa en el recipiente externo (Fig. 2a).

Las trampas pegajosas blanco lechosas se
disenaron para atrapar los insectos adul-
tos de polilla en vuelo. Se utiliza como
adherente el Biotrapper®. Son laminas
plasticas de 15 x 15 c¢m, las cuales se sos-
tienen con un alambre a una altura de 2
cm del suelo (Fig. 2b).

Finalmente, como método tradicional para
la captura de polilla quatemalteca, se uti-
liz6 la trampa de feromona, de la cual se
dispusieron 4 trampas alrededor de la par-
cela experimental.

Las evaluaciones de las trampas tanto para
gusano blanco como para polilla quate-
malteca se realizaron desde el momento
de la siembra hasta la cosecha del cultivo.
Se realizaron muestreos semanales y los
datos de captura se relacionaron con las
etapas fenologicas del cultivo y con las
condiciones climaticas reinantes durante
la ejecucion del ensayo. Las trampas em-
pleadas para evaluar qusano blanco se tra-
bajaron bajo un diseno de bloques
completamente al azar con 20 replicacio-
nes, mientras que las trampas de insectos
disenadas para polilla quatemalteca se
trabajaron bajo un diseno de bloques com-
pletamente aleatorizados con 4 replica-
ciones. Las trampas pegajosas blanco
lechosas se trabajaron bajo un diseno de
bloques completamente aleatorizados con
20 replicaciones.

Todas las trampas a excepcion de las tram-
pas de insectos disenadas para polilla
guatemalteca se evaluaron en dos etapas
del cultivo antes y después del aporque. El
analisis de los resultados de captura se rea-
lizG a través de estadisticas descriptivas.

Resultados y Discusion

Los resultados que se discuten a conti-
nuacion incluyen el analisis de la captura
por tipo de trampa y la comparacion de las

g

Figura 2. Trampas disenadas para capturar adullos de polilla guatemalteca en campo. a)
Ubicacion de las trampas de insectos en la parcela experimental. b) Trampa de insectos con
adultos vivos dentro del recipiente transparente, c) Trampa blanco lechosa,
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curvas de captura entre los diferentes ti-
pos de trampa. Como la naturaleza de las
trampas y su accion son diferentes, la com-
paracion entre ellas no se hace estadisti-
camente. Cada tipo de atrayente tiene una
capacidad particular para atraer una canti-
dad determinada de insectos, pero no es
el interés de esta investigacion determinar
cual tipo de trampa atrae un mayor o me-
nor numero. Mas bien, este andlisis pre-
tende obtener una primera aproximacion
a los ciclos de actividad del insecto y su
relacion con los cambios de desarrollo del
cultivo, para lo cual, cada tipo de trampa
puede aportar algo propio en su momen-
to de acuerdo con su naturaleza.

Dinamica de captura para gusano
blanco

Antes del aporque se observo una mayor
actividad de los adultos de gusano blanco
en dos épocas del cultivo, que fueron la
emergencia y la floracion (Fig. 3). En la
emergencia, las trampas de malla que uti-
lizaron el follaje de la planta como atra-
yente presentaron una mayor captura, lo
cual posiblemente esta relacionado con la
liberacion por parte de la planta de algin
tipo de compuesto tipo Kairomona, el cual
es percibido por los adultos de gusano
blanco y los induce a buscar el follaje para
realizar actividades probablemente de ali-
mentacion o de oviposicion necesarias
para iniciar nuevas infestaciones. Aunque
estos insectos realizan una actividad so-
cial, entendida.en este trabajo como la
capacidad que tienen para interactuar con
individuos de su misma especie, agrupan-
dose para realizar cierto tipo de activida-
des como la busqueda de sitios de refugio
o de apareamiento, este tipo de actividad
parece no ser prioritaria en esta etapa del
cultivo, de acuerdo con la captura baja re-
gistrada en las trampas de insectos y en
las trampas de refugio tipo costal.

En la etapa de floracion parece que existiera
una mayor actividad del insecto, la cual se
reflejo en el aumento de adultos de gusano
blanco capturados en los tres tipos de tram-
pas evaluadas. Sequn los resultados de cap-
tura, los adultos, ademas de buscar las
plantas para alimentacion, u oviposicion de
acuerdo con la captura alta registrada en las
trampas de malla, también intensifican su
actividad social, de acuerdo con la captura
alta registrada en las trampas de insectos.
Adicionalmente, las mayores capturas en las
trampas de refugio tipo costal que utilizan
al mismo follaje como atrayente sugirieren
la necesidad que tiene el insecto para bus-
car sitios de refugio, aunque no se descarta
que las plantas de papa también pueden
proporcionar un medio de refugio (Fig. 3).

Con la ayuda de los promedios moviles
(Fig. 4), puede observarse con mas clari-
dad el incremento de la actividad de los
adultos de gusano blanco en la floracion
del cultivo, en donde las curvas de captura
para cada trampa evaluada presentaron
tendencias similares.

Este aumento en las capturas de adultos
de gqusano blanco con los tres tipos de

trampas coincide con los resultados co-
mentados por Calvache (1980), quien
menciond que a medida que las plantas
crecen van llegando los insectos al |ote,
de manera que el periodo comprendido
entre la emergencia de la planta y el
aporque es la época en la cual se presen-
tan las mayores poblaciones.

Este aumento de la poblacion de gusano
blanco a medida que el cultivo va desa-
rrollandose parece no estar afectado por
las condiciones climaticas, en especial por
la precipitacion. En la figura 5 se observa
como después de un pico de precipita-
cion la captura de adultos de qusano blan-
co disminuye pero luego continua en
aumento hasta la finalizacion de esta fase
de evaluacion. Estos resultados sugieren
que posiblemente la poblacion del insec-
to no se afecta por la ocurrencia de las
lluvias. Salazar (1996) en evaluaciones
realizadas en campo y almacen observo
que las épocas de emergencia de los adul-

tos no coincidian con las épocas de mayor
pluviosidad. Mencioné que la emergen-
cia de los adultos estaba ligada a la pre-
sencia de alimento.

Un fenomeno similar se observé con las
labores del cultivo como atierradas y
desyerbas las cuales aparentemente tam-
poco afectaron el comportamiento de los
adultos de gusano blanco en el campo.

En cuanto a la dinamica de la captura ob-
servada después del aporque, los tres tipos
de trampa presentaron una disminucion
en la actividad del gusano blanco traduci-
da en menores capturas del insecto adulto
con respecto a la fase anterior (Fig. 6). A
los 98 dias después de siembra la curva de
captura en las trampas de insectos de
gusarno blanco alcanzo un pico, el cual po-
siblemente esta relacionado con el resur-
gimiento de una nueva poblacion, segun
los datos de ciclo de vida obtenidos por
Calvache (1980), quien bajo condiciones
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Figura 3. Dinamica de la captura de adultos de gusano blanco antes del aporque, en trampas
con diferentes tipos de atrayente en un cultivo de papa criolla Clon 1. CORPOICA. Tibaitata.
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de laboratorio en Tibaitata, registro una
duracion de ciclo de vida de 85 a 126 dias.

Esta nueva poblacion pudo haberse origi-
nado a partir de una infestacion inicial en
la etapa de emergencia del cultivo, regis-
trada en las trampas de caida tipo malla
como ya fue mencionado anteriormente,
Estas capturas permiten suponer que los
adultos de gusano blanco se buscan para
aparearse seguramente, mientras que otro
tipo de actividades como alimentacién y
oviposicion pasan a un segundo plano.

El comportamiento del insecto también
puede estar relacionado con el estado de
desarrollo del cultivo. En este momento,
el cultivo se encuentra en la madurez fisio-
légica que se produce aproximadamente
entre los 80 y 100 dias después de siem-
bra. Las plantas estan cercanas al proceso
de senescencia, las hojas comienzan a cam-
biar de color y posiblemente son menos
atractivas para que el insecto realice cier-
tas actividades, reflejandose en las dife-
rentes capturas observadas en los tres
tipos de trampa.

Al acercarse la cosecha se observa como el
comportamiento de captura sigue cam-
biando, disminuye la atraccién entre los
adultos pero aumenta la atraccion hacia el
follaje fresco que se encuentra en las tram-
pas de malla. Estos resultados posiblemen-
te sugieren que el insecto comienza a
moverse o0 a desplazarse en blisqueda de
follaje fresco (Fig. 6).

Es importante observar cémo después del
aporque las capturas en las trampas de
refugio tipo costal caen considerablemen-
te, con respecto a las otras trampas eva-
luadas. Al examinar los promedios moviles,
los cambios en las tendencias de captura
para los diferentes tipos de trampa se ob-
servan con mayor claridad (Fig. 7).

La dinamica de captura de adultos de gu-
sano blanco también se relacioné con los
registros de precipitacion del periodo de
evaluacién. Se observd un pico inicial de
precipitacion a los 105 dias después de
siembra y uno menor a los 119 dias des-
pués de siembra. El incremento inicial del
periodo de lluvias coincidié con el pico de
captura registrado en las trampas de in-
sectos (Fig. 7). Parece ser que las lluvias
disminuyen el numero de insectos captu-
rados en las trampas, pero no a la pobla-
cion, la cual permanece presente en el lote
experimental a través de todo el periodo
de evaluacion. De igual manera la activi-
dad del insecto parece que tampoco es
afectada, ya que la atraccion entre los adul-
tos prevalece en esta etapa y la busqueda
de follaje fresco para alimentacion o para
oviposicion sigue en incremento hasta el
momento de la cosecha.

Este comportamiento en la captura de adul-
tos de gusano blanco registrado con los
diferentes tipos de trampa es consistente
a través del desarrollo del cultivo en don-
de la actividad del insecto parece estar mas
relacionada con ciertas caracteristicas del
cultivo,
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Dinamica de captura para polilla
guatemalteca

Antes del aporque las trampas lechosas
registraron un aumento brusco en la cap-
tura de adultos de polilla guatemalteca, la
cual coincidio con la tuberizacion del cul-
tivo. Después las capturas comenzaron a
disminuir hasta la finalizacion de esta fase
de evaluacion (Fig. 8). Este cambio puede
estar sugiriendo que los adultos de polilla
guatemalteca no permanecen en el cultivo
sino que son atraidos en la etapa de
tuberizacion por alguna condicion espe-
cial de las plantas de papa, observacion
que ya habia sido hecha por Soriano
(1999) trabajando con trampas de fero-
mona. El determino que en la tuberizacion
se presentaba un incremento en las captu-
ras debido a la presencia de una kairo-
mona que era captada por las hembras,
las cuales a su vez liberaban una feromona
que era percibida por los machos, al igual
que la feromona de las trampas, y se obte-
nia un incremento en la captura en las tram-
pas. También comento que después de la
tuberizacion las capturas caian.

La coincidencia entre estos dos trabajos
sugiere en primer lugar que la época de
mayor actividad del insecto se centra
especificamente en la etapa de tuberi-
zacion y segundo que estos dos lipos de
trampas si estan registrando la actividad
de los adultos de polilla guatemalteca.
Sin embargo, las trampas de feromona
son una buena herramienta para evaluar
las poblaciones en campo pero no en con-
dicion experimental, ya que maneja un
rango de accion amplio, atrae machos de
cultivos vecinos, y no suministra informa-
cion de la poblacion de hembras existen-
tes en el cultivo. En cambio las trampas
blanco lechousas por capturar la poblacion
que se encuentra dentro del cultivo, y
permitir la captura no solo de machos sino
también de hembras (Espanol 2002),
puede ser considerada como una buena
alternativa a emplear bajo un esquema
experimental.

En cuanto a las condiciones climaticas,
Soriano (1999) realizo una analisis de re-
gresion entre la captura de machos de
polilla guatemalteca y la precipitacion y
determind que no habia relacion directa
entre estos dos parametros sino que el
comportamiento de la poblacion captura-
da estaba relacionada con el desarrollo del
cultivo y especificamente con la presencia
de una kairomona generada por tubércu-
los en formacion y desarrollo. Aunque es-
tas observaciones son validas para el
presente trabajo, también es importante
mencionar que la tuberizacion se presen-
t6 en una época seca que pudo favorecer
la migracion del insecto, la busqueda de
la fuente de emision de la kairomona y
otras actividades propias de su comporta-
miento (Fig. 8).

En cuanto al viento, otro factor climatico
que puede afectar las capturas de polilla
guatemalteca, no se encontré una clara
relacion a través del periodo de evalua-
cion entre Ia velocidad del viento y las cap-
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turas, tal como se observa en la (Fig. 9).
Sin embargo, seria importante utilizar otro
tipo de metodologia para evaluar el efecto
de la direccion de los vientos sobre el com-
portamiento de las poblaciones de polilla
guatemalteca.

En cuanto a las practicas culturales como
desyerbas y atierradas no es claro su efec-
to sobre el comportamiento de captura.
Por lo tanto se sugiere realizar nuevos es-
tudios en donde se evaltien con mas deta-
lle estas variables.

Después del aporque las capturas de poli-
lla guatemalteca en las trampas blanco le-
chosas bajaron considerablemente,
coincidiendo con un periodo lluvioso que
se presento en esta época del ano (Fig.
10). Cuando el cultivo alcanzo la madurez
fisiologica, se observo un aumento en la
captura de adultos de polilla guatemalteca
que se extendio hasta la cosecha del culti-
vo. Este aumento, posiblemente corres-
ponde con una entrada tardia de la plaga,
similar a la que observo Soriano (1999)
€n sus ensayos.

Al analizar las condiciones climaticas se
observo que el aumento de las capturas
de adultos de polilla guatemalteca, posi-
blemente se vio favorecida por la €poca
seca que se presentod a partir de la madu-
rez fisiologica del cultivo, mientras que el
comportamiento de la velocidad del vien-
to mostro un descenso para esta mismo
periodo (Figs. 10 y 11).

En cuanto a las trampas de insectos que
utilizaron a las hembras como atrayente,
las evaluaciones iniciales no se pudieron
realizar por problemas metodologicos para
mantener los adultos vivos dentro de las
jaulas. Las evaluaciones se iniciaron un mes
despues de sembrado, cuando el cultivo
se encontraba en tuberizacion. El primer
aumento en la captura se registré en la
floracion del cultivo, luego disminuyd con-
siderablemente hasta la madurez fisiolo-
gica, en donde se presentd un aumento
que se mantuvo hasta la cosecha del culti-
vo. Estas capturas bajas registradas des-
pués de la floracion posiblemente estén
relacionadas con una menor presencia de
la plaga, como también comenté Soriano
(1999), y no con pérdidas de la efectividad
de la trampa (Fig. 12).

El incremento de la captura observado en
la madurez fisiologica se dio en forma brus-
ca tanto en las trampas de insecto como
en las trampas lechosas. La manifestacion
del pico de captura se dio en un periodo
de baja pluviosidad y el efecto de la veloci-
dad del viento no fue claro tal como se
observo en la fase anterior (Figs. 12 y 13).
Al analizar los resultados se presentaron
coincidencias no sélo en el comportamien-
to de captura entre las diferentes trampas
evaluadas, sino también con lo registrado
en la bibliografia acerca del tema.

El comportamiento de captura de machos
con las trampas de feromona se resume
en la figura 14. Se observa como los pi-
cos de captura de machos se dieron pun-
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tualmente, caracteristica también obser-
vada con los otros tipos de trampa eva-
luadas. El primer pico se marcé en la
emergencia del cultivo, y el sequndo se
dic a partir de los 35 dias después de
siembra coincidiendo este ultimo con la
tuberizacion del cultivo. En la etapa de
madurez fisiologica aunque no se pudie-
ron tomar algunas lecturas por proble-
mas logisticos, se registraron capturas
altas a los 112 dias después de siembra
que posteriormente decrecen y vuelven a
aumentar al inicio de la cosecha a los 126
dias después de siembra (Fig. 15). Estos
resultados son similares a los presenta-
dos por Soriano (1999) con la diferencia
de que se obtuvieron mayores capturas al
momento de la emergencia.

No es posible determinar con solo un en-
sayo la causa por la cual ocurrio un au-
mento de las capluras al momento de la
emergencia del cultivo, pero es importan-
te resaltar que todas las trampas evalua-
das presentaron un comportamiento de
captura muy similar, que las ubica como
una alternativa viable para realizar el se-

guimiento de las poblaciones de polilla
guatemalteca en el campo.

Conclusiones

* Para el taso de gusano blanco se pudo
determinar que cada tipo de trampa regis-
tré de diferente manera la actividad del
insecto a través del desarrollo del cuitivo,
dadas las caracteristicas o naturaleza de
las mismas.

* De acuerdo con los resultados de captu-
ra la actividad del insecto parece estar di-
rectamente relacionada con el desarrollo
del cultivo, y en menor proporcion con los
periodos lluviosos y labores culturales.

= Con la ayuda de las trampas se determi-
naron dos épocas del cultivo en donde
los adultos de gusano blanco son mas
activos, en la floracion y madurez fisiolo-
gica del cultivo. Se sugiere continuar los
estudios relacionados con estos tipos de
trampas ya que arrojan informacion im-
portante especialmente para la aplicacion
de medidas de control. Ademas, es im-
portante determinar el curso que toma la

determino que las trampas evaluadas pre-
sentaron un comportamiento de captura
similar no sélo entre ellas sino también
con lo registrado e la literatura revisada.

* Los resultados de captura suministrados
por las trampas coincidieron con trabajos
anteriores en donde la mayor actividad del
insecto se centro en la luberizacion y en la
madurez fisiologica del cultivo.

= Se sugiere la utilizacion de las trampas
lechosas y las trampas que utilizan insectos
hembra de polilla guatemalteca como atra-
yerte, para continuar las investigaciones
sobre la dinamica de estas plagas, ya que
permiten la captura tanto de hembras como
de machos y facilitan la evaluacion de la
poblacion de la plaga dentro del cultivo.

* Aunque los periodos lluviosos parecen
no afectar en forma negativa el comporta-
miento de captura de los adultos de poli-
lla quatemalteca en campo, se sugiere la
implementacion de ensayos en donde se
evaluen la precipitacion y el efecto de los
vientos.

Literatura citada

CALVACHE, H. 1980. El gusano blanco de la
papa, Prermnotrypes vorax (Hustache). p. 12-
20. En: Calvache, H.; Alvarado, L. (eds.). El
gusano blanco de la papa, Fremnotrypes
vorax (Hustache) y su control. Instituto Co-
lombiano Agropecuario, ICA. Subgerencia
de Investigacion. Centro regional de inves-
tigaciones "Obonuco”, Pasto.

ESPANOL, J. A. 2002, Desarrollo de técnicas
para la captura, muestreo y sequimiento
de la polilla guatemalteca Tecia solani-
vora (Povolny) y el gusano blanco de la
papa Premnotrypes vorax (Hustache) en
condiciones de campo. Tesis de M. 5¢. Uni-
versidad MNacional de Colombia, Facultad
de Agronomia, Bogota. 139 p.

HERNANDEZ, L.; LEON, A. 1998. Dinamica
poblacional y comportamiento de la poli-
lla quatemalteca Tecia solanivora (Povol-
ny) €n el municipio de Ventagquemada
Boyacd. p.12-13. En: Planeacion estrate-
gica para ¢l manegjo de Tecia solanivora
en Colombia. Memorias. Grupo de inves-
tigaciones agronomicas y biotecnologicas,
Facultad de Agronomia-Instituto de
Biotecnologia Universidad Nacional de
Colombia, Santafé de Bogota. 71 p.

SALAZAR, E. 1996, Ciclo biologico y dinamica
poblacional de gusano blanco de la papa
Premnotrypes vorax Hustache en el munici-
pio de Motavita (Boyaca). Trabajo de grado
Ingenieria Agronomica. Facultad de Cien-
cias Agropecuarias. Universidad Pedagogi-
ca y Tecnologica de Colombia. Tunja. 110 p.

SORIANO, J. 1999. Algunos aspectos para una
mejor comprension de Tecia solanivora
(Polilla quatemalteca). Memorias XXVI
Congreso Sociedad Colombiana de
Entomologia. p. 239-246. Bogota.

Recibido: Abr. 22 / 2003
Aceptado: Ago 15/ 2003



https://doi.org/10.25100/socolen.v30i1.9528

Analisis electroforético de las relaciones evolutivas
en las especies de Drosophila (Diptera:
Drosophilidae) del enjambre martensis:

D. martensis, D. starmeri y D. uniseta
Electrophoretic analysis of the evolutionary relations in Drosophila species (Diptera:
Drosophilidae) of the cluster martensis: D. martensis, D. starmeri and D. uniseta
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Resumen. En geles de almidon fue inferida electroforéticamente la variacion genética de doce loci
isoenzimaticos, entre seis poblaciones alopatricas colombianas del enjambre martensis (D. martensis, D.
starmeri y D. uniseta), provenientes de Santa Marta (departamento del Magdalena), Camarones (depar-
tamento de la Guajira) y del desierto de la Tatacoa (departamento del Huila). Esta estimacion fue con-
frontada con una especie filogenéticamente relacionada (D. buzzatii) y una distante (D. melanogaster).
Las divergencias enzimaticas se infirieron a partir de distancias genéticas y los resultados permnitieron
identificar seis niveles de divergencia taxonémica: Poblacion local (D = 0,1031), subrazas (D = 0,1412),
subespecies o razas (D = 0,1870), especies de un mismo enjambre o cluster (D = 0,7907), especies de
enjambres diferentes (D = 1,0055) y especies de grupos diferentes (D = 1,4327). A través de este
estudio preliminar, se confirmoé la utilidad de los datos electroforéticos como estimadores de divergencia
evolutiva y se sugiere un posible ejemplo de especiacion alopatrica.

Palabras clave: Especiacion alopatrica. Variabilidad alozimica. Niveles divergencia. Sinméorficas.

Summary. Starch gei electrophoresis was used to elucidate genetic variation at 12 isoenzyme loci
among six allopatric Colombian populations of the cluster martensis (D. martensis, D. starmeri and D.
uniseta), from Santa Marta (Magdalena Department), Camarones (Guajira Department) and from the
Tatacoa desert (Huila Department). This estimation was compared to a phylogenetically related (D.
buzzatii) and distant (D. melanogaster) species. The enzymatic divergences were inferred from genetic
distances and the results allowed the identification of six levels of taxonomic divergence: Local population
0,7907), species of different clusters (D = 1,0055) and species from different groups (D = 1,4327).
Through this preliminary study, the utility of electrophoretic data as estimators of evolutionary divergence
was confirmed and a possible example of allopatric speciation is suggested.

Key words: Allopatric speciation. Allozyme variability. Levels of divergence. Siblings.

Introduccién

El subgénero Drosophila se originé en la
zona tropical del viejo mundo. La radiacion
inicial para los linajes del nuevo mundo
surgieron a partir de la rama ancestral virilis/
repleta. Uno de los linajes mas conspicuos
y que ha presentado sucesivas radiaciones
de Drosophila es el grupo repleta. La carac-
teristica mas notable de este grupo es que
las especies utilizan como nicho tréfico los
cactus en descomposicion, condicién que
le ha permitido establecerse en ambos he-
misferios en zonas templadas, desérticas y
semidridas de los tropicos y semi - tropicos
(Wasserman 1962; Sanchez 1987; Powell
1997; Castaneda 2000).

Las 89 especies del grupo repleta se ca-
racterizan por poseer una cerda en cada
punto negro del mesonotum, aspecto que
las distingue de los otros. Los estudios
morfologicos y citogenéticos han permi-
tido dividirlo en seis subgrupos o
complejos: repleta, mercatorum, hydei,
mulleri, fasciola y buzzatii (Patterson y
Stone 1952; Wasserman 1962, 1967; Ruiz
Y Wasserman 1993). El subgrupo buzzatii
esta compuesto por los enjambres o
clusters stalkeri, buzzatii y martensis. El
enjambre martensis esta conformado por
las especies: D. martensis (Wasserman,
Wilson en Vilela 1983), D. uniseta (Wa-
sserman; Koepfer; Ward en Vilela 1983),
D. starmeri (Wasserman, Koepfer, Ward en

Vilela 1983) y D. venezolana (Ruiz y
Fontdevila 1981).

Las especies del enjambre martensis son
sinmorficas y estan estrechamente relaciona-
das, porque comparten una serie de inver-
siones que les son unicas (Xabcj, 2abmnz7,
5d2). Su ancestro debié presentar un alto
polimorfismo, que ha evolucionado a D. star-
meri. Las demas emergieron de éste fijando
sus propias inversiones; muchas de las cuales
han permanecido polimorficas en D. starmeri
(Wasserman 1962; Ruiz y Wasserman 1993;
de Polanco 1998; Prada 2002).

Estas especies se encuentran distribuidas
en las zonas semiaridas del norte de
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Sudamérica (Colombia, Venezuela y Anti-
llas holandesas). Se conoce que ocupan
recursos diferenciados (Benado et al.
1984). D. uniseta utiliza exclusivamente el
cactus columnar Ritterocereus griseus. D.
martensis emerge tanto de los columnares
como de opuntias; D. starmeri prefiere los
columnares y ocasionalmente explota los
opuntias (Ruiz y Fontdevila 1981; Sanchez
1987).

En Colombia estas especies han sido de-
tectadas en los departamentos de la Gua-
jira, Magdalena, César y Cundinamarca
{Ruiz y Fontdevila 1981; Sanchez 1987;
Hoenigsberg et al. 1987). En el Huila se
coleccionaron por primera vez en el de-
sierto de la Tatacoa, por de Polanco (1998).

En el ambito reproductivo, Rojas (2001)
confirma que todas las especies del en-
jambre martensis se comportan comeo ver-
daderas. Las poblaciones geograficamente
aisladas de la costa norte y el desierto de
la Tatacoa tanto en D. starmeri como en D.
martensis, han manifestado divergencias
significativas a nivel morfologico y repro-
ductivo (Castaneda 2000; Rojas 2001). En
la especie D. starmeri la poblacion de San-
ta Marta presenta mayor polimorfismo
cromosomico que las poblaciones de Ca-
marones y Rosalia (Prada 2002). Desafor-
tunadamente en D. uniseta no se han
realizado estudios comparativos entre las
poblaciones de estas dos localidades.

Sin embargo, ne se tiene ningtn conoci-
miento sobre la diferenciacion enzimatica
que presentan estas poblaciones alopa-
tricas. En este estudio se pretendio llenar
este vacio utilizando geles de almidon para
inferir, en doce loci, el grado de divergen-
cia alozimica existente entre ellas, con la
intencion de aportar evidencia molecular
que pueda ser utilizada para descifrar su
estado evolutivo.

Materiales y Métodos
Muestras

Se estudiaron tres especies del enjambre
martensis (D. martensis, D. starmeri y D.
uniseta), una relacionada a este enjam-
bre, D. buzzatii y otra filogenéticamente
mas distante, D. melanogaster. El numero
de individuos promedio utilizado por es-
pecie fue de 18, coleccionados desde 1998
en las poblaciones de Santa Marta y Ca-
marones (costa norte) y en Rosalia (vereda
el "Cuzco", desierto de la Tatacoa). La po-
blacion de D. melanogaster proviene de
una coleccion realizada en el ano 2001,
en la localidad de Rosalia. D. buzzatii es
una cepa procedente del laboratorio de
qgenética de la Universidad de Barcelona
(Espana) que ha sido mantenida en el Ins-
tituto de Genética, de la Universidad de
Los Andes desde el ano 1996.

Analisis isoenzimatico

Sistemas enzimaticos. Se analizaron los
siquientes sistemas: «-Esterasa (E.C.3.1.1.2.-
EST), a-Glicerol fosfato deshidrogenasa
(E.C.1.1.1.8.-GPD), Deshidrogenasa malica,

(E.C.1.1.1.37.-MDH), Aldehido oxidasa
(E.C.1.2.3.1.-A0), Enzima malica
(E.C.1.1.1.40.-ME), Peptidasa-S-leucil
tirosina (E.C.3.4.13.18.-PEP), Fosfogluco-
mutasa (E.C.5.4.2.2.-PGM), Fumarasa
(E.C.4.2.1.2.-FUM), Isocitrato deshidro-
genasa (E.C.1.1.1.42.-IDH), Fosfogluconato
deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.44.-PGD).

Procedimiento. En esta investigacion se
compararon las variaciones de diez siste-
mas enzimaticos que corresponden a doce
loci enzimaticos, en geles de almidoén al
10%. El estudio electroforético se realizo
utilizando los protocolos de corrido y
tincion descritos en Sanchez (1987) y
Beltran (1999).

Andlisis genético

Las frecuencias alélicas, heterocigosidad,
la distancia genética e Identidad Genética
de Nei (1978, 1987), se calcularon con el
programa PopGene version 1.31 (Yeh et
al. 1999). Las relaciones filogenéticas en-
tre los grupos estudiados se establecieron
a través del dendograma construido por
este programa, que emplea el algoritmo
UPGMA. Ademas, se calcularon los siguien-
tes parametros:

el porcentaje de bandas comunes o de

nhs A OC) ,
nbd v nbs

similitud (% -
la frecuencia de alelos comunes

| o [k B )
(¢-5,F [3#=3mv]) y comunes (C = 1-Q)

como se describe en Zouros (1973) y
Nair et al. (1971) por parejas de pobla-
ciones y

el error estandar asociado a la distan-
cia genética de Nei ( £,=[(1-/)/1]", Zou-
ros 1973)

Resultados y Discusion

Variabilidad enzimatica en las espe-
cies analizadas

En la tabla 1 se aprecian las frecuencias
alélicas de los sistemas analizados los cua-
les fueron todos polimorficos. Los siste-
mas enzimaticos que presentaron mayor
nimero de alelos, en el enjambre marten-
sis, son la PGD (10 alelos) y a - EST (8
alelos). D. martensis y D. uniseta exhibie-
ron mayor variabilidad en el sisterna MDH
y D. starmeri en PGD.

Los valores de heterocigosidad de los loci
analizados difieren significativamente de
los esperados en todas las poblaciones
analizadas del enjambre martensis, excep-
to para las enzimas lsocitrato deshidro-
genasa (D. starmeri - Santa Marta, X’=
5,48, df = 3; P< 0,05) y Malato deshidro-
genasa (D. uniseta - Rosalia, X*= 3,31; df=
1; P< 0,05). Los valores de heterocigosidad
promedio observada para cada sistema
son una tercera parte del valor esperado
en todas las poblaciones estudiadas (Ta-
bla 2). Aunque este fenémeno es tipico en
muchas especies de Drosophila (Ayala y

Tracey 1974; Sanchez 1987), se debe te-
ner en cuenta que el nimero de indivi-
duos es relativamente bajo (X = 18) y que
no han sido recientemente coleccionados,
por tanto, en el laboratorio estas pobla-
ciones han podido sufrir sucesivos cuellos
de botella.

Las especies del enjambre martensis pre-
sentaron un valor medio de alelos por locus
de 3,2 y una heterocigosidad media de
0,1804. El valor medio mas alto de alelos
por locus lo manifesté D. starmeri (3,8) y
el mas bajo lo mostré D. uniseta con 2,4
(Tabla 2). Las poblaciones de D. martensis
presentan, en general, valores de variabili-
dad analogos a los de las poblaciones de
D. starmeri y también mayores que los de
D. uniseta (especie monofoga). En cierta
manera este resultado puede estar refle-
Jjando la especificidad de nicho que presen-
ta D. uniseta, en contraste con D. starmeri
y D. martensis que son especies polifogas
(Barker y Mulley 1976); quizas esta dife-
renciacion enzimatica sea una insinuacion
de la importancia del sustrato utilizado por
cada una de las especies.

Las poblaciones de D. starmeri de la costa
norte (Santa Marta y Camarones) presen-
taron un valor medio de heterocigosidad
mayor (0,1988) que la poblacion de Rosa-
lia en el desierto de la Tatacoa (0,1250).
En la especie de D. martensis se observo lo
contrario, un valor de heterocigosidad ma-
yor en la poblacion de Rosalia que en la
poblacion de Santa Marta. Estos resulta-
dos reflejan parte de la diferenciacion
genética que existe entre estas poblacio-
nes alopatricas.

Niveles de identidad inira e inter
especifico

Identidad genética de Nei (1978,
1987). A partir de los valores de frecuen-
cias alélicas se estimo el nivel de divergen-
cia (Nei 1978, 1987) en las especies
estudiadas. El programa PopGene arrojo
la matriz de identidad, resumida en tabla
3. Las especies analizadas en este estudio
presentaron una diferenciacion enzimatica
que se ajusta al grado de divergencia
taxonomica. De tal manera que se obser-
van valores de identidades genéticas de
Nei (1978, 1987) que van desde 0,902 has-
ta 0,1537 (I = 0,4434). Las poblaciones
de D. starmeri de Santa Marta y Camaro-
nes (costa norte) muestran el valor mas
alto de identidad genética (0,902), al com-
parar estas poblaciones con la de Rosalia
(desierto de Tatacoa), la identidad prome-
dio se disminuye notablemente (J =
0,8503). La divergencia es menor en Ca-
marones (0,8712) que en Santa Marta
(0,8295). D. martensis mostro en estas
poblaciones un valor de 0,8654.

Las comparaciones entre las especies del
enjambre martensis (D. martensis, D.
starmeri y D. uniseta) aun cuando son
morfologicamente similares, dieron un
buen indice de divergencia genética entre
ellas (] = ©,4559), el cual se reduce a
0,3682 cuando se comparan especies de
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Tabla 1. Variacion alélica de 12 sistemas enzimaticos en 8 poblaciones
D. starmeri D. starmeri D. starmeri D. martensis D. martensis D. uniseta D. melanogaster
LOCI  ALELO  yosalia SantaMarta Camarones Rosalia SantaMarta Rosalia D~ Dueatil Rosalia
N 18 18 19 18 18 18 18 18
98 0,2222 0,6667
99 04167 0,3056
100 0,5556 0,3066 0,3684 0,1111 0,1111 0,4167 0,3611 0,0278
e 101 04444 06111 0,5526 04167 0,1667 0,5833
102 0,0833 0,0789 0,3611 0,6667
103 01111 0,0556
Ho 0,0000 0,1111 0,2632 0,1667 0,1667 0,0556 0,0556 0,2778
He 0,4938 0,5262 0,5526 06713 05123 0,4861 0,6466 0,4614
90 0,5833
o1 0,5278
92 0,4722
93 04167
97 0,6389 0,3056 0,2895
98 03611 0,3056 0,5000
a-BEST g9 0,1667 0,1053
100 0,2222 0,1053 0,2500 0,3333
101 0,1944 0,5556
102 0,3889 0,0556
103 0,1667 0,0556 0,6944
104 0,3056
Ho 0,1667 0,1667 0,0526 0,1667 0,2222 0,1667 0,0556 0,1667
He 04614 0,7361 0,644 0,7207 0,5741 0,4244 0,4861 0,4985
98 0,0278
29 0,3611
FUM-1 100 0,3889 0,1667 0,2105 0,0833 0,1944 0,2778 0,5556 06111
101 0,4167 0,4167 0,4737 0,4722 0,3611 0,3333 0,4444
102 0,1944 0,4167 0,3158 0, 4444 0,1389 0,3889
103 0,3056
Ho 0,0556 0,2778 0,2105 0,2778 01111 0,0000 0,1111 0,3333
He 0,6373 0,625 0,6316 0,5725 0,7191 0,6605 0,4938 0,4954
99 0,3333 0,1316 0,4167 0,5278 0,3333
100 0,5278 0,2778 0,5789 0,5278 04167 06111 0,6667
101 04722 0,1944 0,2895 0,0556 0,3889
e 102 0,1111 0,0556
103 0,0833 0,3611
104 0,6389
Ho 0,0556 0,2222 0,1053 0,2778 0,0556 0,2222 0 0,1667
He 0,4985 0,7546 0,5637 0,5448 0,5448 0,4753 0, 4444 04614
96 0,1389 0,0556 0,6316
97 0, 4444 0,3333 0,5684
98 04167 06111
IDH 99 0,2500 0,0278 0,1111
100 0,2500 0,3333 0,5556 0,5556 0,1111
101 0,7500 0,4167 0,4167 0,2778 0,5833
102 0,0556 0,3056
Ho 0,2222 0,3333 0,2105 0,1667 0,0556 0,2222 01111 0,1667
He 0,6096 0,5123 0,4654 0,375 0,6528 0,517 0,5988 0,554
98 0,0833
99 0,2222 0,2500 0.3421 0,1944 0,0278 0,2500 0,1944 0,5556
MDR-1 100 0,2222 0,2778 04211 06111 0,25 04444 0,1389 0,444
101 0,2222 0,3333 0,2368 0,1944 0,2222 0,2222 0,2222
102 03335 0,0556 0.4167 0,0833 0,2222
103 0,0833 0,2222
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{Continuacion Tabla 1)

Ho 0 0,2778 0,0526 0,3333 0,2222 0,2222 0,2222 0,1111
He 0,7407 0,7392 0,6496 0,5509 0,7068 0,6836 0,7948 0,4938
96 0,2778 0,2778
97 0,0278 0,1053 0,5278 0,4444
98  0,0833 0,3611 0,1579 0,1111 0,1944
99 02778 0,3611 0,2632 0,0278 0,0833 0,3056
MDH-2 100 00,3889 0,2500 0,2368 0,0556 0,0278 0,3889
101 0,2500 0,2368 0,3611 0,3056
102 0,5000
104 0,3611
105 0,6389 0,1111
Ho 0,2222 0,3333 0,2632 0,2222 0,1667 0,2778 0,2778 0,3333
He 0,7022 0,6759 0,7825 0,6281 0,6806 0,4614 0,6065 0,6620
97 0,0278
98 01111 0,1389 0,3684 0,5000 0,3889
- 99 05833 0,4722 04474 0,5000 0,4444 0,5833
100  0,3056 0,3889 0,1842 0,3611 0,3333 0,5278
101 0,4722 0,5833 0,0278
102 0,1667 0,0833
Ho 0,0556 0,1667 0,1579 0,2778 0,1667 0,2222 0,2778 0,3889
He 0,5540 0,6065 0,6302 0,6188 0,5417 0,5000 0,5231 0,5077
93 0,5556
94 0,4444
95 05278 0,3880 0,1842 0,0556
96 0,1389 0,3333 0,5526 0,0556
PGM 97 02222 0,2500 0,2632 0,2778
98  0,0556 0,1944 0,2500
99  0,0556 0,0278 0,4722 0,3056 0,3333
100 0,3333 0,4444 0, 4444 0,2778
101 0,5556
Ho 0,1667 0,1667 0,1579 0,3333 0,1111 0,1111 0,1111 0,1111
He 0,6466 0,6744 0,5914 0,6281 0,6466 0,4938 0,4938 0,7284
92 0,0556
93 0,2778
94 0,1111 0,0556
95 0,0556
96 0,0833 0,0556
97 0,2778
i 98 0,1944 0,3333
99  0,1111 0,1667 0,2632 0,2500 0,4167
100 0,3333 0,5000 0,4211 0,4167 0,5833 0,7500
101 0,5000 0,3333 0,5158 0,5833 0,4167 0,0278
103 0,0556
104  0,0556
Ho 0,2222 0,2222 0,2105 0,1667 0,1667 0,1667 0,0556 0,1667
He 0,6235 0,6111 0,6537 0,4861 0,4861 0,3750 0,7855 0,7022
93 0,1944
94 0,0833
95 0,2500
96 0,1667 0,5000
97 0,4167
PEP-2 98 0,0263 0,0278 0,2500
99  0,3056 0,0556 0,3684 0,1111 0,0833 0,3889
100 03611 0,6111 0,2105 0,2778 0,3333 0,5000 0,0556
101 03333 0,3333 0,3947 0,5333 0,5000 0,1111
102 0,2778 0,0833
103 0,0556
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(Continuacion Tabla 1)

Ho 0,2222 01111
He 0,6651 0.51235
99
100
101
102
103 0,2778
104 0,3889
PGD 105 0,0278
106 0,0833 0,0833
107 0,3611 01111
108 0,5556 0,1111
115
116
117
Ho 0,1111 0,2778
He 0,554 0,7392

0,5158 0,1667 0,1667

0.6634 0,7222 0,625
0,2778 0,1111
0,3611 0,5278
0,2222 0,25
0,1389 0,1111

0,2105

0,5158

0,0789

0,1842

0,2105

0,1053 0,2778 0,3333

0,7715 0,7238 0,6343

0,1667 0,2222 0,1111
0,5864 0,7469 0,625
0,4444 0,7222
0,5556
0,2778
0,3333
0,3333
0,3333
0,1111 o] 0,2222
0,4938 0,4012 0,6667

enjambres diferentes (D. buzzatii vs. espe-
cies del enjambre martensis) y como es
esperado, la identidad mas baja se da en-
tre las especies morfoloégicamente mas di-
ferenciadas 0,2462 (D. melanogaster vs.
las demas). Los valores de identidad gené-
tica entre las poblaciones se pueden ob-
servar mas facilmente en la figura 1. En
donde se destaca, en color negro, el valor
de la identidad genética en las poblacio-
nes de la costa norte y en gris las poblacio-
nes de las distintas zonas geograficas para
las especies de D. martensis y D. starmeri.

Porcentaje de similitud (S). Los porcen-
tajes promedios de bandas comunes o de
similitud entre las poblaciones estudiadas
se calcularon utilizando la ecuacion de Nair
et al. (1971). Al comparar todas las pobla-
ciones geograficamente aisladas de D.
starmeri y D. martensis se encontré que
solo comparten un 78,9% de bandas co-
munes, denotando que son unidades di-
ferentes. Detallando las diferencias por
especie se observo que S decrece de la
siguiente manera: 84,44%, entre las po-
blaciones de Santa Marta y Rosalia (D.
martensis), 83,33% entre las poblaciones
de Santa Marta y Camarones (D. starmeri),
76,09% entre Santa Marta y Rosalia (D.
starmeri) y 71,74% entre Camarones y
Rosalia(D. starmeri).

Los resultados también permitieron ob-
servar que el valor de similitud, como es
légico, disminuye de acuerdo con el nivel
evolutivo: 35,75% al comparar especies del
mismo enjambre, 23,18% especies de di-
ferentes enjambres y 17,31% especies de
grupos diferentes. De manera coherente,
los porcentajes de S se aproximan a los
valores obtenidos de las identidades
genéticas.,

Niveles de diferenciacién genética
intra e inter especifica

Distancia genética de Nei (1978,
1987). En la tabla 3 se muestran los valo-

Tabla 2. Namero de alelos muestreados (N), alelos promedio por locus (G) y heterocigosidad
promedio observada y esperada (Ho y He) en poblaciones del enjambre martensis exami-
nadas para 12 sistemas enzimaticos (error estandar en paréntesis)

. PROMEDIO i

ESPECIE POBLACION N G DE HETEROCIGOSIDAD [

H, H. |

- . e bl S|

D. starmeri Rosalia 36 3,1667 0,1250 (0,0890) 0,5989 '
D. starmeri Santa Marta 36 3,8333 0,2222 (0,0850) 0,6427
D. starmeri Camarones 38 3,4167 0,1754 (0,0850) 0,6333

D. martensis Rosalia 36 3,1667 0,2361 (0,0675) 0,6035 |
D. martensis Santa Marta 36 35,5833 0,1620 (0,0766) 0,6104
D. uniseta Rosalia 36 2,4167 0,1620 (0,0802) 0,5131

PROMEDIO 3,2639 0,1804

res de distancia genética con sus errores
estandar y las identidades genéticas. La dis-
tancia menor corresponde a las compara-
ciones realizadas entre poblaciones de una
misma especie: 0,1031 (D. starmeri, Santa
Marta - Camarones), 0,1870 (D. starmeri,
Santa Marta - Rosalia), 0,1379 (D. starmeri,
Camarones - Rosalia) y 0,1446 (D. mar-
tensis, Santa Marta - Rosalia). La divergen-
cia entre los taxa es congruente con un
aumento de los valores de distancia: 0,7907
especies del mismo enjambre, 1,0055 en-
tre diferentes enjambres y 1,4327 entre es-
pecies de grupos diferentes,

Frecuencia promedio de alelos comu-
nes (C) y no comunes (Q). En la figura 2
se ilustra la frecuencia de alelos comunes
(C) y no comunes (Q). En la cual se puede
apreciar la tendencia inversa de estos
parametros, mientras C decrece, Q aumen-
ta de acuerdo con la divergencia taxono-
mica. En las especies del enjambre
martensis los valores mas altos de C lo ex-
hibieron las poblaciones de una misma
especie. En D. starmeri las poblaciones de
la costa norte (Santa Marta y Camarones)
presentaron un valor de C = 0,9474, el
cual se disminuye a 0,9168 entre las po-
blaciones alopatricas Camarones - Rosalia

0,6003

y a 0,9097 entre Santa Marta - Rosalia.
Contrariamente, las poblaciones de D.
martensis presentaron valores similares a
los de la costa norte, El valor de C se dis-
minuye sensiblemente cuando las compa-
raciones son inter especificas: 0,563
especies del enjambre martensis, 0,4161
especies de distintos enjambres y 0,3647
especies de grupos diferentes.

Dendograma

En la topologia del arbol generado, se
evidencia el valor sistematico de los resul-
tados electroforéticos, los cuales permi-
ten separar claramente las distintas
especies. Por un lado el enjambre marten-
sis aparece relacionado con la especie
evolutivamente mas cercana, D. buzzatii y
como la mas distante del grupo surge D.
melanogaster. Las especies del enjambre
martensis se pueden diferenciar visible-
mente en dos grupos, uno retne las po-
blaciones de D, starmeri y otro esta
conformado por D. martensis y D. uniseta.
Ademas, es apreciable la separacion en el
arbol, entre las poblaciones de la costa
norte y el desierto de la Tatacoa, tanto
para D. martensis como D. starmeri.
Contrariamente, las poblaciones de San-
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D. melanogaster D. buzzatti
D.B| 10,3603 D.ME [ ] 0,3603
D.U{R)i ] 0,1951 D.U(R)I |0,3558
D.M(SM}! ] 0,1537 D. M (SM)[ 10,4406
D MR) | 10,2345 D.M(R)] 10,4049
D.ST(C) 10,2771 D. sncﬂ 10,3398
D.ST(SM)[ ] 0,2332 D.ST(SM) | 10,3149
D.ST(R)| ]0,2693 D.ST(R)! 10,3531
D. starmeri (Rosalia) D. uniseta (Rosalia)
D.ME 70,2693 pME[ 10,1951
D.BI 10,3561 DB | 10,3558
D.UR)! 10,4264 D.M(SM) | 10,4480
D. M (SM) [ 10,3762 D.M(R) | 10,5280
DR L9180 D.ST(C) | 10,4955
D. i D.ST(SM) | 10,4468
2. S (5] 8 HAR D.ST(R) | 10,4264
. D. starmeri (Santa Marta) D. martensis (Santa Marta)
D.ME : 0,2332 1
D.ME [___10,1537
L e—— L D.B | ] 0,4406
D.UR) [ 10,4264 D.UR) — 10,4480 |
D.M(SM) [ ] 0,4653 D.MR) |
D.M(R) [ 10,5150 D.ST(C) [ 10,4039
D.ST(C) I 020 D, ST (SV) | 10,4653
0.STR) N 0 525  D.ST() [ 10,3762

D. starmeri (Camarones) D. martensis (Rosalia)
D.ME 70,2771 D.ME [————10,2345
D.B SI 0,3398 0B | ] 0,4049

DUR) [ ""70,4468 D.UR) | ] 0,5414

DM (SM) [ 10,4039 D.M(SM) B I 0,8654
D.M(R) | 10,4928 D.ST(C) | 10,4928
D. ST (SM) I, O 9020 D, ST(SM) | 10,5150

D.ST(R) | EE0,8712 D.ST(R) | 10,4166

) |
Figura 1. Distribucion de Identidades entre las diferentes especies estudiadas para 12 sistemas enzimaticos. D. B. = D. buzzatii, D. 5T (R)
= D. starmeri (Rosalia), D. ST (C) = D. starmeri (Camarones), D. ST (SM) = D. starmeri (Santa Marta), D. M (R} = D. martensis (Rosalia), D.
M (SM) = D. martensis (Santa Marta), D. U (R) = D. uniseta (Rosalia)
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ta Marta y Camarones (costa norte) en D.
starmeri aparecen agrupadas (Fig. 3 a).

Las relaciones evolutivas insinuadas ante-
riormente podrian ser desvirtuadas si la
tasa de cambio evolutivo, a la cual se ha

dado la alta variabilidad observada en el
sequndo cromosoma de estas especies, no
es constante (Sanchez 1987; Beltran et al.
1995; de Polanco 1998). Por tal motivo se
realizé un fenograma excluyendo los loci
ubicados en este cromosoma (Fig. 3 b). La

1,0

0,8

0,6

04

|
|
0,2
|

g W B
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FL, Poblacion Local (D. starmeri de Santa Marta y Camarones); SR, Subraza (D.
starmeri y D. martensis de costa norte - Rosalia); SE, Subespecie o Raza (D.
starmeri Santa Marta-Rosalia); EM, Enjambre martensis; EE, entre enjambres y

| GD, especies de grupos diferentes.

I
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Figura 2. Comparacion de frecuencias alélicas promedio de alelos no comunes (Q) y

comunes (C).

topologia del arbol generado cambid la
relacion de D. buzzatii agrupandola con
las especies del enjambre martensis y rela-
cionandola mas con D. martensis, y no con
D. starmeri como se observo al incluir to-
dos los loci (Fig. 3 a). Vale la pena destacar
que las relaciones de las poblaciones
alopatricas no se alteran ni en D. starmeri
ni en D. martensis, Este resultado insinua
que los loci que determinan estas diferen-
cias también se encuentran en otros
Cromosomas.

Los altos valores de errores estandar de las
distancias genéticas pueden estar asocia-
dos tanto al numero bajo de muestreo
como de loci analizados. El analisis de las
divergencias genéticas de las poblaciones
alopatricas en estudio se confronto con la
informacion de diferenciacion a nivel
morfométrico, reproductivo y citogenético,
que éstas han manifestado (de Polanco
1998; Castaneda 2000; Rojas 2001; Prada
2002). Con la matriz de distancia genética
de Nei se sugieren los siguientes seis nive-
les de diferenciacior, que se ajustaron al
grado de divergencia taxonomica (Tabla 3).

Poblacion local. El par de poblaciones
Santa Marta y Camarones (cosla nortej, en
la especie D. starmeri exhibio una distan-
cia genetica propia de poblaciones locales
(D = 0,1031). Aunque es ligeramente su-
perior a la informada por Sanchez (1987)
para las poblaciones locales venezolanas
de la misma especie (D = 0,069). Esta di-
ferencia puede ser un reflejo de procesos
ecologicos propios de cada localidad.
Castaneda (2000) comprobo que las po-

Tabla 3. Distancias genéticas con sus respectivos errores estandar (bajo la diagonal) y las dentidades genéticas (sobre la diagonal)

obtenidas para 12 loci enzimaticos

1 2 3 4 5 6 7 8

1 TEERR 0,3605 0.3531 0,3149 0,3398 0,4049 00,4406 0,3558
1,0209

2 + 0,3846 b 0,2693 0,2352 0,2771 0,2345 0,15537 0,1951
10411 1,3119

3 + 0,3907 + 0,4755 R4 0.8295 0,8712 0,4166 0,5762 0,4264
1,1554 1,4558 0,187

4 + 0,4258 + 0,5235 + 0,1309 HEERE 0,902 0,515 0,4653 0,4468
1,0794 1,2832 0,1379 0,1031

5 + 0,4024 + 0,4663 +0;1110 + 0,095 EERRE 0.,4928 0,4059 0,4955
0,9042 1,4504 0,8756 0,6635 0,7077

6 + 0,3500 +0,5216 + 03416 + 10,2801 + 0,2929 btk 0,8654 0,528
0,8197 1,8727 09777 0,765 0,9065 0,1446

7 + 0,3253 + 0,6774 + 03717 + 0,3095 = 0,3507 +0,1138 s 0,448
1,0333 1,6341 0,8524 0.8056 0,7021 0,6387 0,8029

8 + 0,3884 + 0,5863 + 0,3348 + 0,35348 + 0,3212 + 0,2657 + 0,3204 bad i

1= D. buzzatii, 2= D. melanogaster, 3= D. starmeri — Rosalia, 4= D. starmeri-Santa Marta, 5= D. starmeri-Camarones, 6= D. martensis—
Rosalia, 7= D. martensis-Santa Marta y 8= D. uniseta-Rosalia
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D. buzzatii

— D. starmeri (R)

D. starmeri (SM)
-E D. starmeri (C) a

— . martensis (R)

— D. martensis (SM)

D. uniseta (R)

D. melanogaster

D. buzzatii

D. martensis (R)

D. martensis (SM)

D. uniseta (R)

D. starmeri (R) b

D. starmeri (SM)

D. starmeri (C)

D. melanogaster

Figura 3. Fenograma obtenido por el método de UPGMA usando la Distancia (D) de Nei
(1978). a, incluye todos los doce loci analizados. b, excluye los loci ubicados en del segun-
do cromosoma (R) = Rosalia, (SM) = Santa Marta, (C) = Camarones

blaciones de la costa norte tienen su propia
estructura morfomeétrica, pero conservan
su identidad como especie.

Subrazas. En D. starmeri y D. martensis
las comparaciones entre las poblaciones
de la costa norte y el desierto de la Tatacoa
mostraron un valor promedio de distancia
genética de 0,1412 + 0,002, Es decir, se
han acumulado en el tiempo 14 sustitu-
ciones alélicas por cada cien loci; valor que
es 1,4 veces superior a la divergencia
manifestada en D. starmeri en las pobla-
ciones locales de la costa norte. Esta diver-
gencia es mayor en D. martensis (0,1446)
que en D. starmeri (0,1379). La magnitud
de esta divergencia cae dentro del interva-
lo encontrado para subespecies por otros
autores (Ayala et al. 1972; Zouros 19753;
Sanchez 1987). Sin embargo, cuando se
comparan los promedios de las frecuen-
cias de alelos no comunes, se observa que
tales poblaciones (Q =0,0679), no difie-
ren sustancialmente de lo detectado en D.

starmeri para poblaciones locales (Q =
0,0509). Zouros (1973) tampoco encon-
tro diferencias entre las poblaciones loca-
les (0,0016) y subrazas (0,002) del grupo
mulleri. Por lo tanto, se considera que las
poblaciones de D. starmeri y D. martensis
de estas zonas alopatricas posiblemente
presentan una divergencia tipica de
subrazas.

Entre las poblaciones de la costa norte y el
desierto de la Tatacoa de las especies an-
teriormente mencionadas, también se ha
evidenciado diferenciacion a otros niveles.
Rojas (2001), al realizar cruces circulares
entre las poblaciones de Santa Marta, Ca-
marones y Rosalia, observo que la viabili-
dad de los hibridos de la F1 (en las dos
vias) y la descendencia de los retrocruces
disminuy6 significativamente tanto en D.
starmeri como en D. martensis, siendo este
efecto mas acentuado en esta tltima espe-
cie; sin embargo, esta diferenciacion no se
reflejo a nivel alozimico para D. martensis.

No obstante para poder inferir adecuada-
mente al respecto es necesario analizar un
mayor numero de loci y de individuos. Ade-
mas, Castaneda (2000) entre las pobla-
ciones de D. starmeri de estas dos zonas
geograficas evidencié que son morfologi-
camente diferentes (D. mahalanobis =
13,383).

Subespecie o raza. El valor de distancia
genética mas alto entre estas poblaciones
alopatricas se detectoé en D. starmeri, para
las poblaciones de Santa Marta y Rosalia
{0,1870). El cual es analogo al informado
por otros autores para la categoria de
subespecie (Hubby y Throckmorton 1965;
Ayala et al. 1972; Yang et al. 1972; Zouros
1973; Sanchez 1987). Es decir, han ocu-
rrido aproximadamente 19 sustituciones
alélicas, acumuladas en el tiempo, por
cada 100 loci entre estas poblaciones; di-
vergencia que es aproximadamente 2,8 ve-
ces mas grande que la distancia que
exhibieron las poblaciones locales vene-
zolanas, de la misma especie y 1,8 mas
grande que la poblacion local de la costa
norte.

Estas poblaciones manifestaron una reduc-
cion significativa de la descendencia en la
F1 (Rojas 2001). En la poblacion de Santa
Marta, Prada (2002) observo un mayor
polimorfismo y la presencia de hetero-
cariotipos en hibridos cuando realizo cru-
ces entre esta poblacion y Rosalia. Ademas,
Castaneda (2000) determiné morfométri-
camente, mediante distancias de Maha-
lanobis, que son diferentes (D.M. =
14,021). Aunque a nivel de aislamiento
precigético de seleccion multiple, Pérez
(2002) no encontro diferencias significati-
vas entre estas poblaciones, si se manifes-
té6 una tendencia hacia el reconocimiento
de individuos de una misma localidad. Se
denota que el aislamiento reproductor
entre estas poblaciones es aun insuficien-
te, pero que ha comenzado a insinuarse.
Por lo anteriormente mencionado se po-
dria sugerir que dichas poblaciones estan
iniciando la primera etapa de especiacion.

Enjambre martensis. Las distancias
genéticas entre las especies del enjambre
martensis (D. martensis, D. starmeri y D.
uniseta) exhibieron valores que oscilan
entre 0,6387 y 0,9777, con un valor me-
dio de D=0,7907+0,0315. Sanchez
(1987), para estas mismas especies, anali-
zando 22 sistemas enzimaticos, encontro
valores de divergencia que fluctuan entre
0,647 y 0,840, con un valor medio de
0,7225. Este nivel de diferenciacion cae
dentro del intervalo de distribucién ob-
servado en otros enjambres de grupos di-
ferentes (Ayala y Tracey 1974; Eisses et al.
1979; Cabrera et al. 1980; Cabrera et al.
1983).

Enjambres o clusters diferentes. El ni-
vel de divergencia genética entre las pobla-
ciones del enjambre martensisy D. buzzatii
(D =1,0055+0,0366), se incrementé con
respecto a lo obtenido para el enjambre
martensis. Este resultado es concordante
con los referenciados por Ayala y Tracey
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(1974) y Eisses et al. (1979) para enjam-
bres del grupo willistoni y melanogaster.

Especies de grupos diferentes. La di-
vergencia genética entre especies de gru-
pos diferentes, como es logico, manifiesta
los valores mas altos de distancia genética
(Cabrera et al. 1930; Cabrera el al. 1983).

Hecho que se confirmo en este estudio al
comparar D. melanogaster con las pobla-
ciones de D. martensis, D. starmeri, D.
uniseta, y D. buzzatii, las cuales presenta-
ron un valor medio de 1,4327 + 0,0934,

En la figura 4 se grafican las identida-
des y distancias entre los diferentes ni-

0,868

0,8294

PL

PL, Poblacion Local (D. starmeri de Santa Marta y Camarones); SR, Subraza (D. starmeri

y D. martensis de costa norte -

Rosalia); 5E, Subespecie o Raza (D. starmeri Santa

Marta-Rosalia); EM, Enjambre martensis; EE, entre enjambres y GD, especies de gru-

pos diferentes.

Figura 4. Comparacion de identidades genéticas (1) y distancias genéticas (D) para todos

los niveles de divergencia taxonomicos.
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Figura 5. Comparacion de parametros para las poblaciones del enjambre martensis.

veles taxonomicos detectados. Se apre-
cia un incremento gradual, desde el ni-
vel de poblacion local hasta el nivel de
especies completamente diferenciadas.
Las comparaciones entre las frecuencias
de alelos comunes (C) y no comunes (Q),
en los distintos niveles taxonomicos, se
ajusta a lo encontrado por Zouros
(1973) en especies del enjambre mulleri.
En la figura 2 se muestra la relacion in-
versa de Q y C para los diferentes niveles
de divergencia.

En la figura 5 se grafican todos los para-
metros analizados en esle estudio para las
especies del enjambre martensis, en la cual
se puede apreciar que D. starmeri fue la
especie mas divergente. En esta especie el
par de poblaciones Rosalia - Santa Marta
(R-5M) presenta mayor diferenciacion res-
pecto al par de poblaciones locales, de
Santa Marta y Camarones (SM-C).

Conclusiones

* Las especies del erjambre martensis (D.
martensis, D. starmeri y D. uniseta) exhi-
bieron bajos valores de heterocigosidad,
fenomeno ya evidenciado en otras espe-
cies cactofilicas del grupo repleta.

* El analisis de los doce loci enzimaticos
permitio sugerir seis niveles de divergen-
cia taxonomica entre las especies: Pobla-
cién local (D = 0,1031), subrazas (D =
0,1412), subespecies o razas (D = 0,1870),
especies de un mismo enjambre o cluster
(= 0,7907), especies de enjambres dife-
rentes (D = 1,0055) y especies de grupos
diferentes (D = 1,4327).

* El dendograma construido, a partir de la
matriz de distancias genéticas, separo acer-
tadamente las especies analizadas de
acuerdo con su divergencia evolutiva.

= Con esla invesligacion se pudo estable-
cer que en D. starmeri las poblaciones
geograficamente mas cercanas (costa nor-
te) no se diferenciaron alozimicamente,
mientras que las poblaciones mas distan-
tes (costa norte y desierto de la Tatacoa)
tanto en D. starmeri como en D. martensis,
son diferentes alozimicamente. La diver-
gencia mas contundente se manifestd en
D. starmeri entre las poblaciones de Santa
Marta y Rosalia. Asi en este estudio preli-
minar se sugiere un posible gjemplo de
especiacion alopatrica incipiente.

Recomendaciones

Realizar un analisis mas riguroso amplian-
do tanto el niimero de individuos (los cua-
les deben ser recién coleccionados) como
el numero de loci analizados (minimo 24),
para evaluar el estado real evolutivo de las
especies objeto de estudio.

Confrontar el grado de diferenciacion
genética obtenido a partir de las distan-
cias genéticas de Nei, en este estudio, con
otros meétodos igualmente potentes como
distancia de Mahalanobis y transformacio-
nes angulares como las de Cavalli-Sforza y
Eduarws.
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Extender los estudios morfomeétricos,
cromosomicos, de cortejo y seleccion mul-
tiple en las poblaciones colombianas de
D. martensis y D. uniseta.
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Captura de Tuta absoluta
(Lepidoptera: Gelechiidae) en trampas cebadas

con su feromona sexual

Capture of Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae)
in traps baited with its sex pheromone

JORGE SALAS'

" Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 75-78 (2004)

Resumen. El minador pequeno de la hoja del tomate Tuta (=Scrobipalpula) absoluta (Myerick), es un
insecto plaga de importancia primaria, dentro del complejo insectil que ataca el cultivo del tomate en
Venezuela. Las estrategias para su control dentro de un programa MIP han sido: medidas culturales como
la destruccion de residuos de cosecha (socas) y la rotacion con cultivos no solanaceos, control biologico
a través del parasitoide de huevos Trichogramma sp. y uso de insecticidas bioldgicos e insecticidas
organosintéticos. Su feromona sexual sintética [(E,Z,Z) - 3,8,11-tetradecatrienil acetato (95%) + (E,Z)-
3,8-tetradecadienil acetato (5%])], dispensada en dedales de goma, fue evaluada en siembras experimen-
tales de tomate durante 1997 y en siembras comerciales en 1999, usando trampas de agua (TA) y
trampas Delta adhesivas (TDA) como dispositivo de captura. Los resultados indican que las capturas en
las TA variaron entre 1,25 y 4,33 adultos por trampa por noche (a/t/n), y en las TDA entre 0,52 y 2,75 a/
t/n durante las primeras 5 sernanas, lo cual pudiera indicar que las poblaciones fueron bajas. Al colocar
dedales nuevos con feromona (19-09-97), las capturas aumentaron sustancialmente, variando entre
4,11y 17,58 a/tiny 2,11 y 15,42 a/t/n, respectivamente. En 1999, la captura en ambas trampas fue baja,
oscilando entre 0,46 y 8,18 a/t/ny 0,59 y 2,48 a/t/n, respectivamente. La TA registré un mayor numero de
capturas con diferencias (p<0,05) respecto a la TDA. Estos resultados sugieren que dicha feromona
puede detectar dicho insecto-plaga ain en poblaciones bajas y representa una nueva alternativa para el
monitoreo y/o control de sus poblaciones dentro de un programa MIF.

Palabras clave: Atrayente sexual. Geléquido. Manejo integrado de plagas. Minador de la hoja. Tomate.

Summary. The lesser tomato leaf miner Tuta (=Scrobipalpula) absoluta (Myerick), is a pest insect of
primary importance in the insect complex that attacks tomato in Venezuela. Several control The strategies
for its control with an IPM program have been: cultural strategies, such as the destruction of post-harvest
residues and rotation with non-solanaceous crops, biological control with the eqqg parasitoid Trichogramma
sp. and the use of biological and organosynthetic insecticides. Its synthetic sex pheromone [(3E, 8Z,
11Z)-3,8,11-tetradecatrienyl acetate (95%) + (3E, 8Z)-3,8-tetradecadienyl acetate (5%)], dispensed in
rubber septa, was evaluated in experimental tomato plots in 1997 and in commercials plantings in 1999,
using water traps (TA) and Delta sticky traps (TDA) as capture devices. Results showed that TA captures
ranged from 1,25 and 4,33 adults per trap per night (a/t/n), and TDA between 0,52 and 2,75 a/t/n during
the first five weeks which could indicate that populations were low. After placing out new lures (19-09-
97), captures increase substantiaily, ranging from 4,11 and 17,58 a/t/nand 2,11 and 15,42 a/t/n, respectively.
In 1999 capture in both traps was low, ranging from 0,46 and 8,18 a/t/n and 0,59 and 2,48 a/t/n,
respectively. TA had a greater number of captures with differences (p<0.05) compared to TDA. These
results suggest that this pheromone can detect this insect pest even in low populations and represents
a new alternative to monitor and/or control its populations in an IPM program.

Key words: Sex attractant. Gelechiid. Integrated pest management. Leaf miner. Tomato.

Introduccion

El minador pequeno de la hoja del toma-
te o palomilla pequena Tuta (=Scrobipal-
pula=Scobipalpuloides) absoluta (Myerick),
es uno de los dos insectos plaga de esta
familia, que atacan el cultivo del tomate
en el estado Lara, Venezuela, especial-
mente en el Valle de Quibor. Es consi-
derado de gran importancia economica
en el pais (Salas 1981, 2001b), y como el
factor mas importante que limita la
produccion de tomate en Suramérica
(Bahamondes y Mallea 1969; Quiroz
1976).

En el Manejo Integrado de Plagas (MIP), se
han utilizado las trampas con feromona
sexual de insectos para la evaluacion y con-
trol de sus poblaciones (Carde y Elkinton
1984). Las poblaciones de otros insectos
geléquidos como Keiferia lycopersicella
(Walsingham) han sido eficientemente
monitoreados con trampas cebadas con su
feromona sexual (Jenkins et al. 1990) y
exitosamente manejadas a través del
monitoreo y la técnica de la interrupcion
del apareamiento en siembras de tomate
de uso industrial (Trumble y Alvarado-
Rodriguez 1993). En Phthorimaea opercu-
lella (Zeller), otro geléquido plaga de

importancia economica en tomate, se han
empleado trampas con feromonas, como
una estrategia de monitoreo y/o control en
programas de manejo integrado (Kennedy
1975; Raman 1984; Salas el al. 1985).

La feromona sexual de 5. absoluta consiste
de 2 componentes. El mas importante, que
representa cerca del 90% del material vola-
til encontrado en las glandulas sexuales de
hembras en celo, fue identificado como
(E,Z,2)-3,8,11-tetradecatrienil acetato
(TDTA), y un componente secundario. El
componente menor (10%) se caracterizo
parcialmente como tetradecadienil acetato

1 Entomologo, INIA, Centro de Investigaciones Agropecuarias del Estado Lara. Apartado Postal 592. Barquisimeto. Venezuela. E-mail:

Jjsalas(winia.gov.ve/ salasjl@hotmail.com
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(Altygalle et al. 1995, 1996), el cual resultd
ser posteriormente, (E,Z)-3,8-tetra-
decadienil acetato (TDDA) (Svatos et al.
1996). Griepink et al. (1996) registraron
las mismas 2 suslancias quimicas como los
componentes activos de la feromona sexual
de S. absoluta. En bioensayos en un tinel
de viento, la mezcla de estos 2 componen-
tes 10:1, fue altamente atractiva a machos
de S. absoluta, induciendo una actividad
sexual (aleteo, vuelo, posarse en la fuente
de atraccion y cortejo) significativa, en com-
paracion con solo TDTA (Svatos et al. 1996).

Para evitar o al menos reducir el uso indis-
criminado de insecticidas en los campos
de tomate, es esencial desarrollar un meé-
todo eficiente de monitoreo de las pobla-
ciones de la plaga; por esto, el objetivo de
este trabajo consistio en evaluar la atrac-
cion ejercida por la feromona sexual sinté-
tica | (E,Z,Z)-3,8,11-tetradecatrienil acetato
(95%) (TDTA) + (E,Z)-3,8-tetradecadienil
acetato (5%) (TDDA) en las poblaciones
de machos de T. absoluta, en siembras ex-
perimentales y comerciales de tomate,
usando trampas de agua y Delta adhesivas
como dispositivo de captura y asi dispo-
ner de una nueva alternativa para el
monitoreo y control de este insecto plaga
en un programa de manejo integrado.

Materiales y Métodos

Se evaluo la atraccion y captura de adultos
machos de T. absoluta en trampas ceba-
das con dedales de goma impregnados
con su feromona sexual sintética: [ (E,Z,Z)-
3,8,11-tetradecatrienil acetato (95%)
(TDTA) + (E,7)- 3,8-tetradecadienil acetato
(5%) (TDDA), en siembras experimentales
de tomate en el Campo Experimental
Quibor del INIA (antes FONAIAP) en 1997 y
en siembras comerciales localizadas en Los
Jebes, Municipio Jiménez del estado Lara
en 1999. Ambas localidades estan situa-
das a 9°53' N y 69°39' O, a 680 msnm, con
una temperatura y precipitacion prome-
dio de 29°C y 575 mm, respectivamente.
En 1997 se colocaron 20 trampas de agua
{Salas 2001a) y 20 Delta (ISCA Technolo-
gies Inc., USA), en dos lotes experimenta-
les de tomate de 44 x 50 m, variedad Rio
Grande, separadas entresia 10mya 3 m
de los bordes, del 15 de agosto al 19 de
septiembre, y posteriormente se ubicaron
dedales nuevos con feromona del 19 de
septiembre al 26 de septiembre. En el ano
1999, iqualmente se dispusieron 20 tram-
pas de agua y 20 trampas Delta adhesivas
en una siembra comercial de aproximada-
mente 1,5 hectareas de tomate hibrido Rio
Grande, distanciadas a aproximadamente
15-20 m. Los conteos se realizaron cada 2
a 3 dias en 1997 y entre 3 a 10 dias en
1999. En cada evaluacion se conto y regis-
tro el nimero de especimenes capturados
y se le cambio el agua con detergente a la
trampa de agqua y la laminilla de cartén
con pegamento a la trampa Della.

Para la comparacion de los disenos de tram-
pa, cada trampa fue considerada como un
tratamiento. Los datos de captura colecta-
dos se transformaron de la distribucion

Poisson a la normal, mediante el procedi-
miento senalado por Steel y Torrie (1988).
Igualmente, se les practico un analisis de
varianza y una prueba de medias de Ran-
dgo Mialtiple de Duncan. Todo el analisis
estadistico de los datos estudiados se pro-
cesaron a través del programa SAS
(1990).

Resultados

Los resultados obtenidos indican que du-
rante 1997 las capturas promedio de adul-
tos de T. absoluta en las trampas de agua
variaron entre 1,25 y 4,33 adultos por tram-
pa por noche (a/t/n), mientras que en las
Delta entre 0,52 y 2,75 a/t/n durante las
primeras 5 semanas de observacion, lo cual
pudiera indicar que las poblaciones fue-
ron bajas. Al colocar dedales nuevos con
feromona (19-09-97), las capturas prome-

dio aumentaron sustancialmente, varian-
doentre 4,11y 17,58 a/ftny 2,11 y 15,42
a/t/n, respectivamente (Tabla 1).

La situacion de capturas bajas durante
1999 en las trampas de agua fue muy
similar al inicio en 1997, aun cuando fue-
ron ligeramente superiores. Dichas captu-
ras oscilaron entre 0,46 y 8,18 a/t/n, pero
contrariamente a 1997 las mayores captu-
ras se registraron en los 5 primeros
conteos (2 semanas), mientras que en
1997 las capturas fueron mas homogeé-
neas durante los conteos realizados en las
primeras 5 semanas. En las trampas Delta
(Tabla 2), las capturas también fueron ba-
jas pero mas uniformes durante las 4
semanas de evaluacion, variando las captu-
ras entre 1,00 y 2,48 a/t/n (Tabla 2). En
cuanto al diseno de trampa, las de agua
capturaron significativamente mas adultos

Tabla 1. Captura de T. absoluta en trampas de agua y Delta con feromonas en siembras
experimentales de tomate, Quibor, Estado Lara, Venezuela. 1997.

N° CONTEO

FECHA TRAMPA

TOTAL

1 AGO 13 154
2 AGO 15 45
3 AGO 18 53
4 AGO 20 67
5 AGO 22 57
6 AGO 25 187
7 AGO 27 99
8 AGO 29 96
9 SEF 01 195
10 SEP 03 125
11 SEP 05 156
12 SEP 08 127
13 SEP 10 80
14 SEP 12 113
15 SEP 15 166
16 SEP 17 151
17 SEP 19 108
18 SEP 22 74*
19 SEP 24 103
20 SEP 26 o
TOTAL 2.347

ADULTOS CAPTURADOS
AGUA TRAMPA DELTA
AT TOTAL AT
4,28 73 2,03
1,25 42 1,17
0,98 28 0,52
1,86 45 1:25
1,58 40 1;:11
3,46 90 1,67
2,75 49 1:56
2,67 60 1,67
3,61 105 1,94
3,47 70 1,94
4,33 99 2,75
2,35 79 1,46 |
2,22 55 1.53
3,14 70 1,94
3,07 98 1.81
3,64 72 2,00
3,00 62 1,72
4,11 38 Z.11
8.58 95 7,92
17.58 185 15,42
3,89

2,67

1.455

(1) A/T/N: Promedio Adulto por Trampa por Noche

(2) Se colocaron feromonas nuevas

Tabla 2. Captura de T. absoluta en trampas de agua y Delta con feromonas en siembras de

tomate. Quibor, Estado Lara, Venezuela 1999.

ADULTOS CAPTURADOS
N° CONTEO FECHA TRAMPA AGUA TRAMPA DELTA
TOTAL A[T/N TOTAL A/T/N
| 1 AGO 31 1308 8,18 140 2,33
| 2 SEP 03 748 6,23 198 2,48
3 SEP 07 786 4,91 275 1,58
4 SEP 10 302 2,52 300 2,14
5 SEP 14 326 2,04 220 2,16
| 6 SEP 17 111 0,93 75 1,88
7 SEP 21 142 0,89 248 1.77
8 OCT 01 183 0,46 140 1,00
9 OCT 08 401 1,43 120 0,86
10 OCT 13 176 0,88 95 0,91
11 OCT 15 80 1,00 70 0,70
12 OCT 22 114 0,58 82 0,59
4.677 2,50 1.963 1,52
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(7.024), que las Delta (3.418) durante los
2 periodos evaluados (Tabla 3).

Discusion

Tabla 3. Captura de T. absoluta en trampas
de agua y Delta con feromonas en siembras
de tomate

TRAMPA TOTAL AT/N
AGUA 7.024  3,20+3,07 a '
3.418 2,10+0,50 b

DELTA

(1) Promedios con diferentes letras son signi-
ficativamente diferentes (p<0,05), segun
la prueba de Rango Miltiple de Duncan.

Los resultados presentados difieren ma-
yormente de los informados por Attygalle
et al. (1996), quienes obtuvieron capturas
promedio mucho mayores, aun cuando
ellos solamente usaron el componente
(TDTA) en dedales de goma conteniendo
1, 10y 100 ug de esa sustancia. Los mis-
mos autores senalaron que sus ensayos
fueron conducidos en areas muy infesta-
das, ya que el tratamiento testigu con tram-
pas conteniendo solamente hexano,
capturaron algunos machos, a diferencia
del area con bajas poblaciones de este es-
tudio. lgualmente, Uchoa-Fernandes et al.
(1995) y Ferrara et al. (2001) indicaron
que la diferencia en el nimero de insectos
capturados en dos areas diferentes se debe
mayormente a la densidad poblacional.

Michereff Filho et al. (2000a), en ensayos
de campo de tomate, encontraron que la
adicion del componente menor (TDDA) al
componente mayor (TDTA) de la feromona
de T. absoluta no incrementd significa-
tivamente la captura de machos. Los mis-
mos autores senalaron que el TDTA es
altamente atractivo y registré una captura
de 869 machos por trampa en 3 noches.

Michereff Filho et al. (2000a) senalaron que
la adicion de isomeros dienos del compo-
nente menor (TDDA) al mayor (TDTA), no
altero significativamente el nimero de ma-
chos capturados, ya que el TDTA fue alta-
mente atractivo, lo cual difiere con lo
indicado por Svatos et al. (1996) quienes
encontraron, en estudios realizados en un
tunel de viento, que la mezcla de TDTA+
TDDA fue mas efectiva en el comportamien-
to sexual de machos de S. absoluta que
TDTA solo. Esta aseveracion, desde un punto
de vista practico, indica que la adicion del
dieno (TDDA} al trieno (TDTA), es innece-
sdria para la captura de machos de T. abso-
luta en las siembras, ya que el componente
mayor (TDTA) usado solo, es suficiente y
los costos de los dispositivos atrayentes
(lures) se reducen significativamente.

Algo inesperado observado en este estudio,
lo cual coincide con lo sefalado por Attygalle
el al. (1996), es que se capturaron adultos
de otro geléquido F operculella en pocas
cantidades, en trampas cebadas con el atra-
yente de T. absoluta y similarmente pocos

adultos de T. absoluta se capturaron en tram-
pas con feromonas de F operculella (obser-
vaciones del autor). Esta situacion es
comprensible, si se tiene en cuenta que los
componentes del atrayente sexual de am-
bas especies son compuestos muy relacio-
nados estructuralmente.

En cuanto al diseno de trampa (Tabla 3),
se observaron diferencias (p<0,05) entre
la trampa de agua y la Delta (adhesiva).
Estos resultados coinciden con los de otros
autores, quienes encontraron que las tram-
pas CICA-R y CICA-Q (trampas de agua),
muy similares a las usadas en este estu-
dio, surtieron la mejor captura de insectos
en comparacion con 3 disenos de trampas
adhesivas (Attygalle et al. 1996, Ferrara et
al. 2001). Ademas, Ferrara et al. (2001)
encontraron que las trampas de agua no
presentan la limitacion de saturacion en la
captura de adultos que presentan las
adhesivas.

Quiza, la mayor captura de machos de T.
absoluta esta mas relacionado con los com-
ponentes de la feromona que con el dise-
no de trampa. Al respecto, Michereff Filho
et al. (2000a) indicaron que la adicion del
componente menor (TDDA) de la feromo-
na de T. absoluta no incremento signifi-
cativamente la captura en evaluaciones de
campo en comparacion con el componen-
te mayor (TDTA). Sin embargo, Salas et al.
(1991) hallaron que la trampa de agua
registro significativamente mas captura de
F. operculella en relacion con la trampa de
embudoy la trampa Delta adhesiva en siem-
bras de papa.

Michereff Filho et al. (2000b), al estudiar
el posible uso del componente mayor
(TDTA) del atrayente sexual de T. absoluta
en la técnica de “disrupcion sexual o con-
fusion en el apareamiento”, encontraron
que fue exitoso, y que podria ser utilizado
para lograr un control deseado en progra-
mas de manejo integrado de este insecto
plaga. Sin embargo, senalan gue se nece-
sitan estudios mas detallados sobre su
ecologia y la feromona, para un mejor en-
tendimiento de la orientacion del macho y
lograr un impedimento efectivo de la co-
pula de esta especie.

Conclusiones

* Basandose en los resultados obtenidos,
se concluye que se pueden detectar y eva-
luar las poblaciones de T. absoluta con su
feromona sexual sintética, aun en niveles
poblacionales bajos.

* lgualmente, que esta técnica es de gran
utilidad por su facilidad de uso y costo
bajo, en la evaluacion y control de pobla-
ciones de este insecto plaga en progra-
mas de manejo Integrado de plagas.
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Efecto de las condiciones de cultivo sobre la
actividad enzimatica de Serratia marcescens contra

Tecia solanivora (Lepidoptiera: Gelechiidae)

Effect of culture conditions on the enzymatic activity of Serratia marcescens against
Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)

CARLOS FELIPE BOSA O.'; ALBA MARINA COTES F?

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 79-85 (2004)

Resumen. Se evaluod la actividad enzimatica de extractos de Serratia marcescens, previamente somelida
0 no a pases sucesivos en larvas de Tecia solanivora Povolny y a crecimientos continuos sobre medios
suplementados o no, con los sustratos potenciales inductores de virulencia (salvado de trigo y
homogeneizado de larvas del insecto). Con la biomasa de la bacteria producida en estos medios, se
prepararon extractos enzimaticos a los cuales se les determino la actividad de las enzimas N-
acetilglucosaminidasa, quimoelastasa proteasa PR-1 y [}-esterasa. Para ello, la bacteria fue sometida a
cinco cultivos sucesivos en estos medios y en cada cultivo se evaluaron las actividades mencionadas. Se
determind que los crecimientos sucesivos de la bacteria sobre los medios suplementados con estos
potenciales sustratos, afectaron las actividades enzimaticas de los extractos, incrementandose éstas con
el tercer crecimiento sucesivo de S. marcescens en los medios suplementados con los sustratos inductores
y siendo estas actividades ligeramente mayores cuando la bacteria crecié en los medios suplementados
con el homogeneizado de larvas del insecto.

Palabras clave: Bacterias entomopatogénicas. Serratia sp. Sustratos inductores. Enzimas.

Summary. The enzymatic activity of Serratia marcescens extracts was evaluated, previously inoculated or
not on Tecia solanivora Povolny larvae, and successively grown in culture media supplemented or not
with potential virulence inductors (wheat bran and homogenised T. solanivora larvae). The bacteria
biomass obtained from these media were used to prepar enzymatic extracts for which the activity of the
enzymes N-acetilglucosaminidase, quimoelastase protease PR-1 and B-esterase were determined. The
bacteria were grown up in five successive cultures on these media, and in each culture these activities
were also evaluated. We determined that successive growth of the bacteria on culture media supplemented
with these potential substrates affected the extract enzymatic activities, increasing with the third successive
growing of S. marcescens in the supplemented culture media, these activities being slighty higher when
the bacteria grew on media supplemented with homogenised insect larvae.

Key words: Entomopathogenic bacteria. Serratia sp. Inductor substrates. Enzymes.

Introduccion

En la cuticula de los insectos existen com-
ponentes de origen bioguimico que pue-
den ser utilizados como fuente nutricional
para los microorganismos entomopato-
genos. Alqunos estudios indican que puede
existir una relacion entre el aumento en la
produccion de enzimas extracelulares y el in-
cremento en la virulencia de los entomopaté-
genos, cuando se utilizan medios de cultivo
suplementados con estos especificos sustra-
tos inductores (Flach et al. 1992; Sampson
y Gooday 1998).

St Leger, en 1997, encontro que al adicionar
a un medio de cultivo cuticula de larvas de
Manduca sexta se obtuvieron las mayores
producciones y actividades de enzimas
proteoliticas para los hongos Verticillium
lecanii, Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae. Asi mismo, Gonzales et al. (1999)
observaron un incremento en la patogenici-

dad de cuatro aislamientos de B. bassia-
na contra adultos de Hypothenemus
hampei (Coleoptera: Scolytidae), cuando
estos aislamientos se cultivaron continua-
mente en medios de cultivo suplemen-
tados con adultos de la broca del cafe.
Sin embargo, son muy incipientes los es-
tudios que relacionan los mecanismos
enzimaticos de los microorganismos
biocontroladores con su patogenicidad en
insectos. Para el caso de las bacterias como
las del género Serratia estos mecanismos
no han sido completamente dilucidados
(Ntunez 1993). En bacterias como Bacillus
thuringiensis y Pseudomonas sp., la pro-
duccion de enzimas como quitinasas y
proteasas parece estar involucrada con el
incremento de su virulencia hacia alqunos
insectos plaga (Flach et al. 1992).

De otra parte, algunas investigaciones
indican que los crecimientos o cultivos
continuos de los entomopatogenos so-

bre medios suplementados con sustratos
inductores de virulencia, pueden incremen-
tar su patogenicidad hacia los insectos
plaga; sin embargo, también se ha demos-
trado que los continuos cultivos de estos
microorganismos, conllevan a procesos de
heterocariosis, que tienen como conse-
cuencia la pérdida o6 disminucion de su
virulencia, haciendo necesaria su reacti-
vacion periodica sobre los insectos suscep-
tibles (Schaerffenberg 1964).

El conocimiento sobre la adecuada utili-
zacion de estos factores diferentes en el
crecimiento y produccion de los microor-
ganismos entomopatogenos proporciona
nuevas herramientas para el desarrollo de
entomopatogenos mayormente biocon-
troladores de los insectos plaga, ya que se
pueden desarrollar producciones mas efi-
cientes de estos microorganismos, en
medios de cultivo suplementados con
sustratos inductores adecuados y especifi-

1 Autor para correspondencia: B. Sc. M. 5c. Investigador del Laboratorio de Control Biolégico del Programa Nacional de Mangjo
Integrado de Plagas MIP Corpoica - Tibaitata. Teléfono: 4227300. Km 14 via Mosquera. E-mail: Carlosfelipebwyahoo.es

2 Ph. D. Fitopatologia. Investigadora principal. Laboratorio de Control Biologico. CORPOICA. C. I. Tibaitata. E-mail: acotes@corpoica.org.co
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cos, ademads de permitir la seleccién de los
aislamientos mas virulentos crecidos pre-
viamente sobre estos medios de cultivo
suplemenlados.

Con el fin de esclarecer y relacionar algu-
nos de los mecanismos enzimaticos en la
patogenicidad de bacterias entomopato-
genas como las del género Serratia, el
objetivo de la presente investigacion con-
sistio en evaluar el efecto que producen
las inoculaciones sucesivas de la bacteria
en larvas del insecto y sus crecimientos
continuos en medios de cultivo suplemen-
tados con sustratos inductores de viru-
lencia, sobre las actividades enzimaticas
de extractos de S. marcescens. La hipote-
sis planteada propone lo siguiente: ées
posible incrementar o, por el contrario,
disminuir las actividades enzimaticas de
extractos de S. marcescens mediante la
combinacion de diferentes factores de cul-
tivo, como sus inoculaciones en larva del
insecto y sus crecimientos en medios su-
plementados con sustratos potencialmen-
te inductores?. En esta publicacion se
presentan los resultados obtenidos en la
determinacion de la actividad enzimatica
de extractos de la bacteria; posteriormen-
te, en otra publicacion se presentaran y
se relacionaran los resultados obtenidos
de la actividad enzimatica con la actividad
biocontroladora de la bacteria hacia lar-
vas de T. solanivora.

Esta investigacion se llevo a cabo en el
Laboratorio de Control Biologico del Pro-
grama Nacional de Manejo Integrado de
Plagas de Corpoica - Tibaitata y fue ejecu-
tada durante los anos 1999 al 2001.

Materiales y Métodos

Aislamiento de bacterias potencial-
menie entomopatogénicas

A partir de tres muestras de suelo, prove-
nientes de tres zonas geograficas
localizadas en el departamento del Ama-
zonas (Colombia), se peso 1 g de suelo
por muestra y se adiciond a un erlenmeyer
de 250 ml de capacidad, el cual contenia
100 ml de agua <estilada estéril (dilucion
10%) y se agitdé a 100 rpm durante 30 mi-
nutos. Al cabo de este tiempo, se realiza-
ron diluciones seriadas hasta 10*en agua
destilada estéril, las cuales se sembraron
en cajas de Petri que contenian un medio
solido suplementado con quitina coloidal
y se incubaron a 28°C durante 7 dias. Las
unidades formadoras de colonia (UFC), que
produjeron un halo de degradacion del
medio, se repicaron y conservaron en via-
les con agar nutritivo, cubiertos con aceite
mineral a 4°C.

Seleccion del microorganismo entomo-
patogénico de T. solanivora

Las bacterias que degradaron el medio de
cultivo con quitina coloidal mencionadas
anteriormente, un aislamiento de los hon-
gos Faecilomyces fumoso-roseus (Wise)
Brown & Smith, Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson, Penicillium sp., Trichoderma
koningii y Verticillium lecanii (Zimm.)

Viegas, un aislamiento de las bacterias
Pseudomonas fluorescens, Serratia mar-
cescens, S. liquefasciens y dos aislamien-
tos de B. thuringiensis, obtenidos del
Banco de Germoplasma del laboratorio de
Control Biolégico de Corpoica-Tibaitata
(Regional 1), fueron utilizados para selec-
cionar el microorganismo con potencial
actividad biocontroladora de larvas de T.
solanivora.

Teniendo en cuenta el tipo de microor-
ganismo evaluado, se procedi6 a reali-
zar la suspension madre de la siguiente
manera: para la valoracion de cada hon-
go, a partir de su crecimiento a 28°C
durante 12 dias en cajas de Petri en
papa dextrosa agar (PDA), se realizo una
suspension de conidios en una solu-
cion de Tween 80 al 0,1%, la cual se
ajusté finalmente a una concentracion
de 10° conidios/ml del hongo, evaluan-
dose todos los aislamientos de los hon-
gos a esta concentracion.

En el caso de los aislamientos de B.
thuringiensis, a partir de su crecimien-
to en agar L, durante 10 dias a 28°C, se
realizo una suspension madre de cada
bacteria en una solucion tampon de
fosfatos. Posteriormente, mediante den-
sidad optica en espectrofotometro a 595
nanometros, se cuantifico la proteina
total de cada suspension madre bacteriana
por el método de Bradford (1976) y final-
mente se ajustd a una concentracion de
250 pg/ml de proteina total para cada ais-
lamiento de B. thuringiensis, siguiendo el
método descrito por Bosa (1996). En el
caso de las otras bacterias, a partir de su
crecimiento en caja de Petri con medio de
cultivo agar nutritivo incubado durante 4
dias a 28°C, se realizo una suspension ma-
dre de cada bacteria en agua peptonada
estéril al 0,1% pH 7,2 + 0,2, Esta suspen-
sion se ajustd a una concentracion de 10®
células/ml, mediante la utilizacion de una
curva de calibracion realizada previamen-
te, en la que se relaciono la concentracion
de células (UFC) y la absorbancia leida en
espectrofotometro a 600 nm.

Para la realizacion de los ensayos biolégi-
cos con las suspensiones de estos micro-
organismos, se desinfectaron tubérculos
de papa variedad pastusa; luego cada tu-
bérculo se sumergié durante 5 minutos
en la respectiva suspension del microor-
ganismo y se dejo secar en una camara de
flujo laminar. Una vez seco, cada tubérculo
se colocd en un recipiente plastico que
contenia en el fondo una capa de arena
estéril de 1 cm de espesor y se infesto con
10 larvas de primer instar de T, solanivora
procedentes de una cria del insecto man-
tenida bajo condiciones controladas. Los
recipientes plasticos se taparon y se man-
tuvieron a 18 = 2°Cy 70 = 10% de hume-
dad relativa.

El disefno experimental fue completamen-
te aleatorizado, con 4 repeticiones por
tratamiento (microorganismo). La unidad
experimental consistié de 10 larvas del
insecto por tubérculo, para un total de

40 larvas por tratamiento. Las evaluacio-
nes de mortalidad en los tratamientos se
realizaron a partir de los 30 dias de inicia-
do el ensayo, donde se registraron, en
forma periodica cada 5 dias durante 15
dias, el nimero de pupas presentes en
cada unidad experimental y el numero
total de pupas por tratamiento. Los re-
sultados obtenidos se sometieron a un
analisis de varianza y una prueba de com-
paracion de Tukey con un a de 0,05% de
significancia,

El aislamiento que presento la mayor
actividad insecticida sobre las larvas de
T. solanivora fue seleccionado para las
posteriores evaluaciones de su activi-
dad biocontroladora y para la determi-
nacion de su actividad enzimatica a través
del tiempo.

Medio de cultivo suplementado con los
potenciales inductores de virulencia
para el crecimienio de S. marcescens

Para evaluar los sustratos potenciales
inductores de virulencia, se utilizé6 un me-
dio de cultivo basico cuya composicion por
litro fue Agar (15,0 g), K,HPO, (7,0 g),
KH,PO, (3,0 g), (NH,), SO, (1,0 g), MgSO,.
7H,0(0,149).A éste, se le adicionaron como
potenciales inductores de virulencia, sal-
vado de trigo comercial y homogeneizado
de larvas de T. solanivora a una concentra-
cion del 2% PV,

Salvado de trigo. El salvado de trigo co-
mercial se sometié a un secado durante
24 horas en estufa con corriente de aire a
30°C; posteriormente, el sustrato seco se
tamizo a través de una malla con un tama-
no de poro de 100 pm.

Homogeneizado de larvas de T.
solanivora. Este sustrato se obtuvo a par-
tir de larvas sanas de segundo y tercer
instar de T. solanivora, procedentes de la
cria del insecto. Para ello se procedio a su
deshidratacion en una estufa con corrien-
te de aire a 20°C, durante 72 horas. Una
vez secas, las larvas se maceraron en un
mortero de porcelana y posteriormente se
tamizaron en una malla con un tamano de
poro de 100 um.

Los medios con y sin potenciales induc-
tores se esterilizaron durante 20 minutos
y se sirvieron en cajas de Petri. Estos me-
dios de cultivo sélido que contenian los
potenciales inductores de virulencia, o sin
la adicion de éstos, se utilizaron posterior-
mente para el crecimiento de S. marcescens
a 28°C durante 4 dias. Los medios de cul-
tivo solido utilizados (tratamientos) fue-
ron: el medio de agar nutritivo con sales
(medio basico), el medio basico suplemen-
tado con salvado de trigo y el medio basi-
co suplementado con larvas del insecto.
La bacteria crecida en cada uno de estos
medios, se utilizo posteriormente para la
realizacion de los bioensayos tendientes a
la evaluacion de su actividad entomopa-
togénica y para la determinacion de su ac-
tividad enzimatica.
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Evaluacion de la actividad enzimatica
de S. marcescens cultivada en los di-
ferentes medios

Durante cada cultivo sucesivo de S.
marcescens y simultaneo a la evaluacion
de su actividad entomopatogénica, tam-
bién se procedi6 a la determinacion de la
actividad enzimatica de la bacteria produ-
cida en cada tratamiento.

Para la preparacion de los extractos
enzimaticos de células de S. marcescens,
se tomaron 100 miligramos de células
bacterianas de cada tratamiento y se sus-
pendieron en 1 ml de solucion buffer Tris-
HCI (Trizma ®Base T-8524 Marca sigma)
0.1M pH 8,0 preparado en agua destilada
desionizada estéril. Esta suspension se
agito a 350 rpm a 8°C durante 60 minu-
tos. Posteriormente, esta muestra se so-
metié a sonicacion a 50 KHz durante 2
minutos, luego se centrifugé a 12.000 rpm
y 8°C durante 15 minutos, se filtro y el
extracto enzimatico obtenido fue utiliza-
do para la determinacion de la actividad
de las enzimas N-acetilglucosaminidasa,
quimoelastasa proteasa PR-1 y -
esterasa.

Determinacion de la actividad N-
acetilglucosaminidasa

Para la determinacion de la N-acetilglu-
cosaminidasa se utilizaron los procedimien-
tos descritos por St. Leger et al. (1986a).
Inicialmente se elaboré una curva de cali-
bracién «ton p-nitrofenol preparado en un
tampon de citrato de sodio (0,2M) a pH 5
y utilizando una longitud de onda de 400
nm. Los resultados obtenidos en las mues-
tras biologicas fueron extrapolados en di-
cha curva estandar, obteniéndose de esta
manera la actividad enzimatica que se ex-
pres6 en pumoles de p-nitrofenol por mg
de células bacterianas.

Para la reaccion colorimétrica de las mues-
tras biologicas, a cada 0,2 ml de extracto
enzimatico, se le adicioné 1 ml de solu-
cion de p-nitrofenil-N-acetil f-D-glucosami-
nida Referencia N-9376 marca Sigma, (1
mg/ml en tampén de citratos 0,1 M pH
5,0, preparado en aqua destilada desioni-
zada estéril). Esta mezcla se incubd a 35°C
durante 30 minutos para permitir la reac-
cion enzimatica. Finalizado este tiempo de
incubacion, a cada muestra refrigerada se
le adicionaron 1,5 ml de NHOH 1N con
EDTA disodico (2 mM) y se determind la
absorbancia de la muestra en espectrofo-
tometro a una longitud de onda de 400
nm. Se realizaron tres repeticiones de cada
muestra y los resultados de absorbancia
obtenidos se promediaron e interpolaron
en la curva estandar del compuesto p-
nitrofenol, determinandose asi la concen-
tracion del producto de la reaccion y
expresando el resultado en pmoles de p-
nitrofenol por mg de células bacterianas.

Los resultados obtenidos de las muestras
biologicas por tratamiento se evaluaron
mediante un analisis de varianza factorial
(3x2+1) y una prueba de comparacion de
medias de Tukey al 0,05% de significancia.

Determinacion de la actividad quimo-
elastasa proteasa PR1

La determinacion de la actividad de esta
enzima se hizo siguiendo los procedimien-
tos descritos por St. Leger et al. (1986b),
para lo cual, se realizo una curva de calibra-
cion estandar de p-nitroanilina. Para cuan-
tificar la actividad PR1 en los extractos
enzimaticos, se tomaron 0,2 ml de la solu-
cion del sustrato N-succinil-ala-ala-propil-
fenialanina-p-nitroanilida (1 mM) Referencia
5-7388 marca Sigma (disuelto en dimetil-
sulfoxido), se le adicionaron 0,2 ml del ex-
tracto enzimatico y 2,5 ml del tampén
Tris-HCI (2 mM, pH 8), el cual contenia KCI
0,3M. Posteriormente, en el espectro-
fotobmetro, se realizaron las lecturas de
absorbancia de cada muestra a 410 nm.

Se realizaron dos repeticiones de cada
muestra biologica y los resultados de
absorbancia fueron promediados e inter-
polados en la curva estandar del compues-
to p-nitroanilina, determinandose asi la
concentracion y expresando el resultado
en umoles de p-nitroanilina por mqg de
células bacterianas. Los resultados obte-
nidos de las muestras biologicas por tra-
tamiento, se evaluaron mediante un
analisis de varianza factorial (3x2+1) y una
prueba de comparacion de medias de
Tukey al 0,05% de significancia.

Determinacion de la actividad f-
esterasa

Para la determinacion de la enzima p-
esterasa se utilizaron los procedimientos
descritos por St. Leger et al. (1986c), utili-
zando la curva de calibracion estandar de
p-nitrofenol citada previamente. La reac-
cion enzimatica se llevé a cabo tomando
0,2 ml del extracto enzimatico y adicio-
nandole 1 ml del sustrato p-nitrophenyl-
caprylato (N-0752) (1 mg/ml disuelto en
dimetilsulfoxido). Esta mezcla se incubd a
35°C durante 30 minutos. Posteriormen-
te, se adicionaron 1,5 ml de NH,OH 1N con
EDTA disodico 2 mM.

De cada muestra biologica, se realizaron 3
repeticiones y las lecturas de absorbancia se
llevaron a cabo a 400 nm. Los resultados
obtenidos por muestra, fueron prome-
diados e interpolados en la curva estandar
del compuesto p-nitrofenol, determinando-
se asi la concentracion del producto libera-
do y expresando el resultado como pmoles
de p-nitrofenol por mg de células.

Los resultados obtenidos de las muestras
biolégicas por tratamiento se evaluaron
mediante un analisis de varianza factorial
(3x2+1) y una prueba de comparacion de
medias de Tukey al 0,05% de significancia.

Evaluacién de la actividad entomo-
patogénica de S. marcescens hacia
larvas de primer instar de T.
solanivora

Los resultados obtenidos en esta sequn-
da fase de la investigacion son presen-
tados y discutidos en otro articulo, donde
se relaciona tanto la actividad enzimatica
como biocontroladora de la bacteria hacia
larvas de T. solanivora.

Resultados y Discusion

Seleccion del aislamiento de S.
marcescens potencialmente biocon-
trolador de larvas de T. solanivora

Con el fin de seleccionar un microorganis-
mo biocontrolador de larvas de primer
instar de T. solanivora, se evaluaron, en
ensayos preliminares, los hongos y las bac-
terias mencionadas anteriormente. Los
porcentajes de mortalidad obtenidos con
estos microorganismos evaluados, se
muestran en la tabla 1.

De acuerdo con el analisis de varianza, se
obtuvieron diferencias significativas en-
tre varios de los tratamientos utilizados.
A su vez, con la prueba de Tukey al 0,05%
de significancia (p <0,05), los tratamien-
tos correspondientes a los aislamientos
Br-3132 de S. marcescens y Br-3131 de

Tabla 1. Porcentajes de mortalidad en larvas de primer instar de 7. solanivora

TRATAMIENTOS

S. marcescens (Br-3132)

B. subtilis (Br-3131)

| Paecilomyces fumoso-roseus (Pc 005)
Bacteria del Amazonas (Br-3127)
Verticillium lecanii

Bacteria del Amazonas (Br-3129)
B. thuringiensis (Bt-3107)

S. marcescens

B. thuringiensis (Bt-2468)
Pseudomonas fluorescens
Trichoderma koningii (Th 003)
Penicillium sp. (Pn 005)
Nomuraea rileyi

Bacteria del Amazonas (Br-3126)
| Bacteria del Amazonas (Br-3128)

% de mortalidad acumulado |
¥y corregido ‘

43,00
41,00
36,84
31,34
21,05
16,41
15,20
12.00
10,71
8,15
7.90
5,26
5,20
4,47
4,47

acocooaannnpnooon

Los porcentajes de mortalidad seguidos por la misma letra no son significativamente
diferentes entre si, segun la prueba de Tukey al 0,05% de significancia.
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B. subtilis presentaron los porcentajes de
control, mayores y significativamente dife-
rentes, de 43 y 41%, respectivamente, con
respecto a la actividad biocontroladora de
todos los demas microorganismos evalua-
dos. Por lo tanto, se seleccioné el aislamien-
to de S. marcescens (Br 3132) para realizar
las evaluaciones de actividad enzimatica y
biocontroladora, ya que ademas de presen-
tar la mayor actividad biocontroladora,
mostro actividad alta quitinolitica en el me-
dio de cultivo suplementado con quitina
coloidal sustrato utilizado como tnica fuen-
te de carbono (Fig. 1).

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos en me-
dio de cultivo suplementado sobre la
actividad N-acetilglucosaminidasa pre-
sente en extractos de S. marcescens

Durante los cinco cultivos sucesivos, al
determinar la actividad N-acetilglu-
cosaminidasa presente en los extractos de
S. marcescens, se encontraron diversos
rangos de actividad quitinolitica. El anali-
sis estadistico determind que no hubo di-
ferencias significativas entre las actividades
N-acetilglucosaminidasa de los extractos
procedentes de cada medio de cultivo,
cuando 5. marcescers se sometio a la acti-
vacion en larvas, con respecto a cuando
ésta no fue sometida a dicha activacion.

Por otra parte, se encontro que inde-
pendientemente de la activacion de S.
marcescens en larvas, las actividades
significativamente mayores de N-acetilglu-
cosaminidasa, fueron obtenidas con los
extractos de 5. marcescens crecida sucesi-
vamente en los medios suplementados con
el homogeneizado de larvas, obtenién-
dose 0,421 umoles de p-nitrofenol/g de
células (PNP/g) en promedio. Estas activi-
dades enzimaticas fueron sequidas por las
obtenidas cuando S. marcescens crecio

sucesivamente en los medios suplemen-
tados con salvado de trigo, las cuales fue-
ron significativamente menores que las
anteriores y correspondientes en prome-
dio a 0,367 umoles de PNP/g. Las activida-
des N-acetilglucosaminidasa menores pero
significativamente diferentes fueron obte-
nidas con los extractos procedentes del
crecimiento de la bacteria en los medios
de agar nutritivo sin la adicion de los
sustratos inductores. Es asi que cuando S.
marcescens no fue sometida a las activa-
ciones en larva se obtuvo 0,236 pmoles
de PNP/g y cuando la bacteria no fue so-
metida a los cultivos sucesivos se obtuvo
0,230 pmoles de PNP/g.

Sequn el analisis estadistico, fue durante el
tercer cultivo sucesivo de la bacteria some-
tida o no a la activacion sobre larvas y creci-
da en los diferentes medios de cultivo,
donde hubo las mayores actividades N-
acetilglucosaminidasa; actividades que fue-
ron significativamente diferentes con
respecto a las obtenidas en los demas culti-
vos sucesivos realizados en el tiempo.

En la figura 2 se observa que durante los
cinco cultivos sucesivos de S. marcescens,
las menores actividades N-acetilgluco-
saminidasa fueron obtenidas cuando ésta
crecio en los medios de agar nutritivo, las
cuales fueron en promedio de 0,190
umoles de PNP/g (S. marcescens sometida
a la activacion en larvas), de 0,284 umoles
de PNP/g (S. marcescens no sometida a la
activacion) y de 0,153 pmoles de PNP/g (S.
marcescens no sometida a la activacion ni
a los cultivos sucesivos).

Durante los cinco cultivos sucesivos de la
bacteria, las mayores actividades N-
acetilglucosaminidasa, fueron obteni-
das con los extractos provenientes de
los medios suplementados con los dos
sustratos inductores de virulencia. Es asi

que cuando la bacteria crecio en el
homogeneizado de larvas, se obtuvieron
actividades de 0,427 pmoles de PNP/g (S.
marcescens sometida sucesivamente a la
activacion) y de 0,417 pmoles de PNF/qg (S.
marcescens no fue sometida a la activa-
cion en larvas). Estas actividades enzi-
maticas fueron sequidas por las obtenidas,
cuando S. marcescens crecio sucesivamen-
te en los medios con salvado de trigo, acti-
vidades que fueron significativamente
menores que las anteriores y correspon-
dientes a 0,397 pmoles de PNP/g (S.
marcescens sometida a la activacion) y a
0,337 umoles de PNP/g (S. marcescens no
sometida a la activacion) (Fig. 2).

Las mayores actividades N-acetilgluco-
saminidasa, obtenidas cuando S. mar-
cescens crecié en los medios con
homogeneizado de larvas, pudieron de-
berse a la composicion bioquimica de este
sustrato, ya que éste contiene lipidos,
proteinas y quitina (St. Leger et al. 1986a).
Esta ultima es la que conforma la cuticula
de los insectos y podria haber inducido la
produccion de exoquitinasas especificas
implicadas en la patogenicidad de S.
marcescens. Segun Thonart et al. (1991),
dependiendo del tipo de sustrato adicio-
nado al medio, podria inducirse una ma-

A B
Figura 1. 5. marcescens degradando el
medio de cultivo suplementado con quitina
coloidal (A); medio sin degradar (B).

Actividad P-nitrofenol
(micromoles / 100mg de células)

i

Medios agar Medios agar Medios agar Medios con Medios con Medios con  Medios con
nutritivo nutritivo sp  nutritivocp  Salvadosp  Salvado cp Larva sp Larva cp
(control)

1er Cultivo 2do Cultivo 1 3er Cultivo m 4to Cultivo W 5to Cultivo

Figura 2. Actividad N-acetilglucosaminidasa presente en extractos de 5. marcescens crecida en los diferentes medios durante los cinco
cultivos sucesivos realizados en el tiempo. cp

= con pase de Serratia sobre larvas; sp = sin pase de Serratia sobre larvas.
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yor sintesis de enzimas y mejorar las ca-
racteristicas de permeabilidad de las
células, permitiendo una mayor disponi-
bilidad de las enzimas extracelulares.

Asi mismo, cuando S. marcescens crecio
en los medios con salvado de trigo, tam-
bién se obtuvo una mayor actividad N-
acetilglucosaminidasa. Esto corrobora lo
obtenido por Thonart et al. (1991) quienes
sefnalaron que este sustrato adicionado a
un medio de cultivo, produjo una mayor
actividad de las enzimas celulasas, B-1,3-
glucanasas y quitinasas excretadas por
Trichoderma viridae. Posiblemente este
sustrato induce una mayor excrecion de
las enzimas, efecto que pudo producirse
también en S. marcescens y que se reflejo
en un incremento de la actividad N-
acetilglucosaminidasa presente en los ex-
tractos de células.

Es posible que los cultivos sucesivos de S.
marcescens sobre los medios, hubieran
causado un efecto inductor de su activi-
dad quitinolitica y/o una represion catabo-
lica en su produccion, ya que segun Young
y Carroad (1981) la produccion de una
quitinasa extracelular en S. marcescens,
depende del balance entre el efecto induc-
tor del sustrato en la produccion de esta
quitinasa y la represion catabdlica causa-
da por el mismo.

Por otra parte, las actividades enzimaticas
menores cuando 5. marcescens crecio en
los medjos de agar nutritivo, pudieron
deberse a una represion en la produccion
de las quitinasas por efecto de algin com-
ponente del medio de cultivo, ya que como
lo mencionaron Monreal y Reese (1969)
ciertos compuestos adicionados al medio
como la glucosa, causaron una represion
catabolica en la produccion de las quiti-
nasas en una cepa de S. marcescens.

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos en me-
dio de cultivo suplementado sobre la
actividad quimoelastasa proteasa PR-1
presente en extractos de S. marcescens

Durante los cinco cultivos sucesivos de
la bacteria, se determino que hubo dife-
rencias significativas para la actividad de
esta enzima (p <0,05), cuando S.
marcescens fue sometida a la activacion
en larvas con respecto a su no activa-
cion. Esto podria indicar, que la activa-
cion de S. marcescens sobre las larvas,
indujo aumentos en la actividad proteasa
de los extractos.

Por otra parte, las mayores y significativas
actividades quimoelastasa proteasa, fue-
ron obtenidas cuando S. marcescens cre-
cio en los medios suplementados con los
sustratos inductores; con los extractos pro-
venientes del homogenizado de larvas se
obtuvo una actividad promedio de 2,192
pmoles de PNA/g, la cual fue estadistica-
mente diferente a la obtenida con el ex-
tracto proveniente del crecimiento de S.
marcescens en los medios con salvado de
trigo correspondiente a 2,094 pmoles de

PNA/g, lo cual indica que la utilizacion del
homogeneizado de larvas ocasiona un
efecto inductor mayor sobre la actividad
de esta enzima que el salvado de trigo. Por
el contrario, cuando 5. marcescens crecio
en los medios de agar nutritivo sin la adi-
cion de estos sustratos, se obtuvieron las
actividades proteasa significativamente
menores de 1,582 uymoles de PNA/g en pro-
medio, asi mismo en este medio cuando
5. marcescens no fue sometida a
inoculaciones ni a cultivos sucesivos, se
obtuvo una actividad de 0,920 pmoles de
PNA/g en promedio (Fig. 3).

Esta actividad enzimatica menor, obteni-
da en los extractos procedentes de los me-
dios de agar nutritivo, podria deberse a
que la peptona reprimio la produccion de
esta enzima en el medio y por consiquien-
te se obtuvo una actividad quimoelastasa
proteasa menor en los extractos. Este com-
portamiento coincide con lo citado por
Dumusois y Priest (1993) con Bacillus
sphaericus, ya que cuando crecié en pre-
sencia de peptona o de extracto de leva-
dura, la sintesis de exoproteasas de la
bacteria se vio disminuida, debido a una
represion catabolica en la produccion de
exoproteasas.

También se observé que las actividades
quimoelastasa proteasa fueron mayores en
los extractos de células cuando S.
marcescens crecio en los medios suple-
mentados con el homogeneizado de lar-
vas; esto indica, que este sustrato de
composicion cuticular y constituido en
mayor proporcion por proteinas, posible-
mente indujo la produccion de exopro-
teasas de S. marcescens, que hidrolizan
los enlaces amino terminales de las pro-
teinas, que constituyen este sustrato. Esto
coincide con lo mencionado por Villamizar
(1998), quien encontré una induccion en
la actividad proteasa de conidios del hon-
go M. anisopliae, cuando el hongo crecio
en un medio liquido suplementado con

Actividad P-nitroanilina
(micromales {100mg de células)

Medios agar  Medios agar  Medios agar
nutritivo nutritivo sp nutritive cp
{contral)

[ ler Cutivo B 2do Cultivo

alas y patas de la langosta Rhammatocerus
schistocercoides.

El efecto inductor del salvado de trigo pudo
deberse a un efecto sobre la membrana ce-
lular, ya que segun Thonart et al. (1991)
este sustrato tiene la capacidad de mejorar
la permeabilidad de la membrana en alqu-
nos hongos, permitiendo una mayor excre-
cion de sustancias. Se podria suponer que
posiblemente en S. marcescens, este
sustrato ocasiono un efecto similar en la
permeabilidad de la membrana bacteriana,
facilitando de esta manera, la excrecion de
exoproteasas en los extractos de células y
por consiquiente hubo una mayor activi-
dad de esta enzima, con respecto a las acti-
vidades menores obtenidas cuando S.
marcescens crecio en los medios de agar
nutritivo sin suplementar (Fig. 3).

Como se observa en la figura 3, durante el
tercer cultivo de S. marcescens en cada me-
dio suplementado o no con los sustratos
inductores, hubo un incremento de la activi-
dad proteasa, actividades que con los pos-
teriores cultivos decrecieron con respecto al
tercer cultivo. Sin embargo, esta disminu-
cion observada en la actividad quimoelastasa,
podria estar relacionada con la produccion
concomitante de otras proteasas, ya que
Balakrishnan et al. (1997), observaron que
al disminuir significativamente la actividad
exoproteasa de un Bacillus sp., alcalofilico,
se incremento la secrecion y actividad de
otras proteinas de la bacteria.

Este incremento de la actividad enzimatica
observado durante el tercer cultivo conse-
cutivo de S. marcescens en los medios,
podria atribuirse a que el continuo cre-
cimiento de la bacteria en los medios
principalmente suplementados, permitio
seleccionar genes especificos que codifican
para exoproteasas, capaces de degradar las
proteinas constituyentes de estos sustratos.
De otra parte, las mayores actividades
quimoelastasa proteasa se obtuvieron en

Medios con Medios con Medios con Medios con
Salvado sp Salvado cp Lana sp Lana cp
Tratamientos

[ 3er Cultiva Bl 4ta Culivo B Sto Cultiva

Figura 3. Actividad quimoelastasa proteasa FR-1 presente en exlractos de 5. marcescens
crecida en los diferentes medios durante los cinco cultivos sucesivos realizados en el
tiempo. cp = con pase de Serratia sobre larvas; sp = sin pase de Serratia sobre larvas.
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los extractos cuando S. marcescens crecio
en los medios con homogeneizado de lar-
vas; esto indica, que este sustrato cuticular
constituido por proteinas, también induce
la actividad de proteasas especificas en S.
marcescens, que hidrolizan los enlaces
carboxyl y amino terminales de las protei-
nas que constituyen este sustrato. Decedue
et al. (1979) senalaron que los aminoacidos
que constituyen los sustratos para el creci-
miento de microorganismos son los que
principalmente inducen una produccion
mayor de exoproteasas.

El sustrato celuldsico salvado de trigo esta
constituido por un 63% de fibras, un 15%
de proteinas, un 6% de cenizas y un 4% de
grasas (Souza et al. 1999). El 15% de pro-
teinas presente en este sustrato, pudo ha-
ber inducido la produccion y actividad de
exoproteasas en las células de Serratia. Asi
mismo, Biswas et al. (1988) concluyeron
que en varias especies de hongos la activi-
dad de algunas enzimas estaba relaciona-
da con la composicion del medio de
cultivo.

Por otra parte, cuando S. marcescens fue
sometida a la activacion sobre larvas en
cada medio respectivo, se observaron
actividades quimoelastasa proteasa lige-
ramente mayores, con respecto a las obte-
nidas cuando S. marcescens no fue
sometida a la activacion (Fig. 3); esto po-
dria indicar, que con la activacion de 5.
marcescens en larvas, se incremento lige-
ramente la actiyidad de esta enzima. Esto
puede estar relacionado con lo indicado
por Flyg y Xanthopoulos (1983), quienes
encontraron que aislamientos de S.
marcescens provenientes de insectos, pro-
dujeron mas enzimas proteoliticas que
otros aislados a partir de muestras de sue-
lo o de partes vegetales.

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos en
medio de cultivo suplementado sobre
la actividad [(}-esterasa presente en
extractos de S. marcescens

Para los cinco cultivos sucesivos de S.
marcescens en los diferentes medios, se
determiné que hubo diferencias significa-
tivas entre las actividades p-esterasa (p
<0,05), cuando Serratia fue sometida a la
activacion en larvas y crecida en cada me-
dio respectivo correspondientes en pro-
medio a 1,790 umoles de PNP/g, con
respecto a las actividades obtenidas cuan-
do Serratia no fue activada en larvas y cre-
cida en cada medio respectivo, las cuales
correspondieron en promedio a 1,367
umoles de PNP/g.

A su vez, se observo un incremento en la
actividad p-esterasa en el tercer cultivo
sucesivo de S. marcescens crecida en los
diferentes medios suplementados o no con
los sustratos inductores de virulencia. Pos-
teriormente, esta actividad comenzo a de-
crecer en el cuarto y quinto cuitivo (Fig. 4).

Durante los cinco cultivos sucesivos de S.
marcescens, se encontro que las activida-
des menores y significativamente diferen-
tes de esta enzima (p <0,05), fueron
obtenidas con los extractos de S.
marcescens crecida en el medio agar nu-
tritivo (bacteria sin inoculaciones ni creci-
mientos sucesivos) obteniéndose en
promedio 0,478 pmoles de PNP/q; esta
actividad fue seguida por 0,963 pmoles
de PNP/g, obtenida cuando S. marcescens
activada en larvas crecié en este medio y
de 0,812 nmoles de PNF/g cuando la bac-
teria no fue activada y crecio en el medio
(Fig. 4). Esto posiblemente se debi6 a que
el medio de agar nutritivo no contenia en
su composicion ninguna fuente de lipidos
o ésteres grasos, que indujeran la produc-
cion de esterasas en la bacteria.

Por el contrario, durante los cinco cultivos
de S. marcescens, las mayores actividades
p-esterasa se obtuvieron cuando S.
marcescens fue sometida o no a la activa-
cion en larvas y crecié en los medios con
homogeneizado de larvas (p <0,05),
obteniéndose 2,371 pmoles de PNP/g
cuando la bacteria fue activada en larvas y

Actividad P-nitrofenal
{Umoles /100ma de células)

Medios agar
nutritive sp

Medios agar
nutritivo
(control)

nutritivo cp

Bl 1er Cultivo O2do Cultivo

Medios agar

Medios con Medios con  Medios con
Salvado sp Salvado cp Larva sp Larva cp
Tratamientos
B 3er Cultive M 4to Cultivo B 5to Cultivo

Medios con

Figura 4. Actividad p-esterasa presente en extractos de S. marcescens, crecida en los
diferentes medios durante los cinco cultivos sucesivos realizados en el tiempo. cp = con
pase de Serratia sobre larvas; sp = sin pase de Serratia sobre larvas,

2,316 pmoles de PNP/g cuando S. marces-
cens no fue sometida a la activacion, acti-
vidades que no fueron significativamente
diferentes entre si (Fig. 4).

Lo anterior podria indicar, que el sustrato
homogeneizado de larvas, en cuya com-
posicion estan presentes ésteres y acidos
grasos provenientes del cuerpo de las lar-
vas, posiblemente sirvieron como sustratos
especificos que indujeron una mayor acti-
vidad B-esterasa, que hidrolizaron los en-
laces éster, fosforil o carboxil de los
fosfolipidos constituyentes de este sus-
trato, resultado similar al obtenido por
Villamizar (1998), quien observo un efec-
to inductor de la actividad esterasa de
conidios de M. anisopliae, cuando el hon-
go crecio en medio liquido suplementado
con alas y patas de su insecto hospedero.

Las segundas actividades fj-esterasa ma-
yores fueron obtenidas con los extractos
de S. marcescens crecida en los medios
con salvado de trigo, las cuales fueron
significativamente menores que las ante-
riores (p <0,05), siendo en promedio de
2,036 umoles de PNP/g cuando S. marces-
cens fue sometida al pase y de 0,973
umoles de PNP/g cuando la bacteria no fue
sometida al pase en larvas.

Tal como se observa en la figura 4, la acti-
vidad p-esterasa baja obtenida en los ex-
tractos de S. marcescens, sometida ono a
la activacion en larva y crecida en los me-
dios de agar nutritivo sin suplementar y
no sometida a activacion en larva y crecida
en los medios suplementados con salvado
de trigo, podria atribuirse a la escasa pro-
porcion de lipidos o ésteres grasos que
contiene en su composicion el salvado de
trigo (4% de grasas) y a la ausencia de
éstos en la composicion del agar nutritivo.
Esto posiblemente origind una actividad
B-esterasa baja en los extractos de células
de S. marcescens.

De otra parte, los resultados observados
en la figura 4 indican que, con la utiliza-
cion del homogeneizado de larvas, se ori-
giné un efecto inductor de la actividad
p-esterasa. Segun Thaler et al. (1998), una
amplia variedad de bacterias gram positi-
vas y gram negativas, producen lecitinasas
(lipasas) para suplirse de fuentes de lipidos
y en algunos casos estas enzimas pueden
tener un papel importante en la induccion
de la patogenicidad en hospederos blan-
co; tal es el caso, de la fosfolipasa C de B.
thuringiensis, que esta relacionada con su
virulencia hacia algunos insectos plaga.
Grimont y Grimont (1978) encontraron
una correlacion positiva entre la patogeni-
cidad y la produccion de lecitinasas
(lipasas) en varias bacterias incluyendo
especies del género S. marcescens.

Conclusiones

* Los sustratos potenciales inductores,
salvado de trigo y homogeneizado de
larvas de T. solanivora incorporados al
medio de cultivo, incrementaron significa-
tivamente la actividad de las enzimas N-
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acetilglucosaminidasa y quimoelastasa
proteasa de los extractos de células de S.
marcescens.

* Las inoculaciones sucesivas (activaciones)
de la bacteria sobre larvas del insecto no
indujeron una significativa actividad de los
extractos enzimaticos de la bacteria.

* Durante el tercer crecimiento sucesivo
de S. marcescens sobre los medios suple-
mentados con los sustratos salvado de
trigo y homogeneizado de larvas, se incre-
mentaron significativamente las activida-
des quimoelastasa proteasa PR-1 de los
extractos de células de la bacteria.

* Los crecimientos sucesivos de la bacteria
sobre los medios de cultivo afectaron las
actividades quimoelastasa proteasa y f-
esterasa, viendose éstas disminuidas du-
rante el cuarto y quinto cultivo sucesivo de
la bacteria sobre estos medios.
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Efecto de las condiciones de cultivo sobre la
actividad entomopatogénica de Serratia marcescens

contra Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)
Effect of culture conditions on the entomopathogenic activity of Serratia marcescens
against Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)

CARLOS FELIPE BOSA O.!, ALBA MARINA COTES*?

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 87-92 (2004)

Resumen. Se establecié un modelo para evaluar el efecto que sobre la actividad enzimatica y
biocontroladora de Serratia marcescens, producen sus inoculaciones sucesivas en larvas del insecto y
sus crecimientos continuos sobre medios suplementados o no, con los sustratos potenciales inductores
de virulencia (salvado de trigo y homogeneizado de larvas de Tecia solanivora Povolny). A la biomasa de
la bacteria producida en estos medios, le fue evaluada la actividad biocontroladora contra larvas del
insecto y se prepararon extractos enzimaticos, con los cuales se determiné la actividad de las enzimas N-
acetilglucosaminidasa, quimoelastasa proteasa y -esterasa. Se realizaron cinco cultivos sucesivos de la
bacteria y en cada uno se evaluaron las actividades mencionadas. En general, tanto el tipo de sustrato
adicionado al medio como los crecimientos sucesivos de la bacteria, afectaron las actividades enzimatica
y biocontroladora, incrementandose éstas durante el tercer crecimiento de la bacteria. Las mayores
actividades biocontroladoras de S. marcescens sometida o no a la activacion en larvas, correspondientes
al 65 y 64% de mortalidad respectivamente, se obtuvieron cuando crecidé en el medio con salvado,
sequidas por el 58 y 59% de mortalidad respectivamente, cuando crecio en el medio con larvas, activida-
des que fueron significativamente diferentes de la obtenida cuando 5. marcescens crecio en el medio sin
suplementar (48,5%). A su vez, se determindé una correlacion positiva, entre las actividades N-
acetilglucosaminidasa y quimoelastasa proteasa con la actividad biocontroladora de S. marcescens,
sugiriendo que la actividad de estas enzimas, puede estar relacionada con el mecanismo de accion de las
bacterias entomopatoégenas del género Serratia.

Palabras clave: Bacterias entomopatogénicas. Serratia sp. Modo de accion. Enzimas.

Summary. A model was established to evaluate the effect of successive inoculations and successive
growths in culture media supplemented or not with potential virulence inductors (wheat bran and
homogenised Tecia solanivora Povolny larvae) on the enzymatic and biocontrol activity of Serratia
marcescens. The bacteria biomass obtained from these media was evaluated for biocontrol activity
against insect larvae, and enzymatic extracts were prepared to determined the activity of the enzymes N-
acetilglucosaminidase, quimoelastase protease PR-1 and f-esterase. These activities were evaluated in
each of five successive bacteria cultures. In general, both the type of substrate added to the media as well
as successive growth affected the biocontrol and enzymatic activities, increasing in the third growth of the
bacteria. The greatest biocontrol activities of S. marcescens, with or without activation in larvae,
corresponding to 65 and 64% mortality, respectively, were obtained when were the bacteria were grown
in wheat bran medium, followed by 58 and 59% mortality, respectively, when grown in the larval medium,
activities that were significantly different than that obtained when S. marcescens grew in medium without
supplement (48,5%). In addition, a positive correlation was found between N-acetilglucosaminidase and
quimoelastase protease activities and 5. marcescens biocontrol activity, suggesting that the activity of
these enzymes could be related with the mode of action of entomopathogenis bacteria of he genus
Serratia.

Key words: Entomopathogenic bacteria. Serratia sp. Mode of action. Enzymes.

Introduccion

Para el control biologico de los insectos
plaga como Tecia solanivora Povolny se han
realizado varios estudios exploratorios uti-
lizando microorganismos entomopatogeé-
nicos. Sin embargo, actualmente la
mayoria de estos estudios estan enfoca-
dos basicamente a la evaluacion y selec-
cion de microorganismos contra diferentes
insectos plaga susceptibles; pero estos

estudios no esclarecen ni relacionan los
mecanismos de accion posiblemente im-
plicados en su patogenicidad y virulencia
hacia los insectos plaga.

En las bacterias entomopatogénicas y
especificamente dentro del género Serra-
tia, existen especies asociadas a insectos
como 5. marcescens, S. liquefaciens, S.
plymuthica (Ewing y Martin 1981), S.
marinorubra, S. entomophila y S. protea-

maculans (Gray 1998); pero los estudios
para caracterizar su proceso infeccioso en
los insectos susceptibles son muy escasos.
Algunas investigaciones han propuesto
que las enzimas quitinasas y proteasas pro-
ducidas por estos microorganismos, son
determinantes en su proceso de pato-
genicidad y virulencia (Gooday 1994), par-
ticipando activamente en la degradacion
de las ceélulas epiteliales del intestino me-
dio del insecto, facilitando el acceso de la

1 Autor para correspondencia: B. Sc. M. Sc. Investigador del Laboratorio de Control Biologico del Programa Nacional de Manejo
Integrado de Flagas MIF Corpoica - Tibaitata. Teléfono: 4227300. Km 14 via Mosquera. E-mail: Carlosfelipeb@yahoo.es

2 Ph. D. Fitopatologia. Investigadora principal. Laboratorio de Control Biolégico. CORPOICA. C. I. Tibaitata. E-mail: acotes(@corpoica.org.co
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bacteria al hemocele, aunque son pocos
los estudios que relacionan in vivo la acti-
vidad de estas enzimas, con la actividad
biocontroladora de las bacterias ento-
mopatogénicas.

La actividad de estas enzimas puede ver-
se afectada por factores externos como la
composicion del medio de cultivo; es asi
como, la adicion de sustratos cuticulares
de insectos, puede proporcionar una fuen-
le de nutricion especifica para estos
microorganismos y conferir un incremen-
to en su actividad biocontroladora hacia
los insectos plaga de interés (Flach et al.
1992; Sampson y Gooday 1998). Este fe-
nomeno biolégico, posiblemente se debe
a la activacion por parte del sustrato, de
sistemas enzimaticos especificos, los cua-
les son determinantes en la actividad in-
secticida de los microorganismos sobre
los insectos susceptibles (Lane y Trinci
1991). Parece ser que otro factor externo
importante, involucrado en el incremen-
to o disminucion en la patogenicidad de
los entomopatogenos contra los insectos
plaga, es el sometimiento de éstos a cre-
cimientos sucesivos (Gonzales el al.
1999). 5in embargo, este factor hasta el
momento no ha sido estudiado y com-
probado para el caso de las baclerias
entomopatogenas.

Teniendo en cuenta estos factores poten-
cialmente involucrados en el incremento
de la patogenicidad y virulencia de los
entomopatogenos, y con el fin de esclare-
cery relacionar algunos de los mecanis-
mos enzimaticos especificos de la bacteria
entomopatogénica S. marcescens con su
actividad biocontroladora hacia los insec-
tos plaga, el objetivo de la presente inves-
tigacion fue evaluar el efecto que producen
sus inoculaciones sucesivas en larvas del
insecto y sus crecimientos continuos en
medadios suplementados con diferentes
sustratos potenciales inductores de viru-
lencia, sobre la actividad enzimatica y
biocontroladora de S. marcescens hacia
larvas de primer instar de T. solanivora. La
hipotesis de la investigacion se refiere: a si
los crecimientos sucesivos de la bacteria
sobre medios de cultivo suplementados
con sustratos potenciales inductores de
virulencia, provocan un incremento en su
actividad entomopatogénica hacia larvas
de T. Solanivora.

Esta investigacion se llevo a cabo en el
Laboratorio de Control Biologico del Pro-
grama Nacional de Manejo Integrado de
Plagas de Corpoica - Tibaitata y fue ejecu-
tado durante los anos de 1999 al 2001.

Materiales y Métodos

Evaluaciéon de la actividad entomo-
patogénica de S. marcescens hacia lar-
vas de primer instar de T. solanivora

En la evaluacion de la actividad biocon-
troladora de la bacteria hacia T. solanivora,
durante cada uno de los cultivos sucesivos
realizados en el tiempo, se utilizaron los
siquientes tratamientos:

1. S. marcescens crecida en agar nutriti-
vo (bacteria sin inoculaciones, ni culti-
vos sucesivos en el medio)

2. S. marcescens sin activacion en larvas
y crecida en agar nutritivo

3. S. marcescens con activacion en larvas
y crecida en agar nutritivo

4. S. marcescens sin activacion en larvas
y crecida en el medio suplementado
con salvado de trigo

5. 5. marcescens con activacion en larvas
y crecida en el medio suplementado
con salvado de trigo

6. S. marcescens sin activacion en larvas
y crecida en el medio suplementado
con homogeneizado de larvas de T.
solanivora

7. S. marcescens con activacion en larvas
y crecida en el medio suplementado
con homogeneizado de larvas de T.
solanivora

Este procedimiento metodologico se rea-
lizé sucesivamente durante los cinco
cultivos de la bacteria con el fin de de-
terminar, en cada uno de ellos, el efec-
to y la relacién que las inoculaciones
sucesivas de S. marcescens en larvas
{activacion de la bacteria) y sus creci-
mientos continuos en cada uno de los
medios mencionados anteriormente,
producen sobre la actividad enzimatica
y biocontroladora de S. marcescens ha-
cia T. solanivora.

El proceso metodologico por el cual se lle-
vo a cabo la inoculacion de la bacteria so-
bre las larvas del insecto (proceso de
activacion), se describe a continuacion:

Activacion de S. marcescens en lar-
vas de T. solanivora

Durante cada uno de los cultivos suce-
sivos de la bacteria, los tratamientos que
implicaron la activacion previa de S.
marcescens sobre larvas de sequndo instar
del insecto, se llevaron a cabo de la siguien-
te manera: Del crecimiento de la bacteria
en una caja de Petri, que contenia el medio
de cultivo respectivo e incubada a 28°C
durante 4 dias, se realizd una suspension
madre en 9 ml de agua peptonada estéril
al 0,1% pH 7,2. Luego, con diluciones, esta
suspension fue ajustada a la concentra-
cion 1x 10* células/ml utilizando técnicas
espectrofotométricas, segun una curva
estandarizada por Bosa (2001).

Las larvas de segundo instar, se desin-
fectaron por inmersién en una solucion
de hipoclorito de sodio (NaHCIO) al 0,05%
durante 5 sequndos; luego, se realizaron
2 lavados sucesivos con agua destilada
esteril durante 5 segundos cada uno. Pos-
teriormente, las larvas desinfectadas se
colocaron en una caja de Petri estéril, que
contenia en el fondo una toalla de papel
estéril. Luego estas larvas se sumergieron
durante 10 sequndos, en la suspension
bacteriana ajustada a la concentracion

1x10° células/ml, utilizando una curva que
relacionaba densidad optica vs. unidades
formadoras de colonia (UFC) (Bosa 2001).
Al cabo de este tiempo, éstas se colocaron
en una caja de Petri estéril, que contenia
una toalla de papel estéril.

Los tubérculos de papa también se desin-
fectaron en una solucion de hipoclorito
de sodio al 0,05% durante 2 minutos; lue-
go, se realizaron 3 lavados sucesivos en
agua destilada estéril, durante 5 minutos
cada uno. Los tubérculos desinfectados y
secos, se cortaron por la mitad y se sumer-
gieron durante 5 minutos en la suspen-
sion bacteriana ajustada. Posteriormente,
cada tubérculo inoculado se ubico en el
fondo de un recipiente plastico estéril se
infestd con 15 larvas tratadas de segundo
instar, el cual finalmente se tapo. Al cabo
de los 2 dias de realizado el ensayo, las
larvas muertas se recolectaron y se coloca-
ron en camara humeda a 28°C durante 1
dia.

A partir de las larvas incubadas en camara
humeda, se realizo el aislamiento de la
bacteria activada en el medio suplementa-
do con quitina coloidal. Para esto, se peso
0,1 g de larvas muertas las cuales se mace-
raron en un mortero de porcelana esteril y
el macerado se suspendio en 9 ml de aqua
peptonada estéril al 0,1% pH 7,2. A partir
de esta suspension madre, se hicieron di-
luciones seriadas, realizandose la siembra
de las diluciones 107y 10 en cajas de Petri
que contenian el medio con quitina coloi-
dal. Después de la incubacion durante 4
dias a 28°C, se realizé la verificacion de las
UFC, midiendo el halo de degradacion de
las colonias en el medio con quitina y se
verifico su morfologia tipica macroscopica
y microscopica utilizando la tincion de
Gram; posteriormente, las colonias verifi-
cadas como tipicas se cultivaron en los
medios de cultivo respeclivos.

Evaluacién de la actividad entomo-
patogénica de S. marcescens sobre lar-
vas de primer instar de T. solanivora

En todos los casos, a partir del crecimien-
to bacteriano a 28°C durante 4 dias, en
cajas de Petri que contenian el medio de
cultivo respectivo, se procedio a la realiza-
cion de una suspension madre en 9 ml de
aqgua peptonada esteéril al 0,1% pH de 7.4,
la cual se cuantifico utilizando una curva
estandarizada de UFC vs. densidad optica
a 600 nm. Posteriormente, se ajusto la sus-
pension madre a la concentracion de 1x10°
células/ml.

Por otra parte, se desinfectaron tubérculos
de papa variedad pastusa, en una solu-
cion de hipoclorito de sodio al 0,05 %
durante 2 minutos. Posteriormente, se la-
varon 3 veces sucesivas en agua destilada
estéril durante 5 minutos cada vez. Los
tubérculos desinfectados se sumergieron
durante 5 minutos en la suspension
bacteriana correspondiente y finalmente
¢sta se ajusto a la concentracion unica de
10° células/ml. Para la infestacion de los
tubérculos tratados, se utilizé un pincel
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estéril para recoger las larvas de primer
instar provenientes de la cria. Cada tubér-
culo tratado con la respectiva suspension
bacteriana, se infesté con 20 larvas de pri-
mer instar del insecto.

Diseno experimental para los bioensayos

Las condiciones ambientales para los en-
sayos biolégicos fueron similares a las
mencionadas para el mantenimiento de la
cria. Se empled un diseno completamente
aleatorizado, con 5 repeticiones por tra-
tamiento. Cada repeticion o unidad expe-
rimental, consistio de 20 larvas colocadas
sobre un tubérculo de papa desinfectado
y tratado, ubicado en el fondo de un reci-
piente de poliuretano con | cm de arena
esteril. Se utilizaron 100 larvas de primer
instar de T. solanivora por tratamiento.

Se empled un testigo tratado (tubércu-
los desinfectados, tratados con solucion
de agua peplonada e infestados con lar-
vas) y un testigo larva (tubérculos des-
infectados, e infestados con larvas). La
variable evaluada para cada tratamien-
to fue el porcentaje de mortalidad en
larvas (numero de pupas formadas). Las
evaluaciones de la variable, se realiza-
ron a partir de los 30 dias de cfectuado
el ensayo, llevando a cabo lecturas pe-
riodicas cada 5 dias durante 15 dias.
Esta variable evaluada se describe a
continuacion:

Porcentaje de mortalidad. El porcenta-
je de mortalidad acumulado y corregido
en cada uno de los tratamientos, se deter-
mino mediante la formula de Abbott (Ciba-
Geigy 1978):

Porcentaje de
Cd —Icl B
Cd

Mortalidad corregido =

Donde

Cd: Infestacion en el tratamiento testigo .

después de la aplicacion

Td: Infestacion en el tratamiento des-
pués de la aplicacion

Para el analisis de los resultados, se realizo
un analisis de varianza factorial (3x2+1),
correspondiente a 3 medios de cultivo x 2
interacciones, que incluyeron S.
marcescens sometida o no a la activacion
sobre el insecto + el tratamiento control.
Este analisis se aplicé para cada uno de
los cultivos sucesivos realizados a través
del tiempo y adicionalmente se realizé una
prueba de comparacion de medias de
Tukey al 0,05% de significancia.

Resultados y Discusion

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos de S.
marcescens en medios de cultivo so-
bre su actividad biocontroladora con-
tra T. solanivora

Paralelo a las determinaciones de la activi-
dad enzimatica de los extractos de células
de S. marcescens, también se realizaron

las evaluaciones de la actividad entomo-
patogénica de suspensiones de 5. marces-
cens ajustadas a una concentracion unica
de 10° células/ml y procedentes de los di-
ferentes medios de cultivo. En cada culti-
vo sucesivo de la bacteria, realizado en el
tiempo, se determiné el porcentaje de
mortalidad en larvas y los porcentajes de
dano y control del dafo en los tubérculos
tratados.

Durante los cinco cultivos sucesivos de S,
marcescens no hubo diferencias significa-
tivas en la actividad biocontroladora cuan-
do se comparo el efecto de someter o no a
la bacteria a la activacion sobre larvas del
insecto y su posterior crecimiento en los
diferentes medios. Esto indica, que la acti-
vacion previa de la bacteria sobre las lar-
vas del insecto, no ocasiono un efecto
inductor en el incremento de su actividad
biocontroladora (Fig. 1).

Por otra parte, se determino que durante el
tercer y cuarto cultivo sucesivo de la bacte-
ria sobre los medios, se obtuvieron las ma-
yores actividades biocontroladoras, las
cuales fueron significativamente diferentes
(p<0,05) con respecto a las obtenidas en
los demas cultivos sucesivos realizados en
el tiempo (Fig. 1).

De acuerdo con los resultados obtenidos
durante los cinco cultivos sucesivos, la
menor actividad biocontroladora y signi-
ficativamente diferente (p<0,05) fue ob-
tenida cuando la bacteria, sometida o no
a la activacion en larvas, crecio en los me-
dios de agar nutritivo. Es asi que cuando
la bacteria sometida a la activacion crecio
en este medio, se obtuvo una mortalidad
del 44,91% en promedio y cuando no fue
sometida a la activacion se obtuvo una
mortalidad del 42,09%. Estas actividades,
no fueron significativamente diferentes en-
tre si (p<0,05), ni diferentes de las obte-
nidas cuando la bacteria crecid en agar

Mortalidad (%)

nutritivo (medio control: bacteria sin
inoculaciones en larva ni cultivos sucesi-
vos), con la cual se obtuvo una mortalidad
en promedio de 39,69% (Fig. 1).

Por el contrario, durante los cinco cultivos
sucesivos de la bacteria, las mayores acti-
vidades biocontroladoras y significati-
vamernte diferentes de las anteriores
(p<0,05), se obtuvieron cuando S. mar-
cescens, activada o no activada en larvas,
se cultivd en los medios suplementados
con el salvado de trigo y con el homo-
geneizado de larvas; actividades que no
fueron significativamente diferentes entre
si (p<0,05). Cuando la bacteria fue some-
tida a la activacion y crecio en los medios
con el homogeneizado de larvas, se obtu-
vo un 54,20% de mortalidad en promedio
y cuando ésta no fue sometida a la activa-
cion y crecio en este medio, se obtuvo una
actividad en promedio de 53,35% de mor-
talidad (Fig. 1). De otra parte, cuando la
bacteria fue sometida a la aclivacion y cre-
cio en los medios con salvado de trigo, se
obtuvo una actividad en promedio de
56,92% de mortalidad y cuando ésta no
fue sometida a la activacion se obtuvo un
54,81% de mortalidad (Fig. 1).

Es importante destacar que en las determi-
naciones de la actividad enzimatica de los
extractos, se presentaron diferencias signifi-
cativas (p<0,05) cuando S. marcescens cre-
cio en el medio suplementado con el
homogeneizado de larvas, con respecto a
las obtenidas cuando la bacteria crecio en
el medio suplementado con salvado de tri-
go. Sin embargo, cuando la bacteria crecio
en estos dos medios suplementados, no se
observaron diferencias estadisticas en las
actividades biocontroladoras de la bacte-
ria. Esto podria indicar que los sustratos
salvado de trigo y homogeneizado de lar-
vas adicionados al medio, posiblemente
indujeron una mayor produccion y actividad
de enzimas en las celulas de la bacteria.

Medios agar  Medios agar  Medigs agar Medios con Medios con Medios con Medios con |
nutritivo nutritivo sp nutritivo cp salvado sp salvado cp larva sp larva cp
(contral)

Tratamientos
B 1er Cultivo O2do Cultivo B 3er Cultivo S 4to Cultivo W 5to Cultive
|
|

Figura 1. Porcentaje de mortalidad de T. solanivora. S. marcescens crecida en los diferen-
tes medios durante los cinco cultivos sucesivos realizados en el tiempo. cp= con pase de
Serratia sobre larvas; sp= sin pase de Serratia sobre larvas.
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También esta mayor actividad bio-
controladora obtenida a partir del creci-
miento de la bacteria en estos medios,
posiblemente se debid a los crecimientos
sucesivos de S. marcescens sobre estos
medios suplementados, confiriéndole una
mayor patogenicidad contra las larvas de T.
solanivora y ademas se indujo una selec-
cion de genes posiblemente involucrados
con la produccion y actividad de enzimas
especificas implicadas en la patogenicidad
de esta bacteria. Esto coincide con los au-
tores Grkovic et al. (1995), quienes sugirie-
ron que los aumentos en la virulencia de la
bacteria podrian estar relacionados con los
genes contenidos en plasmidos, los cuales
estan presentes en algunas especies del
genero Serratia, ya que en aislamientos
entomopatogeénicos de S. entomophila y
S. proteamaculans, se encontré un gran
plasmido de 105 Kb (PADAP) que contiene
genes esenciales, los cuales parecen estar
involucrados con el desarrollo de la enfer-
medad ambarina producida en larvas de
Costelytra zealandica (Coleoptera: Scara-
baeidae) (Grkovic et al. 1995).

Durante las evaluaciones de la actividad
enzimatica de S. marcescens, se observo
una relacion directamente proporcional
entre el incremento de estas actividades y
el aumento en el numero de cultivos suce-
sivos de la bacteria; es asi que, este
comportamiento enzimatico estuvo
relacionado con los incrementos en las
actividades biocontroladoras de la bacte-
ria, siendo éstas maximas durante el tercer
y cuarto cultivo sucesivo de la bacteria en
los medios. Lo anterior indica, que los
sustratos adicionados al medio ademas de
incrementar la actividad enzimatica en los
extractos, también indujeron aumentos en
la actividad biocontroladora de S. mar-
cescens, indicando que posiblemente es-
tas actividades parecen estar relacionadas
entre si (Fig. 1).

Es posible que la utilizacion y adicion de
estos sustratos al medio haya mejorado la
expresion de los genes de virulencia de la
bacteria, ademas de inducirle una alia es-
pecificidad contra T. solanivora, lo que
posiblemente conllevo a una mayor viru-
lencia de la bacteria. Segan Flyg et al.
(1980), la capacidad patogénica de un ais-
lamiento de Serratia depende de: su capa-
cidad invasora, la cual esta relacionada con
la habilidad de la bacteria para penetrar el
intestino de los insectos; de la excrecion
de diferentes enzimas hidroliticas como
proteasas y quitinasas; de la resistencia
pasiva que la bacieria puede mantener
dentro del sistema inmune del insecto
hospedero; y de la tasa de crecimiento y
multiplicacion de la misma dentro del in-
secto. Se podria sugerir que las continuas
inoculaciones de S. marcescens en larvas
y sus crecimientos sucesivos sobre los me-
dios suplementados con los sustratos,
posiblemente indujeron o potencializaron
algunas de estas caracteristicas.

Aunque la mayoria de las bacterias
entomopatogénicas como B. thuringiensis
presentan su modo de accion via inges-

tion, podria pensarse que algunas bacte-
rias también ejercen su modo de accion
por via cuticular. Segan Hawtin et al.
(1997), la cuticula de las larvas de
lepidopteros esta constituida por quitina
suave y flexible, que interactua con los com-
ponentes proteicos para producir una es-
tructura de poca rigidez pero de gran
distensionalidad. Sin embargo, dada la alta
actividad quitinolitica presentada por este
aislamiento de S. marcescens, se podria
sugerir que ésta es capaz de degradar la
quitina de la cuticula de las larvas y alcan-
zar la hemolinfa para ocasionar la septice-
mia. Este proceso puede ser muy similar al
ocurrido en la degradacion de la cuticula
durante el proceso de la muda, donde el
fluido enzimatico excretado por las células
epidermales, que esta constituido por
proteasas y quitinasas, degrada la vieja
cuticula para dar paso a la nueva cuticula
(Hawtin et al. 1997). Por lo anterior, se
podria sugerir que este aislamiento de S.
marcescens, presenté un modo de accion
tanto por ingestion como cuticular, lo cual
podria haber facilitado su patogenicidad
contra T. solanivora.

Como se observa en la figura 1, durante el
tercer cultivo sucesivo las mayores activi-
dades biocontroladoras del 62,26 y
61,00% de mortalidad, se obtuvieron
cuando S. marcescens, sometida ono a la
activacion, crecio en los medios con salva-
do de trigo respectivamente; actividades
sequidas por el 57,23 y 59,74% de morta-
lidad, cuando S. marcescens sometida o
no a la activacion en larvas crecio en los
medios con homogeneizado de larvas res-
pectivamente. Otros autores como Rabelo
el al. (1985) encontraron un comporta-
miento similar, cuando al evaluar dos ce-
pas del hongo M. anisopliae activadas una
sola vez sobre ninfas de Deois flavopicta
(Homoptera: Cercopidae) y cultivadas va-
rias veces en medios de arroz, ocasiona-
ron los mayores porcentajes de mortalidad
sobre ninfas de este insecto del 65y 76,6%
con el tercer crecimiento sucesivo de estos
dos hongos sobre los medios de arroz,
valores comparados con el 37 y 65% de
mortalidad obtenidos durante el primer
crecimiento de estos dos hongos,
respectivamente.

Por otra parte, durante el cuarto cultivo
sucesivo de S. marcescens, las actividades
biocontroladoras mayores, correspondien-
tes en promedio al 65,26 y 64,07% de
mortalidad, se obtuvieron cuando S.
marcescens fue sometida o no a la activa-
cion sobre larvas y cultivada en el medio
con salvado de trigo; actividades seguidas
por el 58,08 y 59,28% de mortalidad, ob-
tenidas cuando 5. marcescens fue someti-
da o no a la activacion y crecio en el medio
con homogeneizado de larvas (Fig. 1). Los
incrementos ligeros observados en las ac-
tividades biocontroladoras durante el cuar-
to cultivo con respecto al tercer cultivo, no
estuvieron relacionados con la disminu-
cion observada en las actividades enzima-
ticas para el cuarto cultivo sucesivo de S.
marcescens. Por lo cual se podria sugerir,

que ademas de las enzimas N-acetil-
alucosaminidasa, quimoelastasa proteasa
y B-esterasa, posiblemente otras enzimas
o metabolitos, podrian estar involucrados
en la patogenicidad de S. marcescens.

Para el tercer y cuarto cultivo sucesivo de S.
marcescens en los medios suplementados,
es probable que las larvas muertas dentro
de los tubérculos tratados por estos aisla-
mientos posiblemente mas virulentos, pu-
dieron servir como reservorios para liberar
las células infectivas dentro de los tubércu-
los. Esto se debe a que esta bacteria tam-
bién presenta la ventaja competitiva de
sobrevivir como saprdéfito facultativo, lo cual
pudo haber favorecido la infeccion de otras
larvas presentes dentro de los tubérculos,
al haber consumido la pulpa del tubérculo
infectada con la bacteria.

Aunque los mecanismos de patogenicidad
en especies del género Serratia no han sido
aun esclarecidos, algunos autores como
Callaghan et al. (1996) mencionan que toxi-
nas y enzimas extracelulares como
lecitinasas (lipasas), quitinasas y proteasas,
pueden estar relacionadas con la patoge-
nicidad de algunas especies del género
Serratia. Se podria sugerir que la actividad
de las enzimas evaluadas en este trabajo,
pueden estar involucradas en la actividad
entomopatogénica de S. marcescens.

Por otra parte, durante el quinto cultivo
sucesivo las actividades biocontroladoras
de S. marcescens decrecieron ain mas,
con respecto al cultivo anterior. Esta dis-
minucién posiblemente se debi6 a las con-
tinuas inoculaciones de S. marcescens
sobre larvas, asi como a sus crecimientos
sucesivos en los medios, lo cual pudo ori-
ginar la pérdida de algunos genes conte-
nidos en plasmidos que codifican para
estas enzimas especificas o una disminu-
cion en la actividad de estas enzimas y otros
compuestos implicados en la paloge-
nicidad de S. marcescens.

Para el caso de hongos como M. anisopliae
y B. bassiana se ha demostrado que sus
continuos crecimientos sobre medios de
cultivo sintéticos o las inoculaciones suce-
sivas por insectos no hospederos, han ori-
ginado heterocariosis y disminucion o
pérdida total de su virulencia contra el in-
secto hospedero. La pérdida en la virulen-
cia de estos hongos ha sido relacionada
con la disminucion en la actividad enzima-
tica de los conidios, ya que sus enzimas
son expresadas en menor cantidad
(Schaerffenberg 1964; Fox y Jaques 1958).

El crecimiento y metabolismo fisiologico
de las bacterias es mas rapido a diferencia
de los hongos, lo cual implica que las bac-
terias pueden perder mas facilmente sus
genes de virulencia por diversos factores
externos, con la consecuente pérdida o
disminucion de su patogenicidad. Asi mis-
mo, la disminucion en la actividad biocon-
troladora de S. marcescens durante el
quinto cultivo, pudo deberse, segun
Godfray et al. (1999), a que los estados
larvales de los insectos presentan en su
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microbiota intestinal, bacterias saprofitas
no patogénicas, las cuales se alimentan
dentro del tracto digestivo; sin embargo,
estas bacterias pueden adherirse en una
alta proporcion a los receptores de mem-
brana del tracto intestinal, compitiendo
con las bacterias entomopatogénicas por
estos sitios de union. Este fenémeno po-
dria reducir la efectividad de las bacterias
entomopatogénicas y en consecuencia, se
requeriria de altas concentraciones del
biocontrolador para causar una infeccion
en los insectos tratados.

Relacion entre la actividad biocontro-
ladora y las actividades enzimaticas
presentes en los extractos de S. mar-
cescens. Dado que la excrecion y activi-
dad de las enzimas de la bacteria (Bosa y
Coles 2004) pueden determinar el proce-
so entomopatogénico hacia larvas de T.
solanivora, se realizo un analisis de corre-
lacion lineal entre estas actividades. Asi
mismo, se propuso un modelo matemati-
co para correlacionar y cuantificar la activi-
dad de estas variables, con la posibilidad
de utilizar la actividad de estas enzimas
como marcadores biologicos predictivos
de la actividad biocontroladora de aisla-
mientos nativos de Serratia spp.

Relacion entre la actividad biocon-
troladora y la actividad N-acetilglu-
cosaminidasa presente en los extractos
de S. marcescens. Al determinar la corre-
lacion entre la actividad N-acetilgluco-
saminidasa (Bosa y Cotes 2004 y la actividad
biocontroladora de S. marcescens sobre
larvas de T. solanivora obtenidas durante
los cinco cultivos, se obtuvo un coeficiente
de correlacion de 0,8741 (p<0,05), valor
que indica una correlacion positiva y alta
entre la actividad de dicha enzima presente
en los extractos de Serratia y su aclividad
biocontroladora hacia larvas del insecto. Sin
embargo, es probable que también otras
enzimas quitinasas diferentes de ésta, es-
teén implicadas en el proceso entomopato-
génico de S. marcescens, ya que seqgun
Khoury et al. (1997), en S. marcescens se
han identificado las quitinasas Chil, Chi2,
Chi3 y Chi4; sin embargo, no hay datos que
relacionen 'a actividad de estas quitinasas
con la actividad biocontroladora de espe-
cies de Serratia.

Este resultado permite proponer un mode-
lo matematico para relacionar la actividad
de estas dos variables, con la posibilidad
de cuantificar la actividad de dicha enzima
como un marcador bioquimico predictivo
de la actividad biocontroladora de un aisla-
miento de S. marcescens.

Y=A+B (X

% de mortalidad = 31,98294436 +
55,353242548 x Actividad N-acetilgluco-
saminidasa (expresada en pmoles de PNP/
g de células).

Relacion entre la actividad biocontro-
ladora y la actividad quimoelastasa
proteasa PR-1 presente en los extrac-
tos de S. marcescens. Al realizar la

correlacion entre los porcentajes de morta-
lidad acumulada y corregida de S. mar-
cescens, con la actividad quimoelastasa
proteasa detectada en los extractos de cé-
lulas, se determiné un coeficiente de co-
rrelacion de 0,8775 (p<0,05), valor que
indica una correlacion positiva entre la ac-
tividad de dicha enzima con la actividad
biocontroladora de S. marcescens hacia
larvas de T. solanivora, siendo este valor
de correlacion ligeramente mayor que el
obtenido con la actividad N-acetilgluco-
saminidasa. Este comportamiento enzi-
matico coincide con lo mencionado por
Dancer y Chantawannakul {(1997), quie-
nes observaron que las proteasas de
Paenibacillus larvae (bacteria gram positi-
va, aerobica y esporulante), tienen una
importante funcion durante los estados
tempranos de la infeccion en el insecto
hospedero. Segin estos autores, las
proteasas de esta bacteria parecen estar
implicadas directamente en el debilita-
miento de la respuesta inmune del insec-
to, ya que estas enzimas degradan los
polipéptidos antibacteriales tales como las
apidaecinas y cecropinas, producidas du-
rante los estados iniciales de la infeccion.

En el caso de las bacterias entomopato-
génicas no formadoras de esporas, como
las especies del género Serratia, las
enzimas proteoliticas cumplen una impor-
tante funcién en la virulencia, ya que como
estas bacterias carecen de esporasy crista-
les paraesporales, sus enzimas secretadas
deben cumplir con esta funcion para faci-
litar la patogenicidad en los insectos. De
acuerdo con este valor de correlacion, se
propone un modelo matematico para re-
lacionar la actividad de estas dos varia-
bles. Esto da la posibilidad de utilizar la
actividad de dicha enzima, como un mar-
cador bioquimico predictivo de la activi-
dad biocontroladora de aislamientos
nativos de Serratia spp.

Y=A+B(X

% de mortalidad = 32.77596898 +
9,549201123 x Actividad quimoelastasa
proteasa (expresada en umoles de PNA/g
de células),

Relacion entre la actividad biocontro-
ladora y la actividad [}-esterasa pre-
sente en los extractos de S. marcescens.
Al correlacionar los porcentajes de morta-
lidad acumulada y corregida de S.
marcescens, con la actividad B-esterasa
detectada en los extractos (Bosa y Cotes
2004), se encontré un coeficiente de co-
rrelacion de 0,70 (p<0,05), indicando que
posiblemente la actividad de esta enzima
no es tan determinante en el proceso
entomopatogénico de Serratia sp., con
respecto a las actividades enzimaticas an-
teriores; aunque su actividad podria ser
complementaria a otros mecanismos de
accion de la bacteria. Esto podria coincidir
con lo obtenido por Villamizar (1998),
quien determiné un bajo coeficiente de
correlacion (0,55) entre la actividad
esterasa de extractos de conidios de una
cepa de M. anisopliae con su actividad

biocontroladora hacia adultos de la lan-
gosta llanera R. schistocercoides, conclu-
yendo de igual forma que dicha enzima
no juega un papel determinante en el me-
canismo de accion del hongo.

Conclusiones

* Los crecimientos sucesivos de S. marces-
cens sobre los medios de cultivo suple-
mentados con estos sustratos, indujeron
un incremento significativo de sus activi-
dades enzimaticas y biocontroladoras, sien-
do mayores a partir del tercer crecimiento
sucesivo de la bacteria sobre estos medios.

* Los sustratos potenciales inductores de
virulencia salvado de trigo y homogeneizado
de larvas de T. solanivora incorporados al
medio de cultivo, ademas de incrementar la
actividad de las enzimas N-acetilgluco-
saminidasa y quimoelastasa proteasa de los
extractos de células de S. marcescens,
incrementaron su actividad biocontroladora
hacia larvas de T. solanivora.

* Se determino una correlacion positiva
entre el incremento de la actividad quimo-
elastasa proteasa PR-1 y N-acelilgluco-
saminidasa en los extractos de células de
la bacteria, con su actividad biocontrola-
dora hacia T. solanivora, lo cual permitio
proponer modelos de prediccion de la ac-
tividad biocontroladora de otros aisla-
mientos nativos de Serratia.

= Esta metodologia desarrollada podria ser
aplicada en procesos de cultivo a otras
bacterias entomopatogénicas y otros in-
sectos plaga.
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Resumen. El gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda, es la principal plaga de este cultivo.
Debido a que en el pais no se cuenta con un producto registrado a base de hongos entomopatogenos
para el control de S. frugiperda y dado que Nomuraea rileyi es un microorganismo que se encuentra con
mas frecuencia causando epizootias en campo, se planteé como objetivo aislar y seleccionar cepas de
este hongo con alta actividad biocontroladora contra S. frugiperda. Para ello, a partir de 10 aislamientos
provenientes de los llanos orientales, se evalud en laboratorio su actividad biocontroladora a una con-
centracién de 1x107 conidios.ml”', mediante la aspersion sobre hojas de higuerilla (Ricinus cormunnis)
infestadas con larvas de sequndo instar del insecto. Con tres aislamientos se obtuvo una mortalidad de
94,7, 95 y 100%, seleccionandose el aislamiento NmO07 procedente de Villavicencio (Meta), ya que
ocasiono el 100% de mortalidad y los tiempos letales menores (TL_, y TL,) que fueron de 6,2 y 7,9 dias,
respectivamente. Posteriormente, se determind la concentracion y dosis letal de este aislamiento
obteniéndose una CL_, de 9,8 x 10° conidios.ml! a los 11 dias y una CL_, de 2,2 x 10® conidios.ml"' a los
ocho dias, respectivamente. Para la determinacion de las dosis letales se aplicaron 5 ul de cada dosis
sobre el dorso toracico de cada larva, determinandose una DL, de 44 conidios/larva a los 12 dias y una
DL, de 3,380 conidios/larva a los 10 dias, respectivamente. Estos resultados permiten obtener parametros
de referencia para realizar estudios de produccion masiva y formulacion, dirigidos al control integrado de
Spodoptera spp.

Palabras clave: Entomopatogeno. Control biolégico. Gusano cogollero del maiz.

Summary. The fall armyworm, Spodoptera frugiperda, is the major insect pest of the maize crop.
Considering that the country does not have a registered product based on fungal entomopathogens
for the control of S. frugiperda, and given that Nomuraea rileyi is a microorganism that is most
frequently found to cause epizootics in the field, our objective was to isolate and select strains of this
fungus with high biocontrol activity against S. frugiperda. To do this, the biocontrol activity of 10 isolates
of M. rileyi, isolated under laboratory conditions from the Llanos Orientales, at 1x107 conidia.ml"' was
evaluated by spraying onto “higuerilla” leaves (Ricinus communis) infested with second instar larvae. A
mortality of 94,7, 95 and 100% were obtained with three isolates, the isolate Nm-07 from Villavicencio
being selected because it caused 100% mortality and the lowest lethal times (LT, and LT, ) of 6, 2 and
7.9 days, respeclively. Afterwards, both the lethal concentrations and doses of this isolate were determined,
with LC, of 9,8 x 10° conidia.ml"' at 11 days and LC, of 2,2 x10° conidia.ml"' at eight days, respectively.
To determine the lethal doses 5 ul of N. rileyi suspensions were applied to the thoracic tergum of each
larvae, with a LD, of 44 conidia/larvae after 12 days and a LD, of 3,380 conidia/larvae after 10 days,
respectively. These results offer reference parameters to conduct studies on mass production and
formulation directed towards the integrated control of Spodoptera spp.

Key words: Entomopathogen. Biological control. Fall army worm.

Introduccion

Uno de los factores mas limitantes en la
produccion del maiz en Colombia lo cons-
tituyen los insectos plaga entre los que se
destaca el qusano cogollero del maiz,
Spodoptera frugiperda J. E. Smith, el cual
puede ocasionar danos directos o indirec-

tos al cultivo pues actia como trozador,
comedor de follaje y comedor de estructu-
ras (mazorcas). Este insecto esta distribui-
do por todo el continente americano y
puede encontrarse desde el nivel del mar
hasta los 2.600 msnm. Sin embargo, el
uso indiscriminado de algunos insectici-
das quimicos de amplio espectro para el
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control de esta plaga, lales como el
endosulfan, carbofuran, metamidofos y
clorpirifos (fosforados, piretroides y
carbamatos), ha favorecido la seleccion de
genes resistentes a estos insecticidas, ade-
mas de ocasionar efectos negativos sobre
la fauna benéfica y de interferir con el equi-
librio biolégico (Garcia et al. 2002).
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Segun estadisticas del Ministerio de Agri-
cultura (1996), el area sembrada con maiz
en Colombia asciende a 79.351 ha con un
rendimiento promedio de 3.243 kg/ha y
con un gasto en insecticidas para el con-
trol de esta plaga de $ 4,2 millones de
dolares por ano aproximadamente, lo cual
incide considerablemente en los costos de
produccion.

Una alternativa promisoria para el control
de esta plaga es la utilizacion de hongos
entomopatogenos como Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana y Nomuraea
rileyi. Su uso presenta varias ventajas fren-
te a los insecticidas quimicos, ya que su
espectro de accion biologica es menor, dis-
minuyendo el efecto sobre los insectos be-
néficos o no blanco, ademas es posible su
produccion sobre sustratos economicos y
su aplicacion en campo no representa ries-
qo toxicologico para otros seres vivos como
aves, peces y mamiferos. En trabajos preli-
minares desarrollados en el C.I. Palmira de
Corpoica con hongos entomopatogenos y
productos no convencionales, se obtuvo
en campo un 90% de control de larvas de
S. frugiperda mediante el uso de una cepa
seleccionada del hongo N. rileyi (Garcia et
al. 2002).

Considerando la importancia de este in-
secto, los resultados de control obtenidos
mediante el uso de entomopatogenos y
aprovechando la experiencia del Labora-
torio de Control Biologico de Corpoica, se
hace necesariq desarrollar estudios enca-
minados al aislamiento y seleccion de ce-
pas de hongos entomopatbégenos, con
actividad biocontroladora alta de la plaga
con miras a desarrolar preformulados que
sean sequros, eficaces y confiables. Por las
razones anteriores, los objetivos del pre-
sente trabajo fueron aislar y seleccionar
aislamientos nativos de Nomuraea rileyi
con actividad biocontroladora alta contra
S. frugiperda; asi como determinar las con-
centraciones y dosis letales de los aisla-
mientos seleccionados.

Materiales y Métodos

Aislamiento, seleccion y evaluacion de
N. rileyi. Se llevo a cabo una recoleccion
de insectos con sintomas de infeccion en
cuatro lotes sembrados con maiz en la zona
del piedemonte llanero (Villavicencio, Meta)
y en cuatro lotes en la zona de la altillanura
(Puerto Gaitan, Meta). Para el piedemonte
llanero se realizo el muestreo en tres lotes
cultivados con maiz del Centro de Investi-
gaciones “La Libertad” de Corpoica: el otro
cultivo en donde se realizaron colectas co-
rrespondio a un lote comercial ubicado en
la vereda de Pompeya Baja. En la altillanura,
se hicieron muestreos en dos de las fincas
con las mayores dreas de cultivo de maiz:
Panorama y Santana. En cada una de ellas
se escogieron dos lotes, teniendo en cuen-
ta su ubicacion y nivel de dano. Las larvas
muertas o enfermas, con sintomatologia ti-
pica de infeccion por hongos o bacterias, se
colectaron y se dispusieron individualmen-
te en viales de vidrio. De esla manera, las
muestras se transportaron al Laboratorio

de Control Biologico del Centro de Investi-
gaciones Tibaitata de Corpoica, para su
analisis.

A partir de las larvas recolectadas, se reali-
z0 el aislamiento de los hongos entomo-
patogenos potenciales en cajas de Petri con
un medio de cultivo codificado como Agar-
harina de soya (Agar-Soya). Este medio
estuvo constituido por salvado de trigo,
frijol soya triturado, extracto de levadura,
sales minerales y agar. Luego, cada caja de
Petri se incubd a 22°C bajo luz constante;
las colonias caracteristicas del hongo M.
rileyi se purificaron y se conservaron en el
medio Agar-Soya.

Con el fin de realizar la evaluacion de la
actividad biocontroladora de los diferen-
tes aislamientos nativos de N. rileyi, se hizo
una activacion sobre larvas del insecto y
se incubaron durante 12 dias a 22°C en el
medio de cultivo Agar-Soya. Posteriormen-
te, con los conidios producidos por cada
aislamiento se obtuvo una suspension
ajustada a una concentracion de 1x107
conidios.ml'. Se hizo la aplicacién por
medio de un aspersor manual a un volu-
men de 0,4 ml por el haz y 0,4 mi por el
envés de hojas de higuerilla (Ricinus
communis) previamente somelidas a des-
infeccion en hipoclorito de sodio al 0,5%
y luego tres enjuagues con aqua destilada
estéril por 5 minutos cada uno; posterior-
mente, cada hoja se infestd con dos larvas
de segundo instar del insecto. Se selec-
ciond, como cepa de referencia, un aisla-
miento de N. rileyi procedente del Centro
de Investigaciones Palmira de Corpoica
(Valle del Cauca), por haber presentado en
estudios previos la actividad bioinsecticida
mas alta obteniéndose un porcentaje acu-
mulado superior al 90%, al ser probada
en campo (Garcia et al. 2002).

El bioensayo se realizo bajo condiciones
controladas de 20°C + 0,2°C de tempe-
ratura y 65% de humedad relativa; se uti-
lizo un diseno completamente aleatorio,
donde la unidad experimental consistio
en 2 larvas/hoja para un total de 20 repe-
ticiones y cuarenta individuos por trata-
miento. A su vez, se utilizaron testigos
tratados (hojas desinfectadas, asperjadas
con Tween 80 al 0,1% e infestadas con
larvas) y testigos larva (hojas desinfecta-
das, no tratadas con el hongo e infesta-
das con larvas).

Las lecturas del bioensayo se realizaron
cada 24 h, registrando el porcentaje de
mortalidad diaria y determinando el tiem-
po al cual muere el 50 - 90% de la po-
blacion (TL_,, TL ) para cada aislamiento.
Las larvas muertas diariamente se colo-
caron en camaras himedas para eviden-
ciar si la muerte fue provocada por la
infeccion del hongo evaluado. Los datos
de mortalidad se corrigieron mediante
la formula de Schneider - Orelli (Ciba
Geygi 1973), obteniéndose el porcenta-
je de eficacia. Posteriormente, se some-
tieron a un analisis de varianza y la
prueba de comparacion de medias por
Tukey (2=0,053).

Determinacion de las concentraciones
y dosis letales de los aislamientos
seleccionados. Posteriormente, se selec-
cionaron los aislamientos de este hongo
que cumplieron con los criterios de activi-
dad biocontroladora alta sobre larvas del
insecto, tiempos letales TL50 y TL90 me-
nores y un crecimiento y esporulacion op-
timas en el medio de cultivo. A estos
aislamientos seleccionados se les deter-
mino la concentracion letal media y no-
venta (CL50 y CL90) y al mejor de ellos se
le determind la dosis letal media y noven-
ta (DL50 y DL90).

Las condiciones metodologicas y el dise-
no experimental de los bioensayos para la
determinacion de las concentraciones le-
tales, fueron las mismas descritas anterior-
mente; para ello se evaluaron cinco
concentraciones correspondientes a 1x10°,
1x10% 1x10% 1x10°y Ix107 conidios.ml'.
Los datos obtenidos en el experimento se
analizaron mediante el programa estadis-
tico Probit.

Para determinar la DL, y DL, del mejor
aislamiento de N. rileyi seleccionado, se
hizo una aplicacion topica de 5 pl con
dosis de 5, 50, 500, 5.000 y 50.000
conidios/larva (las suspensiones de
conidios se realizaron en solucion de
Tween 80 al 0,5%). La aplicacion se hizo
sobre el dorso toracico de larvas de se-
qundo instar. El diseno experimental
para este bioensayo fue igual al descrilo
anteriormente. De igual forma, los datos
obtenidos se analizaron mediante el pro-
grama estadistico Probit.

Resultados y Discusion

Aislamiento, seleccion y evaluacion de
N. rileyi. Se recolectaron 37 muestras (lar-
vas muertas de S. frugiperda con sintomas
aparentes de infeccion por hongos). En la
finca Santana (lotes 4 y 5) fue donde se
encontro el nimero mayor de insectos con
signos de Nomuraea rileyi. Para la zona de
la altillanura y del piedemonte llanero, se
observo una alta incidencia de epizootias
causadas por el hongo N. rileyi afectando
diferentes instares larvales del inseclo. Esto
sugiere que las esporas del hongo son fa-
cilmente dispersadas y arrastradas por el
viento y la lluvia. adhiriéndose, germinan-
do, esporulando e infectando nuevos in-
sectos en el campo, comportamiento
favorecido por la humedad alta presente
en la region.

A partir de muesltras analizadas corres-
pondientes a larvas muertas de S.
frugiperda procedentes del departamen-
to del Meta, se obtuvieron diez (10) ais-
lamientos nativos de N. rileyi, los cuales
presentaron morfologia tipica tanto mi-
croscopica como macroscopica del hon-
qo, con algunas diferencias ligeras en
cuanto a la tonalidad en el color de la
esporulacion. Estos diez aislamientos, se
purificaron mediante repiques sucesivos
en el medio de cultivo especifico, para su
posterior conservacion en cuarto frio a
4°C (Tabla 1).
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Tabla 1. Aislamientos de N. rileyi obtenidos a partir de larvas de S. frugiperda colectadas

en el departamento del Meta (Colombia)

c .
Codigo del

Morfologia
aislamiento Procedencia macroscopica
en medio sdlido

Nm-01-6
(M. riteyi) La libertad (Villavicencio- Meta) Esporulacion polvosa
Nm-04-2 Finca Santana, Puerto Gaitan (Meta) Esporulacion algodonosa
Nm-04-3 Finca Santana, Puerto Gaitan (Meta) Esporulacion polvosa
Nm-04-11 Finca Santana, Puerto Gaitdn (Meta) Esporulacion polvosa
Nm-06-4 Finca Panorama, Puerto Gaitan (Meta) Esporulacion polvosa
Nm-2P Finca Panorama, Puerto Gaitan (Meta) Esporulaciéon algodonosa
Nm-5P Finca Panorama, Puerto Gaitan (Meta) Esporulacion polvosa
Nm-07 Finca Panorama, Puerto Gaitan (Meta) Esporulacion polvosa
Nm-9pP Finca Panorama, Puerto Gaitan (Meta) Esporulacion polvosa
Nm-10% La libertad Villavicencio (Meta) Esporulacion polvosa
Nm 004
Corpoica-

Corpoica Palmira Esporulacion algodonosa

| Palmira

(*) Aislada de Anticarsia gemmatalis

El numero limitado de aislamientos nati-
vos obtenidos de Nomuraea rileyi (10), con
respecto a la alta cantidad de muestras
recolectadas (37), pudo haberse debido a
la dificultad en purificar este hongo y a las
exigencias nutricionales requeridas para su
crecimiento y esporulacion; ya que las
muestras biologicas traidas de campo pre-
sentaron en su superficie muchos microor-
ganismos saprofitos como hongos y
bacterias, que interfirieron con el aisla-
miento y purificacion de éste, debido a su
crecimientb rapido en los medios, en com-
paracion con los indculos de N. rileyi, que
presentan un crecimiento mas lento, lo
cual conllevo a una competencia entre es-
tos microorganismos por espacio y por
nutrientes en el medio de cultivo.

Si bien es cierto que en la literatura exis-
ten medios recomendados para el creci-
miento de hongos del género Normuraea,
éstos no son los mas eficientes para el ais-
lamiento, crecimiento y esporulacion del
hongo, debido a que no son selectivos y
muchos carecen de los requerimientos
nutricionales especificos para la total
esporulacion del hongo. For tal razon fue
necesario mejorar €l medio de cultivo semi-
selectivo descrito por Vimala (1994), que
permitiera inicialmente realizar el aisla-
miento adecuado del hongo a partir de las
muestras recolectadas.

El criterio para haber utilizado en todos
los ensayos biologicos larvas de segundo
instar del insecto, fue motivado porque los
primeros estadios de lepidopteros (primer
y segundo instar) son mas susceptibles de
controlar en campo que instares avanza-
dos. Ademas, en ensayos previos de estan-
darizacion para comparar la patogenicidad
de un aislamiento de Nomuraea utilizan-
do diferentes instares larvales de S.
frugiperda, se aplico una concentracion de
1x107 conidios.ml”' sobre hojas de higue-
rilla, las cuales se infestaron independien-
temente con larvas de segundo y de cuarto
instar del insecto, obteniéndose porcen-
tajes de mortalidad del 100 y del 80%,

respectivamente. Resultados similares fue-
ron obtenidos por Bustillo y Posada
(1986), quienes evaluaron la patogenici-
dad de un aislamiento de Nomuraea rileyi
sobre larvas de tercer instar de S. fru-
giperda, encontrando que éstas fueron
muy susceptibles al hongo, con un morta-
lidad de 83,7%. De otro lado, Manera et
al. (1999) determinaron que larvas de pri-
mer instar de Erinnyis ello (Lepidoptera:
Sphingidae) fueron mas susceptibles a la
patogenicidad de un aislamiento de B.
bassiana obteniéndose el 87,5% de mor-
talidad, a diferencia del 27,5% de mortali-
dad obtenido cuando se utilizaron larvas
de quinto instar del insecto.

Este comportamiento podria atribuirse a
diferentes mecanismos de defensa presen-
tes en los estadios larvales de los insectos;
segin Watanabe (1987) éstos pueden ser
de indole cuticular cuando se lleva a cabo
la penetracion de los hongos, también fac-
tores en la hemolinfa contra el crecimien-
to del patogeno y la resistencia por parte
del insecto a los metabolitos toxicos pro-
ducidos por los hongos. Por otra parte,
Tanada y Kaya (1993) afirman que la com-
posicion de los aminoacidos de la superfi-
cie del integumento de las larvas, varia
sequn el estadio larval en que se encuen-
tren las larvas y el tiempo antes de la muda;
lo anterior podria explicar, la mayor sus-
ceptibilidad del segundo instar de S.
frugiperda a N. rileyi al suponer que la
composicion de su integumento en un
momento dado, permitio la efectiva pene-
tracion y por lo tanto una mayor mortali-
dad que la obtenida con el cuarto instar
del insecto.

De otra parte, con el fin de simular las apli-
caciones en campo, las suspensiones de
conidios de los diferentes aislamientos se
asperjaron sobre hojas de higuerilla (utili-
zadas como alimento) y no sobre las lar-
vas del insecto; ya que si las aspersiones
se realizaban sobre las hojas y sobre los
insectos, se estaria propiciando la patoge-
nicidad de los microorganismos en los in-

sectos bajo condiciones obligadas, lo que
conllevaria a obtener falsos positivos. Ade-
mas, autores como Minera et al. (1999),
en ensayos realizados en laboratorio, cuan-
do compararon dos métodos de inocula-
cion de conidios de un aislamiento de
Beauveria bassiana contra larvas de
Erinnys ello, aspersion directa sobre las
larvas contra aspersion sobre el sustrato
de alimentacion, no encontraron diferen-
cias significativas en los porcentajes de
mortalidad.

Al cabo de los 10 dias de haber hecho la
aplicacion, el aislamiento que ocasiono la
actividad biocontroladora mayor (100%)
fue el codificado como Nm-07 procedente
de la finca Panorama (Puerto Gaitan, Meta),
esta actividad fue sequida por la produci-
da por el aislamiento Nm-06-4 (provenien-
te de Puerto Gaitan -Meta) con el 95% de
mortalidad, y por los aislamientos Nm-01-
6y Nm-10 (provenientes de Villavicencio -
Meta) con una mortalidad del 95%. Las
actividades biocontroladoras de estos cua-
tro aislamientos no fueron significa-
tivamente diferentes entre si, ni diferentes
con la actividad obtenida con la cepa de
referencia de Nomuraea rileyi Nm-004, pro-
cedente de Palmira, con la cual se obtuvo
también el 100% de mortalidad (Tabla 2).

Teniendo en cuenta los criterios para la
seleccion de aislamientos expuestos en la
metodologia, se seleccionaron, para el
ensayo posterior, los aislamientos nativos
Nm-07 y Nm-06-4 por presentar la activi-
dad biocontroladora mas alta correspon-
diente al 100 y 95% de mortalidad,
respectivamente. Ademas, estos aislamien-
tos exhibieron tiempos letales 50 y 90 ba-
Jjos, correspondientes a 6,2 dias y 7,9 dias,
respectivamente, para el aislamiento Nm-
07 y de 6 dias, 7 horas y 9 dias, para el
aislamiento MNm-06-04; en comparacion
con la cepa de referencia (Tabla 2), con la
que los tiempos letales 50 y 90 fueron de
6,8 y 8,4 dias, respectivamente.

Asi mismo, estos aislamientos produjeron
una esporulacion polvosa en el medio de
cultivo, lo que permitio la facil recoleccion
y manipulacién de los conidios del medio,
a diferencia de la cepa de referencia que,
en el medio de cultivo, presenté una
esporulacion algodonosa (con presencia
de micelio) lo que dificultd la recoleccion
de los conidios.

Determinacion de las concentraciones
y dosis letales de los aislamientos
seleccionados. Para la determinacion de
las concentraciones letales de los aislamien-
tos seleccionados, se evaluaron cinco con-
centraciones: 1x10° Ix10% Ix10°% 1x10°%y
1x107 conidios.ml"!, Las lecturas de los tra-
tamientos se realizaron diariamente hasta
los 15 dias después de aplicacion.

El analisis estadistico Probit determino
para el aislamiento Nm-07 una concentra-
cién letal media (CL,) de 9,8 x 10°
conidios.ml' y una concentracion letal no-
venta (CL,) de 2,2 x 10° conidios.ml"'.

)
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Para el aislamiento Nm 06-04, el analisis
Probit determind una CL_, de 1,3 x 10*
conidios.ml'' y una CL,, de 7,9 x 10°
conidios.ml"!, valores que fueron ligera-
mente mayores a los obtenidos con el
aislamiento Nm-07 (Tabla 3). Teniendo
en cuenta que el aislamiento nativo Nm-
07 fue el que obtuvo una menor CL_
CL,, se selecciono para delerminarle la
dosis letal media y la dosis letal noventa

(DL, y DL,).

Los valores de CL_, y CL_,, obtenidos en
este estudio, sugieren que la cepa selec-
cionada es virulenta y altamente pro-
misoria para el control de larvas de S.
frugiperda en campo, si se comparan es-
tos resultados con los de autores como
Vimala (1994) y Gonzales et al. (1996),
quienes mencionaron que aislamientos
de N. rileyi evaluados sobre larvas de se-
gundo instar de S. lillura, tuvieron un
rango de CL_, que vario entre 9,3 x 10"y
I x 10" conidios.ml"'.

Al determinarse la DL, y DL se observo
que los porcentajes de mortalidad me-
nores se obtuvieron cuando se aplicaron
las dosis de cinco y cincuenta conidios
sobre cada larva, con estas dosis letales
solo hasta el noveno dia se presento mor-
talidad en las larvas, la cual fue de 2,5y
20% respectivamente; y se incre-
mentaron hasta obtenerse el 22,5 y el
50% de mortalidad respectivamente, al
cabo de los quince dias de realizado el
ensayo.

De otra parte, los porcentajes de mortali-
dad mayores se obtuvieron cuando se apli-
caron las dosis de 500, 5.000 y 50.000
conidios/larva. Con estas tres dosis a par-
tir del quinto dia se obtuvo el 5% de mor-
talidad, y se incremento en un 22,5, 32,5y
60%, respectivamente, al cabo de los siete
dias post aplicacion. A los quince dias de
realizado el ensayo, se obtuvo una morta-
lidad acumulada del 85% con la dosis de
500 conidios/larva; de 92,5% de mortali-
dad con la dosis de 5.000 conidios/larva y
de 95% de mortalidad con la dosis de
50.000 conidios/larva. Estos resultados
demuestran que con las dosis mas altas de
5.000 y 50.000 conidios/larva se obtuvo
una mortalidad similar en larvas del insec-
to correspondientes al 92,5 y 95%, res-
pectivamente (Fig. 1).

En la determinacion de las dosis letales
cincuenta y noventa del aislamiento Nm-
07 de N. rileyi, se establecio una DL50 de
44 conidios/larva necesarios para matar el
50% de la poblacion y una DL90 de 3.380
conidios/larva necesarios para matar el
90% de las larvas utilizadas. Estos resulta-
dos indicarian que para controlar la po-
blacion de la plaga en campo se necesitaria
aplicar concentraciones bajas del hongo;
lo que significaria un ahorro de tiempo y
dinero en las elapas de produccion masiva
y formulacion, necesarias para el desarro-
llo de un bioplaguicida.

Conclusiones

* Las mayores actividades biocontro-
ladoras se obtuvieron con cuatro aislamien-

Tabla 2. Actividad biocontroladora de los aislamientos nativos de N. rileyi sobre S. frugiperda

Germinaciéon TL50 TL90 Mortalidad ]
Aislamiento de conidios (%) (dias, horas) (dias, horas) acumulada
(24 horas) corregida (%)
Nm-01-6 94,623 6d 7h 8d 9h 94,73 a
Nm-04-2 71,493 7d — 75,00 b
Nm-04-3 70,539 7d — 73,00 b
Nm-04-11 71,296 6d 8h - 80,00 b
Nm-06-4 97,770 6d 7h 9d 95,00 a
Nm-2P 75,471 5d 8h — 80,00 b
Nm-5P 62,836 6d 8h — 80,00 b
Nm-07 85,747 6d 2h 7d 9h 100,00 a
Nm-9pP 87,058 5d 7h 8d 1h 90,00 a
Nm-10 68,310 6d 6h 10d 2h 94,73 a
Nm 004 (Palmira)
(Cepa de referencia) 81,311 6d 8h 8d 4h 100,00 a

*)Letras iguales no presentan diferencias significativas a un nivel de significancia 0,05

(
(Prueba de Tukey). d=dias, h=horas.
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Figura 1. Determinacion de la dosis letal del aislamiento Nm-07 de M. rileyi contra larvas

de 5. frugiperda. Dosis en conidios/larva.

Tabla 3. Comparacion de las concentraciones letales para los aislamientos de . rileyi
seleccionados sobre larvas de Spodoptera frugiperda (Analisis Probil, significancia del

0,90%)

Concentraciones letales

Aislamiento NmO7

Aislamiento Nm-06-04 |

CL10
CL50
CL90

4,35 x10* conidios.ml"'
9,8 x10° conidios.ml”'
2.2 x10° conidios.ml”'

2,2 x 10" conidios.ml' |

1,2 x 10" conidios.ml '
7.9 x 10¢ conidios.ml’

tos de N. rileyi (Nm 01-06, Nm-10, Nm 06-
04 y Nm-07) ocasionando mortalidades
entre 94,73 y 100%.

= Con el aislamiento NM-07 se obluvieron
los menores valores de concentracion y
dosis letal

* Teniendo en cuenta su virulencia alta y
la mortalidad causada bajo condiciones de
laboratorio sobre larvas de S. frugiperda,
el aislamiento Nm-07 de N. rileyi fue selec-
cionado como el mas promisorio para ha-
cer estudios de formulacion y la posterior
evaluacion bajo condiciones de campo.
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Development of preformulated products based on Nomuraea rileyi
for control of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
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Resumen. Nomuraea rileyi es el microorganismo que mas frecuentemente se encuentra causando
epizootias naturales en campo en larvas de Spodoptera frugiperda en diferentes zonas productoras de
maiz en Colombia; sin embargo, en el mercado nacional no existe ningtin producto registrado a base de
este hongo. Por lo tanto, los objetivos del presente trabajo fueron los de desarrollar un método de
produccion masiva y desarrollar prototipos de bioplaguicida con una cepa del hongo N. rileyi seleccio-
nada por su actividad para el control del gusano cogollero del maiz. Inicialmente se estandarizo un
sistema de produccion masiva de conidios, para lo cual se evaluaron matrices solidas como arroz, salvado
de trigo y granos de millo, contenidas tanto en bolsas de polietileno de alta densidad, como en bandejas
de aluminio y suplementadas con fuentes de nitréogeno organico e inoculadas con diferentes tipos de
indculo. Una vez seleccionado el medio en el que se obtuvo el mayor rendimiento de conidios por gramo
de sustrato, los conidios fueron separados y utilizados como principio activo para la elaboracion de
prototipos de bioplaguicida. En el sistema de produccion masiva en bolsas, la mayor esporulacion se
produjo cuando se utilizaron granos de millo, inoculados con fragmentos de medio de cultivo crecido y
esporulado de ocho dias de edad, siendo ésta de 30 x 10® conidios.g'. Se desarrollaron dos sistemas de
entrega para el bioplaguicida, un concentrado emulsionable con una concentracion de 1x10'' conidios.g-
! y un polvo mojable con una concentracion de 1x10° conidios.g’, con germinaciones del 92 y 87%,
respectivamente. Los sistemas de produccion masiva resultaron eficientes y econémicos para la obten-
cion de conidios y los preformulados representan una alternativa promisoria para el control del gusano
cogollero del maiz.

Palabras clave: Fermentacion. Bioplaguicida. Formulacion. Control biolégico.

Summary. Normuraea rileyi is the microorganism that is most frequently found causing natural field
epizootics of Spodoptera frugiperda larvae in different maize production zones of Colombia; however, in
the national market there are no registered products based on this fungus. Therefore, the objectives of
the present work were to develop a method of mass production and develop biopesticide prototypes
with a strain of the fungus N. rileyi selected for its control activity on the fall armyworm. A system for mass
production of conidia was initially standardized after evaluating different solid matrices such as rice,
wheat bran and mijo grains, contained in both, high density polyethylene bags and aluminum trays,
supplemented with different organic nitrogen sources and inoculated with different inoculum types.
Once the medium was selected where the greatest conidia production per gram of substrate was obtained,
the conidia were separated and used as active starter for elaborating the biopesticide prototypes. In the
system of mass production in bags, the highest sporulation took place when mijo grains were used,
inoculated with eight day old fragments of agar grown with the sporulated fungus, this being at 30 x
10%conidia.g'. Two delivery systems were developed for the biopesticide, an emulsifying concentrate with
a concentration of 1x10'"conidia.g' and a wettable powder with a concentration of 1x10%onidios.q',
with germinations of 92 and 87%, respectively. The systems of mass production were efficient and
economical for conidia production and the preformulations represent a promising alternative for the
control of the fall armyworm in maize.

Key words: Fermentation. Biopesticide. Formulation. Biological control.

Introduccion

El "gusano cogollero del maiz”, Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797), es conside-
rado la plaga mas importante del maiz en
muchas regiones de América (Garcia et al.

1999). La gran cantidad de hospederos
alternos que tiene esta plaga hace que su
dispersion sea amplia, asequrando su su-
pervivencia y la abundancia de sus pobla-
ciones (Garcia 2000). En la actualidad el
complejo Spodoptera es uno de los pro-

blemas principales en el manejo de plagas
en el pais. La incidencia alta de esta plaga
ha hecho necesario el uso indiscriminado
de insecticidas quimicos, con dosis de has-
ta dos y tres veces las indicadas, dejando
como consecuencia el desequilibrio bio-

1 Autor para correspondencia: Quimica Farmacéutica M. Sc. Investigadora Laboratorio de Control Biologico. CORPOICA. C.1. Tibaitata.
Km 14 via Mosquera. E-mail: laurafernanda.@yahoo.es

2 Microbiologa Industrial. Pontificia Universidad Javeriana.

B. Sc. M. Sc. Investigador Laboratorio de Control Biologico. Corpoica. C.I. Tibaitata.
4 Ph. D. Fitopatologia. Investigadora Principal. Laboratorio de Control Biolégico. CORPOICA. C.I. Tibaitata. E-mail: acotes(@corpoica.org.co
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logico y la generacion de resistencia (Garcia
1996).

Diferentes trabajos realizados para mane-
jar este insecto, han demostrado que la
integracion de medidas culturales, fisicas,
biologicas y quimicas selectivas pueden
disminuir las poblaciones del mismo, man-
teniendolas por debajo de niveles de dano
economico (Garcia 1996).

Los hongos entomopatogenos represen-
tan una alternativa para el manejo de esta
plaga. Entre ellos se destacan Metarhizium
spp., Beauveria spp., Verticillium sp. y
Nomuraea rileyi, los cuales actian por con-
tacto, invadiendo el cuerpo del insecto y
causando la muerte (Leon y Pulido 1991).
El hongo N. rileyi es una alternativa
promisoria para controlar las poblaciones
altas de larvas de S. frugiperda, ya que son
frecuentes las epizootias naturales ocasio-
nadas por el hongo sobre Spodoptera y
otros lepidopteros. Este hongo imperfec-
to y dimorfico en su desarrollo es diferente
de [os hongos oportunistas Metarhizium
anisopliae (Metschin) Sorokin y Beauwveria
bassiana (Bals.) Vuill., pues tiene unos re-
quisitos de crecimiento muy exigentes,
posee un amplio rango de hospederos y
no tiene una fase saprofitica en el suelo
(Boucias et al. 2000). N. rileyi no germina,
ni crece, ni esporula a temperaturas supe-
riores a 35°C, lo cual indica que no afecta
a vertebrados homeotérmicos. Los
conidios expuestos a jugos gastricos de
humanos se ipactivan rapidamente. Cuan-
do se administro a ratas en dosis de
1,1x107 conidios/litro de aire durante una
hora no se observaron anormalidades cli-
nicas, patologicas o histopatologicas
(lgnoffo et al. 1979).

A pesar de lo promisorio que puede resul-
tar el uso de este entomopatogeno, no
exisie ningun bioplaguicida registrado a
base de este hongo ni en Colombia ni en
en el mundo, posiblemente por la dificul-
tad que presenta este microorganismo
para su produccion masiva, ya que tiene
unos requerimientos nutricionales especi-
ficos y es de desarrollo muy lento.

El logro de un bioplaguicida a base de
este hongo, implica el cumplimiento de
diversas etapas que garanticen la obten-
cion de un producto sequro, eficaz y
confiable. Dichas etapas comprenden el
aislamiento del microorganismo, la eva-
luacion de su actividad controladora, su
produccion masiva, estudios de preformu-
lacion, formulacion, determinacion de do-
sis y formas de aplicacion, estudios de
toxicidad, ensayos de campo, determina-
cion de los mecanismos de biocontrol,
estudios de impacto ambiental, caracteri-
zacion molecular, estudios de mercado y
patentamiento, entre otros (Gomez y
Villamizar 2000)

Una etapa importante en el desarrollo de
estos biocontroladores es la prefor-
mulacion, la cual se define como el
conjunto de actividades organizadas con-
ducentes a la determinacion de las carac-

teristicas del principio activo y de los cam-
bios quimicos, fisicos y microbiologicos que
éste puede sufrir solo o al combinarlo con
los auxiliares de formulacién necesarios
para la elaboracion del producto final
(Gomez y Villamizar 2000).

Basados en los resultados de los estudios
de preformulacion, se desarrollan los es-
tudios de formulacion, cuyo objetivo es
lograr la combinacion correcta de ingre-
dientes de tal manera que el ingrediente
activo junto con los excipientes forme un
bioplaguicida estable, efectivo, seguro, de
facil aplicacion y aceptable para su uso
(Morales 1993).

Los bioplaquicidas pueden ser formulados
en diferentes presentaciones: los polvos
para espolvoreo que se aplican directamen-
te sobre las plantas empleando equipos
adecuados. En éstos, la materia activa se
encuentra dispersa en un vehiculo inerte
solido y si es necesario se anaden al mis-
mo agentes de fluidez y estabilizantes
(Barbera 1976). Los polvos para reconsti-
tuir se presentan en forma de un polvo
capaz de ser mojado y mantenerse en sus-
pension en el agua durante un periodo de
tiempo largo (Barbera 1976). Los granula-
dos tienen aspecto de arenilla con tama-
nos de particula que oscilan entre 0,2 y
1.5 mm, ésta contiene el principio activo,
el vehiculo y el adherente (Barbera 1976).
Los liquidos emulsionables constan de un
principio activo en un medio graso apro-
piado al que acompanan los coadyuvantes
necesarios, en estos productos su dilucion
en aqua produce emulsiones formadas por
gotitas finas de la formulacion dispersas
en agua.

La mayoria de las formulaciones de
bioplaquicidas existentes en el mercado
para el control de insectos plaga, fitopa-
togenos y malezas, estan basadas en for-
mas secas, polvos mojables o polvos de
reconstitucion en vehiculos oleosos. El
diseno de la formulacion depende de la
plaga, el sitio en que el plaguicida debe
ser localizado, las condiciones medio-
ambientales y el tipo de usuario al cual el
producto sera vendido (Gomez y Villamizar
2000j).

Por tal razon, el proposito del presente tra-
bajo fue el de estandarizar un medio de
cultivo econdémico para la produccion de
conidios de N. rileyi y desarrollar prototi-
pos de bioplaguicida para el control de S.
frugiperda.

Materiales y Métodos

Microorganismo y medios de cultivo.
La cepa que se utilizo en el presente estu-
dio fue el hongo entomopatogeno N.
rileyi, proveniente de Corpoica C.I. Palmira,
la cual fue aislada de larvas enfermas de S.
frugiperda recogidas en campo. Esta cepa
se encuentra conservada en medio extrac-
to de malta — extracto de levadura (YM)
bajo aceite mineral estéril a una tempera-
tura de 8°C y fue codificada como Nm 004
en el Banco de Germoplasma del Labora-

torio de Control Biolégico del Programa
Nacional de Manejo Integrado de Plagas
de Corpoica C.l. Tibaitata.

Medios de produccién masiva. Ya que
el principal requerimiento del hongo es la
presencia de una fuente de nitrogeno or-
ganico en el medio de cultivo, se evalua-
ron diferentes hidrolizados de proteina,
adicionados a matrices solidas adecuadas.

Preparacion de los hidrolizados de pro-
teina

Se realizaron hidrolizados proteicos utili-
zando aquellas fuentes de nitrogeno que
indujeron esporulacion en los medios en
caja de Petri: levadura seca, soya y malta.
Los hidrolizados se obtuvieron siguiendo
el método propuesto por Diaz y Forero
(1997).

Produccion masiva. La produccion ma-
siva de N. rileyi se realizé en bandejas de
aluminio y en bolsas de polietileno de alta
densidad que conienian diferentes matri-
ces solidas (salvado de trigo para las ban-
dejas y arroz y frijol soya para las bolsas),
matrices comunmente utilizadas en estos
dos sistemas de produccion.

Preparacion de bandejas de aluminio

En bandejas de aluminio de 20 cm de lar-
go por 14 cm de ancho y 3 cm de profun-
didad, se pesaron 34 g de matriz solida
(salvado de trigo) y se humedecieron con
120 mi del hidrolizado de proteina. Las
bandejas se cubrieron con papel de alumi-
nio y se esterilizaron durante 35 minutos
a 121°Cy 15 psi. Cada tratamiento consis-
tic en la matriz solida humedecida con
cada hidrolizado de proteina. Se utiliza-
ron cinco unidades experimentales por tra-
tamiento.

Preparacion de bolsas de polietileno

En bolsas de polietileno de alta densidad
dobles, se colocaron 100 g de arroz o mi-
llo con 80 ml del hidrolizado de proteina.
A las bolsas se les acondicioné un cuello
en el que se ajusto un tapon de algodon y
se esterilizaron durante 35 minutos a
121°C y 15 psi. Cada tratamiento consistié
en la matriz solida humedecida con cada
hidrolizado de proteina. Se realizaron cin-
co repeticiones por cada tratamiento.

Tipos de inoculo. Con el objetivo de eva-
luar distintos tipos de inoculo para la pro-
duccién masiva de conidios de N. rileyi, se
probaron para la produccion en bandeja
los siguientes: suspension de conidios que
contenia 1x107 conidios.ml'y precultivo
liquido crecido en medio YM sin agar du-
rante 7 dias y para la produccion en bolsa
se ulilizo inoculacion con fragmentos de
medio de cultivo (YM) crecido con el hon-
go durante 15 dias.

Las bandejas se cubrieron con una lamina
plastica permeable al gas para evitar posi-
bles contaminaciones y para permitir el
intercambio de gases, facilitando el creci-
miento del hongo (Marino 2001). Las bol-
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sas se taparon de nuevo con el tapon de
algodon y se sellaron con cinta de enmas-
carar (Gomez y Villamizar 1996).

Las bandejas y las bolsas se dejaron incu-
bando en un cuarto de crecimiento con
luz constante a una temperatura de 25°C.

Evaluacion de resultados

Para evaluar el rendimiento de cada medio
de cultivo, se utilizo la técnica de conteo en
camara de Neubauer, la cual permitio de-
terminar el nimero de conidios producidos
por gramo de medio en cada tratamiento,
a los 10 dias de incubacion. Estos tiempos
son los comunmente utilizados para la pro-
duccion de conidios de los hongos fila-
mentosos trabajados en el Laboratorio de
Control Biol6gico de Corpoica, seleccionan-
do como 6ptimo, aquel medio en el que se
presento el rendimiento mayor. De igual
manera se determiné el tiempo optimo de
incubacion.

Para la evaluacion en bolsas, se tomo6 un
gramo del medio esporulado de una uni-
dad experimental y se homogeneizé ma-
nualmente en erlenmeyers de 500 ml de
capacidad con 300 ml de solucion de Tween
80 al 0,1%. Cada evaluacion se realizé por
triplicado, utilizando tres unidades experi-
mentales (tres bolsas) por tratamiento.

Para la evaluacion en bandejas, se tomaron
tres muestras de 1 cm? de medio por cada
unidad experimental. Estas se homoge-
neizaron en 300 ml de Tween 80 al 0,1%
dentro de ‘una licuadora Osterizer® por 30
sequndos a velocidad media. Cada evalua-
cion se realizo por triplicado, utilizando tres
unidades experimentales (tres bandejas)
por tratamiento.

Obtencion del principio activo

Utilizando el medio seleccionado, se proce-
di6 a la obtencién del principio activo con-
sistente en conidios puros y secos. El medio
esporulado con el hongo se lavo con una
solucion de Tween 80 al 0,1% para remo-
ver los conidios de la matriz solida. Se se-
pararon las particulas grandes de esta
suspension, haciéndola pasar por un cola-
dor. El liquido resultante se centrifugd en
una centrifuga de flujo continuo CEPA
77933" a 32.000 r.p.m. El sedimento con-
sistente en la biomasa himeda constituy6
el principio activo (conidios humedos) y el
tamano de éstos se determiné por obser-
vacion al microscopio con un lente micro-
métrico. Posteriormente, la biomasa
htimeda se extendio en una bandeja de alu-
minio y se cubrio con papel absorbente para
permitir un mejor intercambio gaseoso, con
el fin de realizar el secado del principio acti-
vo durante 48 h a 25°C. Finalizado el tiem-
po de secado, los conidios se pulverizaron
en un mortero y se tamizaron por una ma-
lla de 45 pm para obtener un tamano de
particula homogéneo.

Elaboracion de prototipos

Con el principio activo (conidios secos) se
elaboraron dos prototipos de biopla-

guicida siguiendo metodologias estanda-
rizadas previamente en el laboratorio. Los
sistemas de entrega disenados para el
bioplaguicida consistieron en un concen-
trado emulsionable y en un granulo
dispersable.

Caracterizacion de los prototipos

Viabilidad. Para evaluar la viabilidad se uti-
lizo la técnica de recuento en placa, para
lo cual se tomo 0.1 g de cada prototipo y
se llevo a un volumen de 10 ml con solu-
cion de Tween 80 al 0,1%. A partir de esta
suspension se realizaron diluciones
seriadas sembrando las diluciones 10, 10
7y 10® por triplicado en cajas de Petri con
medio YM y se incubaron por 96 horas a
25°C, tiempo en el cual se realizo el conteo
de unidades formadoras de colonia (UFC),
expresando los resultados como UFC.g'.

Germinacion. Esta prueba permite calcu-
lar el niimero de conidios viables por uni-
dad de volumen o peso en 24 h. Se tomo
0,1 g de cada tratamiento y se llevo a un
volumen de 10 ml con Tween 80 al 0,1%.
A partir de esta suspension se realizaron
las diluciones 102 y 10~ sembrandolas en
cajas de Petri con medio YM. Transcurrido
el tiempo de incubacién (24 h), se agrego
una gota de azul de lactofenol con el pro-
posito de teiiir los conidios del hongo. En
el microscopio con un aumento de 40X,
se realizo la lectura del nimero de conidios
totales (germinados y no germinados) en
10 campos Opticos seleccionados aleato-
riamente, expresando los resultados como
porcentaje de conidios germinados.

Concentracion. La cuantificacion de la con-
centracion de conidios permite determi-
nar el nimero de unidades infectivas por
unidad de peso o volumen (Vélez et al.
1997). Se tomo 0,1 g de cada prototipo y
se adiciono a un volumen de 500 ml de
agua, esta suspension se agité vigorosa-
mente y se realizé el conteo de conidios
en la camara de Neubauer, expresando los
resultados en conidios por gramo.

Bioensayo

Para la determinacion de la actividad
biocontroladora de los preformulados, se
llevé a cabo un bioensayo bajo condiciones
de laboratorio. Para tal fin, se evaluaron
diferentes tratamientos que consistieron
en cada prototipo (granulo dispersable y
concentrado emulsionable), los excipientes
de los dos prototipos, el principio activo
(conidios secos), y conidios frescos prove-
nientes de cultivo en caja de Petri. Con cada
tratamiento se prepard una suspension en
una solucion de Tween 80 (0,1%) y se rea-
lizaron diluciones seriadas, las cuales se
ajustaron a una concentracion de 1x10°
conidios.ml'. Se asperjaron 0,4 ml de cada
tratamiento sobre una hoja de higuerilla
(Ricinus comunnis) y luego cada hoja se
infesté con dos larvas de segundo instar
de S. frugiperda, provenientes de una cria
establecida previamente. Se utilizé un di-
seno experimental completamente al azar
con treinta repeticiones por tratamiento y

se utilizo un testigo tratado al cual se le
aplicé una solucion de Tween 80 (0,1%).
Las lecturas de mortalidad se realizaron
cada 24 h durante dieciseis dias. Los re-
sultados de mortalidad se corrigieron con
la férmula de Schneider-Orelli (Ciba-Geigy
1973).

Anadlisis estadistico. Para todos los en-
sayos se utilizo un diseno completamente
al azar con tres repeticiones para los ensa-
yos de produccion masiva y 30 repeticio-
nes para el bioensayo. Para los estudios
de produccion masiva, la unidad experi-
mental fue una bandeja o una bolsa y para
los bioensayos, la unidad experimental
consistioé en cada recipiente con una hoja
de higuerilla y dos larvas de S. frugiperda.
Todos los resultados se sometieron a un
analisis estadistico en el programa Sta-
tistix, mediante el cual se aplicé una prue-
ba de comparacion multiple de medias de
Tukey con una significancia de 0,05.

Resultados y Discusion

Medios de producciéon masiva. En la
produccion de N. rileyi realizada en ban-
dejas con salvado de trigo humedecido con
cada uno de los hidrolizados proteicos (so-
lucion de malta e hidrolizados de levadura
y soya), se inocularon 10 ml de suspen-
sion de conidios, observandose crecimiento
micelial cinco dias después de realizarse la
inoculacion. El micelio en todos los casos
fue blanco y algodonoso y cubrio loda la
superficie de la matriz solida pasados siete
dias. tiempo después del cual el hongo
empezo a esporular produciendo una co-
loracion verde claro en la superficie de la
maltriz; posteriormente el cultivo tomo un
aspecto polvoso y seco en todos los trata-
mientos. Al décimo dia de incubacion, el
medio estaba totalmente colonizado, con
una abundante produccion y desprendi-
miento de conidios.

En los tratamientos inoculados con 10 ml
de precultivo liquido, se observo micelio
blanco 24 h después de haberse realizado
la inoculacion y 48 h después se inicio la
esporulacion de color verde claro por toda
la matriz solida. Pasados siete dias de
incubacion, los tratamientos presentaron
hiperparasitismo, efecto que no se obser-
vo en los tratamientos en los que la inocu-
lacién se realizé con suspension de
conidios. Este hiperparasitismo posible-
mente se debio a que al inocular el medio
con precultivo liquido, la concentracion de
propaqulos es mayor que en la suspen-
sion, lo que favorecio una rapida coloniza-
cion e iniciacion de la esporulacion y causo
el agotamiento de los nutrientes del me-
dio; sin embargo, al encontrarse el hongo
dentro de un sistema con una elevada hu-
medad relativa, los conidios producidos
probablemente germinaron y produjeron
micelio sobre la capa esporogena genera-
da, por tal razon se recomienda para este
tratamiento un tiempo total de crecimien-
to no mayor a siete dias de incubacion.

Cuando la matriz solida se inoculd con
suspension de conidios, el inicio del desa-
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rrollo micelial tomoé mas tiempo que cuan-
do se utilizé como inéculo el precultivo
liquido, esto posiblemente se debio a que
los conidios de la suspension requieren
un periodo de adaptacion al medio de cul-
tivo, mientras que al inocular con precultivo
liquido el hongo se encuentra en creci-
miento activo que se expresa como pellets
de micelio en el medio liquido y al pasarlo
al medio sélido, coloniza facilmente, ini-
ciando rapidamente la conidiacion sobre
la matriz solida.

El rendimiento expresado como conidios
producidos por gramo de medio de culti-
vo esporulado para cada sistema de ino-
culacion fue: para el precultivo liquido
1,7x10% conidios.g' con el hidrolizado de
soya, 1,1x10% conidios.g' con el hidroli-
zado de levadura y 2,1x10° conidios.g'!
con la solucion de malta, mientras que
para la inoculacién con suspension de
conidios se obtuvieron 1,2x10 conidios.g
' con el hidrolizado de soya, 8,9x10*
conidios.q ' con el hidrolizado de levadu-
ray 1,4x107 conidios.q ' con el refresco de
malta (Fig. 1).

La prueba de comparacion multiple de
medias de Tukey, con un «=0,02, no de-
tecto diferencias significativas entre los tra-
tamientos evaluados para la produccion
masiva en bandejas. Las diferentes fuen-
tes de nitrogeno organico utilizadas no
tuvieron un efecto determinante en el ren-
dimiento de conidios.qr!, asi como tam-
poco lo tuvieron los dos sistemas de
inoculacion evaluados (precultivo liquido
y suspension de conidios). Sin embargo,
como se observa en la figura 1, el trata-
miento consistente en bandejas con salva-
do de trigo humedecido con solucion de
malta e inoculadas con precultivo liquido,
presenté el mayor rendimiento (2,1x10°
conidios.q'), por lo cual seria el sistema
de multiplicacion masiva mas adecuado
para la produccion de conidios de N. rileyi
en bandeja. No obstante, la inoculacion
con precultivo liquido es un proceso que
aumenta los costos de produccion, ya que
se requiere de un tiempo de incubacion
total de 14 dias a partir del cultivo en caja
de Petri (siete dias para crecer el precultivo
en medio liquido y 7 dias para el creci-
miento en bandeja), incrementando el
consumeo de energia, materiales y reactivos;
mientras que cuando la inoculacion se rea-
liza con suspension de conidios a partir de
caja de Petri, solo se requieren 10 dias de
cultivo después de la inoculacion de las
bandejas y la produccion de conidios no
fue significativamente diferente de la ob-
tenida con precultivo, requiriendo menos
tiempo de incubacion y resultando en con-
secuencia mas economico. Ademas, el he-
cho de utilizar un sistema bifasico de
produccién, implica mayor manipulacién
y por lo tanto mayor riesgo de contamina-
cion, como lo senalaron Gémez y Villamizar
en 1996, quienes evaluaron la multiplica-
cion de Metarhizium anisopliae en un sis-
tema de producciéon en dos fases, la
primera consistente en un medio liquido
de levadura-sacarosa inoculado directa-
mente con suspension de conidios y la se-

qunda en granos de arroz precocidos, ob-
teniendo una produccion de 4,3x108%
conidios.q”' de arroz esporulado y 3x10°
conidios.q!' de arroz esporulado al inocu-
lar con precultivo y con suspension de
conidios respectivamente; en este trabajo
se selecciond el sistema de inoculacién
directa con suspension de conidios como
el mas adecuado, ya que la produccion en
dos fases aumento el tiempo de incuba-
cién, propicié una contaminacion alta de
las unidades experimentales y una mayor
produccion de micelio, con menor rendi-
miento de conidios por gramo de arroz
que cuando se inoculdé con suspension.
Por tal razon, para este estudio se seleccio-
né como sistema de inoculacién la sus-
pension de conidios provenientes de un
cultivo en caja de Petri en medio YM du-
rante 15 dias, ya que la produccién obte-
nida no presento diferencias significativas
con respecto a la determinada cuando se
inoculé con precultivo y ademas porque
este proceso reduce tiempo, energia, ma-
teriales y riesgos de contaminacion. El ren-
dimiento mayor utilizando este tipo de
inoculacion se observo cuando el salvado
se suplemento con refresco de malta, sien-
do éste de 1,4x10° conidios.g' de salvado
esporulado, seleccionandose este medio
para la produccion en bandeja. La produc-
cion en bandejas con salvado se ha utiliza-
do eficientemente para otros hongos,
mostrando rendimientos similares a los
obtenidos en este trabajo para N. rileyi,
como lo indico Castillo en el 2000, quien
realizo la produccion masiva de potencia-
les hongos antagonistas del hongo
fitopatogeno Sclerotium cepivorum en un
medio de salvado de trigo suplementado
con arroz y obtuvo rendimientos de
2,9x10° conidios.q' para Trichoderma sp.,
de 4,8x10° conidios.q ' para Beauveria sp.,
de 3,9x10° conidios.q ' para Aspergillus sp.,

de 1,1x107 conidios.q’' para Clonostachys
rosea y de 1x10° conidios.qg' para Glio-
cladium virens, considerando este medio
de bajo costo, facil preparacion y adecua-
do para la produccion de conidios de es-
tos hongos.

En el sistema de produccion de conidios
de N. rileyi en bolsas con arroz o millo su-
plementado con los hidrolizados de pro-
teina, se evaluaron tres métodos de
inoculacién: precultivo liquido, discos de
medio YM esporulado y suspension de
conidios. En todos los casos se evidencio
la colonizacion del sustrato por la presen-
cia de micelio blanco en la superficie de
los granos, a partir del séptimo dia se ob-
servo una coloracion verde claro como sig-
no de esporulacion, la cual se torno intensa
y homogénea en todas la bolsas (Fig. 2).
La produccion en bolsas plasticas es de
facil manejo, permite el traslado facil de
las unidades de produccion (bolsas), de
un lugar a otro y la diseminacion rapida
del indculo. Métodos similares de produc-
cion masiva sobre granos de cereales en
bolsas, han sido indicados para el hongo
entomopatogeno Beauveria brongniartii
por Aregger (1992), quien obtuvo 3,24
x10° conidios.g' de cebada después de 14
dias de incubacion, 1x10” conidios.g' a los
24 dias y 2x10° conidios.q' después de 42
dias de incubacion; Gomez y Villamizar
(1996) produjeron conidios de M. aniso-
pliae y M. flavoridiae en bolsas con arroz
precocido estéril y obtuvieron rendimien-
tos de 1x0'' conidios.g' de medio espo-
rulado para las dos especies; iqualmente
Winder (1999) produjo Fusarium avena-
ceurn en un medio consistente en granos
de trigo suplementado con extracto de
malta, con un rendimiento de 1x10°
conidios.g'.
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Figura 1. Producciéon de conidios del hongo Nomuraea rileyi crecido en bandejas con
salvado de trigo. Resultados con la misma letra no presentan diferencias significativas
seqlin una prueba de Tukey con una significancia del 0,05%.
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El rendimiento de N. rileyi en conidios por
gramo de arroz esporulado obtenidos en
el presente estudio con cada tratamiento
evaluado fue: con el hidrolizado de soya de
6,5x10° conidios.q'; con el hidrolizado de
levadura de 9,7x10® conidios.g'y con la
solucion de malta de 3,7x10° conidios.g'.
La produccion de conidios de N. rileyi por
gramo de millo esporulado obtenidos en
el presente estudio con cada tratamiento
evaluado fue: con el hidrolizado de soya de
5,5x10° conidios.q'; con el hidrolizado de
levadura de 1,9x10° conidios.q'y con el
refresco de malta de 1,1x10* conidios.g™'.

La prueba de comparacion muiltiple de
medias de Tukey con un «=0,02, no de-
tecto diferencias significativas entre los tra-
tamientos en que se utilizé como matriz
solida arroz y se vario la fuente de nitroge-
no organico, sugiriendo que los hidroliza-
dos de proteina evaluados tuvieron similar
efecto sobre la produccion de conidios
cuando se realizo el cultivo en este
sustrato. La produccion en millo en todos
los casos fue superior y significativamente
diferente de la obtenida en arroz, sugirien-
do que el millo es mas eficiente desde el
punto de vista nutricional para la esporula-
cion de N. rileyi que el arroz, posiblemen-
te debido a que este sustrato presenta una
cuticula que dificulta ia disponibilidad de
nutrientes, mientras que en el arroz, los
carbohidratos estan muy disponibles, fa-
voreciendo el crecimiento vegetativo por
exceso de fuente de carbono y desfavo-
reciendo la.conidiacion, la cual se estimula
cuando la fuente de carbono esta en con-
centraciones bajas (Galbraith y Smith
1969).

Dentro de los diferentes tratamientos en
los cuales se utiliz6 como matriz solida el
millo, el analisis estadistico detectd dife-
rencias significativas entre la utilizacion del
hidrolizado de levadura y las dos fuentes
de nitrogeno restantes, siendo el hidro-
lizado de levadura el que produjo el mayor
y estadisticamente significativo rendimien-
to de conidios por gramo de sustrato. La
mayor produccion de conidios con esta
fuente de nitrogeno se podria deber a que
la levadura no sélo es una fuente de nitro-
geno sino que contiene una gran canti-
dad de nutrientes como microelementos y
vitaminas como las del complejo B, para
los cuales se ha demostrado su efecto in-
ductor de la esporulacion (Villamizar
1998).

Silva y Loch (1987) produjeron N. rileyi en
granos de arroz suplementados con ex-
tracto de levadura; sin embargo, el creci-
miento del hongo en este medio fue muy
pobre. El crecimiento micelial se obtuvo
solamente siete dias después de la inocu-
lacion y una esporulacion reducida se ob-
servo a los 15 dias de incubacion, el
rendimiento final fue de 6,65x10° coni-
dios.g' de arroz, resultado inferior al ob-
tenido en este estudio en el cual se
alcanzaron rendimientos superiores a
1x10? conidios.q ' de arroz; es decir, aproxi-
madamente 100 veces mas conidios que
los obtenidos por los mencionados auto-

res. Esta produccion mayor podria deber-
se a diferencias intrinsecas de las cepas de
N. rileyi, a la fuente de nitrogeno utiliza-
da, o a diferencias en los niveles de hume-
dad de los granos de arroz que en el
presente trabajo pudieron favorecer la
esporulacion del hongo. Los hidrolizados
proteicos y las matrices solidas utilizadas
en este trabajo son una alternativa promi-
soria para la produccion masiva de conidios
de N. rileyi, ya que en todos los casos, se
obtuvo un buen crecimiento micelial con
altos rendimientos de conidios. Los com-
ponentes usados para los medios de culti-
vo son faciles de consequir y su costo bajo,
lo cual podria hacer a estos medios ade-
cuados para una produccion a nivel indus-
trial.

A pesar de que el rendimiento en conidios
por gramo de sustrato fue mayor en el
mejor tratamiento en bandejas con res-
pecto al mejor tratamiento obtenido en
bolsas, la separacion de conidios a partir
del salvado utilizado para las bandejas fue
mas dispendiosa y poco practica para ser
utilizada a nivel industrial, por tal razon se
selecciond la produccién en millo para con-
tinuar con los estudios de preformulacion.
La separacion de conidios a partir de los
granos de millo fue muy sencilla y no se

observaron pérdidas significativas ya que
la superficie del grano quedo totalmente
limpia.

Caracterizacion de los prototipos de
bioplaguicida. 5e desarrollaron dos pro-
totipos de bioplaquicida diferentes a base
de N. rileyi, los cuales consistieron en un
concentrado emulsionable y en un gra-
nulado dispersable. Estos fueron caracteri-
zados por medio de pruebas de viabilidad,
germinacién, humedad y concentracion
(Tabla 1).

Los resultados de concentracion obteni-
dos para los dos prototipos fueron de 1,2
X 10° conidios.g' para el granulo disper-
sable y de 8,1 x 10" conidios.g"' para el
concentrado emulsionable, resultados que
no fueron estadisticamente diferentes en-
tre si. Estas concentraciones se conside-
ran adecuadas para este tipo de productos
y son las comunmente encontradas en los
productos comerciales a base de hongos
entomopatogenos. Para la reconstitucion
de los productos se recomendaria una re-
lacion de 1 kg en 200 | de agua, que se-
ran utilizados por hectarea, siendo esta
cantidad adecuada y similar a la utilizada
con plaguicidas quimicos, lo que no cam-
biaria drasticamente las costumbres del
agricultor.

RENDIMIENTO
(Log(conidios.g-1))

Arroz
TRATAMIENTOS EN BOLSAS

Millo

OHidrolizado de levadura
B Caldo malta

B Hidrolizado de soya

Figura 2. Produccion de conidios del hongo Nomuraea rileyi crecido en bolsas con arroz.
Resultados con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba de

Tukey con una significancia del 0,05%.

Tabla 1. Caracterizacion de los preformulados a base de Nomuraea rileyl. Resultados con
la misma letra no presentan diferencias significativas segun una prueba de Tukey con una

significancia del 0,05%

Granulo Concentrado I
Preformulado Dispersable Emulsionable '
Concentracion (Conidios.g') 1.2x.10%a 8,1 x 10°a
! Viabilidad (UFC.q™') 1x10%a 7.6 x 10°a
| Germinacion (%) )(18h) 68 b 91,2 a
90a 6.8 a

Humedad (%)
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En estos prototipos, se obtuvo una viabili-
dad de 1x10° UFC.gq' para el granulo
dispersable y de 7,6 x 10° UFC.g"' para el
concentrado emulsionable, no siendo es-
tos resultados significativamente diferen-
tes de acuerdo con la prueba de Tukey. Al
comparar estos resultados con los obteni-
dos en concentracion, se podria pensar
que la mayoria de los propagulos conta-
dos al microscopio estan viables y que los
excipientes o el proceso de formulacion
no afecto significativamente la viabilidad
de las células.

Para la prueba de porcentaje de germinacion
se observo que el granulo dispersable pre-
sentd una germinacion significativamente
inferior a la del concentrado emulsionable,
siendo eésta del 68% para el granulo
dispersable mientras que para el concen-
trado emulsionable, la germinacion fue del
91,2%. Estas diferencias en germinacion
pudieron deberse al proceso de formula-
cion ya que para la elaboracion del granu-
lado dispersable, las esporas se ven
sometidas a dos operaciones de secado,
mientras que para el otro formulado sélo
se realiza un secado. Este doble secado
pudo haber afectado drasticamente a las
células, dicho proceso es uno de los mas
limitantes en la estabilidad de los micro-
organismos ya que puede producir pérdida
de agua intracelular, cambios enzimaticos,
geneticos y dano de la membrana celular
(Bahamon et al. 2001).

Los valores ¢de humedad determinados
para los prototipos fueron de 9.8 y 6,3%
para el granulo y el concentrado emul-
sionable respectivamente, valores que se
encuentran dentro del limite establecido
como aceptable para productos de este
tipo, el cual debe ser inferior al 10%

100

Mortalidad corregida (%)

0 2 4 6

(Marino 2001). Sin embargo, en el proce-
so de formulacion podria optimizarse el
secado para lograr humedades inferiores
al 5% que garanticen mayor estabilidad
del microorganismo bajo condiciones de
almacenamiento.

En la determinaciéon de la actividad
biocontroladora de los diferentes proto-
tipos, se obtuvieron cuatro grupos que
presentaron diferencias estadisticas. El
primero, el cual produjo los porcentajes
mayores de mortalidad de larvas de S.
frugiperda, estuvo conformado por los
conidios puros tanto provenientes de
caja de Petri como el principio activo de
los formulados consistente en conidios
puros y secos provenientes del cultivo en
millo, con mortalidades acumuladas de
87,1 y 82% respectivamente. El sequn-
do grupo significativo consistio en el
concentrado emulsionable, el cual cau-
s6 una mortalidad del 64%, sequida por
el tercer grupo estadistico consistente en
el granulo dispersable que produjo una
mortalidad del 30,7% y por ultimo, los
excipientes y los testigos que causaron
mortalidades inferiores al 10% (Fig. 3).

Estos resultados indican que las dos
formulaciones afectaron la actividad
biocontroladora del microorganismo,
obteniéndose porcentajes de mortalidad
significativamente inferiores con los proto-
tipos en comparacion con los conidios sin
formular, lo cual se puede deber a las ope-
raciones de cada proceso o a alguno de los
adyuvantes de formulacion que podrian
afectar las células o interferir en el proceso
de infeccion. También se observaron dife-
rencias estadisticas entre los dos formula-
dos, siendo mas eficiente el concentrado
emulsionable que el granulo dispersable.

8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

—&— Testigo tratado
—i— Excipientes concentrado emulsionable
—>— Granulo dispersable

—¥— Concentrado emulsionable
—&— Conidios provenientes de cafa
—— Conidios provenientes de bolsa

Figura 3. Actividad biocontroladora de los preformulados a base de Nomuraea rileyi.

Resultados con la misma letra no presentan diferencias significativas segun la prueba de

Tukey con una significancia del 0,05%.

Esto se podria relacionar con los resulta-
dos de germinacion, ya que como se men-
ciono anteriormente, los conidios presentes
en el granulo dispersable tienen una
germinacion inferior a la del concentrado
emulsionable, siendo éste uno de los
parametros fundamentales en el mecanis-
mo de accion (Clarkson y Charnley 1996),
que pudo repercutir en la actividad biocon-
troladora baja del producto.

Para los dos prototipos, los excipientes o
adyuvantes no causaron ningun efecto
negativo sobre las larvas del gusano
cogollero del maiz, indicando que el efec-
to biocontrolador de los prototipos se debe
a la accion del hongo entomopatogeno.

El concentrado emulsionable se seleccio-
noé para continuar con los estudios de for-
mulacion, en los cuales se buscara la causa
de la disminucion de la actividad biocon-
troladora en los productos formulados, se
ajustara la composicion de los prototipos
y se optimizaran las operaciones del pro-
ceso para lograr una mayor eficiencia
biocontroladora.

Conclusiones

* El método de inoculacion para el siste-
ma de produccion en bandeja mediante el
uso de una suspension de conidios fue el
mas adecuado.

* La produccion masiva sobre las matrices
solidas salvado de trigo suplementado con
malta e inoculado con suspension de
conidios en bandejas y los granos de millo
suplementados con el hidrolizado de leva-
dura e inoculados con discos de agar YM
crecidos con el hongo durante 15 dias en
bolsa fueron seleccionados como los sis-
temas mas eficientes para la produccion
de conidios de N. rileyi.

* Las dos formulaciones afectaron negati-
vamente la actividad biocontroladora del
microorganismo.

* El concentrado emulsionable fue el pro-
totipo mas adecuado para continuar con
los estudios de formulacion y optimizacion.
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Evaluacion de la eficiencia de Trichogramma
lopezandinensis (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
para el control de Tecia solanivora (Lepidoptera:

Gelechiidae) en papa almacenada

Evaluation of the efficiency of Trichogramma lopezandinensis (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) to control Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)
in storage potato
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Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 107-114 (2004)

Resumen. Se evaluod la eficiencia del parasitoide Trichogramma lopezandinensis Sarmiento en el con-
trol de la polilla guatemalteca Tecia solanivora (Povolny) en papa almacenada. Se llevaron a cabo cuatro
experimentos para determinar aspectos biologicos de la interaccion en tres niveles troficos constituidos
por la papa almacenada, la plaga y el parasitoide. Estos experimentos comprendieron el diseno de un
dispositivo de liberacion del parasitoide, la determinacion de las densidades y frecuencias de liberacion
para prevenir el dano de la plaga y el efecto de la luz en la actividad parasitica de la avispa. El estudio se
llevo a cabo en el Centro de Investigacion Tibaitata, en el programa MIP de Corpoica y se desarrollo hajo
condiciones controladas de temperatura, humedad y luminosidad. La unidad experimental consistio en
una jaula de madera con paredes de muselina, dentro de la cual se introdujo una bandeja con 100
tubérculos con un peso promedio de 100 g cada uno. Se disend e implement6 un dispositivo eficiente
de liberacion del parasitoide en condiciones de almacenamiento al que se denominé “tipo tinel”. Se
determind que la luz es un factor importante en la actividad parasitica de la avispa presentandose los
mayores porcentajes de parasitismo con luminosidad normal en laboratorio comparada con completa
oscuridad. En los experimentos de densidades y frecuencias de liberacion del parasitoide se concluyo
que la frecuencia es un factor significativo en la prevencion del dano causado por la plaga. La frecuencia
de liberacion cada tres dias presento los mejores resultados, indicando que la presencia continua de
hembras jovenes es determinante para lograr un parasitismo mayor.

Palabras clave: Densidades. Frecuencias. Liberacion. Luminosidad.

Summary. The efficiency of the parasitoid Trichogramma lopezandinensis Sarmiento to control
the Guatemalan potato tuber moth Tecia solanivora (Povolny) in stored potato was evaluated. Four
experiments were carried out to determine biological aspects of their interaction at three trophic
levels constituting the stored potato, the pest and the parasitoid. These experiments included
lhe design of a device to release the parasitoid, determination of the densities and frequencies of
parasitoid release required to prevent damage of the pest and effect of light on the parasitic
aclivity of the wasp. The study was conducted at the Research Center Tibaitata, in the IPM
program of Corpoica, and was conducted under controlled conditions of temperature, humidity
and light. The experimental unit consisted of a wooden cage with muslin walls, in which a tray
was introduced with 100 tubers, of an average 100 g each. An efficient device to release the
parasitoid in storage conditions was designed and implemented which was denominated the
“tunnel type”. It was found that light conditions are an important factor in the parasitic activity
of the wasp, presenting the highest percentages of parasitism under normal light conditions in
the laboratory compared to complete darkness. In the experiments of densities and frequencies
of parasitoid release, it was found that frequency is a significant factor in preventing of damage
caused by the pest. Frequency of release every three days showed the best results, indicating that the
continuous presence of young females is critical for achieving better parasitism.

Key words: Densities. Frequencies. Release. Light.

Introducciéon

Una de las plagas de mayor importancia
economica en el cultivo de la papa y que
afecta de forma directa la calidad del tu-
bérculo es "la polilla guatemalteca de la
papa”, Tecia solanivora (Fovolny). Esta pla-
ga es originaria de Centro America y fue

introducida a Sur América en una impor-
tacion de semilla hecha por Venezuela des-
de Costa Rica en 1983 (Salazar y Escalante
1984).

La polilla guatemalteca ha cobrado gran
importancia debido a la severidad de su
ataque, que ocasiona grandes pérdidas

economicas en las areas que invade. Asi
por ejemplo, en Norte de Santander las
pérdidas en campo y almacén superaron
el 50% en 1986. En Boyaca y Cundi-
namarca las pérdidas iniciales se calcula-
ron hasta en 80% en campo para el ano
1994. En el municipio de Ventaquemada
el registro en la vereda el Hato, indicd que

I Ingeniera Agronoma. Universidad Nacional de Colombia. Bogotad. Parte del Trabajo de Grado.E-mail: srubio_castro@hotmail.com
2 Ingeniera Agronoma. Universidad Nacional de Colombia. Bogota. Parte del Trabajo de Grado. E-mail: bivargas@yahoo.com.mx
3 Autor para correspondencia: . A. Ph. D. Investigador Programa Nacional MIF Corpoica, C. I. Tibaitata. A. A. 240142 Bogota. E-mail:

alopez@corpoica.org.co
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la plaga arraso con lotes en los cuales has-
ta el 90% de la papa de la cosecha de mita-
ca fue atacada. En 1996, se calculd que
540 toneladas de papa fueron consumi-
das por la plaga en sitios de almacena-
miento y mas de 2.000 toneladas en los
lotes del cultivo para el altiplano cundibo-
yacense (Espitia 1999),

La produccion de papa en Colombia re-
tine una serie de practicas de cultivo que
difieren de una region a otra en el pais,
siendo la poscosecha, o almacenamiento,
una de las practicas en donde existe pro-
bablemente la mayor variacion a nivel
nacional. La forma tradicional de almace-
namiento es en bultos, a granel o en cajas
de madera guardados en cuartos oscuros,
pequenas bodegas o en ramadas protegi-
das de la lluvia (Porras 1999).

Estos lugares generalmente son inapro-
piados por que las condiciones de hume-
dad. temperatura y luminosidad favorecen
la llegada y permanencia de la plaga en el
sitio de almacenamiento. Esto, a su vez,
genera una gama amplia de problemas que
se deben abordar teniendo en cuenta el
factor humano de cada region (Porras
1999).

El control biologico es considerado como
una estrategia dentro de los programas
de manejo integrado de plagas, el cual
puede proveer un control adecuado de
estas dentro de conceptos mas recientes
de la agricultura sostenible, siendo las
liberaciones de parasitoides, especialmen-
te Trichogramma spp. de suma importan-
cia, principalmente por su inocuidad y su
economia Lopez-Avila 1998).

Una nueva especie de avispa del género
Trichogramma se encontro y describio a
comienzos de los anos 90, como para-
sitoide de huevos sobre la mariposa
Collias dimera (Lepidoptera: Pieridae) en
los Andes colombianos a 2,850 msnm y
una temperatura promedio de 12 °C, Esta
especie se nombro como Trichogramma
lopezandinensis (Sarmiento 1993) y se
adelantaron algunos estudios prelimina-
res sobre su biologia y potencial para el
control biologico de la “palomilla de la
papa” Phthoriimaea operculella
(Lepidoptera: Gelechiidae) especie que
ha constituido una de las plagas mas im-
portantes del cultivo de la papa en el pais,
tanto en campo como en almacenamien-
to desde 1978 (Lopez-Avila 2001).

Ante la importancia adquirida por la “poli-
lla quatemalteca” como plaga del cultivo
de la papa y las perspectivas promisorias
brindadas por la nueva especie de
Trichogramma, a finales de los anos 90,
Rincon (1999) adelantd estudios basicos
sobre la biologia del parasitoide, orienta-
dos al control de dicha plaga. En dicho
estudio, se concluyo que T. lopezandinensis
podria ser utilizado eficazmente en el con-
trol de la polilla guatemalteca, dada su afi-
nidad con este huésped, su adaptacion
evolutiva a las condiciones agroecologicas
de la zona papera y sus caracteristicas bio-

logicas intrinsecas. Para utilizar este parasi-
toide de manera eficaz se requiere adelan-
tar estudios detallados de su
comportamiento como controlador en
condiciones de campo y almacenamiento
de papa, con el fin de estimar parametros
como: preferencia por el hospedero Tecia
solanivora, eficiencia de busqueda del
parasitoide en dichas condiciones, densi-
dades y frecuencias de liberacion en una
estrategia de control y requisitos especifi-
cos para su cria y produccién masiva
(Rincon 1999).

Con el proposito de contribuir al conoci-
miento de estos aspectos basicos del com-
portamiento del parasitoide y generar
tecnologias para su utilizaciéon en el con-
trol de la polilla guatemalteca en condi-
ciones de almacenamiento se llevo a cabo
la presente investigacion con los objeti-
vos especificos de: evaluar la eficiencia de
las liberaciones del parasitoide en el con-
trol T. solanivora en condiciones contro-
ladas de almacenamiento; determinar la
metodologia para realizar las liberaciones
del parasitoide bajo estas condiciones:; y
dar recomendaciones para el uso del
parasitoide como controlador biolégico
dentro de la estrategia MIP en papa al-
macenada.

Materiales y Métodos

El presente trabajo se llevé a cabo en el
laboratorio de entomologia del Programa
Nacional de Manejo Integrado de plagas
en el Centro de Investigacion "Tibaitata”
de Corpoica, localizado en el municipio de
Mosquera (Cundinamarca), con una alti-
tud de 2.550 msnm. Los experimentos se
realizaron en condiciones ambientales con-
troladas, con temperatura promedio de
18°C = 3, humedad relativa del 60% = 5y
bajo diferentes condiciones de luz de acuer-
do con los experimentos.

El material biolégico tanto de la plaga como
del parasitoide utilizado en los diferentes
experimentos se obtuvo de las unidades
de cria establecidas en el laboratorio de
entomologia, en donde se producen las
cantidades que se requieren de los insec-
tos mediante meitodologias estandarizadas
y utilizadas en el laboratorio.

En todos los experimentos las liberacio-
nes del parasitoide se realizaron colocan-
do cartulinas con huevos de Sitotroga
cerealella (Lepidoptera: Gelechiidae)
parasitados por T. lopezandinensis. Una
pulgada cuadrada parasitada tiene aproxi-
madamente 3.350 huevos de S. cerealella,
que con un porcentaje de parasitismo del
60 % produce en promedio 2.000 avispas,
de las cuales 1.000 son hembras y 1.000
machos.

Evaluacion de dispositivos de libera-
cion del parasitoide de huevos
Trichogramma lopezandinensis en
papa almacenada

Se disenaron dos dispositivos en los que
se pudieran depositar huevos de Sitotroga
cerealella parasitados, que garantizaran
una 6ptima emergencia de los adultos del
parasitoide, y a la vez protegiera los hue-
vos de posibles ataques de enemigos na-
turales como chinches, cucarachas o aranas
€ incluso roedores, frecuentes en los luga-
res de almacenamiento.

El dispositivo “tipo tinel”, consistio en un
tubo de PVC (policloruro de vinilo) de 15
cm de largo y 4 cm (1 ' pulg) de diame-
tro, al cual se le realizaron perforaciones
con una broca de 5 mm (3/16). Se hicieron
seis lineas de orificios distribuidas unifor-
memente alrededor del tubo, espaciadas
2,54 cm (1 pulg). Dentro del lubo se in-
trodujo un alambre hasta el punto medio
con un soporte para colocar la cartulina
con los huevos parasitados (Fig. 1). El dis-
positivo “tipo colgante” consistio en un
alambre de cobre con un soporte para co-
locar la cartulina con los huevos para-
sitados, el alambre estaba sostenido de
una chupa de goma adherida al centro del
vidrio de la parte superior de la jaula, la
plataforma de liberacion del dispositivo
quedaba justo en contacto con la parte
superior del arrume de papa (Fig. 2).

La unidad experimental utilizada consis-
tio en una jaula de madera de 50 cm x 50
cm x 63 cm de alto, con tres paredes de
muselina, la puerta y la parte superior en
vidrio. Dentro de la jaula se introdujo una
bandeja plastica de 40 x 30 cm, a la cual se
le coloco una capa de arena de 5 mm de

15 ¢cm |

Alambre

! Tubo de PVC

Perforacion broca
de 5 mm

G=4cm

Cartulina con huevos de S.
cerealella parasitados por T.
lopezandinensis

Base en papel
o plastico

Figura 1. Dispositivo "tipo tunel”. Tubo de PVC perforado y alambre para la introduccion y

liberacion del parasitoide.
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38 cm

Base en papel
o plastico

Chupa de goma

€—— Alambre

Cartulina con huevos de
S. cerealella parasitados
por T. lopezandinensis

\/!/-\ <«4— Parte superior de la pila

Figura 2. Dispositivo “tipo colgante”. Chupa de goma y alambre para introduccion y libera-

cion del parasitoide.

espesor. Sobre la arena se ubico un arrume
de 100 tubérculos, cada tubérculo con un
peso promedio de 100 g (Fig. 3).

Para evaluar la eficacia de los dispositivos
se utilizaron dos unidades experimentales
como la descrita anteriormente. En este
experimento se colocaron indistintamente,
en tres esfratos (alto 3 - 5 cm, medio 10 -
12 cm y bajo 3 — 5 cm), tanto en la parte
superficial como en el centro del montén,
un promedio de 15 huevos de T. solanivora
de un dia de ovipositados en los mismos
papeles en los que se obtienen las postu-
ras en la cria. Cada papel se fijo con un
alfiler enterrado completamente en el tu-
bérculo. En cada dispositivo se liberaron
1.000 hembras de T. lopezandinensis.

Ocho dias después de colocadas las pos-
turas y liberado el parasitoide se proce-
di6 a la evaluacion, que consistio en
retirar, de cada tubérculo, los papeles con
las posturas, para cada papel se determi-
no el nimero de huevos parasitados del

Figura 3. Unidad Experimental. Jaula con
bandeja y pila de 100 tubérculos de papa
parda pastusa pareja.

total de huevos teniendo en cuenta su
ubicacion en la pila de tubérculos de papa.

Prueba del efecto de la luz sobre la
actividad parasitica de la avispa

Dado que el comportamiento parasitico
de T. lopezandinensis puede ser afectado
al ser liberado en papa almacenada bajo
condiciones de oscuridad y luz difusa, se
llevé a cabo un experimento para evaluar
la eficiencia de parasitismo de la avispa
bajo diferentes condiciones de luz.

La unidad experimental (Fig. 4) estuvo
constituida por una cubeta plastica
semitransparente, de 33 cm de largo x 26
cm de ancho x 10 cm de alto, con su tapa
en la cual se perford un orificio de 20 cm x
12 cm y se cubrié con muselina para per-
mitir Ia aireacion. Se colocé un dispositivo

de liberacion de 10 cm de largo en posi-
cién horizontal a lo largo y en el centro de
la cubeta. El dispositivo llevaba una tapa
en cada uno de sus extremos. Se determi-
naron 11 sitios en la cubeta donde se colo-
caron huevos de T. solanivora para ser
parasitados. En el interior de la cubeta se
ubicaron seis sitios en los cuales se pusie-
ron papeles con un promedio de 20 hue-
vos de un dia de ovipositados, fijando un
papel en cada esquina y un papel a cada
lado del tubo y sobre la tapa se distribuye-
ron cinco sitios, uno en cada esquina y uno
en el centro sobre la muselina, para un to-
tal de 11, por unidad experimental (Fig. 4).

Se determinaron tres condiciones de luz
como tratamientos, oscuridad total (5.46
lux), luz difusa (1.459,57 lux) y lumino-
sidad normal dentro de laboratorio
(12.681,60lux), con dos repeticiones.
Para dar las condiciones de oscuridad y
luz difusa se utilizaron cajas de carton,
unas completamente oscurecidas con car-
tulina negra y otras con ventanas hechas
a los lados. Dentro de estas cajas se co-
locaron las unidades experimentales. El
experimento completo se montd sobre
un meson cerca de una ventana del
laboratorio.

La liberacion del parasitoide se realizo uti-
lizando el “dispositivo tipo tunel” dentro
del cual se liberaron 500 hembras de T.
lopezandinensis.

La evaluacion se realizo a los ocho dias de
montado el experimento, tiempo en el cual
los huevos no parasitados aun no han
eclosionado y los parasitados presentan
signos inequivocos de parasitismo. Se de-
termind el namero de huevos parasitados
del total de huevos expuestos. También se
hicieron observaciones sobre el compor-
tamiento de “forrajeo” de las avispas fuera
del dispositivo, fuera de la cubela o de la
caja, y sobre las posturas.

Figura 4. Experimento prueba del efecto de la luz, a) Unidad experimental, b) Distribucion
de las posturas en la cubeta y en la tapa (11 sitios).
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Determinacion de las densidades y fre-
cuencias de liberacién del parasitoide
para prevenir el dano de la plaga en
papa almacenada

Para lograr una primera aproximacion de
las densidades del parasitoide a liberar se
llevo a cabo un experimento con un dise-
flo en bloques completos al azar; con cin-
co tratamientos y tres repeticiones. La
unidad experimental fue igual a la ya des-
crita. En cada jaula se dispuso una pila de
papa de 100 tubérculos y se liberé una
poblacion de diez parejas de T. solanivora
de un dia de vida. La liberacion del
parasitoide se realizo mediante el "dispo-
sitivo tipo tanel” que se modificé en cuan-
to a la posicion en la pila y su longitud,
colocandolo horizontalmente en la parte

determinada por los tratamientos, como
se describe en la tabla 1. La liberacion de
la avispa se llevo a cabo dos dias después
de liberados los adultos de la polilla.

El experimento permanecié bajo condi-
ciones de luz difusa y buena ventilacion
por 40 dias; tiempo en el cual se produjo
el pupamiento de las larvas de T.
solanivora.

En el experimento se evaluaron las siguien-
tes variables: peso inicial de los 100 tu-
bérculos, nimero de tubérculos afectados,
peso final de los tubérculos sanos y peso
final de los tubérculos afectados.

Un segundo experimento, para determinar
las densidades y frecuencias de liberacion

del parasitoide, se realizd bajo un diseno
en bloques completos al azar; con un arre-
glo factorial 3 x 3 x 1 con diez tratamientos
y tres repeticiones. El factor A fue la densi-

inferior del montén, con una longitud de
35 cm para cubrir el largo de la bandeja y
tapado en sus extremos. Dentro del tubo
se ubico la densidad de T. lopezandinensis

Tabla 1. Tratamientos en el experimento preliminar para determinar las densidades del
parasitoide requeridas para prevenir el dafo de una poblacion inicial de diez parejas de T.
solanivora

‘ Trat. No

Descripcion de tratamientos
| T, Testigo, sin parasitoide (0% )
T Vs pulg? de T. lopezandinensis (250 ?)
1 5 . pulg? de T. lopezandinensis (500 9 )
T, . 1 pulg? de T. lopezandinensis (1.000 2)
T 1 pulg® de T. lopezandinensis; Y2 de pulg? en el "dispositivo tipo tunel”

y Y% pulg? en el “dispositivo tipo colgante” (1.000 %)

Tabla 2. Tratamientos para determinar densidades y frecuencias de liberacion del parasitoide
T. lopezandinensis para prevenir el dano de la polilla guatemalteca en condiciones contro-
ladas de almacenamiento

‘ Trat. No Descripcion de tratamientos
4 10 parejas de T. solanivora, testigo, sin parasitoide
T, cada tres dias

| T 3 , ; cada cinco dias
'1‘: 5 pulg? de T. lopezandinensis cada ocho dias
T cada tres dias
Ts 6 pulg? de T. lopezandinensis cada cinco dias
T. cada ocho dias

| T; cada tres dias

i T, 9 pulg? de T. lopezandinensis cada cinco dias
T cada ocho dias

=

Tabla 3. Porcentaje promedio de huevos parasitados por estrato para los dos dispositivos
evaluados

|“ Porcentaje promedio de huevos parasli:adoé _[;nr_ eis-tra.to

Dispositivo tipo tunel Dispositivo tipo colgante

Estrato Estrato
Superior Medio Inferior Superior Medio Inferior
56,76% 41,61% 37.34% 70,11% 33,01% 28,43%

Porcentaje total de parasitismo

45,24% 43,85%

dad del parasitoide donde se liberaron
3.000, 6.000 y 9.000 hembras del
parasitoide T. lopezandinensis y el factor
B fue la frecuencia con liberaciones cada
3, 5 y 8 dias, utilizando la misma unidad
experimental. En todas las jaulas se libe-
ro una poblacion de diez parejas de T.
solanivora de un dia de vida, y a los dos
dias se iniciaron las liberaciones del
parasitoide. El parasitoide se liberd utili-
zando el “dispositivo tipo tunel” de 35 cm
de largo colocado horizontalmente en la
parte inferior de la pila. Las densidades y
frecuencias de liberacion de T. lopezan-
dinensis correspondieron a los tratamien-
tos descritos en la tabla 2.

Las liberaciones del parasitoide se hicie-
ron hasta el dia 20, contados a partir de la
liberacion de la plaga. En todas las jaulas
se colocaron algodones humedecidos con
una solucion de miel al 10% para alimen-
tar los adultos de T. solanivora y del
parasitoide.

El experimento permanecio bajo condicio-
nes de oscuridad y buena ventilacion por
40 dias; tiempo en el cual se produjo el
pupamiento de las larvas de la plaga. La
evaluacion consistio en determinar las va-
riables: peso inicial de los 100 tubérculos,
numero de tubérculos afectados, peso fi-
nal de tubérculos afectados y peso final de
tubérculos sanos.

Resultados y Discusion

Evaluacion de dispositivos de libera-
cion del parasitoide de huevos
Trichogramma lopezandinensis en
papa almacenada

Los promedios de los resultados se pre-
sentan en la tabla 3. El dispositivo "tipo
tinel” ofrece la posibilidad a las avispas de
salir desde el centro y la parte inferior ha-
cia todos los estratos de la pila y en el dis-
positivo “tipo colgante”, las avispas inician
su biisqueda desde la parte superior de la
pila hacia abajo. Los porcentajes de para-
sitismo muestran que las avispas posible-
mente se vieron estimuladas a parasitar
principalmente los huevos colocados en la
parte superior, dandose alli el mayor por-
centaje de parasitismo, sequido del estra-
to medio y en altimo lugar del estrato
inferior. S5in embargo, estadisticamente no
se encontraron diferencias en el parasitis-
mo entre estratos (P=0,05), Los huevos
situados mas superficialmente en la pila,
en todos los estratos, fueron en su mayo-
ria parasitados.

Los resultados de este experimento para
los dos dispositivos fueron similares
(P>0,05), por lo tanto no se pudo elegir
un dispositivo definido por el porcentaje
de parasitismo; sin embargo, teniendo
en cuenta los estudios de hdbitos y com-
portamiento de T. solanivora en almace-
namiento, donde se determino que la
plaga prefiere ovipositar en los lugares
mas protegidos dentro del monton, se eli-
gio el dispositivo “tipo tinel” el cual per-
mite realizar las liberaciones del parasitoide
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Tabla 4. Promedios de parasitismo de T. lopezandinensis bajo tres condiciones luminicas

‘_Trat.amlento Luz natural

‘ Repeticion R1 B R2.

| % parasitismo 89,75 79,46
84,6%

Promedio

Luz difusa Oscuridad :
R1 o R2 R1 R2 1
82,88 71.36 65,50 56.33
77.12% 60,91%

Tabla 5. Promedios de las variables peso inicial, peso final y numero de tubérculos afecta-
dos en el experimento preliminar de densidades de liberacion del parasitoide

Trat. No
(@)

8.508,33
9.125,00
9.191,67
9.125,00
8.116,67

R e e e

w e W s

Peso inicial

Peso Final No Tub.
(g) Afectados
8.141,67 22,67
7.708,33 22,353
8.775,00 22,00
8.683,33 25,67
7.725,00 2533

Tabla 6. Promedios de las variables evaluadas en el experimento principal sobre densida-
des y frecuencias de liberacion del parasitoide

Peso inicial

‘ Trat. No Peso Final Peso Perdido No Tub.

| (Q) (@) (9) Afectados

e = = _ kit

| T 8.775.00 8.075,00 700,00 29,30

| T, 8.308,30 7.816,67 491,67 12,00

| T, 7.925,00 7.358,33 566,67 34,67

‘ T 7.858,30 7.358,33 500,00 24,00

| T 8.300,00 7.833,33 466,67 21,67 ;

| T 9.341,67 8.750,00 591,67 19,66

| T; 8.916,67 8.308,33 608,33 19,66

| T 8.175,00 7.791,67 383,33 20,33
T, 8.166,67 7.300,00 450,00 29,67
T 8.233,33 7.675,00 558,33 26,00

en los sitios donde se presenta la mayor
oviposicion, como puede observarse en la
fiqura 5.

Prueba del efecto de la luz sobre la
actividad parasitica de la avispa

En el momento de la evaluacion se detec-
to la presencia de adultos de T.
lopezandinensis fuera de los dispositivos
y de las cubetas forrajeando en los focos
de huevos expuestos.

Los resultados mostraron que el parasitis-
mo ocurrié en las tres condiciones de lu-
minosidad evaluadas (Tabla 4), pero con
un efecto de la luz positivo en la actividad
parasitica de las avispas. El mayor parasi-
tismo se presento en las condiciones de
luminousidad normal en laboratorio, con
84,6% y el mas bajo con un 60,91% bajo
condiciones de oscuridad total. La prueba
de T (x=0,05), mostro diferencias signifi-
cativas entre estas dos condiciones extre-
mas; pero ninguna de las dos se diferencia
estadisticamente de la intermedia a luz
difusa.

Amaya (1998) reviso varios estudios en los
cuales se evaluo el efecto de la luz en el
comportamiento de las avispas de diferen-
tes especies del género Trichogramma,

encontrando que los adultos son fuerte-
mente atraidos por la luz, que bajo condi-
ciones naturales se ubican en las partes
mas expuestas de las plantas, y que su ac-
tividad se incrementa al aumentar la in-
tensidad luminica. También indica que el
parasilismo de Trichograrmma es mas alto
4 la plena luz que en la sombra, y atribuye
esta actividad al aumento en la visibilidad.
Pero para T. evanescens resalta que esta

especie puede distinguir el huesped y
ovipositar en completa oscuridad. En el
presente trabajo, se obtuvo un 61% de
parasitismo en condiciones de completa
oscuridad, corroborando que la especie en
estudio presenta una buena actividad pa-
rasitica en dichas condiciones.

Dado que la parasitismo se dio bajo las
tres condiciones de luminosidad, podria
pensarse que el parasitoide utiliza no solo
senales visuales para encontrar su hués-
ped, posiblemente utiliza estimulos
olfativos, o tactiles para encontrarlo aso-
ciado a otro tipo de estrategias de biuis-
queda mas refinadas.

Determinacion de las densidades y fre-
cuencias de liberacion del parasitoide
para prevenir el dano de la plaga en
papa almacenada

Los resultados del experimento preliminar
para determinar la cantidad de avispas de
T. lopezandinensis que se requieren libe-
rar para prevenir el dano causado por una
poblacion de T. solanivora se presentan
en la tabla 5. Los adultos de la polilla
murieron entre 10 y 12 dias después de la
liberacion y los adultos del parasitoide
murieron entre 5 y 8 dias después de la
liberacion.

Se hicieron pruebas de normalidad para
los datos y se realizo un analisis de varianza
bajo un diseno en bloques completos al
azar para la variable nimero de tubércu-
los afectados y un analisis de covarianza
para las variables peso inicial y peso final.

Figura 5. Dispositivo "tipo ttinel” en posi-
cion horizontal y de 35 c¢m de longitud.
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Figura 6. Comparacion entre el numero de tubérculos afectados y el peso perdido por

tratamiento.
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Para la variable nimero de tubérculos afec-
tados los datos presentan una distribu-
cion normal (Shapiro — Wilk = 0,98); el
analisis de varianza para tratamientos que
variaron desde la liberacion de 250 hem-
bras hasta 1.000 hembras de T. lope-
zandinensis, con nimero de tubérculos
afectados de 22 a 25, no presento diferen-
cias significativas, y tampoco se presenta-
ron entre bloques.

En el experimento, las liberaciones de la avis-
pa parasitoide correspondieron a 2509, 500
7y 1.000 ¢ para los tratamientos, rangos
que permitieron determinar que este nu-
mero de hembras resulta insuficiente para
encontrar y parasitar los huevos de diez hem-
bras de T. solanivora y prevenir el dano cau-
sado por la plaga, comparados con el
tratamiento testigo donde no se liberé el
parasitoide. Posiblemente el parasitoide en-
contro algunas dificultades en el reconoci-
miento del medio y en la basqueda de las
posturas en sitios escondidos y oscuros que
no son de su preferencia. Debido a que las
cantidades fueron insuficientes, se planted
un nuevo experimento para probar cantida-
des mayores de la avispa.

Los resultados obtenidos en el experimento
principal para determinar densidades y fre-
cuencias de liberacién del parasitoide T.
lopezandinensis para prevenir el dano cau-
sado por T. solanivora en papa almacena-
da se presentan en la tabla 6.

Los datos se sometieron a pruebas de nor-
malidad y a un analisis de varianza bajo un
diseno en blogues completos al azar con
un arreglo factorial 3x3x1 para la variable
numero de tubérculos afectados y se hizo
un analisis de covarianza para las variables
peso inicial y peso final.

Los datos obtenidos para la variable nii-
mero de tubérculos afectados siguen una
distribucion normal (Shapiro — Wilk =
0,97). El analisis de varianza no presenta
diferencias entre tratamientos y tampoco
entre bloques.

La prueba de normalidad para los datos
de las variables peso inicial y peso final
demostro que estos siguen dicha distribu-
cion (Shapiro — Wilk = 0,96). En el analisis
de covarianza los resultados indicaron di-
ferencias significativas entre tratamientos
(F= 3,54; g.l: 9,16; P< 0,01) mas no entre
bloques.

Las pruebas de comparacion entre tra-
tamientos se hicieron a través de con-
trastes ortogonales, encontrandose
diferencias altamente significativas (P<
0.,01) en la comparacion entre el trata-
miento testigo donde no se hicieron libe-
raciones del parasitoide y los demas
tratamientos. lgualmente se presentaron
diferencias significativas (P< 0,01) en la
comparacion entre la frecuencia de libera-
cion cada tres dias y las frecuencias de li-
beracion cada cinco y cada ocho dias. Es
importante tener en cuenta que no hubo
interaccion entre los factores densidad y
frecuencia.

En la figura 6 se puede observar que el
tratamiento testigo, donde se liberaron
diez parejas de la plaga y no se liber6
parasitoide, presenta la pérdida mayor de
peso con respecto a los demas tratamien-
tos y es uno de los tratamientos donde se
obtuvo el nimero mayor de tubérculos
afectados,

Los tratamientos en los que se realiza-
ron liberaciones del parasitoide cada
tres dias presentaron las pérdidas me-
nores de peso y 12, 21 y 20 tubérculos
afectados; notandose que en la frecuen-
cia cada tres dias se reduce el dano en
11% en promedio con respecto al testigo;
sin embargo, es paraddjico que para el tra-
tamiento correspondiente a la menor den-
sidad de liberacion con 3.000 hembras
cada tres dias, pero con la mayor frecuen-
cia, presento la mayor reduccion en dano.

Por otra parte, el tratamiento en el cual
ocurrié la pérdida menor de peso, 383,33
g, combinada con un promedio de 20,33%
de tubérculos afectados fue el de 9.000
avispas cada 3 dias. Estos resultados indi-
can que para obtener un mayor parasitis-
mo y una mayor reduccion en el dano por
la plaga se requiere |la presencia continua
de hembras jévenes de T. lopezandinensis.

El hecho de que las densidades mas altas
del parasitoide no presentaron los mayo-
res niveles de control, como era de espe-
rase, podria explicarse a que en tales
densidades pudo ocurrir el fenémeno de
interferencia mutua, por un aumento en la
probabilidad de encuentros entre hem-
bras, que trae como consecuencia una
disminucion en el niimero de huevos para-
sitados por cada avispa, como lo explica
Rincon (1999) en su estudio del compor-
tamiento de interferencia intraespecifica.
Esta situacién también ha sido registrada
en experimentos realizados en laborato-
rio con otras avispas como en el caso del
parasitoide Anagyrus kamali Moursi
{(Hymenoptera: Encyrtidae) donde se eva-
lud la interferencia mutua entre hembras
sobre la progenie y la proporcion de sexos,
y se determind que la tasa de oviposicion
disminuye al incrementar la densidad de
hembras sin afectar significativamente la
proporcion de sexos (Sagarra et al. 2000).

En condiciones de cria de A. kamali un
aumento en la densidad de hembras de
25 a 75 individuos por jaula resulté en un
incremento en la produccion de la proge-
nie de 266 * 70 a 877 * 393 parasitoides.
Sin embargo, al pasar de 75 a 100 hem-
bras por jaula la produccion de la proge-
nie no fue significativamente diferente con
877 + 393 a 965 + 608 parasitoides pro-
ducidos respectivamente (Sagarra et al.
2000), lo que demuestra un claro efecto
de interferencia.

Rincon (1999) por su parte, en experimen-
tos con T. lopezandinensis, encontré que
el aumento de avispas forrajeando sobre
una misma area crea una confusion entre
ellas y disminuye su eficiencia de blusque-
da por el efecto de huella.

Con base en los resultados y en las razo-
nes discutidas, se puede afirmar que el uso
de T. lopezandinensis como parasitoide de
la polilla guatemalteca, reduce la intensi-
dad del dano causado por ésta, lo cual se
refleja en el peso.

Conclusiones

* Un aporte importante de esta investiga-
cion fue el disefno e implementacion de un
dispositivo que resulté muy util y eficiente
para la liberacion del parasitoide en con-
diciones de almacenamiento de papa el
cual se denominé “tipo tunel”.

= A partir de este estudio, el parasitoide T.
lopezandinensis puede ser considerado
como un agente potencial para el control
biolégico de la polilla guatemalteca de la
papa en almacenamiento que podria utili-
zarse bajo la estrategia de una nueva aso-
ciacion.

* Se determind que las condiciones de lu-
minosidad no influyen de manera significa-
tiva en la actividad parasitica de la avispa,
aunque el parasitismo fue mayor en condi-
ciones de luz normal en laboratorio.

« La mayor frecuencia de liberacion del
parasitoide presento un efecto significa-
tivo en la reduccion del dano ocasiona-
do por la polilla, lo que indica que es
posible que una presencia continua de
hembras jovenes forrajeando el sistema
de almacenamiento sea delerminante
para lograr un parasitismo mayor y con-
secuentemente un control mayor de la

plaga.

* No se observo un efecto significativo de
densidades del parasitoide en la reduccion
del dano causado por la plaga. Posible-
mente porque a las densidades utilizadas
pudo presentarse el fenomeno de interfe-
rencia intraespecifica que disminuye la efi-
ciencia parasitica de la avispa.

Recomendaciones

* Se recomienda seguir experimentando a
densidades bajas del parasitoide y mante-
ner la frecuencia de liberacion cada tres
dias para el control de la polilla en almace-
namiento.

* Asi mismo, continuar con la evaluacion
del parasitoide en condiciones de almace-
namiento en finca del agricultor con las
adaptaciones pertinentes.

* lgualmente, efectuar un proceso de ex-
perimentacion similar a éste con el propo-
sito de determinar las densidades y
frecuencias de liberacion del parasitoide
en condiciones de cultivo en campo.
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Importancia del manejo agricola para la biodiversidad:

caso de las hormigas en cana de azucar
Importance of agricultural management for biodiversity: case of ants in sugar cane

MONICA RAMIREZ R.!, INGE ARMBRECHT P2, MARTHA LUCIA ENRIQUEZ L.

Revista Colombiana de Entomologia 30 (1): 115-123 (2004)

Resumen. Teniendo en cuenta que las hormigas responden a diferentes practicas generadas por la
agricultura, este articulo analiza y compara la informacion de dos estudios realizados en canaduzales del
Valle del Cauca. En ambos estudios se ubicaron dos transectos lineales, en los que se colocaron diez
estaciones equidistantes (10 m) para un total de 20 estaciones; cada estacién contd con un cebo de atin
y una trampa de caida que se dejaron actuar 83,3 y 441,6 dias continuos, respectivamente. Para predecir
y comparar la riqueza de los canaduzales y sus sitios vecinos se utilizaron diferentes estimadores de
riqueza que trabajan con la abundancia de especies; se realizaron pruebas de comparacion miiltiple y
analisis de aglomeracion. Se capturaron 97 especies distribuidas en 22 géneros y 6 subfamilias. Los
canaduzales mas ricos fueron los que tuvieron en su manejo un menor impacto sobre el suelo y mejor
cuidado de los sitios adyacentes. Se encontro que los canaduzales de El Hatico y Roma fueron mas
similares debido probablemente al efecto regional que tiene el mosaico de habitats de la Reserva sobre
sus alrededores, mientras que El Medio y San Julian, que presentan condiciones degradas, se ubicaron
en otro grupo. Este analisis resalta la importancia del manejo de la cana de azticar como matriz dominan-
te del Valle del Cauca y la diversificacion del paisaje con el fin de preservar la biodiversidad de las
comunidades de hormigas.

Palabras clave: Ensamblajes de hormigas. Manejo de la matriz. Parches de bosque. Guaduales. Contex-
to regional y local.

Summary. Given that ants respond to different practices, generated by agriculture, this paper analyses
and compares information from two studies conducted in sugar cane fields of the Cauca Valley. In both
studies, two lineal transects were situated in which ten equidistant (10 m) stations were placed for a total
of 20 stations; each station had one tuna bait and one pitfall trap, that were operated for 83,3 and 441,6
continuous days, respectively. To predict and compare richness in sugar cane fields and their neighbouring
sites, different richness estimators were used that work with species abundance; multiple comparisons
analyses and cluster analyses were conducted. We captured 97 species distributed in 22 genera and 6
subfamilies. The richest sugar cane fields were those whose management had less impact on the soil and
better care of adjacent sites, The sugar cane fields of El Hatico and Roma were more similar probably due
to the regional effect that the habitat mosaic of the Reserve had on its surroundings, while El Medio and
San Julian, which represent degraded conditions, were placed in another group. This analyses highlights
the importance of sugar cane management as the dominant matrix in the Cauca Valley and the
diversification of the landscape in order to preserve the biodiversity pf ant communities.

Key words: Ant assemblages. Matrix management. Forest patch. Guadua stands. Local and regional
environment.

Introduccion

Al inicio de la década de los cincuenta, la
industria azucarera se ubicaba en la parte
central y norte del Valle del Cauca, zona
que contaba con buenas condiciones
climaticas, del suelo y los recursos hidricos
ofreciendo asi condiciones favorables para
el surgimiento y estructuracion de este
sector (Guardiola 1995).

Posteriormente, la quema de la cana
implementada en la década de los seten-
ta, generd un gran impacto ambiental
(Molina et al. 2000) e inconformidad en-

tre los habitantes de las poblaciones veci-
nas a los cultivos (CENICANA 1997). La ex-
pansion de este cultivo cred asi grandes
cambios en las comunidades naturales,
tanto floristicas como faunisticas del valle
geografico del rio Cauca, dejando solo al-
gunos remanentes de habitats naturales
como parches aislados de bosque y algu-
nos humedales siendo el paisaje domi-
nante extensos monocultivos de cana de
azucar (Naranjo 1992).

Resultado de esta preocupacion ambien-
tal y presion social, la industria azucarera
ha movido rapidamente sus esfuerzos para

implementar la cosecha en verde (Cock y
Torres 1998) y en menor grado el manejo
organico, que ha mostrado ventajas a ni-
vel ambiental (Molina et al. 2000). Se ha
encontrado por ejemplo, que las pobla-
ciones de bacterias y hongos son tres ve-
ces mayores en la cana con manejo
organico que en la cana con manejo con-
vencional (Delgadillo et al. 1994) y en el
contenido de materia organica casi le do-
bla (Arias 1994). Entre tanto las emisio-
nes de particulas toxicas como monoéxido
de carbono, hidrocarburos y dioxido de
azufre en cana con manejo convencional
le exceden en promedio en un 60% a la
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cana con manejo orgdnico (Universidad de
la Salle y CENICANA 1991).

Cabe aclarar que en la cana con cosecha en
verde se elimina la quema pre y post cose-
cha, practica que debe estar implantada en
todo el Valle del Cauca en el 2005 como un
convenio entre el sector y el Ministerio del
Medio Ambiente. En la cana con manejo
organico se elimina ademas la aplicacion
de insumos quimicos que se sustituye por
el uso de abonos organicos u organico-
minerales, se implementa la labor manual,
el uso de carneros para limpiar los callejo-
nes y el acomodo de hojarasca entre surcos
(E. Murgueitio, com. pers.).

Puesto que en la actualidad se esta gene-
rando un proceso de reconversion de cana
con manejo convencional a cana con cose-
cha en verde y manejo orgdnico, surge la
necesidad de valorar estos sistemas de pro-
duccion desde el punto de vista biologico
y ecologico de los macroorganismos pre-
sentes en ellos.

Entre los artrépodos, las hormigas son
componentes importantes del ecosistema
por que cumplen una variedad de funcio-
nes ecologicas; ademas se han considera-
do utiles en la evaluacion de respuestas
bidticas frente a diversas practicas genera-
das por la agricultura como la fertilizacion,
el arado convencional, las fumigaciones y
las quemas (Folgarait 1998) y han sido
usadas como el mejor grupo indicador de
riqueza de organismos en agroecosistemas
(Roth et al. 1994). Teniendo en cuenta lo
anterior, este trabajo pretende comparar
la riqueza de hormigas en cultivos de cana
con manejo organico y convencional de-
pendiendo del contexto local (Hacienda o
Reserva Natural) y regional.

Materiales y Métodos

Este articulo analiza la informacion de dos
estudios, usando la misma metodologia y
realizado en una zona de vida comun
{Armbrecht y Ulloa-Chacon 1999; Ramirez
y Enriquez 2002). Los predios comprendi-

dos en estos estudios se encuentran en el
valle geografico del rio Cauca que cuenta
con una extension de 420.000 ha en la
zona definida por Holdridge como bos-
que seco tropical (bs-T), se da en alturas
fluctuantes de hasta 1.000 msnm, tempe-
ratura media superior a los 24°C y precipi-
tacion media anual entre 1.000-2.000 mm
(Espinal 1968). Tales estudios se realiza-
ron en haciendas ubicadas en diferentes
localidades. En el municipio de Santander
de Quilichao se ubica la hacienda San
Julian, en el municipio El Cerrito la ha-
cienda Roma y La Reserva Natural El Hatico
y en el municipio de Zarzal la hacienda El
Medio (Fig. 1). Cada hacienda involucra
un parche de bosque y su cana vecina a
excepcion de la hacienda Roma que se
encuentra totalmente rodeada de otros
lotes de cana (Tabla 1).

Muestreo de hormigas

En cada sitio se delimitaron dos transectos
lineales de 100 m, en cada uno de ellos se

Tabla 1. Descripcion de unidades de cobertura vegetal muestreados en el Valle del Cauca, Colombia. Armbrecht (1995)*, Ramirez y

Enriquez (2002)**, comun para ambos estudios***

SITIO

COORDENADAS

3°40' N
76°17 W

‘ #*  Cana de azlcar
Hatico

3 40° N
7617 W

** Cana de azucar
Guadual
El Hatico

3° 40" N
76°17° W

Bosque El Hatico

3° 40" N
76°17° W

**  QGuadual
El Hatico

4° 20" N
76 04 W

% Cana El Medio

CARACTERISTICAS DE CADA CARA

Cultivos de cana de aztcar bajo manejo 100% organico (sin quemas ni agro-
quimicos), en proceso de agroforestacion con arboles como ébano y
Schizolobium

10 % del terreno (10 hectareas) corresponde a areas marginales: acequias y
callejones. Estas areas son pastoreadas por carneros africanos, que efectuan
control de malezas

Asociacion de 12 variedades de cana

Fertilizacion con leguminosas, principalmente Crotalaria sp.

Lotes rodeados de cercas vivas (en callejones) de arboles como €bano,
chiminango Pithecellobium dulce, quacimo Guazuma ulmifolia, Casuarina
equiesifolia y caoba Swietenia macrophylla

Pequeno rodal de 70 tecas Tectona grandis

Cercania al fragmento de bosque y a los quaduales

Igual a la descripcion de cana de azucar. El Hatico, es un lote diferente

Dosel entre 25 y 35 m de altura, dominado por arboles como caracoli Anacar-
dium excelsum, higuerén Ficus insipida, palma real de Cuba Roystonea
regia, ceiba Ceiba petandra, jiqua negro o laurel amarillo Nectandra sp., cedrillo
Guarea trichilioides, capote Machaerium capote, iqua Pseudosamanea
gquachapele, dinde Chloropora tinctoria, tachuelo Fagara sp., mestizo Cupania :
sp., Zurrumbo Trema micrantha, y en los bordes del fragmento, chiminango
F dulce

Senalados en los mapas de El Hatico desde 1866 como guaduales cultivados
Dosel entre 16 y 20 m de altura, dominado por guadua Bambusa guadua, |
con arboles como elemento de soporte (higuerones Ficus insipida, cedros
macho Guarea ulmifolia, tachuelos Fagara sp., dindes C. tinctoria y palmas
reales K. regia)

Sotobosque rico en platanillos Heliconia spp. y guaduilla o matamba

Fertilizacion quimica

Quemas antes y después de la cosecha

Uso excesivo de agua para el riego, que ocasiona salinizacion de los suelos
Uso de maquinaria pesada para la extraccion de cana cortada en los lotes
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(Continuacion Tabla 1)

SITIO COORDENADAS CARACTERISTICAS DE CADA CARNA
* Bosque El Medio 4° 20" N * Se origindé como cacaotal abandonado
76 04’ W * Completamente rodeado por cana de azucar
* Con dominancia de algunos arboles como caracoli A. excelsum, palmas
Aiphanes caryoteaefolia y platanillos Heliconia spp.
¥ Cana San Julian 2°98' N * Fertilizacion quimica
76° 30° W *  Quemas antes y después de la cosecha
* Uso excesivo de aqua para el riego, que ocasiona salinizacion de los suelos
* Uso de maquinaria pesada para la extraccion de cana cortada en los lotes |
¥ Bosque San Julian 2°98' N * Bosque secundario. Dosel 30 m. Domina el burilico Xilopia ligustrifolia,
76° 30° W guadua B. guadua
+ Enmaranado y hamedo
*% (Cana Roma 340N *= Algunos sectores circundantes de la Reseva Natural El Hatico conservan este
y Roma 2 76°17° W tipo de manejo, caracteristico de la mayor parte del drea de cultivos de cana

de azicar del Valle del Cauca
* Fertilizacion quimica

= Control de malezas a través de herbicidasquimicos
*  Quemas antes y después de la cosecha
* Uso excesivo de agua para el riego, que ocasiona salinizacion de los suelos

* Uso de maquinaria pesada para la extraccién de cana cortada en los lotes
* Estos |otes se encuentran rodeados de canaduzales que presentan manejo

organico

ubicaron 10 estaciones equidistantes (10
m) teniendo un total de 20 estaciones por
sitio. En cada una se colocé una trampa
de caida (pitfall) y un cebo de atin. Las
trampas de caida consistieron en un vaso
de plastico de 6 cm de diametro por 6 cm

54«58 ?San Julign

Figura 1. Ubicacion de las haciendas donde
se encuentran los lotes de cana y sus sitios
vecinos. Distancia entre hacienda y hacien-
da (de sur a norte): San Julian-104 Km - El
Hatico - Roma (colinda con El Hatico) - 104
KEm El Medio. 1A bosque El Medio, 1B cana
vecina El Medio, 2A bosque El Hatico, 2B
canaduzal del bosque El Hatico, 3A guadual
El Hatico, 3B canaduzal del guadual El Hatico,
4A cana Roma 1, 4B cana Roma 2, 5A bosque
San Julidn, 5B cana vecina San Julian.

de profundidad, semilleno con alcohol
etilico y agua, enterrado a ras del suelo y
disimulado con material vegetal. Las tram-
pas se dejaron actuar por un periodo de
26,5 horas en cada sitio para un total de
441,6 dias continuos de muestreo. Los
cebos contenian tres a cuatro g de atin
sobre una hoja de papel bond de 22 cm x
8 cm y fueron colocados a nivel del suelo
por un periodo de 5 h cada uno, invirtien-
do 83,3 dias continuos de muestreo total.
Las hormigas capturadas se introdujeron
en frascos con alcohol al 70%, que fueron
rotulados con fecha y lugar de coleccion.

Se identificaron las morfoespecies colec-
tadas hasta el nivel de género con la ayu-
da de las claves taxonomicas de Jaffé et al.
(1993), Holldobler y Wilson (1990) y
Bolton (1994} y con comparaciones he-
chas con las colecciones de referencia de
la Universidad del Valle. Simultaneamente
se elaboraron colecciones de referencia
que sirvieron de base de comparacion de
todo el estudio. Posteriormente, con el fin
de establecer las morfoespecies en comtin
para ambos estudios, se hizo una compa-
racion con las colecciones de referencia.

Analisis de los datos

Fara realizar los analisis estadisticos de las
hormigas, se tomé como unidad de mues-
treo la trampa de captura. Se calcularon va-
rios estimadores de riqueza que trabajan con
la abundancia de especies (ACE, Chao 1 y
Michaelis Menten Mean), los cuales permi-
tieron predecir y comparar la riqueza de hor-
migas en la cana v su respectivos sitios
vecinos. Este andlisis se realizé mediante el
programa EstimateS 5 (Colwell 1997).

La densidad de especies de hormigas por
unidad muestral fueron comparadas me-
diante una prueba de Kruskall — Wallis,
ademas la densidad promedio de hormi-
gas (namero de especies por estacion)
entre los lotes de cana fue confrontada
mediante una comparacion multiple por
rangos de medias. Posteriormente, entre
la densidad y la riqueza de hormigas de
los lotes de cana, se hicieron analisis de
correlacion y regresion con el programa
Statix para Windows (Statistix 1998). Para
visualizar diferencias en la composicion de
las comunidades de hormigas se utilizo
analisis de aglomeracion (cluster) con el
programa STATISTICA (5tatsoft 1995),
Para validar el presente trabajo, se usaron
los datos de ambos estudios en el bosque
El Hatico. Mediante una tabla de contin-
gencia de 2 x 3 (Zar 1996) se examino la
independencia de los dos muestreos (es
decir, el de Armbrecht 1995y el de Ramirez
y Enriquez 2002) y la proporcion de espe-
cies exclusivas y compartidas en los dos
periodos de muestreo implicados en am-
bos estudios. Si la prueba de Chi cuadra-
do no fuera significativa, se asumiria que
los estudios abarcaron especies de hormi-
aas comparables.

Resultados

Como primer paso y para determinar si los
periodos de trabajo de campo de los dos
estudios reflejaron de una manera confia-
ble la mirmecofauna presente en los sitios
incluidos en este articulo, se realizé una
comparacion de la composicion de espe-
cies (teniendo en cuenta las compartidas y
exclusivas) en los dos periodos de mues-
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treo del bosque El Hatico. Se encontro que
no hubo una diferencia significativa ( X*
4,56; q.l = 2;0,1< p < 0,25) lo que indica
que las comunidades de hormigas del bos-
que para estos dos momentos de muestreo
pertenecen a la misma poblacion, sugirien-
do que se pueden utilizar, con confianza,
los datos de ambos estudios.

Se capturaron 97 especies distribuidas en
22 generos de 6 subfamilias, de las cuales
60 estuvieron presentes en la cana de azu-

car y 64 en los sitios vecinos. Se encontro
que los canaduzales con mayor numero
de especies de hormigas fueron los de EI
Hatico, seguidos de la Hacienda La Roma
y en altimo lugar El Medio y San Julidan
(Tabla 2). De acuerdo con los estimadores
de riqueza que permiten estimar el por-
centaje de especies que hay en los cana-
duzales (Tabla 3), el indice de ACE es un
estimador de cobertura basado en la abun-
dancia, indica que se muestred entre un
41 y 88% de las especies (faltaron por co-

nocer entre 3y 17 especies), mientras que
el indice de Jacknife 1, que se basa en la
incidencia y las especies unicas (Colwell
1997), indica que se muestreo entre un
63 y 98% (faltaron por conocer 25
especies).

Estos dos indices se ven mas afectados por
la diferencia entre los llamados "sin-
gletons” y “"doubletons” con base en los
cuales trabajan los estimadores no para-
meétricos (Mc Kamey 1999). Los "single-

Tabla 2. Especies y numero de capturas registradas en cada uno de los canaduzales y sitios vecinos en el Valle del Cauca, Colombia. (*) Especies

registradas por Armbrecht (1996)

Coédigo Especie C.B B C.G G L& B C. San B. San L & C
Hatico Hatico Hatico Hatico Medio Medio Julian Julian KRoma Koma 2

DOL-01  Linepithema dispertitum 26 7 2 6 6 I
DOL-02 Azleca sp. 4
DOL-03 Dolichoderus sp. 1
DOL-04 Dolichoderus bispinosus 5
DOL-05 Linepithema sp. 2 13 24 1
ECI-01 Labidus sp. 2 3 3 4 2
ECI-02 Eciton burchelli 1
FOR-01 Camponotus sp. | 4 2 1
FOR-02 Camponotus sp. 2 3 4 5
FOR-03  Brachymyrmex sp. | 6 29 11
FOR-04 Camponotus

novogranadensis 9 4 3 1 4
FOR-05 Camponolus abdominalis 2 3 2 D
FOR-07 Camponotus indianus 7 B 8
FOR-10  Paratrechina sp. | 3 3 2 1
FOR-11  Paratrechina sp. 2 18 4
FOR-12 Camponotus sp. 3 2 12 Q
FOR-13  FParatrechina sp. 3 11 > 2
FOR-14  Paratrechina sp. 4 10 1 3 |
FOR-15 Camponotus sp. 4 1
MYROI Solenopsis geminata 34 12 2 3 9 9 4
MYR- 41 FPheidole sp. 9 I 2
MYR-02  Atta cephalotes S5 21 3 5 3
MYR-03  Pheidole sp.1 1 2
MYR-04  Wasmannia auropunctata 28 9 36 38 17 32 k) 62 11 26
MYR-05 Solenopsis sp. 1 2 12 7 3 1 2 6 8
MYR-06 Cyphomyrmex rimosus 8 6 3 1 | 9
MYR-07  Pheidole sp. 2 8 T 1 10 3
MYR-08 Pheidole sp. 3 14 2 24 1 10 3
MYR-10  Solenopsis sp. 2 2
MYR-13  Mycocepurus smithii 1 | 1 3 2
MYR-14  Pheidole sp. 4 2 3 4 4
MYR-15  Pheidole sussanae 21 16 34 4 15 10
MYR-16  Pheidole sp. 5 25
MYR-18 Solenopsis sp. 3 1
MYR-19 Monomorium sp. 6 I 1 1
MYR-20  Pheidole sp. 6 4 5
MYR-21  Strurmigenys sp. 1 |
MYR-26 Cardiocondyla sp. 1 3
MYR-27  Cephalotes sp. 2 [
MYR-29 Leptothorax sp 2 )
MYR-31  FPheidole sp. 7 2 3
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(Continuacion Tabla 2)
Codigo Especie C.B B C.G G C B C. San B. San C &
Hatico Hatico Hatico Hatico Medio Medio Julian Julian Roma Roma 2

MYR-32  Strumigenys sp. 2 1
MYR-34  Procryptocerus regularis 1
MYR-36  Apterostigma sp. 1
MYR-37 Crematogaster sp. 1
MYR-38 Crematogaster sp. 5 1
MYR-39 Pogonomyrimex sp. 1
MYR-40 Crematogaster sp. 6 1
MYR-43  Pheidole sp. 10 1
MYR-44  Cardiocondyla sp. 2 3
MYR-45  Smithistruma sp. 1 1
MYR-46 Pogonomyrmex sp. 1
MYR-47  Pheidole sp. 11 1 5
MYR-49  Fheidole sp. 12 1
PON-O1  Ectatomma tuberculatum 6 11 6
PON-03 Pachycondyla

obscuricornis 1 4 11
PON-0O4 Odontomachus chelifer 1 1
PON-05 Pachycondyla unidentata 1
PON-06 Pachycondyla sp. 1 1 1 1 2 1
PON-06 Pachycondyla sp. 1 1 2 1 1
PON-07 Pachycondyla sp. 2 1 1
PON-08 Pachycondyla impressa 2 1 2 7
PON-10 Gnamptogenys sp. 2
PSE-02  Pseudomyrmex elongatus | 1 1
PSE-05  Pseudomyrmex boopis 6 24
PSE-04 'Pseudomyrmex sp. 2 1
PSE-05  Pseudomyrmex sp. 3 1 1
PSE-06  Pseudomyrmex sp. 4 |
PSE-08  Pseudomyrmex sp. 5 ) 1
PSE-09  Pseudomyrmex sp. 6 1
PSE-10  Pseudomyrmex sp. 7 1
PSE-11 Pseudomyrmex sp. 8 1
PSE-12  Pseudomyrmex sp. 9 1
*DOL-06 Linepithema - 06 2
*FOR-02 Paratrechina - 02 2
*FOR-03 Brachymyrmex- 03 6
*FOR-06 Paralrechina sp. 5 2
*FOR-13 Camponotus- 13 2 1
*FOR-16 Brachymyrmex- 16 1
*FOR-19 Brachymyrmex- 19 1
*MYR-02 Pheidole - 02 3
*MYR-03 Pheidole - 03 | 2

Crematogaster

montezumia 8
*MYR-08 Pheidole - 08 4 1
*MYR-12 Crematogaster

evallans 1 1
*MYR-14 Pheidole -14 1 1
*MYR-20 Crematogaster acuta I
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(Continuacion Tabla 2)

Codigo Especie C.B B C.G G L & B C. San B. San C C
Hatico Hatico Hatico Hatico Medio Medio Julidn Julian Roma Roma 2

*MYR-25 Crematogaster-25 2

*MYR-30 Pheidole - 30 5

*MYR-31 FPheidole - 51 3 4

*MYR-32 Pheidole - 52 3 3 6 1

*MYR-33 Solenopsis- 33 1

*MYR-34 Tetramorium bicarinatum 1

*MYR-36 Pheidole - 36 1

*MYR-48 FPheidole - 48 1

*PON-O1 Pachycondyla constricta 2

*PSE-O1 Pseudomyrmex oculatus 1

Tabla 3. Valores observados y estimados de la riqueza de hormigas ordenados de manera decreciente en diferentes cana de azucar y sus

sitios vecinos ( 5. obs = riqueza observada)

SITIO NOMBRE S. OBS S.0OBS “SINGLETONS" “DOUBLETONS" ACE JACK 1 MMMEAN

CANA  VECINO % % %
1 Cana Bosque El Hatico 39 5| 9 77 79 86
2 Bosque El Hatico 38 18 2 62 69 80
3  Cana Guadual El Hatico 34 11 5 80 75 83
4  Guadual El Hatico 25 11 5 59 70 78
5 Cana Roma 22 S5 1 88 82 88
6 Cana Roma 2 22 8 4 69 74 83
7  Cana El Medio 16 10 1 43 63 77
8  Bosque El Medio 19 7 6 79 71 70
9 Cana San Julian 7 2 0 71 64 70
10 Bosque San Julian 7 4 1 41 98 65

tons” son aquellas especies que tienen un
solo individuo capturado dentro de un
habitat y se convierte en "doubletons”
cuando se capturan dos individuos. Cuan-
do el valor de los "singletons” se acerca al
de los "duobletons” significa que se esta
llegando a la asintota en la curva de satu-
racion de especies (Colwell y Coddington
1994). Por otra parte, el indice de MMMean,
que trabaja con la media de especies en la
curva de acumulacion, es mas estable fren-
te a la variacion de estos dos valores y su-
giere que se ha muestreado entre un 65 y
88% (faltaron por conocer en promedio
lres especies).

Al observar los valores de la cana se ve que
las de menor riqueza presentan mayor fluc-
tuacion en el porcentaje de especies co-
nocidas, esto puede ser por la diferencia
que hay entre los "singletons” y los
"doubletons” como en el caso de la cana
El Medio, o por la ausencia de “doubletons”
como en la cana San Julian. En la curva de
saturacion de todos los sitios los cana-
duzales de la Reserva El Hatico son las que
menos se acercan a la asintota de satura-
cion, en un nivel intermedio se encuen-
tran la cana Roma y El Medio, donde hay

un mejor conocimiento de las especies de
estos canaduzales y muy paralela al eje x
se encuentra la de San Julidn, lo que indi-
ca que se conocen casi todas las especies
de éste (Fig. 2A).

Una tendencia similar muestran los sitios
vecinos, ya que la curva del bosque El

Hatico indica que aun faltan especies por
conocer; mas estables se encuentran el
guadual El Hatico, la cana Roma 2 y el bos-
que El Medio. El bosque San Julian al iqual
que el canaduzal correspondiente mues-
tra una rapida tendencia a la saturacion
de especies (Fig. 2B).
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Figura 2A. Curva de saturacion realizada con el estimador MMMean para los canaduzales
muestreados en el valle geografico del rio Cauca. C = canaduzal, C B Hatico = Canadulzal
Bosque Hatico, C G Hatico = Canaduzal Guadual Hatico.
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Una prueba de Kruskal Wallis encontré di-
ferencia significativa entre los cafaduzales
y sus sitios vecinos (H= 9; N= 200; p <
0,0001). Estas diferencias se evidencian al
confrontar la abundancia relativa de to-
dos los canaduzales en un analisis de aglo-

meracion (Fig. 3). Se observa que la cana
Roma 1, que se encuentra inmersa en una
matriz de cana, estd en un grupo aparte
pero cercanamente relacionada con la cana
San Julian y El Medio que también pre-
sentan un manejo convencional. Los cana-
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Figura 2B. Curva de saturacion con el estimador MMMean de los sitios vecinos a cada canaduzal
de la figura 2A, valle geografico del rio Cauca. B= bosque, G= guadual. C= canaduzal.
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Figura 3. Agrupamiento de los canaduzales y sitios vecinos con base en la abundancia
relativa de la mirmecofauna. Distancias euclidianas (UPGMA).
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Figura 4. Agrupamiento de los canaduzales y sitios vecinos con base en la composicion de
la mirmecofauna. Distancias euclidianas (UPGMA).

Tabla 4. Comparacion multiple por rangos
de medias en cinco canaduzales, Valle del
Cauca, Colombia

Cana Rango Grupos
Hatico Bosque 101,63 1
Hatico Guadual 84,400 11
Roma 2 54,350 11
Medio 28,500 11
San Julian 18,300 |
Nivel de rechazo 0,050
Valor critico de Z 2,94
Valor critico para la

comparacion 52,287

duzales que se encuentran mas separados
de todo el grupo son los de la Reserva
Natural El Hatico; es decir, los que presen-
tan un contexto y manejo diferente
(organico).

De acuerdo con la composicion de la
mirmecofauna, es decir utilizando para los
analisis una matriz de datos que solo da
cuenta de las identidades en los diferen-
tes canaduzales y sitios vecinos, muestran
un agrupamiento diferente, pues todos los
canaduzales inmersos y vecinos del drea
El Hatico se encuentran en un grupo y los
canaduzales El Medio y San Julian en otro
grupo (Fig. 4). La tendencia se conserva al
hacer la comparacion muiltiple por rangos
de la densidad promedio de hormigas en-
tre los canaduzales (Tabla 4).

Se observa que hay cuatro grupos en que
las medias no son significativamente dife-
rentes; éstos coinciden con el tipo de ma-
nejo o influencia que estan recibiendo. Por
un parte esta el manejo organico en El
Hatico, le sigue Roma que aunque es con-
vencional es cercana a una zona de transi-
cion de cana convencional a organica y a
la reserva El Hatico, por ultimo el manejo
convencional en El Medio y San Julian. La
comparacion de la densidad promedio de
los canaduzales es demostrativa si se tiene
en cuenta que la densidad y la riqueza de
especies se encuentran estrechamente re-
lacionadas (p = 0,95) y ademas el numero
de especies por estacion explica la riqueza
total de cada lote de cana (R* = 0,9169; t
= 6,66; p = 0,0026).

Discusion

Las especies que fueron capturadas en
los canaduzales presentan una tenden-
cia en su composicion. Alqunos géneros
como Wasmannia, Solenopsis, Pheidole,
Paratrechina y Ectatomma, tienden a
predominar y han sido encontrados con
frecuencia en canaduzales del Valle del
Cauca en otros estudios (Gutiérrez et al.
1996; Lastra y Gomez 1996). Es impor-
tante anotar que en ninguno de éstos se
conté con la presencia de la hormiga loca
Faratrechina fulva (Mayr) (Hymenoptera:
Formicinae), especie que ha causado im-
pacto ambiental, social y econéomico en
diferentes habitats (Aldana et al. 1995) y
principalmente en cultivos de cana de
azicar en el Valle del Cauca (Gomez y
Lastra i997).
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Teniendo en cuenta los valores observa-
dos y estimados de la riqueza de Formici-
dae que se encuentra en los canaduzales,
los de la region El Hatico son los mas ri-
cos, en un nivel intermedio se hallan los
canaduzales El Medio y Roma y con una
pobreza notable se ve San Julian, esto
puede deberse a la combinacion de varios
factores.

Fn primer lugar el manejo que recibe cada
uno de los canaduzales puede estar
influenciando su riqueza, practicas como
la quema, la aplicacion de insumos quimi-
cos y la remocion de la hojarasca del suelo
pueden tener un impacto negativo sobre
las comunidades de hormigas, ya que eli-
minan todo posible refugio y fuente dis-
ponible de alimento y se ha demostrado
que a mayor complejidad del habitat y
mayor diversidad de las comunidades de
hormigas es menor la incidencia de la hor-
miga loca (Vargas 2002).

También puede salir afectado el bosque
como en el caso de la hacienda El Medio
cuando se quema la cana, pues en algu-
nas ocasiones el fuego alcanza los bordes
de éste (obs. pers. Inge Armbrecht 1995).
Este tipo de manejo crea un gran impacto
sobre el suelo pues primero se hace una
quema para dejar el tallo de la cana limpio
para cortar y posteriormente se hace una
requema con €l fin de eliminar la hojaras-
ca para facilitar las labores de preparacion
del terreno (Molina et al. 2000).

Una situacién contraria es la que se da en
El Hatico en donde se han establecido una
serie de practicas que son mas amigables
con el medio ambiente, como la elimina-
cion de quemas e insumos quimicos y la
disposicion entre surcos de la hojarasca
que queda como residuo de la cosecha.
Dichas labores, pueden crear condiciones
para que se formen microhabitats donde
las hormigas puedan anidar y buscar pre-
sas disponibles para su alimentacion. Por
ejemplo, el gremio de las generalistas en
la comunidad de hormigas forrajeras mues-
tra cambios frente a alteraciones de las
condiciones fisicas de la sombra, teniendo
la hojarasca un efecto de considerable im-
portancia (Perfecto y Vandermeer 1996).

Por otro lado se ha notado que en
canaduzales que tenian una mayor com-
plejidad espacial (debido a la presencia de
malezas) y aumento de sustratos apro-
vechables para anidar y forrajear, habia una
mayor diversidad de hormigas y otros or-
ganismos depredadores (Hernandez et al.
2002) y por el contrario se ha encontrado
una relacion inversa entre la complejidad
vegetal y diversidad con la presencia de F
fulva (Vargas 2002).

En este sentido esta misma diversidad de
Formicidae podria ser utilizada en benefi-
cio propio de los cultivos de cana, ya que
existen hormigas de alta eficiencia depre-
dadora. Por ejemplo, la accion depredadora
sobre huevos y larvas de barrenadores en
el caso de Solenopsis geminata (Fabricius)
(Hymenoptera: Myrmicinae) ha sido obser-

vada por Velez (1985) y Long et al. (1987);
ademas, esta especie ha sido importante
consumidora de semillas en agroeco-
sistemas (Saks y Carroll 1980; Torres 1984)
y ha sido propuesta para el manejo de
malezas en este cultivo en particular
(Reagan 1986). La accion de esta especie
podria ser un punto de especial interés y
en el que valdria la pena profundizar en
estudios futuros ya que se ha encontrado
una relacion significativa de asociacion
negativa entre F fulva y S. geminata (Vargas
2002).

El agrupamiento por abundancia relativa
muestra que los canaduzales tienen una
tendencia a agruparse de acuerdo con el
manejo que se les da. En el centro del clus-
ter estan todos los canaduzales que pre-
sentan un manejo convencional y en
transicién y en otro grupo estan las que
presentan un manejo organico; esto po-
dria significar que la mayor presencia de
ciertas especies o dominancia como la de
Wasmannia auropunctata, S. geminata y
Solenopsis sp. 1 podria estar influenciando
el parentesco entre los canaduzales.

Comparando los sitios con la composicion
de especies se encontré que la forma de
agruparse es diferente ya que los cana-
duzales de la reserva y de la hacienda
Roma estan en un grupo y los canaduzales
de las haciendas El Medio y San Julian se
encuentran en otro grupo; esto puede
deberse al efecto local que ejerce cada uno
de los sitios. En este caso la riqueza del
bosque y el quadual Hatico es mayor a la
de los bosque San Julian y EI Medio, lo
que muestra la dinamica; es decir, el inter-
cambio bidtico que existe entre la matriz y
los parches de bosque (Armbrecht 1996;
Ramirez y Enriquez 2002). Pero por otro
lado la cana podria también estar jugando
el papel de fuente para unas especies y
sumidero para otras, haciendo posible el
aprovechamiento de los recursos de uno u
otro lado por parte de las especies de hor-
migas habitantes. Y una matriz con habitats
muy degradados puede estar poniendo en
peligro de extincion las especies del bos-
que (Perfectoy Vandermeer 2001), por que
a pesar de que dos biotopos adyacentes
sean muy diferentes entre si, éstos no se
encuentran completamente aislados (Doak
y Mills 1994).

Al observar la comparacion por rangos de
medias entre los cafiaduzales se puede
pensar que hay un efecto regional (Perfec-
to y Vandermeer 2001), ya que en los
canaduzales de la hacienda Roma se pre-
senta una riqueza superior a las del Medio
y San Julian. Esto posiblemente puede
deberse a que estos canaduzales estan ro-
deados de lotes que estan en una transi-
cion del manejo convencional al manejo
orgdnico y sequndo al mosaico de El Hatico
que cuenta una variedad de biotopos ade-
mas del bosque y la cafa como son
potreros arbolados, zonas de frutales, areas
en regeneracion y corredores biologicos.
Esto puede estar creando refugios tempo-
rales para anidar, reproducirse y colonizar
areas adyacentes. Contrario a lo que pasa

en el area donde se encuentra el bosque y
la cafna San Julian que en el momento de
estudio era una zona con una matriz de
potreros muy degradada.

Conclusiones

* La riqueza de hormigas de los cana-
duzales varia de acuerdo con el contexto
local y regional en que se encuentra cada
una de ellas ya que el flujo de especies
entre los canaduzales y sus sitios vecinos
asi como entre localidades pueden estar
Jjugando un papel fundamental en el man-
tenimiento de la diversidad de hormigas
en éstos.

* A nivel local, el manejo que recibe cada
canaduzal es importante ya que practicas
como la acumulacion de hojarasca, la eli-
minacion de quemas e insumos quimicos
pueden favorecer la riqueza de las comu-
nidades de hormigas por la disposicion de
alimento y sitios para anidar.

* A nivel regional, la diversificacion de un
area en particular como el caso de El Hatico
es de gran importancia ya que puede crear
refugios temporales para las hormigas y
actuar como un corredor biolégico para
colonizar areas adyacentes. Por otro lado,
el degrado de un area pude influir sobre
la riqueza de un canaduzal como es el caso
del Medio y San Julian.

* Una parte de las especies de la comuni-
dad puede cambiar (posiblemente en for-
ma ciclica) a lo largo del tiempo debido
posiblemente a la estacionalidad de un
recurso o condiciéon dada, para que éstas
se queden en un lugar determinado o
emigren hacia otros habitats. Esto da una
idea de que puede existir una dinamica a
través del tiempo y el espacio. En este ana-
lisis se encontré que las comunidades de
hormigas del bosque El Hatico se conser-
van de una manera mas o menos estable
en el tiempo, permitiendo asi hacer com-
paraciones de los canaduzales y sus sitios
vecinos en dos épocas diferentes.

* Seria (til abordar estudios sobre las co-
munidades de hormigas, principalmente
de aquellas especies que sean conspicuas
en un canaduzal determinado y precisar
como éstas traslapan sus nichos con otros
depredadores con el fin de dilucidar el
papel que ellas tiene dentro de un com-
plejo de enemigos naturales, lo cual seria
interesante para implementar programas
de control biolégico en el ano 2005 cuan-
do comienza el sistema de produccién de
cosecha en verde.

+ Por dltimo, dada la gran importancia
paisajistica de la cana de aziucar como
monocultivo dominante en el valle geo-
grafico del rio Cauca y con base en los da-
tos de este estudio se recomienda la
diversificacion del paisaje y proteccion de
la cuenca del rio Cauca, asi como la pro-
teccion de vegetacion nativa como gqua-
duales y bosque tanto para proteger la
fauna relictual del bosque seco como para
prevenir invasiones de la hormiga loca a
canaduzales no infestados aun.



Hormigas en canaduzales 123

Agradecimientos

A Patricia Chacon, Philip Silverstone, Enri-
que Murgueitio y Enrique Molina las auto-
ras agradecen su valiosa colaboracion. A
los duenos de las haciendas en especial a
la familia Molina Duran de El Hatico por
permitir la realizacion de las investigacio-
nes. Los estudios fueron financiados por
el Programa de Becas para la conservacion,
WCS/GEA/FES/ FEN, Fundacion para la Pro-
mocion de la Investigacion y la Tecnologia
Banco de la Republica y la Universidad del
Valle.

Literatura citada

ALDANA, R. C.; BAENA, M. L.; CHACON DE
ULLOA, F 1995, Introduccién de la hormi-
ga loca (Paratrechina fulva) a la reserva
natural laguna de Sonso (Valle del Cauca,
Colombia). Boletin del Museo de Ento-
mologia de la Universidad del Valle 3 (1):
15-28.

ARIAS, J. 1994. Evaluacién exploratoria del
comportamiento de la materia organica
por précticas de quermnas en molisoles del
Valle del Cauca. Tesis de Postgrado en
suelos y aguas. Universidad Nacional de
Colombia, Facultad de Ciencias Agro-
pecuarias, Palmira, Valle.

ARMBRECHT, 1. 1995, Comparacion de la
mirmecofauna en fragmentos boscosos
del valle geografico del rio Cauca, Co-
lombia. Boletin del Museo de Entomologia
de la Universidad del Valle 3 (2): 1-10.

ARMBRECHT: 1. 1996. Analisis de la diversi-
dad del ensamblaje de hormigas en frag-
mentos de bosque seco en el Valle del
Cauca, Colombia. Tesis de Magister en
Biologia, Universidad del Valle, Facultad
de Ciencias, Cali. 120 p.

ARMBRECHT, I.; ULLOA-CHACON, P. 1999. Ra-
reza y diversidad de hormigas en frag-
mentos de bosque seco colombianos y sus
matrices. Biotropica 31 (4): 646-653.

BOLTON, B. 1994, Identification guide to the
ant genera of the world. Harvard University
press. Cambridge, Massachusetts. 222 p.

CENICANA. 1997. Carta Trimestral. Julio-Sep-
tiembre Cali, Colombia. Ano 19 No. 1.

COCK, J. H.;: TORRES, J. S. 1998. Desarrollo
de un Sistema de Produccion Tropical para
Cana Verde. Centro de Investigacion de la
Cana de Azicar de Colombia CENICARA.
Cali, Colombia. 14 p.

COLWELL, R. K. 1997. EstimateS: Statistical
Estimation of Species Richness and Shared
Species from Samples. Version 5. User's
Guide and application published at: http:/
Niceroy.eeb,uconn.edu/estimates.

COLWELL, R. K.: CODDINGTON, J.A. 1994,
Estimating terrestrial biodiversity through
extrapolation. Philosophical Transactions of
the Royal Society of London 345: 101-118.

DELGADILLO, O. L.; MOLIMA, E. J.; MOLINA, C.
H.; MOLINA C. H.; MOLINA, J. P 1994. Eva-
luacion de caracteristicas quimicas, fisi-

cas y biolégicas del suelo bajo cultivo de
cana de azacar manejado con y sin que-
ma en el municipio de El Cerrito, Valle del
Cauca. Informe de pasantia de la Univer-
sidad del Tolima. Colombia.

DOAK, D. F.; MILLS, L. S. 1994. A useful role
for theory in conservation. Ecology 75 (3):
615-626.

ESPINAL, L. S. 1968. Vision ecologica del De-
partamento del Valle del Cauca. Universi-
dad del Valle. Cali, Colombia. 32 p.

FOLGARAIT, FJ. 1998. Ant biodiversity and its
relationship to ecosystem functioning: a
review. Biodiversity Conservation 7: 1221-
1244.

GOMEZ, L. A.; LASTRA L. A. 1997. Avances en
el manejo de la hormiga loca Para-
trechina fulva (Hymenoptera: Formicidae)
en el cultivo de la cana de azucar. Memo-
rias. IV Congreso colombiano de la Aso-
ciacion de Técnicos de la Cana de Azucar.
p. 121-131. Cali.

(]UTIERRI::Z, Y.; DE PULIDO, C. L.; LASTRA, L.
A.; GOMEZ, L. A. 1996. Reconocimiento de
hormigas predatoras que afectan la libe-
racion de T. exigum para el control de
Diatraea spp. en cafna de azicar. Resi-
menes. XXIIl Congreso Sociedad Colom-
biana de Entomologia. 53 p. Cartagena.

GUARDIOLA, J. 1995. Avances tecnol6gicos
entre 1950 y 1980. En: El Cultivo de la
Cana en la Zona Azucarera de Colombia.
p. 9-21. Cassalett, D.; Torres J.; Echeverry
C.l. (eds.). Centro de Investigaciones de
la Cana de Aztcar de Colombia CENICANA,
Cali, Colombia. 412 p.

HERNANDEZ, C. P; MARTINEZ, Y. C.; INSUASTY,
0O.; GOMEZ, L. A.; CAMACHO, J. A.;
MANRIQUE, R. 2002. Efecto del control de
malezas y la fertilizacion nitrogenada so-
bre la poblacion de hormiga loca, Para-
trechina fulva (Hymenoptera: Formicidae).
Revista Colombiana de Entomologia 28
(1): 83-90.

HOLLDOBLER, B.; WILSON, E. 1990. The ants.
Harvard University Press. USA. 732 p.

JAFFE, K.; LATTKE, J.; PEREZ, E. 1993. El
mundo de las hormigas. Equinoccio
Ediciones. Universidad Simén Bolivar, Ve-
nezuela. 196 p.

LASTRA, L.; GOMEZ, L. A. 1996. Reconocimiento
de hormigas predatoras que afectan la
liberacion de T. exigum para el control de
Diatraea spp. en cana de azucar. Informe
trimestral Septiembre - Julio. CENICANA
89 p.

LONG, W. H.; NELSON, L. D.; TEMPLET, F. J.;
VIATOR, C. F. 1987. Abundance of foraging
ant predators of the soil and other factors.
Journal American Society Sugar Cane
Technologist 7: 5-14.

Mc KAMEY, S. H. 1999. Biodiversity of tropical
homoptera with the first data from Africa.
American Entomologist 45: 213-221.

MOLINA, E. J.; MOLINA, C. H.; MOLINA C. H.;
MOLINA, J. E 2000. Estudio de caso sobre
el manegjo convencional y agroecolégico

del cultivo de la cana de azicar en el Va-
lle del Cauca, Colombia. http://www.cipav.
ord.co/cipav/new/ejmolina/index.html.
Enero 7, 2003.

NARANJO, L. G. 1992. Estructura de la avifauna
en un area ganadera en el Valle del Cauca,
Colombia. Caldasia 17: 55-66.

PERFECTO, 1.; VANDERMEER, J. 1996. Micro-
climatic changes and the direct loss of ant
diversity in a tropical agroecosystems.
Oecologia 108: 577-582.

PERFECTO, I.; VANDERMEER, J. 2001. Quality
of agroecological matrix in a tropical
montane landscape: ants in coffee
plantations in southern México. Conser-
vation Biology 16 (1): 174-182.

RAMIREZ, M.; ENRIQUEZ, M. 2002. Estudio de
las comunidades de hormigas en un mo-
saico de habitats agroforestales en la Re-
serva Natural El Hatico. Informe final.
Banco de la Republica. 70 p.

REAGAN, T. 1986. Benefical aspects of the
imported fire ant: a field ecology approach.
En: Fire Ants and Lecal-Culting Ants.
Buolder/London: Westview. p. 58-71.

ROTH, D.; PERFECTO, I.; RATHCKE, B. 1994.
The effects of management systems on
ground — foraging ant diversity in Costa
Rica. Ecological Applications 4 (3): 423-
436.

SAKS, M. E.; CARROLL, C. R. 1980. Ant foraging
activity in tropical agroecosystems. Agro-
Ecosystems 6: 177-188.

STATISTIX for windows. 1998. Version 2.
Analytical Software.

STATSOFT. 1995. CS5S: Statistica handbook.
Vol.ll. Statsoft Inc., Tulsa, Oklahoma.

TORRES, J. A. 1984. Niches and Coexistence
of Ant communities in Puerto Rico: Repea-
ted patterns. Biotropica 16 (4): 284-295.

UNIVERSIDAD DE LA SALLE; CENICANA. 1991.
Evaluacién de la contaminacion ambien-
tal producida por la quema de la cana de
azucar y el manejo de la agroindustria.
Cali, Colombia.

VARGAS, A. G. 2002. Reconocimiento de ene-
migos naturales de la hormiga loca,
Paratrechina fulva Mayr (Hymenoptera:
Formicidae) en el Valle geografico del rio
Cauca. Trabajo de grado Ingeniero Agro-
nomo. Universidad Nacional de Palmira,
Facultad Ciencia Agropecuarias, Palmira.
113 p.

VELEZ, R. 1985. Notas sinoplicas de entomo-
logia econémica colombiana. Secretaria
de agricultura de Antioquia. p. 189-193.

ZAR, J. 1996. Biostalistical analysis. Tercera
edicion. Prentice Hall, New Jersey.

Recibido: May. 12/2003
Aceptado. Ago. 19/ 2003



INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES (ver en pagina electronica www.socolen.com.co)

La Revista Colombiana de Entomologia es
el 6rgano oficial de divulgacion cientifica
de la Sociedad Colombiana de Ento-
mologia -SOCOLEN- y como tal publica de
preferencia articulos cientificos, inéditos,
basados en resultados de investigaciones
en el campo de la entomologia o campos
afines. Ocasionalmente publica articulos
técnicos de naturaleza diferente que no
presentan prueba de hipoétesis, por ejem-
plo, descripciéon de métodos, descripcion
de especies, notas taxonomicas, notas cor-
tas y revisiones de literatura pero que sean
relevantes en el campo de la ciencia
entomologica.

La aceptacion de los trabajos para su pu-
blicacién dependera de la evaluacion de
los profesionales que conforman el Comi-
te Editorial de la Revista.

Los articulos se deben enviar en original y
(2) dos copias en papel, a la secretaria de
SOCOLEN. Una vez el trabajo haya sido
aceptado para su publicacion, se solicitara
el correspondiente disquete con la version
final corregida. El trabajo debe vernir escri-
to en Word, las tablas en Excely las figuras
en un programa corriente para que el tra-
bajo de edicion sea mas rapido. En el dis-
quete se deben indicar los programas de
computador empleados.

El manuscrito debe venir impreso en pa-
pel tamano carta, con margenes de 2.5 cm
en todos los lados, paginas numeradas y
escrito a espacio y medio en Arial 11 pun-
tos. El trabajo puede tener una extension
maxima de 25 paginas, incluidas figuras,
tablas y bibliografia. El lenguaje utilizado
debe ser claroy preciso, y las tablas y figu-
ras seleccionadas deben ser bien elabora-
das, de alta calidad y aportar informacion
valiosa e ilustrativa para el articulo y no ser
redundantes con la informacién dada en
el texto o entre ellas mismas.

Estructura del articulo

Titulo: Debe ser corto pero ilustrativo, sin
exceder de 15 palabras; si ello no es posi-
ble se debera incluir un subtitulo. Ade-
mas, deben incluirse una traduccion del
titulo al inglés y un titulo breve para los
encabezados de pagina.

Autores: Se deben escribir los nombres
completos. Los autores deben ir en orden
de acuerdo con la importancia de contri-
bucioén a la investigacion o en la prepara-
cién del articulo y no en orden alfabético
o de rango. En nota de pie de pagina se
indicaran respectivamente los titulos aca-
démicos, la institucion a la cual pertene-
cen, la direccion postal y electrénica.

Resumen: Debe ser conciso y obtener in-
formacion sobre: la justificacién, objetivos,
metodologia y resultados completos de la
investigacion. Ademas, debe indicar los li-
mites de la validez e implicaciones de los
resultados. No debe exceder de 250 pala-
bras escritas en un solo parrafo.

Summary: Debe ser una traduccion fiel al
inglés del resumen.

Palabras clave: Al final del resumen se
debe colocar una lista de palabras del articu-
lo, diferentes de las incluidas en el titulo,
que faciliten el uso de los sistemas moder-
nos de catalogacién y blisqueda de infor-
macién por computador. Igualmente, al
final del summary se deben incluir las key
words.

Capitulos: Cada articulo debe constar
principalmente de los siguientes capitu-
los: Introduccion; Materiales y Métodos;
Resultados y Discusion (la Discusion pue-
de ir como capitulo aparte); Conclusiones;
Agradecimientos y Literatura citada. Si es
necesario se pueden incluir subtitulos den-
tro de los capitulos principales.

Tablas: Las tablas deben estar citadas en
el texto. Se deben presentar en paginas
separadas. El titulo debe ir en la parte su-
perior de la tabla. Notas de pie de pagina
so6lo se deben utilizar en las tablas.

Figuras: Fotografias, dibujos, gréaficos y
mapas deben presentarse en paginas se-
paradas con su correspondiente leyenda
en la parte inferior. Se aceptan figuras ela-
boradas en computador s6lo cuando és-
tas sean impresas con caracteristicas de alta
calidad, en impresora laser. Si no es posi-
ble, las figuras deben venir muy bien elabo-
radas en tinta china y en papel pergamino.
Las fotografias se aceptaran en blanco y
negro y en papel brillante. Cada ilustra-
cion debe venir acompanada de su crédito
respectivo. La informacién que se presen-
ta en las gréficas no debe ser repeticién de
la presentada en las tablas.

Citas bibliograficas: Solamente se
aceptan referencias publicadas, citando el
apellido del autor seguido del ano de publi-
cacién entre paréntesis. Ej.: Rodriguez
(1993). Cuando los autores sean tres o
mas debe usar la expresion latina et al. Ej.:
Lopez et al. (1993). Si la cita se coloca al
final de una frase se usa autor y fecha entre
paréntesis Ej.: (Rodriguez 1993) o (L6pez
et al. 1993).

Literatura citada: Se debe presentar en
orden alfabético y cronologicamente. La
referencia de un articulo en una publica-
cién periddica debe contener los siguientes
elementos: Autor = Apellido en maytisculas
(coma) Iniciales del nombre separadas por
punto. Afo de publicacién. Titulo del
articulo. Nombre completo de la revista.
Cuando la revista no sea conocida se debe
indicar el pais de origen entre paréntesis.
Volumen (ntimero) Niimero (entre parén-
tesis) paginas desde hasta (indicadas por:
dos puntos). Ejemplo: POSADA, F. J. 1992.
Ciclo de vida, consumo foliar y danos en
fruto de melén por Diaphania hyalinata
(L.) (Lepidoptera: Firalidae). Revista Colom-
biana de Entomologia 18 (1): 26-31.

Si la referencia tiene mas de un autor, és-
tos se separan por punto y coma (;).

La referencia de un libro debe incluir:
Autor(es) en mayusculas y separados por
punto y coma. Ano de publicacion. Titulo.
Editorial o entidad responsable de la pu-
blicacion, lugar de impresion, paginas.
Ejemplo: GOMEZ-ARISTIZABAL, A.; RIVE-
RA-POSADA, H. 1987. Descripcion de ma-
lezas en plantaciones de café. CENICAFE,
Chinchina (Colombia). 481 p.

Estilo: Se debe escribir en un estilo im-
personal, utilizando abreviaturas de uso
comtin y el sistema métrico decimal o in-
ternacional.

Articulos técnicos: Se aceptan para ser
publicados en la revista cuando sean im-
portantes en la ciencia de la Entomologia.
Deben seguir, en términos generales, las
normas aqui establecicas para los articu-
los cientificos con las modificaciones apro-
piadas para este tipo de trabajos.

Separatas: Por cada uno de los articulos
publicados se entregaran 15 separatas en
forma gratuita al autor. Copias adicionales
pueden ser ordenadas a los precios vigen-
tes al momento de impresion, para lo cual
el autor debera hacerlo saber cuando reci-
ba la confirmacion de aceptacion de su ar-
ticulo para la publicacién.

Correos

de Colombia

ADPOSTAL

CAMBIAMOS PARA SERVIRLE MEJOR A
COLOMBIAY AL MUNDO

ESTOS SON NUESTROS SERVICIOS

VENTA DE PRODUCTOS POR CORREO
SERVICIO DE CORREO NORMAL
CORREO INTERNACIONAL
CORREO PROMOCIONAL
CORREO CERTIFICADO
EM.S. INTERNACIONAL
SERVICIO POST EXPRESS
RESPUESTA PAGADA
ENCOMIENDAS
FILATELIA
CORRA
FAX
Lo atendemos en los Nos.
4297320-3340304
980015503 - Fax 2 43 89 62

Visite nuestra pagina web
www.adpostal.gov.co




Contenido

Efecto de hongos entomopatégenos sobre la garrapata del ganado Boophilus microplus (Acari: Ixodida): uso de
activadores de patogenicidad

Karim Raymond C., Fabiola Rojas B., Efrain Benavides O., Alba Marina Cotes, Lawra Villamizar, Vania Ronderos J., Paola GarciaM. |

Hongos asociados con termitas y termiteros en plantaciones de eucalipto
Ana Isabel Gutiérrez G., Yamillé Saldarriaga O., Sandra Uribe S., Fabio Pineda G.

Transformacion de Beauveria bassiana cepa Bb9112 con los genes de la proteina verde fluorescente y la proteasa

pri1A de Metarhizium anisopliae
Carmenza E. Gongora B.

Compatibilidad del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana con triflumuron
Carmen A. Vasquez F, Yamillé Saldarriaga O., Fabio Pineda

23

Patogenicidad de diferentes hongos entomopatégenos para el control de Aleurotrachelus socialis (Homoptera:
Aleyrodidae) bajo condiciones de invernadero
Irina Alean C., Anuar Morales R., Claudia Maria Holguin A., Anthony C. Bellotti

29

Efecto de la aplicacion de insecticidas quimicos en el control de la mosca blanca Aleurotrachelus socialis
(Homoptera: Aleyrodidae) en el cultivo de yuca Manihot esculenta Crantz
Claudia Maria Holguin A., Anthony C. Bellotti

37

Caracterizacion de prototipos de bioplaguicidas granulados a base de Metarhizium anisopliae para el control de
Ancognatha scarabaeoides (Coleptera: Melolonthidae)
Paula Marino, Laura Villamizar, Carlos Espinel, Alba Marina Cotes

43

Union de proteinas de Bacillus thuringiensis con vesiculas de las microvellosidades del tracto digestivo del
gusano blanco de la papa Premnoirypes vorax (Coleoptera: Curculionidae)
Wilson Martinez O., Jairo Ceron S.

51

Dinamica de la captura de Premnotrypes vorax (Coleptera: Curculionidae) y la polilla guatemalteca Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae) en trampas con diferentes tipos de atrayentes en un cultivo de para criolla (Solanum
phureja)

Julio Ricardo Galindo F, Jeannette Amparo Espanol A.

57

Analisis electroforético de las relaciones evolutivas en las especies de Drosophila (Diptera: Drosophilidae) del
enjambre martensis: D. martensis, D. starmeri y D. uniseta
Marina Ordénez , Angélica Arenas, Luz Angela Betancourt, Maria Magdalena de Polanco

Captura de Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) en trampas cebadas con su feromona sexual
Jorge Salas

65

75

Efecto de las condiciones de cultivo sobre la actividad enzimatica de Serratia marcescens contra Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae)
Carlos Felipe Bosa O., Alba Marina Cotes

79

Efecto de las condiciones de cultivo sobre la actividad entomopatogénica de Serratia marcescens contra Tecia
solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae)
Carlos Felipe Bosa O., Alba Marina Cotes

87

Evaluacion de aislamientos nativos de Nomuraea rileyi para el control de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae)
Carlos Felipe Bosa O., Dora Chavez, Lissette Torres, Alejandro Paris, Laura Villamizar, Alba Marina Cotes

93

Desarrollo de preformulados a base de Yomuraea rileyi para el control de Spodopiera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae)
Laura Villamizar, Carolina Arriero, Carlos Felipe Bosa O., Alba Marina Cotes

Evaluacién de la eficiencia de Trichogramma lopezandinensis (Hymenoptera: Trichogrammatidae) para el control
de Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) en papa almacenada
Silvia Alejandra Rubio C., Blanca Irene Vargas A., Aristobulo Lépez-Avila

99

107

Importancia del manejo agricola para la biodiversidad: caso de las hormigas en cana de azicar.
Monica Ramirez R., Inge Armbrecht F, Martha Lucia Enriquez L.

115




