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Deteccion de beauvericina en el hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana

mediante el uso de anticuerpos policlonales
Detection of Beauvericin in the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana
by using polyclonal antibodies

JORGE W. ARBOLEDA V.', FERNANDO DELGADO B.?, ARNUBIO VALENCIA J. > *

Revista Colombiana de Entomologia 30 (2): 125-130 (2004)

Resumen. El hongo entomopatdogeno Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin es una buena herramienta
para el control biologico de insectos que atacan cultivos de importancia econémica. Este hongo produce
una toxina ciclohexadepsipeptida que muestra actividad biolégica como insecticida. El objetivo de este
estudio fue producir anticuerpos policlonales que pueden ser utilizados para cuantificacion inmunologica
de la produccion de beauvericina en siete (7) aislamientos de B. bassiana (Bb) provenientes de la
micoteca de Cenicafé-Colombia. Cultivos liquidos Sabouraud se inocularon con 3,0 X 10° conidios / ml
de cada aislamiento de B. bassiana y los extractos se filtraron y se evaluaron a los 7, 9 y 11 dias de
crecimiento. Los anticuerpos se obtuvieron a través de dos aplicaciones intramusculares a conejos de la
raza Nueva Zelanda. Las inyecciones contenian 2,5 mg del inmunégeno emulsificado en adjuvante
completo de Freund’s para la primera y adjuvante incompleto de Freund's para la sequnda aplicacion,
respectivamente, Las pruebas seroldgicas utilizadas en este experimento fueron ELISA y Dot - blot. Los
resultados mostraron diferencias en la produccion de la toxina entre los siete aislamientos del hongo B.
bassiana. Se presentaron picos de produccion de la toxina entre los 9 y 11 dias de cultivo. Los niveles
detectados de beauvericina fluctuaron entre 1,16 ug / pl para el aislamiento B. bassiana 9610 y 1,57 uq
/ pul para el aislamiento B. bassiana 9205. Con esta metodologia se podran seleccionar aislamientos mas
eficientes para producir la toxina, los cuales pueden ser incorporados en los programas de manejo
integrado de plagas.

Palabras clave: BEA. ELISA. Micotoxina.

Summary. The entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin is a good tool for
biological control of insects that attack economically important crops. This funqus produces a
ciclohexadepsipeptide toxin that exhibits biological activity as an insecticide. The objective of this
research was to produce polyclonal antibodies (Pabs) that could be used for the immunological
quantification method in order to quantify of the production of beauvericin in seven (7) strains of B.
bassiana (Bb) from the collection of Cenicafe-Colombia. Liquid cultures of Sabouraud s medium
were inoculated with 3,0 x 10° conidia/ml of each isolate and these extracts were filtered and evaluated
at 7, 9 and 11 days of growth. Pabs were obtained through two intramuscular injections in New
Zealand white rabbits. The injections contained 2,5 mgq of the emulsified immunogen with Freund's
complete adjuvant for the first injection and with Freund’'s incomplete adjuvant for the second. The
serological tests used in this experiment were ELISA and Dot-blot. The results showed differences in
toxin production among seven isolates of the fungus B. bassiana. All isolations showed a peak of
production between 9 and 11 days of culture. The levels of the beauvericin detected fluctuated
between 1,16 pg/ul for isolate B. bassiana 9610 and 1,57 pg/ul for isolate B. bassiana 9205. This
methodology will permit selection of the strains most efficient in toxin production, which could be
incorporated into integrated pest management programs.

Key words: BEA. ELISA. Mycotoxin.

Introduccién

Actualmente se utilizan en el pais diferen-
tes aislamientos del hongo Beauveria
bhassiana (Bals.) Vuillemin en el control bio-
logico de insectos plaga como la broca del
café Hypothenemus hampei (Ferrari)
(Coleoptera: Scolytidae) (Bustillo et al.
1998). El potencial de este microorganis-
mo en el control biologico de insectos ha

permitido su inclusion en diversos progra-
mas de manejo integrado de plagas que
atacan cultivos de importancia econémica
en el pais (Ferron 1981). La accion del
hongo sobre el insecto es facilitada prin-
cipalmente por la accion de una gran
variedad de metabolitos secundarios pro-
ducidos a lo largo del proceso de infec-
cion. El proceso patogénico del hongo se
inicia en la cuticula del insecto con la

germinacion de los conidios y la produc-
cion de hifas invasoras, los cuales pene-
tran los tejidos a través de los intersticios y
partes blandas del insecto (Castellanos
1997) dando inicio de esta forma a la acti-
vidad enzimatica deqgradativa de la cuticu-
la (Paterson et al. 1994; Delgado et al.
2001). Las hifas se ramifican, colonizan y
llegan hasta la cavidad hemocélica del in-
secto, donde se produce una masa micelial
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por el crecimiento del hongo. En muchos
casos, el insecto puede ser colonizado to-
talimente por el hongo (Fig. 1). Ademas,
se liberan toxinas, las cuales estan impli-
cadas en bloquear el desarrollo fisiologico
y causar la muerte del insecto (Paterson et
al. 1994; Castellanos 1997). Estas deter-
minan la gravedad de la enfermedad pro-
ducida y la capacidad del hongo para
bloquear los mecanismos de respuesta in-
mune del insecto (Vey et al. 1985; Ignoffo
y Mandava 1988; Eyal et al. 1994; Abbas et
al. 1995).

Las micotoxinas son metabolitos flingicos
secundarios que hacen parte de los meca-
nismos de infeccion y pueden dar lugar a
una respuesta toxica en diferentes orga-
nismos. Ellos son producidos por una se-
rie de reacciones consecutivas, las cuales
son catalizadas por enzimas intermedia-
rias del metabolismo primario (Volcy y Par-
do 1994). Los métodos mas utilizados
para la identificacion y cuantificacion de
analitos de interés biologico como las
micotoxinas son la Cromatografia de Ga-
ses (GC), la Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC), y la Espectrometria de
masas (MS), entre otros (Uribe et al. 1997).
Estas metodologias son por lo general muy
coslosas y requieren de personal allamen-
te calificado en el manejo del instrumental
(Wilson et al. 1998).

En Colombia, se han realizado pocos estu-
dios sobre la accion y la produccion de las
micotoxinas como beauvericina por parte
del hongo B. bassiana. Por esto, se hace
necesario desarrollar metodologias sensi-
bles, rapidas, confiables, econémicas y de
facil aplicacion que permitan cuantificar la
produccion de esta micotoxina por los di-
ferentes aislamientos del hongo B. ba-
ssiana y relacionarlo con la patogenicidad
del hongo sobre los insectos plaga (Smith
et al. 1981; Castellanos 1997). En este

estudio se aplicé una metodologia para
producir anticuerpos policlonales contra
beauvericina (BEA), para detectar y cuan-
tificar la presencia de la toxina en cultivos
liquidos del hongo B. bassiana.

Materiales y Métodos
Material Biologico

Se utilizaron conejos de raza Nueva Zelanda
de un ano de edad y con un peso aproxi-
mado de 5 kg. Los conejos se sangraron
antes de ser inoculados con el antigeno, y
el suero se utilizé como blanco para las di-
ferentes pruebas inmunologicas.

Preparacién del inmunégeno

El inmunogeno empleado para la produc-
cion de anticuerpos policlonales se pre-
paro disolviendo 2,5 mg de la micotoxina
beauvericina (Sigma chemical Co. B 7510)
(Sigma 2001), con 1,5 ml de una solucion
Etanol: Agua en proporcion 2: 1. Posterior-
mente, esta solucion se mezclo con 3 ml
de adjuvante completo de Freund's para
la primera aplicacion y adjuvante incom-
pleto para la segunda. Finalmente, la so-
lucion se emulsificd durante 5 min.

Inoculacion de los conejos

Una vez preparada la solucion del inmu-
nogeno se procedio a realizar la primera
inoculacion por via intramuscular inyec-
tando 0,7 ml del antigeno en tres partes
diferentes del cuerpo del conejo. Poste-
riormente, los conejos se trasladaron al
bioterio bajo condiciones normales de ali-
mentacion y cuidado. La segqunda inocu-
lacion a los conejos se llevo a cabo a los
28 dias de forma similar a la inoculacion
inicial con el objeto de buscar una pro-
duccion masiva de los anticuerpos contra
la toxina.

Figura 1. Adulto de la broca del cafe (Hypothenernus hampei) infectado por el hongo
Beauveria bassiana. (Bb 9205).

Obtencion del antisuero

Después de 10 dias de la ultima inocula-
cion, los conegjos se introdujeron en un
cajon de madera de modo que el animal
quedara inmovil. Se ubicaron canales san-
gquineos de buena irrigacion en ambos la-
dos de los ojos y se introdujeron en ellos
canulas de vidrio con el fin de colectar la
sangre; también se extrajo sangre realizan-
do pequenas incisiones en las orejas del
conejo con la ayuda de un bisturi estéril. En
ambos casos, el area fue cuidadosamente
desinfectada con una solucion de etanol al
70%. La sangre colectada se dejo a tempe-
ratura ambiente durante 24 h y posterior-
mente se centrifugd a 14. 000 rpm durante
20 min. El antisuero obtenido se almaceno
en alicuotas de 50 ul a -80°C y se uso como
fuente de los anticuerpos policlonales con-
tra beauvericina (AntiBEA).

Reactivacion de los aislamientos del
hongo Beauveria bassiana

Los aislamientos de B. [ assiana Bb 9205,
Bb 9620, Bb 9601, Bb 9616 y Bb 9618,
Bb 9610 y Bb 9010 provenientes de la
micoteca perteneciente al Centro Nacio-
nal de Investigaciones de Café, CENICAFE
- Colombia, se reactivaron en medio soli-
do Sabouraud complementado con broca
macerada al 0,4%. Todos estos aislamien-
tos se seleccionaron por sus diferentes
grados de patogenicidad sobre adullos
de la broca del café Hypothenemus ham-
pei (Tabla 1).

Obtencion de los cultivos liquidos del
hongo Beauveria bassiana

A erlenmeyers de 500 ml se adicionaron
200 ml del medio de cultivo liquido
Sabouraud conteniendo 0,4% de cuticu-
la de broca. Posteriormenle, el medio se
esterilizo por autoclave a 121°C y 15 li-
bras de presion durante 15 min (Kucera
1971; Jegorov et al. 1998). La inocula-
cion de los hongos en este medio se hizo
a partir de una solucion madre de | x 10"
conidios/ml preparada en 10 ml de agua
conteniendo tween 80 al 0,1% y glicerol
al 0,25% (Vélez et al. 1997). A partir de
esta solucion se realizaron diluciones
seriadas hasta obtener una dilucion de
10% Tres recipientes se inocularon con
los diferentes aislamientos de B. bassiana
a una concentracion de 3 x 10° conidios/
ml. Los medios de cultivo se dejaron du-
rante 11 dias en agitacion rotacional a
11O rpma 27+1° C ¥y HR 80%.

Procesamiento de las muestras

Los cultivos liquidos se colectaron a los
7,9y 11 dias de crecimiento, y se filtra-
ron al vacio utilizando papel Whatman
#1. El extracto liquido se centrifugo a
15.000 rpm durante 30 min, y la toxina
presente en el sobrenadante se concen-
tro haciendo uso de membranas con un
punto de exclusion de 3 Kda (Buchawaldt
y Jensen 1991; Jegorov et al. 1998;
Kershaw et al. 1999).
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Tabla 1. Aislamientos de B. bassiana seleccionados para la cuantificacion de BEA de acuerdo con su origen, hospedante, patogenicidad

y lipo de aislamiento

I Insecto-Hospedante
Codigo Origen e .
Orden-Familia Género-especie
Bb 9205 Colombia | Lepidoptera: Pyralidae |  Diatraea saccharalis |
Bb 9010 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei
Bb 9601 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei
Bb 9610 Colombia Coleoptera: Scolylidae Hypothenemus hampei
Bb 9616 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei
Bb 9618 Colombia Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei
Bb 9620 Colombia I Coleoptera: Scolytidae Hypothenemus hampei

Patogenicidad Tipo de
% | Escala aislamiento
94 4 Multiesporico
14 1 . Multiesporico
95 4 Monoesporico
88 4 Monoesporico
9= 4 | Monoesporico
92 4 l Monoesporico
> 90 4 | Monoesporico l'

Escala de patogenicidad: Grupo 1: 0-25%; Grupo 2: 26-50%:; Grupo 3: 51-80%; Grupo 4: 81-100%. Fuente: Vélez et al. (1998), y Estrada et

al. (1999).

Preparacion de la solucion patron de
beauvericina

Se preparo una solucion madre disolvien-
do 200 pg de beauvericina comercial
{Sigma Chemical, C,.H__N,O; masa mo-
lecular 784 y 97% de pureza), en | ml de
metanol puro. Posteriormente, se realiza-
ron diluciones para ser usadas como pa-
trones tanto en la prueba Dot-blot, como
para la obtencion de la curva de calibra-
cion a usar en la metodologia de ELISA.

Deteccion de la micotoxina mediante
la metodologia de Dot-blot

La presencia de beauvericina en los ex-
tractos liquidos del hongo se llevo a cabo
aplicando alicuotas de 5 ul de los culti-
vos liquidos filtrados y los patrones de
beauvericina, sobre una membrana de
nitrocelulosa, la cual habia sido tratada
previamente sumergiéndola en una so-
lucion de metanol al 20% durante 30
min, y secada a 50°C. Sequidamente, la
membrana se dejo durante 30 min en
solucion de bloqueo (solucion amorti-
guadora Tris-salino (TBS) conteniendo
gelatina al 1%).

Después, la membrana se lavo con aqua
destilada esteril (ADE) y se incubd con la
misma solucion amortiguadora contenien-
do el primer anticuerpo (AntiBEA) a una
concentracion de 10 pl/ml, durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron dos lavados de 15 min cada uno
con solucion amortiguadora Tris-salino
mas Tween 20 al 0,1% (TTBS), y un lavado
con TBS. Faso sequido, la membrana se
incubo nuevamente durante 1 h a tempe-
ratura ambiente con 5 pl del segundo an-
ticuerpo (Antirabbil conjugado a la enzima
peroxidasa) disuelto en 30 ml de la solu-
cion de bloqueo. Cumplido este tiempo,
se repitieron los mismos tres lavados como
en el paso anterior, Finalmente, la presen-
Cia de la toxina sobre la membrana fue re-
velada, sumergiéndola en una solucion
preparada con 30 ml TBS, a la cual se le
adicionaron 50 ul de peroxido de hidroge-

no y 30 mqg de 4-cloro- Inaftol disuelto en
10 ml de metanol.

Cuantificaciéon de la micotoxina me-
diante la metodologia ELISA (Enzyme
- Linked Inmunosorbent Assay)

Se aplicaron 200 ul de cada extracto a po-
zos de un microplato ELISA para su fija-
cion durante 24 h a 8°C (Ball 1974).
Posteriormente, el plato se lavo tres veces
con solucion de TTBS (2) y con TBS (1), y
se procedio a bloquear los pozos durante
1 h adicionando 200 ul de Tween 20. Se
repitieron los tres lavados de igual forma
como en la etapa anterior, y se continuo
con la incubacion del plato por 2 h a 37°C
con 700 ul del primer anticuerpo (AntiBEA)
disueltos en 30 ml de solucién de bloqueo.
De nuevo se repitieron los tres lavados con
TTBS (2) y con TBS (1) y se incubd el plato
por 2 h a 37°C con 5 ul del sequndo anti-
cuerpo (Antirabbil conjugado a la enzima
peroxidasa) disuelto en 30 ml de solucion
de bloqueo.

Finalmente, se lavaron nuevamente los po-
z0s y se revelo, adicionando a cada pozo
200 pl de una solucion de 1 mg de
Tetrametilbenzidina (TMB) disuelta en 10
ml de TBS, conteniendo 5 pl de peréxido
de H,0,. Finalmente, se llevo a cabo la lec-
tura de absorbancia en un lector ELISA a
una 2 de 490 nm. La estimacion de la con-
centracion de beauvericina (pg/ul) en cada
una de las muestras se hizo por interpo-
lacion en una curva patron con concentra-
ciones conocidas de la toxina (Datos no
mostrados).

Analisis estadistico

A los resultados obtenidos de los analisis
Dot-blot y ELISA se les aplico estadistica
descriptiva.

Resultados y Discusion

Metodologia Dot-Blot

Con el objetivo de evaluar la especifici-
dad de los anticuerpos policlonales pro-

ducidos, se procedio a aplicar, sobre
membranas de nitrocelulosa, diferentes
cantidades de una solucién patron de
beauvericina., A partir de los 5 min de
aplicada la solucion de revelado sobre
las membranas de nitrocelulosa se ob-
servaron cambios en el sitio donde se
aplicaron los patrones de la toxina. Los
puntos de color azul aparecen por la ac-
cion enzimatica de la enzima peroxidasa
sobre el sustrato 4-cloro- | -naftol (Sigma
2001). No se detectaron manchas en
aquellos puntos donde se aplicaron so-
luciones blanco sin la toxina. El resulta-
do anterior indica que mediante la
metodologia utilizada, fue posible la
obtencion de anticuerpos policlonales
contra la micotoxina, y ademas corrobo-
ra la presencia y utilidad de dichos
anticuerpos AntiBEA en la deleccion y
cuantificacion de beauvericina provenien-
te de aislamientos de B. bassiana a lra-
vés de la prueba serologica Dol-blot (Fig.
2). Manchas de caraclerislicas iguales
aparecieron sobre las membranas de ni-
trocelulosa cuando se probaron cultivos
liquidos de los honaos Bb 9620 y Bb
9205 correspondientes a diferentes dias
de crecimiento. Iqualmente, se pudo ob-
servar mayor intensidad en los puntos
correspondientes al dia 9 de crecimiento
del aislamiento Bb 9205 (Fig. 3), lo cual
indica una mayor produccion de la toxi-
na a este tiempo, similar a los resultados
encontrados por Uribe et al. (1997) en el
aislamiento Bb 9401 haciendo uso de
cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC).

1 3 5 7

Figura 2. Prueba Dot-blot (Reaccion anti-
geno-anticuerpo) con anticuerpos policlo-
nales AntiBEA. 1, 3, 5 y 7 ul de solucion
patrén de beauvericina pura (0.5 pg / pl).
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Figura 3. Deteccion de beauvericina en cul-
tivos liquidos filtrados de B. bassiana. Linea
1.1, 3, 5y 7 pl del medio de cultivo de Bb
9620 al dia 9 de crecimiento, Linea 2. 3y 5
ul del medio de cultivo de Bb 9205 al dia 9 y
al dia 11 de crecimiento, respectivamente.

Metodologia ELISA

A través de esta metodologia se observo
que los valores mayores de produccion de
beauvericina se presentaron en los aisla-
mientos Bb 9205; con pico de produccion
de la toxina de 1,567 pg/ul al dia 9, y en el
aislamiento Bb 9010 con un pico de pro-
duccion al dia 11 de 1,542 pg/ul. Los valo-
res mas bajos de produccion de esta toxina
se presentaron en los aislamientos Bb 9616
al dia 9 y Bb 9610 al dia 7 con 1,083 ug/ul
y 1,164 pa/pl, respectivamente. En general
para todos los aislamientos los valores de
produccion de toxina fueron muy similares
al dia 7, fluctuando entre 1,333 ug/ul para
Bb 9620 y 1,164 ug/ul para Bb 9610, mien-
tras que la produccion estimada de toxina
para los dias 9 y 11 de crecimiento en to-
dos los aislamientos mostraron valores mas
contrastantes (Tabla 2). Otros estudios como
los de Genthner y Middaugh (1994) y Gupta
el al. (1995) confirman la variabilidad que
existe en la produccion de beauvericina por
diferentes aislamientos del hongo.

Aspectos como el medio de crecimiento, el
tiempo de obtencion, la cantidad de
micelio producida y el metabolismo del
hongo enire otros, influyen notoriamente
en la produccion de las toxinas (Rombach
1988).

La mayoria de los estudios de toxicidad
con beauvericina han sido realizados pro-
bando su actividad biologica contra insec-
tos. Sin embargo, estudios recientes
llevados a cabo in vitro, muestran alta toxi-
cidad de esta toxina hacia murine y lineas
celulares humanas (Di Paola et al. 1994;
Ojcious et al. 1999). Asi mismo, a este
ciclopéptido se le atribuyen propiedades
insecticidas y antimicrobiales (Thakur y
Smith 1997; Dev y Koul 1997; Nilanonta
et al. 2000).

Los resultados encontrados en este estu-
dio muestran una mayor produccion de
beauvericina por parte del aislamiento Bb
9205m, el cual es usado actualmente para
el control biolégico de la broca del café
(Bustillo et al. 1991). La curva de produc-
cion de la toxina para esle aislamiento
muestra que el hongo inicia la exporta-
cion de la toxina hacia el medio liquido a
partir del dia 5 de crecimiento (Datos no
mostrados). Esto sugiere que dicho
peptido juega un papel importante en la
patogenicidad de B. bassiana sobre el in-
secio, determinando al parecer la real ca-
pacidad del hongo para afectar de manera

negativa al insecto y bloquear sus meca-
nismos de respuesta hasta provocarle la
muerte (Vey et al. 1985; Ignofo y Mandava
1988; Eyal et al. 1994). En este estudio
se encontré que existe una estrecha rela-
cién entre el contenido de la toxina en el
medio de cultivo y la patogenicidad de
cada uno de los aislamientos de B.
bassiana que fueron analizados (Vélez et
al. 1998) (Fig. 4). Zacharuk en 1973, con
resultados similares, concluyé que la toxi-
na causa en el hospedero degeneracion
progresiva de los tejidos, cambios estruc-
turales de las membranas y deshidratacion.
Asi mismo, durante la patogénesis se evi-
dencian cambios en la actividad eléctrica
de los nervios causada por el incremento
del consumo de oxigeno en un intento
del insecto por restablecerse (Eviakhova y
Rakitin 1968). Zizca y Weiser (1993) pro-
baron "in vitro” el efecto de la beauvericina
sobre larvas de Culex pipiens, encontran-
do que aun con bajas concentraciones de
la toxina (0,1 mg / ml) aplicadas topica-
mente sobre el insecto se obtiene una mor-

talidad del 44% en 48 h. De igual manera,
encontraron que el principal sintoma de
intoxicacion presentado fue la vacuoli-
zacion generalizada y el efecto toxico en
las mitocondrias, las cuales se hincharon y
tomaron aspecto de vacuolas esféricas.
Ademas, la cromatina de los nicleos se
concentro en forma de granulos alarga-
dos a lo largo de la membrana nuclear,
siendo mas afectado el epitelio de las mos-
cas rompiéndose la membrana basal.

Aunque B, bassiana produce también las
toxinas oosporeina, bassianolide y beauve-
riolide, las cuales son péptidos estructu-
ralmente relacionados con beauvericina,
su toxicidad para animales, plantas e in-
sectos es desconocida (Mamatam et al.
1999; Mochizuki et al. 1993). Otros estu-
dios muestran que beauvericina no es toxi-
co para ciertos insectos (Champlin y Grula
1979). En este estudio fue posible detec-
tar y cuantificar beauvericina en concen-
traciones bajas, a partir de cultivos liquidos
de B. bassiana en medio Sabouraud, ha-

Tabla 2. Cuantificacion mediante ELISA de la produccion de beauvericina por diferentes
aislamientos del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana (Bals) Vuill.

Tiempo de crecimiento (dias)
Aislamiento 7 9 11
Produccion promedio de la toxina (ug/ul)
Bb 9205 1,21944 1,56667 1,31944
Bb 9618 1,32222 1,35833 1,25000
Bb 9601 1,16944 1,33611 1,36111
Bb 9620 1,.33333 1,26111 1,36667
Bb 9616 1,32222 1,08333 1,26111
Bb 9610 1,16389 1,30278 1,22778
Bb 9010 1,21667 1,18889 1.54167
1007 Bb 9616 Bb 9601 Bb 92’05
a0 Bb 9620 0. Bb 9610
801 L 4
Bb 9618
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Figura 4. Relacion entre la patogenicidad y la produccién de beauvericina al dia 9 de
cultivo para cada uno de los aislamientos de B. bassiana.
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ciendo uso de inmunoensayos basados en
los anticuerpos policlonales (AntiBEA) pro-
ducidos. Hasta la fecha se han desarrolla-
do numerosos métodos para detectar
micotoxinas especialmente en alimentos
(Wilson et al. 1998); en contraste con los
pocos estudios sobre metabolitos produ-
cidos por hongos entomopatdégenos usa-
dos como micoinsecticidas, micoherbicidas
y/o micoparasitos (Strasser el al. 2000; Vey
et al. 2001).

La metodologia utilizada en el presente
estudio permitira rastrear el metabolito
toxico en una amplia gama de muestras
biologicas, identificar las condiciones que
requlan la produccion de la toxina, apo-
yara el estudio de las propiedades de la
toxina a nivel celular en el insecto y deter-
minara si este tipo de metabolito tiene
accion insecticida, nematicida, antimi-
crobiana o citotéxica. De igual manera,
esta metodologia se puede utilizar como
diagnostico para profundizar en el modo
de accion del metabolito toxico (destruc-
cion de membranas, inhibicion de ATPa-
sas, mitosis o citoquinesis) sobre insectos
plaga (Strasser et al. 2000) con el fin de
eslablecer criterios de seleccion de cepas
del hongo B. bassiana que sean mas efi-
cientes para el control biolagico de
plagas, apoyando de esta forma la pro-
duccion de formulaciones y la incorpora-
cion del hongo en programas de manejo
integrado de plagas.

Estos resultados constituyen una ayuda
valiosa €n la busqueda de moléculas
bioactivas de interés entomologico y muy
especialmente de genes que puedan ser
utilizados en el desarrollo futuro de mate-
rial de café resistente, mediante la trans-
formacion genética del cultivo.

Conclusiones

* Se logro la deteccion y cuantificacion de
la toxina beauvericina (micotoxina de in-
terés entomologico), en cultivos liquidos
provenientes de diferentes aislamientos
de B. bassiana, mediante la aplicacion de
pruebas serolégicas (Dot blot y ELISA)
basadas en la produccion de anticuerpos
policlonales.

* Los aislamientos del hongo B. bassiana
que fueron evaluados produjeron, bajo
condiciones de cultivo en medio liquido,
niveles diferentes de la toxina, lo cual po-
dria reflejar diferencias genéticas impor-
tantes o diferencias en su especificidad
hacia el insecto hospedero. En virtud de lo
anterior, la concentracion de la toxina po-
dria ser incorporada como un nuevo crite-
rio de seleccion de aislamientos del hongo
B. bassiana, en la busqueda de formula-
ciones mas eficientes para el control bio-
l6gico de la broca del café.

Agradecimientos

El presente estudio se realizo gracias al
apoyo financiero del Instituto Colombia-
no para el Desarrollo de la Ciencia y la
Tecnologia "Francisco José de Caldas” COL-

CIENCIAS y la Federacion Nacional de Ca-
feteros a través de su Centro Nacional de
investigaciones de Café CENICAFE. Los au-
tores también agradecen a la Universidad
Catdlica de Manizales por su colaboracion
y a la Universidad de Caldas por la asisten-
cia técnica y asesoria en la produccion de
los anticuerpos policlonales.

Literatura citada

ABBAS A., K.; LICHTMAN A., H.; POBER, J. S.
1995. Inmunologia Celular y Molecular.
Interamericana - Mcgraw-Hill. Madrid Es-
pana. 517 p.

BALL, E. 1974. Serological test for the iden-
tification of plant viruses. Phytopathology.
New York 31 p.

BUCHAWALDT L., L.; JENSEN, J. 5. 1991. HFLC
purification of destruxins produced by
Alternaria brassicae in culture and leaves
of Brassica napus. Biochemistry 30 (7):
2311-2316.

BUSTILLO P, A. E.; CASTILLO H., A.; VILLALBA
G., D. A.; VELEZ A., P E.; MORALES G., E.
1991. Evaluaciones de campo con el hon-
go Beauveria bassiana para el control de
la broca del café Hypothenemus hampei
en Colombia. p. 679-686. En: COLLOQUE
Scientifique International sur le café, 14.
San Francisco, juillet 14-19,1991 Paris,
ASIC.

BUSTILLO P, A. E.; CARDENAS, M. R.; VILLALBA
G., D. A.; BENAVIDES M., F; OROZCO H.,
J.; FOSADA F, F J. 1998. Mangjo Integra-
do de la Broca del Café Hypothenemus
hampei (Ferrari) en Colombia. Centro
Nacional de Investigaciones en Café
CENICAFE. Chinchina, Colombia. 134 p.

CASTELLANOS, D. 1997. Importancia en la
patogenicidad de la accion enzimatica el
hongo Beauveria bassiana sobre la broca
del café. Revista Colombiana de Entomo-
logia 23 (1-2): 65-71.

CHAMPLIN F, R.; GRULA E. A. 1979. Nonin-
volvement of Beauvericin in the entomo-
pathogenicity of Beauveria bassiana.
Applied and Environmental Microbiology
37: 1122-1125.

DELGADO, F.; LOPEZ, Y.; GIRADO E, M. 2001.
Actividad enzimatica de hongos y su
patogenicidad sobre Hypothenemus
hampei. Manejo Integrado de Plagas. Cos-
ta Rica. Junio, N° 60 p. 43-49.

DLV, S.; KOUL, O. 1997 Inseclicides of natural
origin. Amsterdam, Hardwood Academic
Publisher. 365 p.

D1 PAOLA, R.; NEMNA, S.; FORNELLY, F; MORE-
TTI, A.; LOGRIECO, A.; CAIAFFA, M. F.;
BOTTALICO, A.; TURSI, A.; MACCHIA, L.
1994. Cytotoxicity of Beauvericin on
humans B-lymphocyte cell lines, in ICACI
XV EAACI 94. Allergy and Clinical Immu-
nology News 2, p. 256.

ESTRADA V., M. N.; VELEZ A., P E.; MONTOYA
R., E. C.; BUSTILLO P, A. E. 1999. Espo-
rulacion, germinacion y patogenicidad de
aislamientos monoesporicos de Beauve-
ria bassiana. Cenicafé 50 (1): 49-65.

EVLAKHOVA, A.; RAKITIN, A. 1968. Insectici-
das biologicos y sus aplicaciones. Doklady
Academic Nauk. SSSR 178: 485-488.

EYAL, J.; MABUD, K. J.; FISCHBEIN, J. F.; WAL-
TER, J. F.; OSBORNE, L. 5. 1994. Assess-
ment of Beauveria bassiana Eco-lstrain,
which produces a red pigments for
microbiological control. Applied Bioche-
mistry and Biotechnology 44: 65-79.

FERRON, P 1981. Pest control by the fungi
Beauveria bassiana and Metarhizium
anisopliae, En: BURGES, H. (ed. ) Microbial
control of pest and plant diseases. 1970-
1980. London, Academic Press, p. 465-
4812.

GENTHNER, F. J.; MIDDAUGH, D. P 1994, Effects
of Beauveria bassiana and its toxins on
Mysidopsis bahia (Mysidaceae). Archives
of Environmental Contamination and
Toxicology 26: 90-94.,

GONZALEZ G., M. T.; POSADAF, F. J.; BUSTILLO
F. A. E. 1993. Desarrollo de un bioensayo
para evaluar la patogenicidad de Beau-
veria bassiana sobre Hypothenemus
hampei Cenicafé 44 (3): 93-102.

GUPTA, S.; MONTLOR, C.; HUANG, Y. 5. 1995.
Isolation of novel beauvericin analogues
from the fungus Feauveria bassiana.
Journal of Natural Products 58 (5): 733-
738.

IGNOFFO, C. M.; MANDAVA, N. B. 1988.
Handbook of natural pesticides. V. 5
Microbial Insecticides. Part A. Entomo-
genous protozoa and fungi. Boca Raton,
CRC Press. 243 p.

JEGOROV, A.; SEDMERA, F; HAVLICER, V.;
MATHA, V. 1998. Destruxin Ed a cyclo-
peptide the fungus Metarhizium aniso-
pliae. Phytochemistry 49 (6): 1815-1817.

KERSHAW, M. J.; MOORHOUSE, E. R.; BATEMAN,
R.; REYNOLDS, S. E.; CHARNLEY, A. K.
1999. The role of destruxins in the
pathogenicity of Metarhizium anisopliae
for three species ol insect. Journal of
Invertebrate Pathology 74: 213-223.

KUCERA, M. 197 1 Toxins of the entomophagous
fungus Beauveria bassiana. |l. Effect of
nitrogen sources on formation of the toxic
protease in submerged cullure. Journal
of Invertebrate Pathology 17: 211-215.

MOCHIZUKI, K.; OHMORI, K.; TAMURA, H.;
SHIZURI, Y.; NISHIYAMA, S.; MIYOSHI, E.;
YAMAMURA, S. 1993, The structures of
bioactive cyclodepsipeptides, beauve-
riollides | and 11, metabolites of entormo-
pathogenic fungi Beauveria sp. Builetin
of the chemical Society of Japan 66: 304 |-
3046.

NAMATAM, E.; TOMODA, H; TABATA, N.; 51, 5. Y.;
OMURA, 5. 1999, Structure elucidation of
fungal Beauveriolide-111, a novel inhibitor
of lipid droplet formation in mouse
macrophages. The Journal of Antibiotics
52: 7-12.

MNILAMONTA, C. H.; ISARA, M.; KITTAKOOF F;
PALITTAPONGARNFIM, F: KAMCHONWONG-
PAISAN, 5.; PITTAYAKHAJONWUT, D.; TANTI-
CHAROEN, M.; THEBTARANONTH, Y. 2000.
Antimycobacterial and Antiplasmodial
Cyclodepsipeptides from the Insecl Patho-
genic Fungus Faecilomyces tenuipes BCC
1614, Planta Medica 66: 756-758.

QJCIOUS D., M.; ZYCHLINSRKY, L.; ZHENG, M.;
YONG, D. E. 1999. lonophore-induced
apoptosis: role of DNA fragmentalion and



130

Revista Colombiana de Entomologia

Jorge W. Arboleda V. & Cols.

calcium fluxes. Experimental Cell Re-
search 197: 43-49.

PATERSON, I.; CHARNLEY, K.; COOPER, R.:
CLARKSON, J. 1994. Partial characte-
rizations of specific induce of a cuticle
degrading protease from the insect
pathogenic fungus Metarhizium anisopliae.
Microbiology (140): 3153-3159.

ROMBACH M., C. 1988. Production of Beauve-
ria bassiana (Deuteromycotina: Hyphomy-
cetes) sympoduloconidia in submerged
culture. Entomophaga 33: 315-324.

SIGMA. 2001. Catalog Sigma - Aldrich 2000 -
2001. USA. 2843 p.

SMITH, R. J.; PERRUL, 5.; GRULA, E. A, 1981.
Requirement for sequential enzymatic
activities for penetration of the integument
of the corn earworn (Heliothis zea). Journal
of Invertebrate Pathology 38: 335-344.

STRASSER, H.; ABENDSTEIN, D.; STUFPNER, H.;
BUTT, T. 2000. Monitoring the distribution
of secondary metabolites produced by the
entomopathogenous fungus Beauveria
brongniartii with particular reference to
oosporein. Mycological Research 10: 1227-
1233.

THAKUR, R.; SMITH, J. 1997. Liquid Chroma-
tography / Thermospray / Mass Spectro-

metry Analysis of beauvericin. Journal of
Agricultural Food Chemistry 45: 1234-
1239.

URIBE, S. S.; SALDARRIAGA, Y.; PINEDA, F.;
ARANGO, J.; VELEZ, 1. 1997. Produccion
de beauvericina por Beauveria bassiana
9401 aislada sobre Lutzomya sp. (Diptera:
Psychodidae) vectores de Leishmaniosis.
Revista Colombiana de Entomologia 23
(3-4): 137-143.

VELEZ A., P E.; POSADA F, F. J.; MARIN M., E;
GONZALES, M. T.; OSORIQ YV, E.; BUSTILLO
F, A. E. 1997. Técnicas para el control de
calidad de formulaciones de hongos
entomopatogenos. Chinchind, CENICAFE,
(Boletin Técnico Cenicafé N 17) p. 1-34.

VELEZ A., P E.; GONZALEZ, M. T.; RIVERA, A.;
BERNAL M., G.; BUSTILLOF, A. E.; ESTRADA,
M. M. 1998. Caracterizacion de aislamien-
tos de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae de la coleccion de hongos
entomopatogenos de CENICAFE. Restime-
nes, XXV Congreso Sociedad Colombiana
de Entomologia. p. 89. Cali.

VEY, A.; QUIOT, J. M.; VAGO, C.; FARGES, J.
1985. Effect inmunodepresseur de toxines
fongines: inhibition de la reaction de
encapsulement multicéllulaire par les
destruxines. Comtes Rendus de 'academie
des Séauces 300: 647-651.

VEY, A.; HOAGLAND, R.; BUTT, T. M. 2001. Toxic
metabolites of fungal biocontrol agents,
in Fungal biocontrol Agents: Progress,
Problems & Potential, {Butt, T. M., Jackson,
C. & Magan, N., eds.) CABI, Wallingford.

VOLCY, C.; PARDO, V. M. 1994, Principios de
micologia. Universidad Nacional de Co-
lombia. Medellin. 141 p.

WILSON D., M.; SYDENHAM E., W; LOMBAERT,
G. A.; TRUCKSESS M., W.; ABRAMSON, D.
BRENNET G., A. 1998. Mycotoxin analytical
techniques. p. 135-182. En: Mycotoxins in
Agriculture and Food Safety (SINHA, K. K.
and BHATNAGAR, D., eds.). Marcel Dekker,
New York.

ZACHARUK, R. 1973. Penetration of the cuticular
layers of elaterid larvae (Coleoptera) by
the fungus Metarhizium anisopliae and
notes on bacterial invasion. Journal of
invertebrate Pathology 21: 101-106.

ZIZCA, J.; WEISER, J. 1993. Effect of Beauvericin
a toxic metabolite of Beauveria bassiana
on the ultrastructure of Culex pipiens
autogenicus larvae, Cytobios 75: 13-19,

Recibido: Abr. 22 / 2003
Aceptado: Oct, 29/2003



https://doi.org/10.25100/socolen.v30i2.9541

Pimeliaphilus triatomae (Acari: Pteregosomidae)
utilizado como control biolégico de Meccus
pallidipennis (Hemiptera: Reduviidae)

en condiciones de laboratorio
Pimeliaphilus triatomae (Acari: Pteregosomidae) used as biological control
of Meccus pallidipennis (Hemiptera: Reduviidae) in laboratory conditions
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Resumen. Pimeliaphilus triatomae es un ectoparasito considerado entomopatoégeno de Triatominos;
sin embargo, hasta el momento no existe evidencia de la mortalidad y de la accion que éste ejerce sobre
sus victimas. Por este motivo se comparé el efecto del parasitismo sobre los cinco instares ninfales y
adultos, asi como de los huevos ovipositados por éstos. Se observo el ciclo de vida del acaro durante su
actividad parasitaria y los resultados obtenidos indican una disminucion de la oviposicion y un prolon-
gacion en el ciclo de vida de los insectos infestados con un X = de 456 dias. También se obtuvo una
mortalidad alta en los instares ninfales, en los cuales se observo la rotura de la epicuticula y la muerte por
vaciado estomacal, después de mantener una carga parasitaria alta. Al comparar los individuos infesta-
dos con cada grupo control se hallaron en las variables de estudio, mortalidad, oviposicion y viabuidad
de los huevos, diferencias significativas para un « = 0,05

Palabras clave: Acaro. Mortalidad. Oviposicion. Triatominos. Viabilidad.

Summary. Pimeliaphilus triatomae is a parasite considered entomopathogenic to triatomines; up to
now, however, there is no evidence for the mortality or the action it has on its victims. For this reason the
effect of parasitism was compared on the five nymphal instars and adults, as well as the eggs laid by them.
The lifecycle of the mites was observed during their parasitic activity and the results obtained show a
decrease in the oviposition and a prolongation in the life cycle of the infested insects with a X= of 456
days. A high mortality was obtained in all the nymphal instars in which a rupture in the epicuticle and
death by stomach evacuation was observed, after maintaining a high parasitic load. When comparing
infested individuals with each control group there were significant differences (o= 0,05 ) in the mortality,

oviposition and viability of the eggs

Key words: Mites. Mortality. Oviposition. Triatomine. Viability.

Introduccion

El empleo del control biolégico en la agri-
cultura es una practica milenaria extendi-
da desde el medio oriente hace mas de
1.700 anos y hoy es aplicada en muchas
partes del mundo come una solucion a los
problemas del uso de pesticidas, que han
generado contaminacion ambiental con
efectos irreversibles y danos para los
ecosistemas (Grenfell y Dobson 1995).

Los triatominos son vectores biologicos de
la tripanosomiasis americana, enfermedad
que en la actualidad sequn la OMS (1984)
afecta a mas de 28 millones de personas,
en varios paises latinoamericanos, en al-
gunos de los cuales supera al sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en

horas hombre perdidos por dia. México es
un pais de mas de 100 millones de habi-
tantes y una poblacion rural expuesta a
incrementar el nimero de chagasicos en
América; si se toma en consideraciéon que
soOlo para México la abundancia de triato-
minos esta representada por mas de 33
especies potencialmente vectores (Zarate
y Zarate 1985; Alejandre et al. 1999;
Martinez-lbarra et al. 2001).

Los representantes del phylum Arthropoda
son considerados como los peores enemi-
qos de los insectos, lo cual esta funda-
mentado por la accion predadora o
parasitica que muchos ordenes establecen
en sus relaciones interespecificas (Baddi
et al. 2000). Uno de los representantes fre-
cuentemente aprovechados por el hom-

bre por este tipo de interrelacion son los
acaros, diversos organismos de talla pe-
quena entre 0,2 y 1,2 mm, que son mejor
conocidos por los problemas de salud que
ocasionan al hombre y a los animales. Sin
embargo, su amplia utilidad como contro-
les de plagas se comprueba en la agricul-
tura, donde los representantes de la
familias Phytoseiidae, Anytisidae, Bdellidae,
Trombidiidae y Stigmaeidae son conoci-
dos como controladores de plagas entre
ellos, las llamadas aranas rojas, existiendo
una amplia gama de insectos que de for-
ma inversa depredan importantes familias
de acaros como es el caso de los tetrani-
quidos, que se alimentan del follaje de las
plantas. La familia Pteregosomidae cuenta
con varios géneros y especies notificadas
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como reguladoras de las poblaciones de
triatominos en condiciones naturales;
Pimeliaphilus gloriosus (Newell y Ryck-
mann, 1969) se encontro parasitando a
Triatoma barberi, quiza la especie mejor
reconocida como transmisora de Trypano-
soma cruzi (Chagas, 1906) en la Republi-
ca de México (Zarate y Zarate 1985). Sin
embargo, poco se conoce sobre el efecto
de ésta y de olras especies como Fimelia-
philus plumifer (Newell y Ryckman 1969)
que infesta a las poblaciones de Triatoma
rubida en condiciones naturales (Hoff-
mann y Lépez Campo 2000). Algunas es-
pecies de microhimenopteros han sido
notificadas como controles biologicos na-
turales de los triatominos, al consumir
huevos de Triatoma infestans (Brewer
1984); aunque su empleo ha sido limita-
do en el manejo integrado de plagas (MIP)
por determinadas restricciones naturales
del grupo: debido a que los organismos
candidatos a ser utilizados como biocon-
troladores, deben cumplir algunos requi-
sitos como son: desarrollo rapido de los
huevos, oviposicion abundante, capacidad
alta de consumo de la presa, especificidad
y btisqueda sobre la presa, distribucion del
predador y sincronizacion para el desarro-
llo de las poblaciones segtin las €pocas
del ano.

Pimeliaphilus triatomae ha sido poco es-
tudiado y apenas se conocen aspectos de
su biologia; sin embargo, la notificacion
de su accion parasitaria sobre triatominos
es de gran importancia meédico-biologico,
pues por su potencialidad como ectopa-
rasito, pudiera ser considerado entre los
organismos candidatos a ser utilizados
como control biologico de triatominos
(Hoffmann y Campos 2000) (Fig. 1).

La importancia de ensayar y buscar orga-
nismos litiles que sean capaces de regular

las poblaciones naturales de los represen-
tantes de la familia Reduviidae, se debe en
gran medida al incremento de sus pobla-
ciones en muchas zonas rurales del conti-
nente, asi como a los cambios etologicos
de algunas especies vectores, que desde
el peridomicilio han invadido las viviendas
del hombre, sitio idoneo para estrechar el
peligro de transmision del agente causal
de la Tripanosomiasis americana o enfer-
medad de Chagas (Trypanosoma cruzi:
Kinetoplastida: Tripanosomatidae), moti-
vada también por las migraciones huma-
nas y las transfusiones sanquineas sin un
adecuado control (Guhl et al. 2000; Q. M,
5. 1984).

En este estudio se pretendié analizar los
efectos que tiene F ftriatomae sobre
Meccus pallidipennis, una de las espe-
cies mas importantes del complejo Meccus
phyllosoma Usinger (Hemiptera:
Reduviidae) representado en México por
seis especies importantes (Galvao et al.
2003) de amplia dispersion y distribucion
en el pais y comprobada por su capaci-
dad de transmitir Trypanosoma cruzi
(Zarate y Zarate 1985). Meccus
pallidipennis se hallo incursionando oca-
sionalmente en el interior de los domici-
lios, estrechando de esta forma la relacién
con el hombre y generando un riesgo
epidemiologico mayor (Bautista et al.
2001) situacion que obliga a buscar for-
mas nuevas de controlar sus poblaciones,
si se toma en consideracion que en los
estados centrales del pais en especial Pue-
bla, se registran cifras de seroprevalencia
entre 1,8 y 7,7% (Monteon et al. 1999;
Sanchez-Guillén et al. 2002).

El propésito de este estudio es demostrar,
a través de la evaluacion de variables bio-
logicas, si F triatomae es capaz de afectar
sensiblemente las poblaciones de Meccus

Figura 1. Pimeliaphilus triatomae acaro entomopatogeno de Meccus pallidipennis.

pallidipennis en los ejemplares coloniza-
dos en el laboratorio, durante los meses
de noviembre del ano 2001 y diciembre
de 2002,

Materiales y Métodos

Se seleccionaron 380 ejemplares de
Meccus pallidipennis de una colonia esta-
blecida en el Laboratorio de Biologia de
los invertebrados de la Escuela de Biolo-
gia, de la B. U. A. P, los cuales se ubicaron
en cajas para cria de insectos de 19 x 70
cm, distribuidos por instares ninfales (30
de cada uno) y 40 adultos; 20 de cada
sexo. La mitad de los triatominos (190 en
total) se consideré como grupo control o
testigo. Los inseclos se mantuvieron en
una camara ambiental a 28°C de tempera-
tura y 60% de humedad relativa (H. R) y se
alimentaron con sangre de conejo, extrai-
da por puncion cardiaca en tubo vacu-
tainer con heparina y vertida en una bolsa
de latex, previamente tratada con una so-
lucion detergente de Tween 20% (Rocha
el al. 1997).

Se realizo una inspeccion diaria de los or-
ganismos lratados con F (triatomae y los
seleccionados como testigo, estos ultimos
se sometieron a una rigurosa inspeccion y
posteriormente se trataron con una solu-
cion detergente de Tween 20%, con la fi-
nalidad de garantizar que estuvieran libres
de acaros y poder comparar las variables
establecidas para este esludio. Los
trialominos muertos no se retiraron de las
cajas, con el objetivo de que sirvieran como
sitio de incubacion a los huevos ovipo-
sitados por los acaros y no generar la pér-
dida de la carga parasitaria durante el
ensayo; asi como analizar la viabilidad de
los huevos. Estos fueron contados y reti-
rados de las cajas de cria, pero manteni-
dos a la temperatura y H. R requlada en el
experimento. Los huevos puestos por los
insectos infestados se observaron en un
microscopio estereoscopico para verificar
indicios de fertilidad o de desarrollo em-
brionario, lo cual se evalud a través del
corrimiento ocular.

Los acaros utilizados en el experimento se
obtuvieron de ejemplares de M. pallidipe-
nnis infestados en condiciones naturales,
colectados en el estado de Morelos, Méxi-
co y se donaron, por el Laboratorio del
Parasitologia y Entomologia Médica del
Instituto Politécnico Nacional (1.EN). Estos
se sometieron a un proceso de clarifica-
cion con solucion de Hoyer para ser obser-
vados entre cubre y portaobjetos, bajo un
lente de 10X en un microscopio Nikon, lo
que permitio la determinacion de la espe-
cie con el auxilio de las claves de Hoffmann
y Lopez -Campo (2000) (V Malacara Com.
pers.). nov/2002.

Los acaros entomopatogenos se incremen-
taron a partir de mantener los pie de cria,
sobre las exuvias y cadaveres de Meccus
mazzottii Usinger y Meccus longipennis
Usinger, en una camara ambiental con tem-
peratura de 28°C y una humedad relativa
del 60% y donde se observo el desarrollo
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del ciclo biologico de F triatominae. El efec-
to negativo de los acaros sobre los
triatominos se observé preliminarmente
en la colonia de triatominos del I. F. N. Los
resultados se analizaron a través de la prue-
ba no paramétrica U de Mann -Withney,
donde se establecio: Ho: La mortalidad,
oviposicion y viabilidad de los huevos en
el grupo de insectos infestados es la mis-
ma que la del grupo control y H1: ellas son
diferentes.

Resultados y Discusion

Los efectos del ectoparasitismo provoca-
dos por el acaro F. triatomae sobre M.
pallidipennis en condiciones controladas
de temperatura y humedad relativa, se
observaron en las variables establecidas:
mortalidad, oviposicion o puesta de hue-
vos y viabilidad de éstos.

Se comprobo6 una carga parasitaria alta de
los acaros, los cuales se ubicaron con pre-
ferencia entre las coxas y sobre la parte
ventral entre algunas suturas esternales en
los adultos; sin embargo, en los instares
ninfales se observaron sobre la region
tergal del abdomen, donde quiza, por la
falta de esclerotizacion cuticular y el tama-
no pequeno de las coxas, se eslablecen
para efectuar su parasitismo y provocar la
rotura de la misma. Efecto no notificado
hasta el momento por la literatura espe-
cializada (Fig. 2).

La mortalidad alta que se hallo entre los
insectos evaluados por dias de muerte por
carga parasitaria resulto de gran utilidad
{Tabla 1) pues seqgun los resultados, ésta
se evidencio en todos los instares, siendo
los de mayor resislencia las ninfas del pri-
mer y sequndo instar, donde se obluvie-
ron valores de P = 0,009823 FP< 0,01 y se
registro el numero menor de muertes (Fig.
3. No obstante, se hallaron diferencias sig-
nificativas al ser comparados los grupos
infestados y el control con un valor de p
empirico = 0,000011, para F< 0,01.

La mortalidad mayor se observo por el efec-
to desgastador sobre la cuticula de las nin-
fas del tercer instar (Fig. 3), aunque se
pudo observar también en los demas
instares, exceptuando al adulto. En los
primeros instares (1y 1) no se registré un
numero significativo de muertes por esta
causa, pero si se observd un desarrollo
pobre de la poblacion de los acaros, quiza
por la carencia de abundante hemolinfa o
debido a la reducida talla de los insectos
que limita lo sitios de fijacion para ejercer
su ectoparasitismo.

Las medias de los valores de huevos
ovipositados por dia son diferentes en
ambos grupos, es evidente que este valor
en el grupo infestado, es menor que la del
qrupo control, donde se obtuvo solo una
X= 1,12. D. 5.df = 0,13 entre las hembras
parasitadas (Fig. 4). Las hembras del gru-
po testigo ovipositaron un promedio de
375 huevos, los cuales eclosionaron entre
los 15 y 18 dias, resultado que coincide
con los estudios del ciclo biologico de la

Tabla 1. Carga parasitaria de F trialomae sobre M. pallidipennis en condiciones in vitro a
temperatura de 28°C y 60% de humedad relativa

Carga parasitaria por horas

Instares/Numero 12 h 24 h 48 h 96 h 108 h
N1 = 30 4 4 3 5 | 3
N2 = 30 4 4 3 3 3
N3 = 30 4 3 3 3 9
N4 = 30 4 3 3 3 11
N5 = 30 4 3 3 2 8
Adultos H = 20 4 4 3 2 11
Adultos M = 20 4 1 0 2 7

Figura 2. Fimeliaphilus triatomae entre las coxas de Meccus pallidipennis.
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Figura 3. Mortalidad de Meccus pallidipennis por la accion parasitaria de Pimeliaphilus
triatomae.
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Figura 4. Comparacion de la oviposicion de hembras de Meccus pallidipennis infestadas
por F triatomae y el grupo control.
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especie (Martinez-lbarra et al. 1994). No
obstante, los huevos depositados por las
hembras infestadas se encontraron em-
brionados y mostraron un desarrollo del
corrimiento ocular hacia el opérculo; sin
embargo, no eclosionaron, al parecer por
la afectacion de su estado nutricional. La
poca cantidad de huevos no permite hacer
otros analisis con relacion al grupo con-
trol, aunque se demostro estadisticamente
por la diferencias entre ambos grupos y se
rechazo la hipotesis nula, al arreglar un
nivel de importancia (a = 0,05 ). Se obser-
va que el p, = 0,0000144 es mucho me-
nor que el nivel de importancia fijo, y se
acepta, que los elementos son diferentes.

Los primeros efectos del parasitismo de F
triatomae sobre M. pallidipennis se obser-
varon entre las 72 y 96 h posteriores a la
infestacion, pues en todos los organismos
infestados se comprobd lentitud, apatia
durante la ingesta de sanqgre y se registra-
ron las primeras muertes en las ninfas del
quinto instar. Una semana después de la
aplicacion, la poblaciéon de los acaros de-
clind, al parecer por la conclusion de su
ciclo biolégico, que se reinicia con una
descendencia de aproximadamente 50
huevos de color verde claro, que cambian
su tonalidad a blanco - rosado segun el
corto desarrollo embrionario. En las con-
diciones establecidas para este estudio, los
huevos de los acaros eclosionaron aproxi-
madamente después de la sequnda sema-
na, aunque no se pudo registrar el
momento em que se inicié la oviposicion y
a partir de las 48 h se verificé una disminu-
cion de los adultos, observacion que se
comprobo en las tres réplicas del ensayo.
Esta variable ha sido analizada con frecuen-
cia en estudios de la actividad depredadora
de acaros, utilizados en el control biologi-
co de plagas de importancia agricola, los
cuales también mostraron una sincro-
nizacion poblacional segin las estaciones
del ano; situacion que queda evidente con
los periodos de incremento poblacional
de M. pallidipennis en los meses de febre-
ro a julio y el hallazgo de otras especies
del complejo M. phyllosoma, infestados
por acaros durante este periodo (Martinez-
Ibarra et al. 1994; Baddi et al. 2000). De
esta forma se demuestra la potencialidad
de F triatomae para ser utilizado como
control biolégico de triatominos, debido
a que cumple con los elementos que se
evalian para considerar una especie como
candidata a ser utilizada en los programas
de control integrado de vectores. Sin em-
bargo, hasta el momento no se conoce la
especilicidad con que éste actua sobre
otros organismos, por lo que se hace ne-
cesario estudiar su accion sobre otros gru-
pos y especies de la familia, impacto que
es necesario medir para amplificar su pro-
duccion y comercializacion.

Los resultados anteriores imponen mejo-
rar el conocimiento sobre la biologia de P
triatomae, pues aunque mantuvo estabili-
dad poblacional durante los meses de pri-
mavera y verano, se observo decrecimiento
de su poblacion durante el invierno, al

parecer por estar sometidos a una diapau-
sa por las temperaturas invernales bajas.
Segun estos resultados los meses de mar-
zo a julio parecen ser los de mayor incre-
mento numérico de ejemplares, pues en
este periodo se capturaron los organismos
utilizados como pie de cria, aspecto que
coincide con los resultados obtenidos en
las condiciones de laboratorio estableci-
das en este experimento.

El ciclo biolégico en la subfamilia Triato-
minae depende en gran medida de
algunas variables abioticas tales como
temperatura, humedad relativa y de otras,
como el tipo de fuente de alimentacion y
la frecuencia con que realizan ésta
(Wisnivesky-Colli et al. 1982; Schofield
1994). En las condiciones establecidas
para este experimento, similares a las se-
leccionadas por Bautista et al. (2000), se
obtuvo un ciclo muy prolongado entre
los organismos que sobrevivieron al pa-
rasitismo por los acaros, con valor pro-
medio de 456 dias, lo cual se esperaba,
debido a los trastornos nutricionales que
se observaron entre los insectos infesta-
dos. Un sequimiento posterior de la muda
hacia los imagos, aporté una mortalidad
elevada y una oviposicion pobre en las
hembras. El ciclo de vida en el grupo con-
trol coincide con los resultados obteni-
dos por Bautista (2000) y Martinez-lbarra
et al. (1994) y dio una media de 190,21
dias con D. S. = 3,45.

En otros estudios donde se han empleado
acaros de las familias Phytoseiidae,
Stigmatidae y Thomisidae para el control
de otros artropodos, se obtuvieron exce-
lentes resultados y alta mortalidad de
aranas rojas, dipteros, coleopteros, neu-
ropteros y reduvidos que son plagas agri-
colas y donde se puede justificar la
mortalidad por el efecto neuroparalizante
que ejercen estos acaros predadores so-

bre sus victimas (Baddi et al. 2000). Sin
embargo, las observaciones presentes
comprobaron un efecto mas lento y
desgastador sobre la cuticula de los
instares ninfales de los triatominos, fun-
damentalmente en la zona del metatorax
mas proxima al escutelum, la cual perfo-
ran, quiza con la finalidad de ingerir las
proteinas cuticulares o de la hemolinfa y
utilizarla en su desarrollo metabdlico.
Como consecuencia, se produjo de mane-
ra instantanea un vaciado del contenido
estomacal del insecto, y su muerte a los
pocos minutos (Fig. 5). Esta situacion no
se observo en los primeros instares debi-
do al pequeno tamano relativo de los
instares 1 y Il

Las observaciones mas recientes de la ac-
cion de Beauveria bassiana Bas (Vullemin)
sobre Triatoma infestans permiten verificar
la vulnerabilidad del 11l instar ante la agre-
sion del hongo entomopatogeno (Moore
2002), situacion que no se ha podido ex-
plicar con claridad hasta el momento, pues
en los estudios del ciclo e vida del grupo
testigo vy los de su ciclo biologico, las cifras
de mortalidad normal de los ejemplares,
son significativamente bajas para este instar
(Martinez-lbarra et al. 1994).

La eclosion de los huevos de los acaros y la
afinidad de sus protoninfas por los triato-
minos permitio comprobar el amplio efec-
to selectivo que el depredador ejerce sobre
sus victimas, pues en todos los casos se
encontraron sobre los insectos, principal-
mente, entre las coxas de las patas (Fig. 2).

La fluctuacion poblacional de los acaros
es un elemento de gran intereés, pues des-
pués del proceso de infestacion y durante
las primeras 96 h, éstos desaparecen por
un periodo corto, dejando pegados los
huevos sobre los eslernitos toracicos de
los triatominos. La eclosion de la nueva

Figura 5. Efecto de los acaros sobre la cuticula de ninfa del quinto instar de Meccus

pallidipenis.
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generacion ocurrio después de las 72 h,
momento en el cual se pudo comprobar la
ubicacion preferencial de las protoninfas
entre las zonas blandas de los terguitos
abdominales. Mientras que en los adultos
el nimero mayor de acaros se encontro
también entre las coxas y otros escleritos
de la cabeza, aspecto que hace pensar en
el consumo de hemolinfa del insecto, de-
bido a que hacia la muerte mostraron des-
nutricion y una disminucion significativa
de la puesta de huevos. Sera necesario un
estudio del contenido estomacal de los
acaros, que permita determinar el produc-
to utilizado en su alimentacion.

Al parecer existe una correspondencia en-
tre los ciclos estacionales de ambos artro-
podos, debido a que en las condiciones
de estudio se pudo apreciar que con la
llegada del invierno la actividad de P.
triatomae disminuye, asi como la ovipo-
sicion y el ciclo de Meccus pallidipennis,
como se ha visto en otras especies de
triatominos (Schofield 1994),

Es probable que, como en otros casos de
ectoparasitismo, exista alguan efecto indi-
recto del acaro sobre la oviposicion, pues
las hembras infestadas mostraron rechazo
al alimento, lentitud y muerte; aunque en
todos los casos dejaron una pequena can-
tidad de huevos infertiles a diferencia del
testigo que mantuvo un ciclo biologico
normal. Este aspecto concuerda con las
observaciones de Martinez-lIbarra et al.
(2001) y Bautista et al. (2000). La desnu-
tricion que se observo en las hembras, es
posible que sea uno de los aspectos que
Jjustifican la oviposicion baja; aunque tam-
bién se han descrito efectos castrantes y
de fertilidad baja en Periplaneta america-
na por la accion parasitaria de acantho-
cephalos (Moore 2002).

En algunos paises centroamericanos se
detecto la presencia de varias especies de
Pteregosomidos como es el caso de
Pimeliaphilus zeledoni sobre Triatoma
dimidiata y Rhodnius prolixus (Newell y
Ryckman 1969). Sin embargo, el estudio
de estos acaros como enemigos naturales
de tan importantes vectores es escaso y
poco se puede comparar con los efectos
del parasitismo sobre los vectores.

Conclusiones

* El acaro Pimeliaphilus triatomae pudiera
ser utilizado en el control biologico de las
poblaciones de Meccus pallidipennis, al
mostrar un ectoparasitismo con efecto
positivo sobre el ciclo de vida de esta espe-
cie de triatomino.

« Las variables evaluadas: oviposicion,
viabilidad de los huevos en ejemplares in-
festados y mortalidad en los instares
ninfales, son elementos importantes en la
evaluacion de P triatormae como biocontrol
de triatominos y demuestran la potenciali-
dad de este acaro entomopatégeno en
reducir sensiblemente las poblaciones de
estos insectos, responsables de la trans-

mision de nuevos casos de la enfermedad
de Chagas.

= Los criterios de productores biologicos
con relacion a determinados requisitos
que deben cubrir las especies candidatas,
se cumplieron en el ensayo y demostraron
estabilidad y desarrollo durante el experi-
mento, aunque de este acaro debe estu-
diarse con mayor profundidad su ciclo de
vida y efecto sobre otras especies.
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A new species of myrmecophilous soft scale insect
from Colombia in the genus Akermes Cockerell

(Hemiptera: Coccoidea: Coccidae)
Una nueva especie de escama blanda mirmecéfila en Colombia del género Akermes
Cockerell (Hemiptera: Coccoidea: Coccidae)
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Summary. A new species of myrmecophilous soft scale in the genus Akermes Cockerell, collected in
Colombia, is described and illustrated. Information on distribution, host plants and morphological

variation is given. This is the first record of the genus Akermes in Colombia.

Key words: Coccid. Melastomataceae. Ocotea. Persea. Psidium.

Resumen. Una nueva especie de escama blanda mirmecofila del género Akerrnes Cockerell, colectada en
Colombia, es descrita e ilustrada. Se incluye informacion sobre su distribucién, hospederos y variacion

morfologica. Este es el primer registro del género Akermes en Colombia.
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Introduction

Thirteen species distributed in Africa, Aus-
tralia, Central America, India and South
America are currently assigned to the genus
Akermes (Ben-Dov et al. 2003). However,
only A. bruneri CKkll., A. riograndensis
Hempel, A. punctatus (CKll.), A. townsendi
(CKIL), A. cordiae Morrison, and A, xylosma
Granara de Willink are properly placed in
the genus, with the remaining seven
species either belonging to other phylo-
genetic groups or of an uncertain taxo-
nomic position (Kondo 2003). In this
study, we provide diagnostic characters of
the genus Akermes, and describe a new
species from Colombia.

The diagnostic characters of the genus
Akermes can be summarized as follows: (i)
body of adult female convex and globular,
often heavily sclerotized at maturity; (ii)
submarginal tubercles absent; (iii) preo-
percular pores present; (iv) sclerotic cres-
cent around anal plates present or absent;
(v) eyes absent; (vi) marginal setae present
or absent; (vii) ventral disc-pores variable,
with one or more central loculi; (viii) ven-
tral tubular ducts absent; (ix) anal plate
setae present, often numerous, restricted
to posterior end of plates; (x) antennae
and legs greatly reduced, with segments
mostly indistinct or fused; (xi) antennae 1-
5 segmented; (xii) spiracular setae 1-3 in
number, extending slightly to deeply onto
dorsal submargin (Kondo 2003).

The genus Akermes Cockerell, 1902 has
been revised by Hodgson (1994), Granara

de Willink (1999), and more recently by
Kondo (2003). Hodgson (1994) included
Akermes in the subfamily Myzolecaniinae
{Coccidae), a group of myrmecophilous
soft scales that share many morphological
features adapted for a symbiotic life with
ants. Based on a morphological study of
the first-instar nymphs, Williams and
Kondo (2002) noticed differences amongst
the genera of Myzolecaniinae. In another
study using a combination of adult female
and first-instar nymph characters, Kondo
and Williams (2002) indicated that the
subfamily Myzolecaniinae appears to be
composed of several unrelated lineages,
and included Akermes in the Toumeyella-

group,

The genus Akermes is strictly Neotropical
in distribution with species found from
México down to Argentina and Paraguay
in southern South America. This is the first
record of the genus Akermes in Colombia.
One hundred seventy four species of scale
insects (Hemiptera: Coccoidea) have been
reported from Colombia, out of which 35
fall into the family Coccidae (Kondo 2001).
With the addition of the new species herein
presented, the list of soft scales in Colom-
bia increases to 36 species.

Materials and Methods

The new species was collected in Cali, El
Topacio, Buga, and Tulta, in the Departa-
mento del Valle, Colombia in 1999 and
2000. Both male and female insects in all
developmental stages were collected and
slide mounted. However, only the adult

female and first-instar nymphs are descri-
bed. Specimens were slide mounted
according to the method discussed by
Kosztarab (1996), and were studied under
a Zeiss RA phase contrast compound
microscope. lllustrations follow the typical
style adopted for coccoids, with the dorsal
side drawn on the left side and the ventral
side drawn on the right side. Enlargements
of important features were placed around,
however, the enlargements are not in
direct proportion to each other, Type
specimens were designated from speci-
mens collected in Cali and El Topacio.
Specimens not included in the type series
are listed in the section of "Other material
studied”. Because some slides contain
more than one specimen, the studied ma-
terial is represented by the number of slides
followed by the total number of specimens
in parentheses, e.qg., 2(3) meaning 2 slides
and 3 specimens.

Abbreviations for the depositories are as
follows: Auburn University Coccoidea Col-
lection, Auburn University, Auburn, Ala-
bama, U.S.A. [AUCC]; Bohart Museum of
Entomology, Department of Entomology,
University of California, Davis, California,
U.S.A. [BME]: The Natural History Museum,
London, England [BMNH], Coleccion de
Insectos, Instituto de Ciencias Naturales,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota
D.C., Colombia [UNCB]; The National Mu-
seum of Natural History Coccoidea Collec-
tion, Beltsville, Maryland, U.S.A. [USNM]; and
the Museo de Entomologia, Universidad del
Valle, Cali, Colombia [UVCO].

| Autor para correspondencia: Department of Entomology, University of California Davis, 1 Shields Avenue, Davis, CA 956 16-8584, USA.

E-mail: thkondo{@ucdavis.edu

2 Department of Entomology and FPlant Pathology, Auburn University, 301 Funchess Hall, Auburn, AL 36849-5413, Alabama, USA. E-mail:

mlwillia@@acesag.auburn.edu



138

Revista Colombiana de Entomologia

Takumasa Kondo & Michael L. Williams

Akermes colombiensis sp.n., adult
female

Diagnosis. The adult female of this
species can be diagnosed by the following
combination of characters: (i) discoidal
pores abundant and often touching each
other on area anterior to anal plates, with
several scattered on mid-dorsum, fused
pores often present; (ii) sclerotic crescent
present around anal plates, crescent not
incorporating discoidal pores; (iii) anal
plates with 7-15 setae on dorsal surface;
(iv) marginal setae sharply spinose and/or
with apex gradually or abruptly tapering
to a point; (v) spiracular setae 3 in number,
found submarginally on dorsal surface; (vi)
legs and antennae greatly reduced, with
segmentation poorly defined; (vi) multi-
locular disc-pores (spiracular and perivulvar
pores) with 4 - 7 loculi, mostly 5-locular;
{vii) ventral tubular ducts absent.

Description. Adult female (Fig. 1)

Unmounted material. Fully grown insects
highly convex, shiny, derm rugose, strongly
sclerotized, particularly around anal plates.
Color highly variable, ranging from pale
weak yellow, ferruginous, ochre, orange-
to reddish-brown, often mottled with dark
brown. Young adult females normally
ochre, with a narrow dark line running
longitudinally across mid-dorsum, sclero-
tic crescent around anal plates reddish-
brown to dark in color. The insects were
found tended by arboreal ants, covered by
ant cartons, of exposed on tree trunk, twigs
and fruits of host.

Mounted material. Body outline oval to
elongate oval, 2,4-4,3 mm long, 2,0-3,8
mm wide (n = 41).

Dorsum. Derm membranous (magnifica-
tion of derm shown in figure 1A}, becoming
heavily sclerotized at maturity, occasionally
with granular dermal patches (Fig. 1G).
Dorsal setae (Fig. IF) length 8,5-15 pm,
slender, sharply spinose, often missing or
undetected. Submarginal tubercles ab-
sent. Discoidal pores (Fig. 1H) 6,4-15 ym
wide, convex, invaginated, abundant and
often touching, or almost touching on area
anterior to anal plates, several scattered
on mid-dorsum. Simple disc-pores (Fig.
1D) 2,7-3.6 pm wide, scattered evenly
throughout dorsum. Dorsal microducts
(Fig. 1E) appearing bilocular under high
magnification, width of duct rim 2,7-3,6
am. A narrow sclerotic crescent present
around anal plates, Anal plates (Fig. 11)
each triangular, 149-164 pm long, 81-96
pm wide, anterolateral margin 117-128 pm
long, posterolateral margin 102-115 pm
long, with 8-15 setae on dorsal surface and
with about 4 ventral subapical setae. Anal
ring (Fig. 1J) with 10 setae. Anal cleft
extending about 1/5 of body length. Eyes
absent.

Margin. Margins smooth. Marginal setae
(Fig. 1B) sharply spinose, with apex
gradually or abruptly tapering to a point,
10-25 pm long, with about 8-25 setae on

body margin between anterior and poste-
rior spiracular setae. Spiracular setae (Fig.
1C) conical, or bluntly spinose, often
bifurcate or trifurcate, much thicker than
marginal setae, present in a group of 3 on
dorsal submargin, all subequal in length,
or often median seta longest, each setae
12-45 pm long. Spiracular clefts shallow,
showing slight sclerotization.

Venter. Ventral setae (Fig. 1M) sharply
spinose, straight or slightly bent, 8,6-135
pm long, those anterior to vulvar region
on last abdominal segments longer, 21-
43 pm long. Antennae (Fig. 1F) short, 36-
76 um long, segmentation often not
discernible, about 2-5 segmented. Legs
(Fig. 1L) greatly reduced, about size of
spiracular peritreme, segments mostly
indistinct, total length 54-107 pum, without
tibio-tarsal sclerotization, tarsal and claw
digitules spiniform, claw without a den-
ticle. Spiracles relatively large; anterior
peritreme 75-90 um wide, posterior
peritreme 81-94 uym wide. Spiracular pores
(Fig. 10) with 3-7 loculi, mostly 5-locular,
each 5,3-6,2 pm wide, found in a band
from area around each spiracle towards
spiracular. setae on dorsal submargin.
Perivulvar pores (Fig. 1K) similar to
spiracular pores, predominantly 5-locular,
6,2-7,1 pm wide. Clypeolabral shield 189-
216 pm wide, Ventral microducts (Fig. 1N)
scattered evenly throughout venter, width
of duct rim 2,7-3,6 pm. Ventral tubular
ducts usually absent, rarely present in
some specimens (see section on mor-
phological variation).

Akermes colombiensis sp.n., first ins-
tar nymph (Fig. 2)

Diagnosis. The first-instar nymphs of
Akermes colombiensis sp.n. are charac-
terized by the following combination of
characters: (i) antennae 5-segmented; (ii)
spiracular pores 4-locular; (iii) ventral
submedian setae 3 pairs; (iv) claw with a
denticle; (v) spiracular setae 3 in number,
with median spiracular setae longest; (vi)
a pair of dorsal setae present on head
region; (vii) dorsal microducts appearing
bilocular under high magnification,
positioned submarginally and in 2 subme-
dian longitudinal rows, with a pair of
additional microducts between sub-
marginal and submedian rows on area of
mid-thoracic region; and (viii) a simple disc
pore present near each dorsal microduct.

Description. First-instar nymph

Unmounted material. First- and second-
instar nymphs elongate oval, light yellow
in color, with area of spiracular furrows
often of a whitish or lighter color, anal
plates usually darker than surrounding
derm, often of an orange color.

Mounted material. First-instar nymphs
elongate oval, 415-469 um long, 256-313
pm wide (n = 27).

Dorsum. Derm membranous, roughly
delineated by membranous folds. One pair
of dorsal setae on head region (Fig. 2B)

present, often broken off or undetectable.
A pair of trilocular pores (Fig. 2A) present
on head region. Simple disc pores (Fig.
2F) present, duct rim about 1.8 pm wide,
often hard to detect or indiscernible in
specimens over treated with potassium
hydroxide. Bilocular microducts (Fig. 2E)
3,6-4,4 pm wide. Anal plates each triangu-
lar, 60-64 pym long, 21-26 pm wide. Number
of setae on each plate 4, including long
apical setae. Anal ring (Fig. 2G) with 6
setae. Eyes present, located about same
level as antennal scape.

Margin. Marginal outline smooth. Margi-
nal setae (Fig. 2C) sharply spinose, with
straight or bent tips. 13-20 um long. Total
number of marginal setae 32. 8 anteriorly
between eyes, 2 between each eye and
anterior spiracular setae, 2 between ante-
rior and posterior spiracular setae, and 8
on posterior end of body (between poste-
rior spiracular setae and abdominal apex).
Spiracular setae (Fig. 2D) numbering 3,
bluntly or sharply spinose, median spiracu-
lar setae longest, 15-19 vm long, lateral
spiracular setae shorter, 4,5-6,4 pm long.

Venter. Derm membranous. Six inner and
7 outer submarginal setae (Fig. 2H) on
each side of abdominal margins, 1 on each
side between anterior and posterior
spiracle, and 1 ventral cephalic seta (Fig.
2L). Antennae 5-segmented, total length
119-139 pm. Interantennal setae 1 pair.
Legs well developed, trochanter + femur
68-77 um long, tibia + tarsus (claw not
included) 79-85 pm long. Microctenidia at
tibial apex present., Prothoracic tarsal
digitules dissimilar: 1 knobbed, 1 spini-
form; mesothoracic and metathoracic tarsal
digitules similar, knobbed. Claw (Fig. 2I)
with a denticle, claw digitules knobbed,
one thicker than other. Spiracular peritre-
mes 7,1-8,9 uym wide. Spiracular pores (Fig.
2J) with 4 loculi, numbering 3 on anterior
spiracular furrow, and 4 on posterior
spiracular furrow. Clypeolabral shield 66-
68 pym wide. Ventral microducts (Fig. 2K)
present, duct rim about 1,8 pm wide,
numbering 8 on each side of body, 6
between inner and outer submarginal
setae in the abdominal region, 1 between
anterior and posterior spiracle, and 1
present near base of antennal scape.

Morphological variation. Specimens from
guava (Psidium guajava) collected in Cali
are morphologically identical to the type
specimens collected in El Topacio on
Melastomataceae. Specimens from Buga
collected on avocado (Persea americana)
and aguacatillo (Ocotea sp.) also closely
match the morphology of the types, except
that a few specimens from these hosts have
1-2 ventral tubular ducts on the vulvar
region. (Ventral tubular ducts are always
absent in the other species of Akermes).
Scales collected on guava at the Juan Maria
Cespedes Botanical Garden in Tulaa, usually
have fewer and slightly smaller discoidal
pores, a highly irregular body outline, and
more pronounced granular dermal patches.
No differences were found between first-ins-
tar nymphs from any locality.



A new species of myrmecophilous soft scale insect from Colombia in the genus Akermes

139

0® %o
LR

M. Ventral microduct. M. Spiracular pores. O. Antenna.

Figure 1. Akermes colombiensis sp.n., adult female. A. Dorsal derm magnification. B. Marginal setae. C. Spiracular setae. D. Simple disc-
pore. E. Dorsal microduct. F. Dorsal setae. G. Discoidal pore. H. Anal plates. |. Perivulvar pore. J. Anal ring (right half). K. Leg. L. Ventral seta.
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Figure 2. Akermes colombiensis sp.n., first-instar nymph. A. Trilocular pore. B. Dorsal seta. C. Marginal seta. D. Spiracular seta. E. Dorsal
microduct. F. Simple disc pore. G. Anal ring (right half). H. Ventral submarginal seta. 1. Claw. J. Spiracular pore. K. Ventral microduct. L.
Ventral cephalic seta.
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Distribution. Neotropical region: Colom-
bia, Valle (Buga, Cali, El Topacio, Tulia).

Host plants. Lauraceae: Ocotea sp., Persea
americana Mill.; Melastomataceae: species
undetermined, with purple flowers and si-
milar to Tibouchina; Myrtaceae: Psidium
guajava L.

Associated ants. Dolichoderinae: Azte-
ca sp.; Formicinae: Myrmelachista sp.;
Myrmicinae: Crematogaster sp.

Type Material

Adult female, HOLOTYPE: COLOMBIA. Va-
lle. El Topacio. 13-dic-1999. Kondo, T.,
ex Melastomataceae, inside ant cartons of
Myrmelachista sp., AL-093-2000: 1(1)
[USNM]; PARATYPES: same data as holo-
type: 2(2) [AUCC], 1(1) [BME], 2(2) [UNCB],
2(2) [USNM]; COLOMBIA. Valle. El Topacio.
18-ago-1999. Kondo, T., ex Melastomata-
ceae, inside ant cartons of Myrmelachista
sp., AL-089-2000: 2(2) [AUCC], 2(2) [BME],
2(2) [UNCB], 2(2) [USNM], 4(5) [UVCO];
COLOMBIA. Valle. Cali. 18-Ago-1999,
HRondo, T., ex guava, inside cartons of Azte-
ca sp. ants, AL-094-2000: 3(3) AUCC, 3(3)
[BME], 5(5) BMNH, 1(2) [UNCB], 4(4)
[USNM], 1(1) [UVCO]. Males. AL-094-2000:
1(1) [AUCC], 1(1) [BME], 1(1) [UNCB], 3(3)
[USNM]; Immature stages. Same data as
holotype: 2(2) [AUCC], 1(1) [BME]. 2(4)
[UNCBJ, 4(5) [USNM], 1(1) [UVCO]; AL-089-
2000: 7(7) [USNM]; AL-094-2000: 2(2)
[AUCC], 2(2) [BME], 6(6) [BMNH], 2(2)
[UNCB], 5(13) [USNM], 2(2) [UVCO].

Other material studied

Adult female. COLOMBIA. Valle. Tulia. 18-
ago-1999. Kondo, T., ex guava, inside
cartons of Azteca sp. ants, AL-092-2000:
2(2) [AUCC], 2(2) [BME], 2(2) [UNCB], 6(6)
[USNM], 2(2) UVCO; COLOMBIA. Valle.
Buga. 12-dic-2000. Kondo, T., ex Ocotea
sp., inside ant cartons of Azteca sp., AL-
104-2000: 3(3) [USNM]; COLOMBIA. Va-
lle. Buga. 12-ene-2000. Kondo, T., ex
avocado, tended by Crematogaster sp., AL-
105-2000: 2(2) [AUCC], 2(2) [BME], 3(3)
[BMNH], 2(2) [UNCB], 5(5) [USNM], 2(2)
[UVCO]. Males. AL-105-2000: 2(2). Imma-
ture stages. AL-092-2000: 3(7) [AUCC],
3(6) [BME], 3(3) [UNCB], 9(14) [USNM],
3(3) [UVCO]; AL-104-2000: 3(3) [AUCC],
3(3) [BME], 4(4) [BMNH], 2(3) [UNCB], 4(4)
[USNM], 2(5) [UVCO]; AL-105-2000: 2(3)
[AUCC], 2(3) [BME], 1(2) [BMNH], 1(2)
[UNCB], 2(6) [USNM], 1(1) [UVCO].
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