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RESUMEN

TITULO: REACTIVACION DE CEPAS NATIVAS DE Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
COMO BIOCONTROLADORES DE Stenoma cecropia EN CULTIVOS DE PALMA DE ACEITE

AUTORA: VIVIANA DUENAS BOHORQUEZ™
PALABRAS CLAVES: Defoliador, parénquima, lepidptero
DESCRIPCION:

Stenoma cecropia ha sido registrada como plaga en cultivos de palma de aceite en Colombia,
siendo las zonas mas afectadas por este defoliador Tumaco, Puerto Wilches y el sur del Cesar.
Este lepidGptero en su etapa larval se alimenta del parénquima causando graves defoliaciones, a
su vez al roer el tejido facilita la entrada de hongos fitopatégenos como Pestalotiopsis sp (Manual
de plagas de palma de aceite en Colombia, Aldana et al., 2009). Este ensayo evaluara la
patogenicidad de dos cepas de hongos entomopatégenos Metarhizium anisopliae y Beauveria
bassiana sobre larvas de Stenoma cecropia en el cultivo Renovacion 2006 de la plantacion Palmas
del Cesar S.A la cual se encuentra ubicada en el corregimiento de Minas, municipio de San Martin,
Cesar.

Se utilizard una lectura de plagas tomando dos muestras por hectérea, es decir 134 muestras en
total, para determinar el nivel poblacional del insecto antes de realizarse la aplicacién de
biolégicos, los cuales se reproducira masivamente en sustrato arroz para efectuar liberaciones
aéreas sobre el cultivo; posteriormente se efectuara una verificacién de la eficacia del control,
mediante monitoreo de poblaciones 15 dias después de la liberacién de las cepas de interés; la
variable a evaluar sera el porcentaje de mortalidad de larvas y la esporulacion de los hongos sobre
los individuos muertos.

Utilizar como sustrato para la reproduccién de los hongos arroz es un método econdémico y
eficiente para propagar los hongos en campo; con los resultados obtenidos se evidencia la calidad
de las conidias producidas sobre este sustrato.

El desarrollo de formulaciones con hongos entomopatégenos constituye una alternativa diferente al
control quimico.

:*Trabajo de grado
Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: ALFONSO VILLALOBOS MORENO.
Entomélogo
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ABSTRACT

TITLE: NATIVE STRAINS REACTIVATION Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae
Biocontrol AS OF Stenoma cecropia IN OIL PALM CULTIVATION

AUTHOR: VIVIANA DUENAS BOHORQUEZ"™
KEYWORDS: defoliator, parenchyma, lepidopteran
DESCRIPTION:

Stenoma cecropia has been recorded as a pest in oil palm cultivation in Colombia, being the most
affected by the defoliant Tumaco, Puerto Wilches and south of Cesar. This lepidopteran in their
larval stage feeds on the parenchyma causing severe defoliation turn to crack the tissue facilitates
the entry of fungal pathogens as Pestalotiopsis sp (Manual pest of oil palm in Colombia, Aldana et
al.,, 2009). This trial will evaluate the pathogenicity of two strains of entomopathogenic fungi
Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana on larvae of the cecropia Stenoma 2006 crop
planting Renewal Palmas del Cesar SA which is located in the village of Minas, municipality of San
Martin, Cesar.

Reading is used pest taking two samples per hectare, or 134 total samples, to determine the level
of the insect population before undergoing biological application, which is played massively rice
substrate to effect air releases the cultivation; subsequently for verification of the effectiveness of
the control, monitoring populations by 15 days after the release of the strains of interest, the
variable to be evaluated is the percentage mortality of larvae and sporulation of fungi on dead
individuals.

Used as a substrate for the reproduction of fungi rice is economical and efficient method for
propagating field fungi, the results obtained evidenced quality of conidia produced on this substrate.

The development of formulations with entomopathogenic fungi constitute an alternative to chemical
control.

:*Work degree
Faculty of Sciences. School of Chemistry. Directed by ALFONSO MORENO VILLALOBOS.
entomologist
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INTRODUCCION

El uso de agentes de control biologico representa una alternativa importante y
compatible como estrategia de manejo de plagas. En los cultivos de palma de
aceite (Elaeis guinensis Jacquin) se ha llevado a cabo en muchas plantaciones
que tienen como finalidad reducir el control quimico y adoptar practicas
ambientales mas efectivas (Calvache, 1993). Un ejemplo de manejo integrado de
plagas es el control biolégico con hongos entomopatdgenos, insectos
depredadores, entre otros (Aldana et al., 2005).El uso de hongos
entomopatdégenos se ha convertido en diversas plantaciones de palma de aceite

del pais en un método alternativo y efectivo.

Los numerosos aislamientos de diversas cepas de hongos que afectan a insectos
de cultivo de palma de aceite ofrecen amplias posibilidades de uso en la
regulacion de sus poblaciones. En este sentido es importante desarrollar ensayos
que permitan su seleccién e incorporaciébn en manejos integrados de plagas
(Calvache, 1993).

Una de las plagas de mayor importancia econémica en el cultivo de palma de
aceite es el defoliador Stenoma cecropia (Lepidoptera: Stenomidae), las larvas
prefieren la parte apical de las hojas y pueden atacar todos los niveles de la
palma. Cada larva puede consumir entre 32 y 60 cm? de follaje. Puede causar
grandes defoliaciones y facilita la entrada de hongos foliares como Pestalotiopsis
(Genty et al., 1978).

El manejo de poblaciones de S. cecropia, se realiza de acuerdo al estado de
desarrollo, generalmente se utilizan insecticidas inhibidores de sintesis de quitina

los cuales pueden actuar por ingestion o contacto.
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Una alternativa para la regulacion de las poblaciones de S.cecropia en su estado
larval es la aplicacion de hongos entomopatégenos del género Beauveria y
Metarhizium. El efecto de estos hongos sobre estados inmaduros se ha evaluado
en diferentes 6rdenes de insectos y en diversos cultivos (Rodriguez et al., 2004).
Las diferencias entre mortalidad causada por aislamientos del mismo género, e
inclusive de la misma especie de hongos, aplicados en dosis similares y bajo las
mismas condiciones, es el resultado de factores como la capacidad de adherencia
y penetracién del hongo a la cuticula del insecto, la produccion de toxinas que
degraden la cuticula del insecto y la capacidad de respuesta inmune del insecto
(Tanada y Kaya, 1993; Butt y Goettel, 2009).

La eficiencia en la implementacion del control con hongos entomopatégenos en
los sistemas productivos requiere de la utilizacion de aislamientos altamente
patogénicos, los cuales deben ser identificados mediante la realizacion de pruebas
de laboratorio. En esta investigacion se evalla la patogenicidad de aislamientos
del genero Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, sobre larvas de Stenoma

cecropia en condiciones naturales del cultivo de palma.
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1. JUSTIFICACION

Actualmente el cultivo de palma de aceite ocupa el tercer lugar de area sembrada
en el pais y el primer lugar en América latina y el cuarto a nivel mundial; los
cultivos se encuentran ubicados en los departamentos de Caqueta, Casanare,
Cundinamarca, Meta, Magdalena, Cesar, Santander, Norte de Santander y Narifio,

cubriendo un area sembrada de 243.037 hectareas (Fedepalma, 2007).

En Colombia la palma de aceite (Elaeis guineensis) representa una alternativa
agricola de gran perspectiva econdémica, sin embargo por ser un monocultivo,
presenta mayor susceptibilidad al ataque de plagas y enfermedades, lo que
conlleva a la aplicacion de diversos productos quimicos para su control, estos
ocasionan graves dafios a la biodiversidad por ser en su mayoria de amplio
espectro, contribuyendo en la disminucién de las poblaciones microbianas

benéficas.

Por esta razén surge un gran interés en otro tipo de soluciones que conlleven a
una agricultura mas limpia, en las cuales se plantean estrategias mas amigables
con el medio ambiente, creando sistemas de manejos integrados de plagas y
enfermedades, donde el uso de controles biol6gicos como la aplicacion de hongos
entomopatdgenos, ofrecen una solucion viable en el manejo de diversos cultivos
(Faria y Wraight, 2001).

De acuerdo a lo anteriormente mencionado y como una forma de contribuir con la
preservacion del medio ambiente, la empresa Palmas del Cesar S.A cuenta con
un laboratorio de microbiologia donde se conservan y reproducen cepas de
hongos entomopatogenos de los géneros Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae, microorganismos capaces de atacar gran cantidad de insectos plagas.
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Para lograr una mayor eficiencia de los hongos entomopatdgenos, se plantea el
aislamiento de cepas en campo, con el fin de obtener microorganismos con mayor
capacidad virulenta, para poder combatir con efectividad la mayor cantidad de
plagas presentes en los cultivos de palma de aceite y afianzar los sistemas de

produccién de biol6gicos como alternativas de manejo integrado de plagas.

17



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Reactivar las cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae para
utilizarlas como controladores biolégicos de lepidopteros de la especie Stenoma
cecropia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar ensayos en laboratorio con las cepas antes y después de ser
reactivadas para determinar la concentracion de esporas, viabilidad y

porcentaje de germinacion que tiene cada una.

e Probar la eficiencia en campo de las cepas después de la reactivacion para

el control de Stenoma cecropia.
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3. MARCO TEORICO

3.1 DEFOLIADOR Stenoma cecropia Meyrick

S. cecropia se encuentra clasificado taxonémicamente en el Orden Lepidoptera,
Familia Stenomidae, conocido comiunmente como Gusano cuernito menor; ha
sido registrado como plaga de palma de aceite en Colombia, Ecuador, Honduras,
Panama, Peru y Venezuela (Genty et al., 1978) y es plaga grave en Costa Rica.
En Colombia muestra mayor importancia en la zona de Tumaco, Puerto Wilches y
sur del Cesar. Es una plaga polifaga ataca Coffea arabiga (Café), Psidium guajaba
(guayaba), Theobroma cacao (cacao), citricos y arboles forestales (Zenner de
Polania y Posada, 1992).

3.1.1 Descripcién general

Los machos miden entre 23 y 25 mm de envergadura alar, mientras las hembras
pueden medir entre 26 y 30 mm. Sobre el térax tienen un penacho de escamas de
color negro muy caracteristico de su especie. Las alas anteriores son de color
marrén y presentan una linea diagonal sobre cada ala, las cuales, cuando la
mariposa esta en reposo, forma una “V”. Las alas posteriores son de color
rodado.Los huevos son de forma ovalada, ligeramente aplanado, con un diametro
cerca de 1,0 mm. El corién es transparente y tiene bandas longitudinales y a
medida que avanza el desarrollo se torna oscuro (Genty et al., 1978; Polania y
Posada, 1992).

Las larvas pueden alcanzar de 18 a 25 mm de longitud; se desarrolla dentro de
una capsula a manera de cuerno, construida con sus propios excrementos y pasa
por ocho a diez instares larvales (Moreno, 1997; Genty et al., 1978). Son de color

amarillo con bandas longitudinales color vinotinto.
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Las pupas se encuentran dentro del cuernito, la crisalida es desnuda, de tipo
exarata y coloraciéon amarilla o marrén-rojo brillante, segun la madurez. Presenta
movilidad parcial del abdomen, con ganchos en los uritos 5,6,7,9, que se fija
dentro de la capsula protectora, donde se desarrolla cerca del orificio y transcurren

de 18 a 22 dias, la pupa llega a medir de 60 a 80 mm .
3.1.2 Ciclo de vida
La duracion del ciclo de vida en dias de S. cecropia es de aproximadamente 52 a

60 dias, en la tabla 1 se especifica la duracion en cada etapa del ciclo:

Tabla 1. Duracion de ciclo de vida en dias de S. cecropia (Chinchilla, 2005)

ESTADO DIAS
Huevo 3ab
Larva 36 a 40
Pupa 13a 15

Adultos 5al0
Total 52 a 60

3.1.3 Biologia y habitos

El huevo eclosiona a los cuatro o cinco dias, y las larvas se trasladan al envés de
los foliolos; raspan la epidermis foliar y con sus excreciones inician la
construccion de una capsula en forma de cuerno, la cual va ampliando con mas
excreciones en la medida que crece. Esta cdpsula le sirve de proteccién durante el
ciclo de larva y pupa (Genty et al., 1978).

La larva durante los primeros dias extiende una red de seda hacia el exterior
desde el orificio de salida, a una distancia igual o superior a la longitud del
cuernito, una vez cerca del limite de la red la larva sale y delimita una nueva zona
de consumo en la superficie. La larva posee sobre el cuerpo tres pares de macro

cerdas tactiles muy desarrolladas, que permanentemente estan en contacto con la
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red de seda, de modo que al percibir la menor vibracion la larva regresa
rapidamente al estuche. La parte interna de la capsula se encuentra revestida de
una capa de seda de la cual se fija con sus ganchos abdominales (Moreno, 1997).
La primera infestacion de la plaga se localiza en las hojas de los niveles 25 y 33,
pero en la medida que avanzan nuevas generaciones de la plaga, las larvas se
van localizando en hojas jévenes de los niveles 17 y 9 respectivamente. La larva
empupa dentro del mismo cuerno o capsula, el cual queda adherido al follaje ain

después de la emergencia del adulto.

3.1.4 Enemigos naturales
Se registrdé Trichogramma pretiosum Riley, parasitando huevos de S. cecropia en

forma natural (Grijalva, 2000).

En estado larval se le conocen dos parasitoides muy importantes: Elasmus sp.
(Hymenoptera: Eulophidae) y Rhysipolis sp. (Hymenoptera: Braconidae), este
altimo ataca larvas del segundo al quinto instar; durante la época seca puede
contribuir con el 35% de la mortalidad natural. Las larvas parasitadas por
Rhysipolis se detectan al observar un taponamiento en la boca de la capsula
protectora (Cenipalma, 1998). Las larvas también son atacadas por un virus de la
poliedrosis nuclear. En el estado de pupa se han detectado los parasitoides

Brachymeria sp. (Hymenoptera: Chalcididae).

3.1.5 Control bioldgico

Se realizan aplicaciones para el control de S. cecropia utilizando algunos hongos
entomopatdgenos, entre ellos se destacas aislamientos de Beauveria bassiana los
cuales en épocas de alta humedad produce hasta un 70% de control y cepas de
Metarhizum anisopliae hasta un 60%. Por otra parte las controles con Bacillus

thuringiensis pueden ejercer resultados similares.
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3.2 GENERALIDADES DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

El termino entomopatdgenos se ha definido por varios autores de distintas
maneras, algunos lo definen como aquellos microorganismos (bacterias, hongos,
nematodos, virus) que son capaces de atacar insectos (Devotto et al., 2000), o
como los que reducen las poblaciones de plagas a niveles que no causan dafio
econdmico en los cultivos (Tanzini et al., 2000).También los han definido como
parasitos obligados o facultativos de insectos, con una alta capacidad de
esporulacion, sobrevivencia y sus mayores ventajas estdn en la adaptacion,
especificidad y capacidad de penetracion directa a través del integumento
(Allendes, 2007).

En el grupo de los microorganismos entomopatdgenos sobresalen los hongos, los
cuales por su facilidad de de multiplicacion son los més utilizados en el control de
plagas, en la actualidad se conocen aproximadamente 100 géneros y 700
especies de hongos entomopatdégenos. A nivel mundial las dos especies mas
frecuentes y estudiadas son Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, debido
a su eficiencia y facilidad de multiplicacion (Allendes, 2007). Estos hongos tienen
alta efectividad, ya que infectan mas de 100 especies diferentes de insectos en
varios oOrdenes (Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Homoptera) y lo mas
importante no contaminan el medio ambiente, no destruyen insectos benéficos, no
son téxicos para humanos, no desarrollan resistencia y no dejan residuos en los
alimentos; por esta razén representan una alternativa de gran interés econémico

en el manejo integrado de plagas que afectan los cultivos.

Las caracteristicas representativas de este tipo de hongos provienen de su
capacidad de generar enzimas hidroliticas, compuestos antimicrobianos y toxinas
los cuales le confieren su capacidad patogénica, en el caso de M. anisopliae ha
sido estudiado filogenéticamente y se han identificado genes que codifican una

serie de sustancias, las cuales le confieren adaptaciones ambientales especificas,
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como por ejemplo nutrientes de barrido y penetracion en el integumento del
insecto huésped, a su vez se ha identificado que el ADNc en cepas de M.
anisopliae puede proporcionar informacion sobre los procesos fisiologicos que
ocurren en las interacciones insecto-hongo (Wang et al., 2009).

B. bassiana y M. anisopliae forman parte de la clase Hiphomycetes, se
caracterizan porque forman micelio que originan esporas asexuales denominadas
conidias a partir de las células conididgenas especializadas, formadas en hifas
simples o ramificadas denominadas conidiéforos o0 en agrupamiento de
conidioforos llamados sinema , aunque algunas especies pueden producir esporas

de reposo llamadas clamidosporas (Inglis et al., 2001).

A pesar de la diversidad taxonémica de los hongos entomopatégenos, hay
muchas similitudes en su biologia y ecologia. En general el ciclo de vida de los
hongos entomopatégenos comienza con la germinacion de la espora y
penetracion del hospedante a través de la cuticula, seguido de una répida
proliferacion de las células fungicas en el interior del insecto causando la muerte,
la cual puede ir seguida de la produccion de esporas infectivas para repetir
inmediatamente el ciclo, la produccion de esporas no maviles, o de estructuras de
resistencia que requieren de un periodo de inactividad. Asi de un modo general,
los hongos entomopatdégenos presentan varias fases en el desarrollo de una
micosis. La adhesién es el primer paso para la infeccion y consiste en la unién del
propagalo fungico a la cuticula del hospedero .Dicha unién implica mecanismos de
adhesion controlados por las propiedades hidrofobicas de la pared celular de la
conidia (Boucias et al., 1988) la cual contiene proteinas ricas en cisteina llamadas
hidrofobinas (Inglis et al., 2001).

Otro factor importante es la formacién de toxinas las cuales son producidas por
una gran mayoria de especies de hongos entomopatdégenos. Estas sustancias

pueden, en muchos casos, originar la muerte del insecto debido a sus propiedades
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biocidas; ademas actian como inhibidores de las reacciones de defensa del
hospedero por alteraciones en los hemocitos y retraso en la agregacion de las
células de la hemolinfa (Vey y Gotz, 1986). Las toxinas que producen los hongos
entomopatdégenos pueden ser macromoléculas proteicas o moléculas de tamafo

medio a pequefio con bajo peso molecular (Roberts, 1981; Vey et al., 2001).

Entre las toxinas producidas por hongos entomopatdogenos destacan las
destruxinas producidas por M. anisopliae como las mas estudiadas.
Posteriormente ocurre la muerte del insecto la cual se produce por una serie de
factores incluyendo agotamiento de nutrientes, obstruccion fisica o invasion de
organos Yy liberacion de toxinas, aunque el insecto muere, el hongo sigue su
crecimiento saprofiticamente e invade los tejidos y los Organos internos, el
cadaver ya colonizado se convierte en una momia, resistente a la descomposicion
bacteriana, aparentemente debido a la accidbn de metabolitos producidos por el
hongo, como por ejemplo oosporeina producida por B. bassiana (Inglis et al.,
2001) es asi como se logra la diseminacién de las esporas por accion de factores
ambientales u otros organismos. Esta etapa reproductiva ocurre 24 a 48 horas
después de que la espora atraviesa el integumento, pero depende de la humedad
relativa. Las hifas forman conidiéforos que dan origen a esporas asexuales
(conidias) que son unidades infectivas con funcion de dispersién. Los factores
ambientales controlan la formacién de conidias, su supervivencia y su
germinaciéon, por lo que son criticos para el desarrollo de las epizootias
(Carruthers y Soper, 1987).

3.2.1 Clasificacion de los hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos se encuentran clasificados taxonémicamente en el
phylum Ascomycota, subphylum Pezizomycotina, clase Sordariomycetes, subclase
Hipocreomycetidae (Rehner y Buckley, 2005). Pertenecen al orden Hypocreales

de la familia Clavicipitaceae (Hawksworth et al., 1983) donde ejercen un papel
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importante en la reduccién natural de poblaciones de insectos y acaros fitofagos
en la agricultura, silvicultura y otros agrosistemas (Humber, 1989).

Entre los géneros mas importantes se destacan Beauveria, Metarhizium,
Entomophthora, Aschersonia, Fusarium, Hirsutella, Paecilomyces y Lecanicillium
(Monzén, 2001).

3.2.2 Uso de hongos entomopatdgenos en cultivos de palma de aceite
Los hongos capaces de causar enfermedades en insectos plaga son abundantes
en Colombia y son considerados importantes reguladores de poblaciones de

plagas en forma natural (Rodriguez, 1992).

En el pais como resultado de diferentes investigaciones realizadas en insectos
plaga de la palma de aceite se han encontrado diversas especies de hongos como
B. bassiana que afecta larvas de S. cecropia Meyrick (Lepidoptera: Stenomidae),
Loxotoma elegans Zeller (Lepidoptera: Stenomidae), Opsiphanes cassina Felder
(Lepidoptera: Brassolidae), Brassolis sophorae L. (Lepidoptera: Brassolidae),
Anteotricha sp. (Lepidoptera: Stenomidae). B. brongniartii en larvas de L. elegans;
M. anisopliae Sorokin en larvas de Sagalassa valida Walker (Lepidoptera:
Glyphipterigidae), O. cassina, S. Cecropia, larvas de Strategus aloeus L.
(Coleoptera: Scarabaeidae); Paecilomyces lilacinus en adultos de Leptopharsa
gibbicarina Froeschner (Hemiptera: Tingidae) Nomouraea rileyi a larvas de O.
cassina; Hirsutella thompsoni Fisher en adultos y estados inmaduros de Retracrus
elaeis (Acari: Tetranychidae) y Cordyceps sp., en larvas de S. aloeus (Calvache,
2009).

3.2.3 B. bassiana (Balsamo) Vuillemin

Es un hongo filamentoso de la clase Hyphomycete, divisibn Deuteromicetes

(hongo imperfecto o asexual). Al igual que los demas hongos entomopatégenos,
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es un organismo eucariético heterétrofo que posee células quitinizadas y parasita

insectos, gracias a sus mecanismos fisicos y quimicos de infeccion.

Fue descrita por primera vez por Jean Beauverie en 1911 con el nombre de
Botrytis bassiana. Un afio mas tarde, Vuillemin la clasific6 en su clase actual.
Ensayos enzimaticos posteriores determinaron el género Beauveria sp, Yy
diferenciaron seis especies: B. alba, B. amorpha, B. bassiana, B. brongniartii, B.
velata, B. vermiconia y B. caledonica. Ademas se reporta en la literatura la
existencia de otras especies, como B. densa, B. stephanoderis, B. vermiconia y B.
sulfurescens (Viaud et al., 1998; Kouassi, 2001).

Morfolégicamente, esta conformada por hifas septadas de 2,5 a 25 uym de
diametro, de donde se forman conidiéforos simples raramente agrupados, con
apariencia de jarrébn (mas ancho en el centro que en los extremos), los cuales
sostienen los conidios, originados de forma simpodial o acropeta, dando una
apariencia en zigzag al raquis (Barron, 2001; Carrillo, 2005; Kouassi, 2001) asi

como se observa en la figura 3.

Las esporas son esféricas y levemente ovaladas en medios aerobios, pero mas
ovaladas en medios anaerobios, llamadas blastésporas (Kouassi, 2001). Sin
embargo, indiferentemente de su morfologia, presentan igual capacidad de
infeccion. Tanto las esporas como las hifas, no son pigmentadas (hialinas), por lo
que su apariencia es blancuzca a simple vista (Barron, 2001).
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Figura 1. Estructuras morfolégicas principales del hongo Beauveria bassiana. A.
Esporas esféricas levemente ovaladas. B. Hifas septadas. C. Conidiéforo simple.
D. Proliferacion simpodial del conidioforo. E. Esquema del proceso de maduracion
de conidioforo a partir de un conidio (inferior) y vista de un conidiéforo completo
(superior izquierda). Figuras A-D modificadas de: Castillo, 2005. Figura E
modificada de: Solter, 2004.

E

En cuanto a su reproduccién, se sabe que los hongos que pertenecen a esta clase
no les han sido posible determinar la fase sexual, limitandose Unicamente al
estado vegetativo. Sin embargo, (Viaud et al., 1998) reportan que existe
recombinacién parasexual en el género Beauveria sp, asi como en otros como
Aspergillus sp y en las clases Ascomicete, Basidiomicete y Deuteromicete. Este
tipo de proceso genético, consiste en primera instancia, en la formacién de un
heterocarion (una célula con dos o mas nucleos genéticamente diferentes), donde
se produce la fusion de dos nucleos haploides diferentes para formar un nucleo

diploide heterocigoto. Luego se produce una recombinacion mitética, reduciendo la
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informacion genética por nucleo al nivel original del haploide. Este tipo de proceso
genera grandes variaciones genéticas, debido a cruces intercromosémicos, pero
se ve limitado muchas veces por incompatibilidad vegetativa (Jenkins, 1990; Viaud
et al., 1998).

3.2.4 M. anisopliae (Metchnikoff) Sorokin

El género Metarhizium presenta conidias alargadas de color verde, producidas en
forma aglomerada a partir de fidlides; las conidias son ramificadas en forma
simple, en pares o verticilos, estan en forma alineada formando una capa
espordgena. La pared celular de este hongo ofrece propiedades lipofilicas puesto
gue su capa bilipidica esta compuesta especialmente por acidos grasos poli

insaturados que contienen de 16 a 18 carbonos (Griffin, 1981).

M. anisopliae es el agente causal de la Muscardina verde. Esta especie sufre con
frecuencia de heterocariosis, dando como resultado muchas diferencias en cuanto
a virulencia de las variedades. Produciendo quitinasa, lipasa y proteasa para la
penetracion de la cuticula y via bucal, de tal forma que los insectos mueren debido

a la pérdida de nutrientes y por la accion de las toxinas (Kuno et al., 1982).

Este hongo tiene generalmente las conidias unidas formando una estructura
llamada sinemata, probablemente se genera por la necesidad ecoldgica para
expandirse sobre el hospedero, ya que no es muy frecuente su presencia cuando
el hongo se cultiva en medios artificilaes (Griffin, 1981).

En Colombia el hongo M. anisopliae ha sido registrado parasitando 24 especie de
insectos pertenecientes a 12 familias de los ordenes Coleoptera, Homoptera,
Lepidoptera y Hemiptera (Herndndez y Rodriguez, 1992). En cultivo de palma M.
anisopliae ha sido aislado de larvas de S. valida en palmas de Tumaco, ademas
se ha encontrado afectando larvas de O. cassina en el municipio de Puerto
Wilches (Calvache, 2002).
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3.2.5 Proceso infectivo de los hongos entomopatégenos
B. bassiana como M. anisopliae presenta la habilidad de vivir de manera
parasitica y saprofitica lo que les permite sobrevivir en presencia o ausencia de

insectos huésped, respectivamente.

Cuando se encuentran en suelo con materia organica, su morfologia micelial
genera redes de filamentos originados a partir de conidios; sin embargo, en
presencia de un insecto huésped, el conidio germina y una vez dentro del insecto,
forman redes de hifas, las cuales colonizan y pasan nuevamente a una forma

similar a la de levadura (blastéspora) (Wong, 2003).

El ataque de este hongo sobre el insecto huésped, se realiza en diferentes etapas
divididas en: Adherencia, germinacion, diferenciacion y penetracion (Kouassi,
2001).

El primer paso se produce cuando el conidio se adhiere a la cuticula. Para ello es
necesario el reconocimiento y compatibilidad (por ejemplo de enzimas vy
glicoproteinas) entre el conidio y las células del tegumento del insecto, influida por
dos acciones, una pasiva en la cual se ejercen fuerzas electroestaticas e
hidrofébicas, y otra activa, en la cual se secretan mucilagos, que interactian
guimicamente con las lecitinas de la membrana y generan un ambiente favorable
para la secrecion de enzimas (Kouassi, 2001; Wong, 2003; Duperchy, 2003). Una
vez que se haya adherido, inicia la germinacién, que es dependiente de las
condiciones que le pueda brindar el insecto y el ambiente (Kouassi, 2001;
Duperchy, 2003).

La diferenciacion del hongo, inicia con la formacion de un tubo germinativo, similar
a un apresorio, el cual ayuda a la penetracion de la cuticula por actividad
enzimatica extracelular (quitinasas, lipasas, esterasas, y proteasas) y presion
mecanica (Kouassi, 2001; Wong, 2003; Duperchy, 2003).
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Este mismo facilita la invasion de la epidermis e hipodermis. Finalmente, se
produce la invasion y proliferacion de las hifas en el tracto digestivo. Este paso
ocurre luego de la muerte del insecto, ocasionado por dafio mecanico,
desnutricion y toxicidad, y es cuando las hifas secretan un antibiético (oosporina)
que ataca las bacterias del intestino (Wong, 2003). Suprimidas las barreras
inmunes del insecto, el hongo invade el tracto digestivo, se alimenta de su interior

y lo momifica.

3.2.6 Produccion de micotoxinas

En el proceso de multiplicacion de los hongos, en el hemocele del insecto se
producen toxinas, que pueden causar la muerte del insecto debido a sus
propiedades insecticidas y ademas actian como inhibidores de las reacciones de
defensa del hospedante por alteraciones en los hemocitos y retardo en la
agregacion de las ceélulas de la hemolinfa (Lopez, 1994). Entre las principales
toxinas producidas por los hongos entomopatégenos se destacan la beauvericina,
beauverolides, bassianolides, isarolides, acido oxalico, destruxinas a, b, cy d y

Cytochalasinas.

3.2.7 Factores que afectan la viabilidad de las conidias

La humedad y la temperatura son requeridas generalmente para la esporulacion
rapida y posterior germinacién de las conidias. La infeccion del insecto puede ser
independiente de la humedad ambiental siempre y cuando el insecto disponga en
su superficie de suficiente humedad; esto conduciria a la suposicién de que el
fendbmeno fisico de la capa limite del integumento del insecto, facilita la

germinacion de las conidias (Ferron, 1978).

El rango de temperatura Optima para el crecimiento y esporulacion de los hongos
Entomopatégenos se encuentra entre los 25y 30 °C y la humedad relativa 6ptima
es del 94%; sin embargo el hongo es capaz de sobrevivir a una humedad relativa
del 45% (Avila y Umafia 1988).
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Las conidias se ven principalmente afectadas por longitudes de onda inferior a 320
nandémetros; esta radiacion puede causar retardo en la germinacion o muerte del
conidio debido a la induccion de cambios en la divisidbn celular, actividad

enzimatica, permeabilidad de la membrana, transporte idnico y metabolismo de los

fosfatos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 ZONA DE ESTUDIO

4.1.1 Ubicacion del &rea de ensayo

El presente ensayo se realizé bajo condiciones de laboratorio y campo en lotes de
palma de aceite Elaeis guinensis con edad de siete afios (Renovacién 2006), en
la empresa Palmas del Cesar S.A, ubicada en el corregimiento de Minas,
municipio de San Martin (Cesar); la reactivacion de cepas de hongos
entomopatdégenos B. bassiana y M. anisopliae se realiz6 en el Laboratorio de

Sanidad Vegetal en los meses de enero y febrero del afio 2013.

4.2 PATOGENICIDAD DE DOS AISLAMIENTOS DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS SOBRE LARVAS DE S. cecropia

4.2.1 Seleccion de cepas

El laboratorio de Sanidad Vegetal de la empresa Palmas del Cesar S.A cuenta con
cepas colectadas en campo de B. bassiana y M. anisopliae, hongos que fueron
encontrados afectando larvas de S. cecropia; estos aislamientos se utilizaron

como cepas madre.

4.2.2 Produccion de conidias

Los aislamientos se sembraron en un medio comercial de cultivo papa dextrosa
(PDA), se utilizaron 39 g de medio aforados en 1.000 ml de agua destilada estéril,
el medio de cultivo se esterilizé en autoclave a 120 libras de presién durante 15
min. Posteriormente se vertio en cajas de petri de 52 mm de diametro y se dejo
solidificar. La siembra de cada aislamiento se hizo raspando las conidias con un

asa redonda metalica dejandolas caer sobre el medio. Las cajas fueron selladas
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con plastico vinipel y se incubaron a 25°C, durante 15 dias, tiempo que tardan los
hongos en esporular en la figura 2 y 3 se observa el crecimiento de los hongos

sobre el medio de cultivo.

Figura 2. Produccion de conidias del aislamiento de B. bassiana seleccionado para

el control de S.cecropia. Foto: Viviana Duefas, 2013.

\ Sl

Figura 3. Produccion de conidias del aislamiento de M. anisopliae seleccionado

para el control de S.cecropia. Foto: V. Duefias, 2013.




4.2.3 Preparacion de los aislamientos por dilucion seriada

Se realiz6 un raspado de la superficie del micelio, obteniendo una extraccion
maxima de conidias. Se colocaron las conidias en un erlenmeyer con 50 ml de
agua destilada estéril y tween 80 al 0,1%, esta suspension se agitd6 por 20
minutos. La mezcla resultante fue una suspension concentrada de inoculo, la cual
fue considerada como solucion madre, con esta solucion se prepararon diluciones
en serie de 10, 102 hasta 10° con el fin de realizar el conteo de conidias

presentes en la suspension.

El conteo de conidias se realizé con la cAmara de Neubauer. Los recuentos fueron
observados al microscopio con el objetivo 40x y se contaron cinco cuadrantes de
la cuadricula central, los ubicados en los extremos y el del medio, estos conteos

se realizaron en la dilucion 1073,

4.2.4 Inoculacién de Stenoma cecropia con las cepas a reactivar

Para la inoculacion de los aislamientos seleccionados, se desinfectaron 60 larvas
de S.cecropia en una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto,
posteriormente se realizaron tres lavados con agua destilada estéril y se colocaron
sobre recipientes de vidrio, la suspensién 10 fue inoculada directamente sobre el
integumento del insecto en un volumen de 1 pl. Los insectos infectados fueron
alimentados con foliolos de palma previamente desinfectados con una solucion de
hipoclorito al 0.5 %, se evaluaron las dos cepas de B. bassiana, M. anisopliae y un
testigo con agua destilada. Las evaluaciones se realizaron a partir del primer dia,
los datos de mortalidad se tomaron a partir del dia de inoculacion por intervalos de

tiempo de 24 horas durante 10 dias después de la infeccion.

4.2.5 Montaje en cAmara humeda de larvas de S. cecropia infectadas
Los insectos que presentaron esporulacion, fueron remojados en hipoclorito de

sodio al 0,5% durante 5 minutos, posteriormente se enjuagaron tres veces y se
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secaron sobre papel filtro estéril, después fueron colocados en una caja de petri
pequefia, la cual fue introducida en una caja de petri grande rodeada por algodon
estéril humedecido y se incubaron a temperatura ambiente durante 8 dias como se

observa en la figura 3.

Figura 4. Montaje en camara humeda de larvas S.cecropia infectadas con B.

bassiana. Foto: V. Duefias, 2013.

4.3 PRODUCCION DE HONGOS B. bassiana y M. anisopliae SOBRE
SUSTRATO A BASE DE ARROZ

Se bioaumentaron en medios liquidos que contenian 50 g de papa, 100 gramos de
azucar y 1g de sal por cada litro de agua destilada estéril. Se retird la cadscara de
la papa, se cortd en pequefios trozos y abland6 calentando a 90 °C en una
plancha de calentamiento. Se homogeniz6 la muestra en una licuadora. EI medio
liquido se vertio en un erlenmeyer y fue esterilizado a 120 °C y 15 libras de presion
durante 15 minutos. Sobre el medio se dispersaron las conidias obtenidas del
raspado de las cajas que contenian los hongos, esta muestra se agitd en un
agitador magnético durante 45 minutos y posteriormente fue inoculado sobre
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arroz; el proceso llevado a cabo sobre el sustrato utilizado es descrito en el
diagrama 1.

Figura 5. Diagrama. Proceso de produccion y control de calidad de hongos
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4.4 EVALUACION DE CEPAS PRODUCIDAS EN ARROZ PARA EL CONTROL
DE S. cecropia EN CONDICIONES DE CAMPO

4.4.1 Evaluacion de viabilidad y pureza del hongo

Se realizé para determinar el porcentaje total de conidios que se encuentran
viables en el producto, es decir que tienen la capacidad de germinar. Para esto se
tomaron 10 gramos de sustrato con el hongo ya esporulado y se diluyeron en una
solucion de 90 ml de tween 80 al 0,1 %, se realizaron diluciones seriadas hasta la
dilucién 103, se obtuvieron conteos de esporas en la dilucién 10° de 10°
esporas/ml. Esta solucién se aplic6 sobre cuatro puntos en cajas de petri que
contenian agar bacteriologico, la cantidad inoculada fue de 50 pl por cada punto;
la evaluacion se realizo a las 24 horas, para ello se tomo la caja de petri y colocd
sobre el estereoscopio en el objetivo 10x; se contaron las esporas germinadas y
no germinadas, tomando como referencia 100 esporas, se evalué como conidia

germinada aquella que presento tubo germinativo.

Para determinar la pureza del producto se tom6 1 ml de la solucién y se inocul6
sobre agar PDA con la ayuda de un asa de vidrio se expandio el liquido por toda la
superficie del agar; las cajas fueron incubadas a 25°C durante 15 dias,
posteriormente se realizé tincién de los hongos esporulados con azul de lactofenol
para identificacion de estructuras caracteristicas, para ello se agregé una gota de
azul de lactofenol sobre una laminilla de vidrio, con la ayuda de una cinta
transparente delgada se tomé cuidadosamente de la superficie del agar una
muestra y se pegd sobre la laminilla; este montaje fue observado en el

microscopio en el objetivo 40 X.

4.4.2 Lectura de concentracion en camara de Neubauer
Para el conteo de conidios, se utilizé la solucién de esporas obtenidas de la
dilucién 1073, Para realizar el conteo, solo se utilizé el cuadrante central, que esta

dividido a su vez, en 25 cuadrantes secundarios, de los cuales se tomaron los 5
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cuadrantes, 4 cuadrantes de los extremos y el del medio. Para obtener el total de

conidias, se aplicara la siguiente formula:

P X FD

Conteo de conidias = S XPCXD

Donde

P: Suma de las conidias contadas

FD: Factor inverso de dilucion

Sr: Superficie recontada: 5 cuadrados (5*0,04 mm?=0,2 mm?)
PC: Profundidad de la camara: 0,1mm

D: Dilucion: 1:1.000
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5. MONITOREO POBLACIONAL DE S.cecropia

5.1 LECTURA DE STENOMA CECROPIA EN LOTES DE R2006

Se realizaron lecturas de plagas en el mes de abril con el fin de determinar el nivel
poblacional del insecto, se utilizd una guia en la cual se especificé el nimero de
hectareas que tiene cada lote que conforma la renovacién 2006 (cultivo de 67
hectareas), para este ensayo se tomaron 124 muestras al cultivo en direccién
oriente-occidente-sur-norte. Las guias utilizadas para la toma de muestras fueron
las mismas a evaluar en la verificacion del control después de realizar la aplicacion
de los hongos entomopatégenos. Las muestras tomadas para los controles
realizados con M. anisopliae, se describen en las tablas 2 y 3, de igual forma para

B. bassiana en las tablas 4, 5 y 6 respectivamente.

Tabla 2. Muestras a evaluar Lote 1 RO6 controladas con M. anisopliae

Lote 1 RO6 N palmas: 1,645 N muestras: 22
Or-occ-s-n N lineas: 63 Area: 11,58 ha
Linea Palmas por Primera Segunda
linea muestra muestra

4 20 4 14

10 23 17 4

16 26 5 19

22 26 19 5

28 27 5 20

33 27 20 5

38 28 6 20

43 27 20 5

48 29 6 21

53 30 22 6

58 32 7 23
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Tabla 3. Muestras a evaluar lote 2 R06 controladas con M. anisopliae

Lote 2 R0O6 N palmas: 3,095 N muestras: 36
Linea Palmas por Primera Segunda
linea muestra muestra

6 44 32 10

14 44 32 10

22 44 32 10

30 43 32 9

38 44 32 10

46 44 32 10

54 45 33 10

62 45 33 10

89 11 6 2

Tabla 4. Muestras a evaluar lote 3 R0O6 controladas con B. bassiana

Lote 3 RO6 N palmas:2,201 N muestras: 32

Linea Palmas por Primera Segunda
linea muestra muestra

11 18 11 4

23 23 17 4

37 24 17 5

48 23 17 4

60 24 17 5

72 24 17 5

84 25 18 5

95 22 16 4




Tabla 5. Muestras a evaluar lote 4 RO6 controladas con B. bassiana

Lote 4 RO6

N palmas:1,917 N muestras: 26

Or-occ-s-n
Linea

4
11
18
25
32
39
46
53
61
68
75
82
89

N lineas: 94 Area: 13,62 ha

Palmas por Primera Segunda

linea muestra muestra
22 4 16
22 16 4
22 4 16
23 17 4
22 4 16
22 16 4
20 4 16
19 13 4
22 4 16
22 16 4
22 4 16
22 16 4
18 3 13

Tabla 6. Muestras a evaluar lote 5 R0O6 controladas con B. bassiana

Lote 5 RO6 N palmas:613 N muestras: 8
Or-occ-s-n N lineas: 51 Area: 4,30 ha
Linea Palmas por Primera Segunda
linea muestra muestra
5 15 3 10
14 13 8 3
28 10 2 6
41 8 3 3

5.2 CONTROL CON HONGOS ENTOMOPATOGENOS EN CULTIVO R06

Por medio de fumigaciones aéreas fueron
pertenecientes al cultivo renovacion 2006, la dosis utilizada fue 1 Kg/ha de los
hongos a evaluar. En el proceso de lavado se utilizaron 12 litros de agua por kilo
de producto, esta solucion se aforo en un tanque de mezcla junto a un

Coadyuvante de caracter no ionico (Cosmo in 160 cc/ vuelo) para garantizar una

tratadas

mayor cobertura y adherencia del biol6gico sobre las hojas.
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Inicialmente se realizaron mediciones de pH con tirillas indicadoras, las cuales
marcaron 6 en el agua, la temperatura se midié con un termoémetro de mercurio y
se obtuvo un promedio de 28°C de 6 a 9:30 a.m.; tiempo transcurrido de
fumigacion. Los operarios contaban con los elementos de proteccidon necesarios

para realizar este tipo de labores como se observa en la figura 6.

Figura 6. Fumigacion con B. bassiana y M. anisopliae en cultivos R06. Foto: V.
Dueiias, 2013.

T
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 PATOGENICIDAD DE DOS AISLAMIENTOS DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS SOBRE LARVAS DE S. cecropia

Las concentraciones obtenidas en cada aislamiento fueron: B. bassiana 1x 10°
conidias/ml y M. anisopliae 1,9x10 ° conidias/ ml. Los aislamientos obtenidos bajo
condiciones de laboratorio, presentaron colonias con crecimiento moderadamente
rapido para B. bassiana, obteniéndose esporulacién a los 9 dias de realizada la
siembra y crecimiento lento para M. anisopliae el cual esporulo 15 dias después
de la siembra. Esto permitié observar caracteristicas de crecimiento de cada cepa
como su aspecto, color y velocidad de crecimiento. De igual manera las larvas de
S. cecropia colocadas en camaras humedas permitieron observar la emision de
conidias de color blanco en larvas infectadas por B.bassiana y de color verde en
larvas infectadas por M. anisopliae, descrito en diversos trabajos (Samson et al.,
1988; Humber, 1981). Con respecto a los sintomas que presentaron las larvas de
S. cecropia como disminucién en su actividad locomotora y en la ingesta de tejido
foliar. Una explicacién de este tipo de cambios durante la etapa de infeccion del
hongo, podria estar ligada con la accién de toxinas como beauvericina producida
por B.bassiana y la destruxina producida por M. anisopliae que durante el periodo
de infeccién reduce la actividad fisiolégica inhibiendo la formacién de aminoacidos
(Nation, 2002), degradacion de proteinas, lipidos y polisacéaridos (Trougakos y
Margaritis, 2002).

6.1.1 Resultados obtenidos en la inoculacion de Stenoma cecropia con las
cepas a reactivar

Con respecto a la mortalidad de las larvas en los ensayos realizados con B.
bassiana y M. anisopliae en condiciones de laboratorio, se observdé que la

poblacion disminuyo a partir del tercer dia. En los tratamientos evaluados excepto
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el testigo, la mortalidad fue del 100% a los ocho dias en larvas tratadas con B.
bassiana y diez dias para larvas tratadas con M. anisopliae. (Figura 7); de igual
forma se demostro la susceptibilidad del insecto expuesto a una concentracion de
esporas de 1x 10 ° conidias/ml de B. bassiana y 1,9x10 ° conidias/ ml de M.
anisopliae, esto concuerda con los ensayos descritos por Butt y Goettel, 2000;
donde se estipula que la concentracion minima de conidias para obtener controles

significativos sobre insectos considerados plaga debe ser mayor o igual a 10°
conidias/ml.

Figura 7. Resultados de mortalidad de larvas de S. cecropia con soluciones de

conidias de B. bassiana y M. anisopliae bajo condiciones de laboratorio.
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6.1.2 Montaje en camara humeda de larvas de S. cecropia infectadas

La esporulacién de B. bassiana y M. anisopliae fue muy similar sobre las larvas de
S. cecropia, después de someterlas a un periodo de incubacion (Figura 8 y 9).
Existen también diversas razones que puedan explicar la alta esporulacién que

presentaron las larvas en los dos tratamientos evaluados, tales como la
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temperatura y humedad relativa en el ambiente de incubacion de las larvas
infectadas, presencia de nutrientes u otros factores ideales para el desarrollo de
las conidias (Tanada y Kaya, 1993). La capacidad de esporulacion de los hongos
entomopatdégenos sobre su hospedero es fundamental para la diseminacion de la
enfermedad en condiciones de campo, permitiendo reinfecciones a partir de

insectos parasitados.

Figura 8. Esporulacion de B. bassiana sobre larva de S. cecropia después de

periodos de incubacion en camara humeda Foto: V. Duefas, 2013.
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Figura 9. Esporulacion de M. anisopliae sobre larva de S. cecropia después de

periodos de incubacion en camara humeda Foto: V. Duefias, 2013.

6.2 PRODUCCION DE HONGOS B. bassiana y M. anisopliae SOBRE
SUSTRATO A BASE DE ARROZ

Durante la reproduccion de las cepas seleccionadas sobre el arroz, se realiz6 la
inoculacién de los hongos sobre arroz esterilizado en proporcién de 200 g, para
cada microorganismo evaluado se inocularon 335 bolsas, las cuales fueron
sometidas a un proceso de incubacion a temperatura ambiente durante 15 dias
(figura 10 y 11) periodo en el cual se realizaron las pruebas de calidad necesarias
para determinar si el producto cumplia con las caracteristicas necesarias para ser
liberado en campo, obteniéndose concentraciones de esporas de 1x 10 ° conidias
por gramo de producto inoculado con B. bassiana y 1,9 x10 ? conidias por gramo
de producto inoculado con M. anisopliae, porcentaje de germinacion mayor al 90%

y pureza superior al 95% en las dos cepas evaluadas.
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Figura 10. Crecimiento de B. bassiana sobre arroz. Foto: V .Duefas, 2013.

Figura 11. Crecimiento de M.anisopliae sobre arroz. Foto: V .Duefias, 2013.
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Una etapa importante para obtener buenos resultados es la formulacion del
producto que consiste en conjunto de ciertas actividades organizadas
conducentes a la determinacién de las caracteristicas de principio activo y de los
cambios quimicos, fisicos y microbiolégicos que este puede sufrir solo o al
combinarlo con auxiliares de formulacién necesarios para la elaboracién de

producto final (Gomez y Villamizar 2000; Morales, 1993).

Diferentes estudios han comprobado que los bioinsecticidas formulados en
sustratos sélidos, la materia activa se encuentra dispersa en un vehiculo inerte
sélido, presentando mayor fluidez y estabilidad de sus componentes (Barbera,
1976; Diaz y Forero, 1997; Marino, 2001).

6.2.1 Evaluacion de viabilidad y pureza del hongo

Se realizaron conteos de conidias germinadas sobre 10 muestras al azar de los 67
kilos producidos de B. bassiana y M. anisopliae, para realizar los ensayos se
tomaron 10 bolsas al azar de cada hongo, la viabilidad de las conidias fueron
evaluadas a las 24 horas, en la figura 10 se especifica los porcentajes de
viabilidad obtenidos.

Segun los datos obtenidos se observa que los conteos realizados alcanzaron un
porcentaje de viabilidad en promedio del 92% en muestras de B. bassiana y del
95% en muestras de M. anisopliae, estos resultados concuerdan con lo descrito
por Gémez y Villamizar quienes especifican que el porcentaje de germinacién de
hongos producidos sobre sustrato debe ser mayor al 90% para lograr un control

bioldgico eficiente.
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Figura 12. Resultados de pruebas de viabilidad sobre produccion de B. bassiana y

M. anisopliae en sustrato arroz.
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La pureza se determiné realizando siembra de la dilucién 10 * de los hongos en
crecimiento sobre arroz, esta solucién fue sembrado sobre cuatro puntos en agar
PDA y se incubo por 15 dias, las cajas fueron evaluadas para determinar si hubo
crecimiento de otros hongos de tipo ambiental, a su vez se realiz6 tincion de las
conidias para determinar caracteristicas microscOpicas de B. bassiana y M.
anisopliae, en la figura 11 se especifican los porcentajes de pureza obtenidos y en

las figuras 13 y 14 se observan caracteristicas microscopicas de los hongos
producidos.
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Figura 13. Resultados de pruebas de pureza sobre produccién de B. bassiana y M.

anisopliae en sustrato arroz.
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Figura 14. Estructuras morfologicas principales del hongo B. bassiana observadas

mediante tincién con azul de lactofenol. Foto: V. Duefias, 2013.
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Figura 15. Conidias del hongo M. anisopliae observadas mediante tincién con azul

de lactofenol. Foto: V. Duefias, 2013.

6.2.2 Lectura de concentracion en cadmara de Neubauer

Para el conteo de conidios se tomaron 10 muestras aleatorias de los hongos
producidos en arroz posterior a 15 dias de incubacion, se utilizé la solucién de
esporas obtenidas de la dilucién 10 en la tabla 7 se especifica el conteo de

conidias por cada muestra analizada

Tabla 7. Conteo de conidias de B.bassiana y M. anisopliae reproducidos en arroz

Eroducto Conteo de conidias/i muestra

1 1,05x10 2x10
3 1x10 | 2x10 |

5 1,05x10 2x10

7 1x10 2x10

9 1x10 2x10
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SegUn los resultados obtenidos el promedio de conidias por gramo fue de 1*10° en
muestra del hongo B. bassiana y 1,9*10° en muestras de M. anisopliae, esta
concentracion de conidias permite obtener buenos resultados en aplicaciones

realizadas en campo.
6.3 MONITOREO POBLACIONAL DE S.cecropia

Se realizaron lecturas de plagas con el fin de determinar el nivel poblacional del
insecto, en las muestras se encontraron larvas en tercer instar, para realizar el
monitoreo se hicieron lecturas de larvas en la hoja 9 de la palma seleccionada
para la toma de muestra, los valores obtenidos en el monitoreo y controles
relacionados para cada lote se especifican en los anexos 1, 2, 3 4y 5

respectivamente.

6.3.1 Control con hongos entomopatdégenos en cultivo R06

Para realizar el control con B. bassiana y M. anisopliae, se tuvo en cuenta la
poblacion inicial, la cual se obtuvo del andlisis de 124 muestras distribuidas en
todo el cultivo, una vez realizada la fumigacién aérea se tomo la segunda lectura
15 dias después sobre las mismas muestras analizadas inicialmente. Para medir
el porcentaje de eficiencia de los hongos entomopatégenos sobre las larvas
monitoreadas se tuvo en cuenta la disminucién de la poblacién, los datos

obtenidos se especifican en la tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de eficiencia obtenido sobre larvas de S. cecropia utilizando
hongos entomopatégenos en cultivo RO6.

Lote Hongo Utilizado Promedio Promedio %
poblacién poblacién eficiencia
inicial final
1 M. anisopliae 9,8 3,8 62
2 M. anisopliae 12,6 3,97 68
3 B. bassiana 14,4 0,41 97
4 B. bassiana 13,1 0,88 93
5 B. bassiana 11,8 0,63 95
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De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que los mejores controles se
obtuvieron en los lotes a los cuales se le aplico B. bassiana, la mortalidad obtenida
fue superior al 90%, alcanzando su mayor control en el lote 3 con un 97% lo que
indica que a pesar de tener menor concentracion de conidias con respecto a M.
anisopliae su actividad patogénica fue mayor, esto podria relacionarse con la
susceptibilidad de las larvas de S. cecropia a la acciébn de toxinas como

beauvericina (Nation, 2002).

Los resultados obtenidos con M. anisopliae fueron menos eficientes logrando su
méaximo control en el lote 2 con un 68%. Aunque los controles se hicieron bajo las
mismas condiciones la variacion es notoria entre los dos microorganismos
evaluados, sobrepasando B. bassiana en un 29% el porcentaje de eficiencia frente
a los controles realizados con M. anisopliae. En la figura 16 se especifica el

porcentaje de eficiencia obtenido en cada lote.

Figura 16. Porcentajes de eficiencia en el control de S. cecropia obtenidos en el
cultivo RO6.
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Los resultados obtenidos define la importancia de evaluar diferentes
microorganismos en condiciones de campo, ya que es bajo condiciones
ambientales drasticas en que se podria apreciar las ventajas de la aplicacion de
cepas especificas, en este caso hubo un mayor efecto controlador por parte de

B.bassiana sobre las larvas de S. cecropia
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CONCLUSIONES

Segun los resultados, el aislamiento de B. bassiana del banco de
entomopatdégenos de la empresa Palmas del Cesar, fue el mas patogénico en
larvas de S. cecropia, superando el porcentaje de mortalidad obtenida por M.
anisopliae. La cepa de B. bassiana causo una mortalidad en poblaciones de larvas
hasta el 97% en condiciones de campo y 100% en condiciones de laboratorio, lo
que indica su capacidad virulenta, contrario a los resultados obtenidos con M.

anisopliae el cual disminuyo su actividad en condiciones de campo a un 67%.

Utilizar como sustrato para la reproduccion de los hongos arroz es un método
econoémico y eficiente para propagar los hongos en campo; con los resultados
obtenidos se evidencia la calidad de las conidias producidas sobre este sustrato.

El desarrollo de formulaciones con hongos entomopatdégenos constituye una
alternativa diferente al control quimico, especialmente sobre larvas de S. cecropia
en cultivos de palma, esta cepa podria utilizarse como un componente microbiano
en los programas de Manejo Integrado de Plagas en diferentes plantaciones de
palma de aceite en Colombia.
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