En &l campo e comin lo presencia de
controladoras binlégicos como hangos
entomapatdgenos que contribiuysn a man-
tener bajas l25 poblaciones de insectos pla-
ga. Cuando une plaga aleanca altas pobla
cinnes es porque estos hon perdide eficaca
o l# poblacion ha disminuido por factores
hidticoy o abidhcas.

La busqueds de individuos atectadas por es
oS microorganismos s una altemativa para
el manejo comercial de insectos plaga. Es
asi como la continua deteccion y recupers-
cifin ef campo estos controladorzg permiti-
rd generar bancos de potenciales
cantrotadores binldgicos.

Selsccionar los  micraroganismos
promisonias evaluando su capacidad do con-
trol, an condiciones de laboratario y poste
rigrmente en condiciones semicontroladas
y e meanare semicomercial es basicamente
pamplir los postulades de Koch, comprobar
e &l microorganismo esta enfarmando y
contrnfando ki plags,

Us paso importante dentro di 12 investiga
citir & e 1rahajo dz lshoratonio gue permite
selscrionar los aislamientes promsorios de
hongos sptomopatdgens, determinar los
instares mis susceptibles v fzs dosis qua
posteriormenta se escalan o condiciones de
campo. Eneste sentido, Cenipalma ha ida
construyendo una coleccion de hongos
entomopatégenos del Bance de
Entemopatigenos de Canipalma (BEC),

Este Cenlavances so prosenta un ejemplo
el proceso de seleccitn de hongos
antomapalégenns promisaries n condicio-
nes de [abioratorio gue postetorments de
bon continuar @ procesio hasta fegar a prue
bas semicomerciakes de campo antos de s
recomendadas como alternativas de con
trol hivldgice
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Evaluacion de hongos entomopatégenos para el control de
larvas de Leucothyreus femoratus Burmeister (Coleoptera:
scarabhaeidae) defoliador de palma de aceite’

Adulto de Leacathyreus femoratus

iferentes estudios han mostrado la eficien-
cia de los hongos entomopatdgenas en el
control de insectos de suelo, siendo los
estados de larva y adulto reportados como
Ios mas susceptibles a las infecciones
fingicas (Shannon, 1994; Guillespie, 1988;
Rodriguez et af, 2004; Rodriguez, 2006).
En consecuencia, el uso de hongos entomopatdgenos de
los géneros Beauveria y Metarfizium con alta patogenicidad
se convierte en una alternativa eficiente para el control de
insectos plaga, ya que afectan los diferentes estados de
desarrollo de coledpteros escarabeidos {Cenipalma, 1992).
M. anisopliae causa mortalidades hasta del 100% enlar-
vas de Oryctes rhinoceros L. plaga de la palma de aceite y
de coco en Africa, Asia y el Pacifico (Gopal &t 4/, 2005),
Asi mismo, Metarhizium anisoplize (Metsch) y Beauveria
bassiana (Bals) han sido reportados junto a hongos del
género Cordyceps, afectando larvas de L. femaratus en
condiciones naturales {Aldana ef af., 2005).

L. femoratus es considerado un insecto de gran impartan-
cia econdmica en las zonas Oriental y Central, donde los
adultos atacan especiaimente palmas jovenes entre Oy 6
afos de edad, afectando cualguiera de sus niveles foliares
{Martinez ef af., 2000), mientras que las larvas se alimen-
tan del sistema radical de gramineas asociadas al cultivo
(Martinez et af., 2000).

*Francisco Rodriguez Ingeniero Agrénomo

Enla actualidad, el manejo delinsecto se ha encaminado
al contral de adultos mediante aplicaciones de insectici-
das quimicos durante la época seca, las cuales se reali
zan enfre fas 5:00 y la 7:00 pm, horas en las que
empieza |a actividad del insecto a nivel foliar (Aldana et
al., 2005; Martinez ef a/., 2000). El costo de mangjo
puede ascender a $48.000 por hectarea/mes en las
dreas mas criticas (Gémez, 2008). Este es el primer
estudio realizado en Colombia que muestra el efecto de
los hongos entemopatdgenos provenientes del Banco de
Hongos Entomopatdgenos de Cenipalma (BEC) sobre
larvas de L. femoratus bajo condiciones controladas,
como contribucién al desarrollo de alternativas para el
manejo de este insecta.

Daiio causado por L. femoratus en palma de aceite

Materiales y Métodos

Recaleccion y mantenimiento de larvas

El ensayo se realizo en la plantacién Unipalma de los Lla-
nos S.A., localizada en &l municipio de Cumaral, departa-
menta del Meta, a 350 m.s.n.m. Se colectaron larvas de
segundo instar en lotes con altas poblaciones del insecto;
éstas sellevaron al laboratorio y se mantuvieron en cua-
rentena por un periodo de 15 dias. Posteriormente, se
confinaron en recipientes plésticos conuna capa de suelo
estéril de dos cm. de profundidad, dende previamente se
sembrd maiz como fuente de alimento para las larvas y la
humedad del sustrato se mantuvo mediante aplicacion
directa de agua.

Rosa Aldana Programa de Manejo Integrado de Plagas, Division de Agronomia, Cenipalma.
Gerarde Caydn. Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Colombia.



Ceniavances

Prueba de viabilidad de conidias

Para las pruebas de viabilidad de conidias se utilizd el criterio de porcentaje de
genminacidn; para ello se realizaron diluciones en serie; de la dilucion 10+ se tomaron
cinco muestras de 1 1 cada una y se depositaron en cinco puntos equidistantes
entre si, en la superficte de una caja petri que contenia agar agua al 1% peso |
volumen. Las cajas se llevaron aincubacion durante 24 horas a 26,5°C + 2°C;
después de este tiempo se adicionaron 5L de azul de lactofenol sobre el agar en el
area donde previamente se depositaron las muestras con el fin de detener el proceso
de germinacién y colorear las conidas para facilitar su observacion.

En el microscopio con el objetivo de 40x se realizé el conteo de conidias germinadas
¥ no germinadas, per cada campo dptico. Como criterio de germinacién se considerd
la emision de un tubo germinal de igual o mayor longitud que el tamafio de la conidia;
para el calculo matematico de la viabifidad se utilizé la siguiente formula:

% Viabilidad = Conidias Germinadas x 100.

Conidias Germinadas+ Conidias No Germinadas

Proceso de Inoculacidn

Inicialmente se realizd la desinfestacién de las larvas sumergiéndolas en una
solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% durante tres segundos. Posteriormente,
se realizaron lavados con agua estéril; para retirar el exceso de agua las larvas se
colocaron sobre papel filtro.

En el proceso de inoculacian de cada uno de los hongos se utilizd una suspensidn
en agua destilada con Tween 80 al 0,1%, ajustando la concentracion a 108
conidias.mL . Las larvas se sumergieron durante cuatro segundos en la suspen-
sion, luego se colocaron en los recipientes que contenian el alimento de acuerdo a
cada tratamiento. Las |arvas del testigo fueron sumergidas en una solucidn de
agua destilada con Tween 80 al 0,1% durante el mismo tiempo.

Diseiio experimental

Se evaluaron siete aislamientos provenientes del BEC, y un testigo, para un total
de ocho tratamientos (Tabla 1); la unidad experimental fue un recipiente plastico
con 20 larvas del insecto; cada tratamiento tuve cuatro repeticiones, bajo un
disefo de bloques incompletos al azar. Las lecturas de la mortalidad en los trata-
mientos se tomaron cada cuatro dias hasta cumplir 24 dias. Se registrd la
sintomatologia y el porcentaje de mortalidad. Los resultados se sometieron a un
anélisis de varianza {Anava) y a una prueba de comparacién de rangos miltiples de
Tukey.

Tabla 1 Registra de los siete aislamientos de hongas entomopatdgenos evaluados del BEC.

T ratamrenta Alsiamuento Hawpedern
Pusiin A
Mt 001 Metachizim sp el ND
M ODS L TR L 11 LAY AT BT e T R T
M1 00" Adetarhizim sp TanCateT e Oemotispa nervai
Booz Baauvera sp Fivyibme spp
BIAT Beauvena sp. Divpabee gragatus
Frmritn
BO25 Bitmantews i B [PLEA
P 1
BO32 Bemwveory s i
Teslige "

N.D: No disponible.  N.A: No Aplica
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Resultados y discusidn

Prueba de viabilidad de conidias

Los aislamientos evaluados presentaron porcentajes de viabilidad entre 89% y
95% {Tabla 2), cumpliendo con las condiciones necesarias para ser aplicados en
campo, ya que las formulaciones comerciales deben tener una germinacion supe-
rior al 85% en un tiempo de incubacion de 24 horas. Esto se debe a que el hongo
que va a ser aplicado en campo debe tener un efecte répido sobre la poblacidn del
insecto objetivo y presentar un corto periodo de exposicion a condiciones ambien-
tales adversas (Vélez et af,, 1997).

Tahla 2. Germinacidn de los siete aislamientos de hongos evaluados.

Vingrlidad
Aislmmiantn (Porcantage e garminacion 24 )
At 94
Adsl i 95
RasCiH 83
B0z kS
BT 89
BAZS B89
Boa? 20

Proceso de Infeccidn

Las larvas en todos los tratamientos mostraron sintomas de afeccidn por hongos
entomopatdgenos, después de 12 dias de aplicados. Las larvas presentaron
puntos de melanizacién, manchas oscuras en el cuerpo, y pérdida de su actividad
locomotora. Este coincide con los reportes realizados por Lecuona et /. {1996)
y Alves (1998) citados por Redriguez et &/. (2004}, ademas se presentd una
disminucidén en el consumo de alimento. La presencia de dreas melanizadas en el
integumento del insecto se debe a la accidn enzimética del hongo, principalmente
de proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales causan degradacion del tejido enla
zona de penetracidn (Monzdn, 2001). En varios aislamientos de M. amisopliae y B.
hassiana, |a enzima principal es una endoproteasa que disuelve la proteina matriz
que cubre la quitina cuticular, por lo tante la proteccidn de quitinasa ocurre
después del proceso de infeccion y una vez que el hongo atraviesa la cuticula debe
vencer el sistema inmunologico del hospedero antes de entrar a la hemalinfa y
desarrollarse dentro del mismo (Guillespie, 1998). Cuando el hongo no vence el
sistemna inmunoldgico, se presenta una acumulacion de guitina alrededor de los
puntos de entrada del hongo, como mecanismo de defensa del insecte (Hidalgo,
2001).

Las larvas que presentaron sintomas iniciales de infeccidn tomaron una consis-
tencia dura. En las revisiones posteriores, algunas larvas presentaron coloraciones
blancas en la cuticula, coincidentes con lo reportade por Hidalgo (2001), Shannon
{1994) y Castaiieda {1999), donde larvas de escarabaeidos toman un color
rasado antes de fa produccion del micelio, y los conidios presentan una coloracidn
blanca o blanca cremosa.
1
i

Larva de .. femoratus atectada por el aistamiento de Beauvveria (BO17).
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En las iarvas tratadas con Metarhizivm sp. se observé la produccitn de un micelio
de color blance amarilla cubriende algunas estructuras del cuerpo del insecto,
similares a los reportes realizados por Castafieda (1999), Shannon {1994) y
Genipaima (1992),

La mortalidad mas alta fue causada por el aislamiento Mt 009 con §7,5%,
seguido por Mt 001 con el 82,5% y los tratamientos Mt 006 y BO17, con
mortalidades similares del 76,3% y B025 con 72.5% de mortalidad. Las aisla-
mientos BO32 y B0O2 causaron los menores porcentajes de mortalidad, 26,3%
v 32,5%, respectivamente, mientras que en el testigo la mortalidad presentada
fue de 2.5% {Figura 1},

Al reaiizar el andlisis estadistico se presentaran diferencias estadisticamente
significativas entre lgs tratamientos y el testigo, formando cinco grupes de
acuerdo con la prugba de comparacion Tukey (p < 0,05). El primer grupo estd
conformado por el aislamiento Mt009, el sequndo por los aislamientos Mt0O6,
Mt001 y BO17, el tercero por BO25, el cuarto por los tratamientos BO32 y
B0OO2, y como dltimo grupo, el testige.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad acumulade causado por siete aislamientos evaluados sobre larvas
de {sucothyrevs femoratus, en condiciones de laboratorio, alos 24 dias después de la inoculacion,
Letras diferentes indican drfarencias significativas de acuerdo con 3 prueba de Tukey {p < 0,05}

La mortalidad acumulada de los aislamientos Mt 009 y Ms 001 piesenta una
tendencia lineal donde se aprecia que después de 24 dias estos afectaron ala
mayor parte de la poblacion del insecto {Figura 2. Mediante analisis de regresion
lineal simple, se observé el efecte letal producida por cada aislamiento coma
variable (nica y explicativa en funcidn del tiempo. La linea de regresion expresala
mortalidad acumulada de larvas de £. femoratus, expresada durante los 24 dias
después de [a evaluacion. De acuerdo con los resultados obtenidos, el patrdn de
respuesta de cada aislamiento se ajusta al modelo de regresidn y es altamente
significativo {r=0.9899; y=2.964x). Esto demuestra que existen diferencias en
lainteraccion de tiempo de infeccidn-mortalidad, indicando la susceptibilidad del
insecto no solo entre los diferentes aislamientas, sino también entre los diferen.
tes periodos de tiempo de evaluacidn.

Tenienda en cuenta el potencial de control de los hangos entomopatigenos y les
resultados obtenidos bajo condiciones controladas sobre £. femoratus, se plantea
realizar pruebas de campo donde se evalile la efectividad de los aislamientos de
Metarhizium spp, Mt 009 y Mt 001 y su combinacian, con el fin de conacer el
efecto sobre las poblaciones larvales de L. femoratus.

Mortabidad scumulada (Na ge irdeaduos)
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Figura 2. Parcentaje de mortalidad acumulade causado por los aislamientos Mt 009 y M1 001 sobre
Leucothyreus femoratus en los 24 dias evaluadus en condiciones de laboratorio.
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Muestreo de leucothyreus femoratus

La presencia de este insecto en campo se detecta por el daiio que produce
en el follaje de la palma. La principal caracteristica que identifica el dafio
causado, es el drea consumida en forma de cuadros o rectangulos irregu-
lares, siendo la hembra la mayor consumidora de follaje.

gramineas, esta calicata se hace a 1,5 m del estipite en lugares con presencia de
gramineas. Se deben contabilizar todos los individuos presentes {larvas, pupas y
adultos), de acuerdo al estado de desarrollo predominante en el lote s realiza la
practica de control. Con el fin de obtener informacidn confiable se sugiere
muestrear dos palmas por hectérea,

Daiio Ocasionado por Lewcathyreus femoratus

L. fempratus esté asociado con cultivos comerciales de arroz y dreas
dedicadas a ganaderia extensiva. Ademds, se ha detectade su presencia
en gramineas entre las que se encuentran fmperata cifindrica vendeaguja),
Ciperus diffusus (pasto coquito), Homolepsis aturensis (pasto comino),
Panicum laxum (pasto guinea bajo), Hyparemiz ruffa |yaragua o puntero)
y Paspafum virgatum (maciega) de las cuales se alimentan las larvas.

Cuanda hay presencia de gramineas en el plato de la palma, el muestren se
realiza en esta zona, en caso contrario, a 1.5m del estipite de la palma. El
muestreo se hace mediante una calicata

Dependienda de la presencia de gramineas en el plato de la palma, serealiza
el muestreo, cuando en la zona de plato hay presencia de gramineas, el
muestreo se hace mediante una calicata de 75 x 50 x 5 cmde profundidad,
a 30cm del estipite y cuando |a zona del plato se encuentra libre de

Muestreo de £evcothyreus femoratus
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