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Resumen

En Colombia las poblaciones del picudo de la palma, Rhynchophorus palma-
rum L., (Coleoptera: Dryophthoridae: Rhynchophorinae), se han incrementado
por la mayor disponibilidad de tejidos para su reproduccién, como resultado
de la enfermedad de la Pudriciéon del cogollo (pc) y la erradicacién incorrecta
de palmas. Esta situacién es alarmante si se tiene en cuenta que este insecto
es el vector del nematodo causante de la enfermedad el Anillo rojo (ar), y que
ocasiona la muerte de palmas con la pc. Por tal motivo, se investiga en la
bisqueda de enemigos naturales que contribuyan con la regulacién de sus po-
blaciones. El objetivo de esta investigacion fue encontrar cepas de Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae, que puedan infectar adultos y larvas de
R. palmarum. Se evalué la patogenicidad de 24 cepas de M. anisopliae (L.)
y B. bassiana sobre adultos de R. palmarum, posteriormente las cepas que
causaron la mayor mortalidad se evaluaron sobre el estado larval. Los resul-
tados indicaron que las cepas de M. anisopliae (L.) més patogénicas fueron
cpmal105, cpmal104 y cpmal001, las cuales provenian de adultos de R. palma-
rum, causando mortalidades del 87, 83 y 80 % sobre adultos y 27, 36 y 45 %
sobre larvas de R. palmarum, respectivamente.

* Articulo de investigacion cientifica y tecnolodgica.
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Abstract

The population of oil palm weevils, Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Dryophthori-
dae: Rhynchophorinae) in Colombia, has increased since the extensive availability of tissues
in fermentation process left by poor oil palm eradication methods, when oil palms must be
destroyed due to Bud rot. This situation is very important since R. palmarum is the vector of
the nematode Bursaphelenchus cocophilus, the causal agent of the Red Ring disease. Addi-
tionally, R. palmarum is capable of causing death to diseased palms with Bud rot. Research
was undertaken to find natural enemies which can contribute to R. palmarum population re-
gulation. The goal of this study was to prove different strains of Beauveria bassiana and Me-
tarhizium anisopliae, against adults and larvae of R. palmarum. 24 isolates of M. anisopliae
(L.) and B. bassiana were tested under laboratory conditions, against adults of R. palmarum.
Subsequently, strains which were more pathogenic to adults were tested against larvae of R.
palmarum. The M. anisopliae (L.) strains cemal105, cemal104 and cpmal001, were the most
pathogenic to adults and larvae of R. palmarum. Under laboratory conditions these strains

caused 87, 83 and 80 % mortality on adults, and 27, 36 and 45 % on larvae, respectively.
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Introduccion

El picudo Rhynchophorus palmarum L. (Co-
leoptera: Dryophthoridae: Rhynchophorinae)
ha adquirido gran importancia en Colombia
como insecto plaga del cultivo de la palma de
aceite y ha sido senalado como el vector del
nematodo que origina la enfermedad Anillo
rojo (ar) (Griffith, 1987; Chinchilla, 1988; San-
chez Potes, 1987). Su importancia radica en
el incremento de sus poblaciones debido a la
atraccién que generan los tejidos en fermen-
tacién, que se convierten en los sitios con las
condiciones ideales para su reproduccién, y
que provienen de palmas enfermas por la Pu-
dricién del cogollo (pc) o cortes ocasionados
por practicas de renovacion, poda y cosecha
(Aldana et al., 2010 b). Las hembras oviposi-
tan en estos sitios y al emerger las larvas se ali-
mentan del tejido blando del cogollo y las ba-
ses peciolares (Griffith, 1987; Chinchilla, 1988;

Acosta, 1991; Sanchez Potes, 1987), lo que en
algunos casos ocasiona la muerte de la palma.

Las practicas de manejo de R. palmarum
estan dirigidas a disminuir sus poblaciones y
la incidencia de las enfermedades. Estas prac-
ticas estdn basadas en la captura de adultos
utilizando trampas con atrayentes y la elimina-
cién correcta de palmas enfermas para evitar
la reproduccion del insecto o la diseminacién
del agente causal del Anillo rojo (Motta et al.,
2008); no obstante, es necesario implementar
nuevas alternativas de manejo biolégico que
puedan mitigar el ataque de la plaga. Para im-
plementar estas practicas de manejo es necesa-
rio buscar y evaluar enemigos naturales, como
los hongos entomopatégenos, que contribuyan
a regular sus poblaciones.

La patogenicidad que han demostrado tener
cepas de M. anisopliae (L.) y B. bassiana sobre
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diferentes insectos de la familia Dryophthori-
dae como Rhynchophorus ferrugineus (Gindin
et al., 2006) y Cosmopolites sordidus (Castri-
llon, 2000), y sobre otros insectos del orden
Coleoptera que son plaga en cultivos de palma
de aceite como Oryctes rhinoceros (Ramle et
al., 1999), sustenta que estos hongos también
pueden ser patogénicos sobre R. palmarum y
que es posible desarrollar su uso como una al-
ternativa de manejo.

Los hongos de los géneros Beauveria y Me-
tarhizium son patégenos de insectos que cau-
san una muerte temprana por penetracion y
proliferaciéon dentro de su hospedero. El insecto
muere al ser privado de nutrientes solubles en su
hemolinfa, por la invasién o digestién de sus teji-
dos y/o la liberacion de toxinas por parte del hon-
go (Roberts y Humber, 1981). La duracién de las
diferentes fases del ciclo del hongo en el insecto
depende de la especie atacada y las condiciones
ambientales presentes durante la infeccién (Bus-
tillo, 2002). Por tanto, aunque en condiciones de
laboratorio es comun encontrar que la muerte se
ocasione en un periodo de tiempo medio de 4 a
6 dias (Butt y Goettel, 2000), también es posible
que se observen tiempos letales mayores como
el visto en Aethina tumida (Coleoptera: Nitiduli-
dae) de 24 dias (Muerrle et al., 2006) y de 50 dias
en Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomeli-
dae) (Meissle et al., 2009).

Esta investigacién evalué la patogenicidad
de cepas de M. anisopliae (L.) y B. bassiana
sobre R. palmarum, para que en futuras investi-
gaciones sean evaluadas para el control de esta
plaga en plantaciones de palma de aceite.

Materiales y métodos
Ubicacion

La reproducciéon de los hongos se llevé a cabo
en el laboratorio de microorganismos entomo-
patégenos ubicado en Bogoté y los bioensayos,
en el laboratorio de entomologia del Campo Ex-
perimental Palmar de La Vizcaina, ubicado en
Barrancabermeja (Santander).

Insectos

Los adultos de R. palmarum se colectaron en
trampas con feromona de agregacién y cebo
vegetal aislado en un dispensador (Aldana et
al., 2010a), en plantaciones de palma de acei-
te, cada 3 a 4 dias. Los insectos se llevaron al
laboratorio y se mantuvieron alli entre 8 y 13
dias para seleccionarlos por vigor y que estu-
vieran libres de infecciones. Luego, se ubica-
ron en grupos de 30 individuos en recipien-
tes plasticos de 32 cm de largo por 22 cm
de ancho y 6,5 cm de altura, con una malla
galvanizada en la tapa y con trozos de caha
como alimento. Los adultos de R. palmarum
se desinfestaron con hipoclorito de sodio al
1,0 % durante un minuto y se lavaron tres ve-
ces en agua purificada estéril (APE) para retirar
los residuos del desinfectante; luego se seca-
ron con una toalla de papel absorbente estéril.
El AP se obtuvo de un purificador de osmosis
inversa con membrana, esterilizada en auto-
clave (All American System) a 15 psiy 120°C
durante 15 minutos.

Las larvas de R. palmarum se obtuvieron
en el laboratorio. Para conseguir las posturas,
se mantuvieron hembras y machos adultos en
recipientes con cana de azdcar como sustrato
de alimentacion y oviposicién. Las cahas con
posturas se retiraron diariamente y a los 10 dias
las larvas de 1 instar se individualizaron en reci-
pientes plasticos. Las larvas se alimentaron con
trozos de cana hasta que llegaron al v-v instar
para ser usadas en el bioensayo.

Hongos entomopatégenos

Cepas. Se aislaron cepas de M. anisopliae (L.)
y B. bassiana a partir de adultos de R. palma-
rum colectados en campo en la Zona Central
(Puerto Wilches y Barrancabermeja) y en la
Zona Suroccidental (San Andrés de Tumaco).
Se aislaron mediante siembra directa y rayado
en medio de cultivo (Valencia, 2004; Chase et
al., 1986) y se identificaron las especies de hon-
gos entomopatdgenos mediante observaciones
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macroscoépicas y microscépicas con la técnica
de microcultivo, y utilizando la clave de Barnett
y Hunter (1998). Ademas, se evaluaron cepas
de la coleccién de microorganismos entomo-

patégenos que tenian como hospedero original
insectos del orden Coleoptera o habian resulta-
do patogénicos sobre Demotispa neivai y otras
especies (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de Metarhizium anisopliae (L.) (Ma) y Beauveria bassiana (Bb) evaluadas sobre adultos de Rhyn-

chophorus palmarum.
Trat. Codigo

1 CPMa1004
2 CPBb1101
3 CPMa0603
4 CPMa1105
5 CPMa1005
6 CPMa1101
7 CPBb0404
8 CPBb0413
9 CPMa1001
10 CPMa1002
1 CPMa0604
12 CPBb0502
13 CPMa0402
14 Testigo
15 CPBb0403
16 CPBb0408
17 CPBb0409
18 CPMa0401
19 CPMa1102
20 CPMa0801
21 MTBUCO001*
22 CPMa0602
23 CPMa1003
24 CPMa1104
25 CPMa1106

Localidad
San Andrés de Tumaco (Narifio)
Puerto Wilches (Santander)
Barrancabermeja (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
Puente Sogamoso (Santander)
Barrancabermeja (Santander)
San Andrés de Tumaco (Narifio)
Puente Sogamoso (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
Puente Sogamoso (Santander)
Barrancabermeja (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
No Aplica
Se desconoce
Puerto Wilches (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
Yarima (Santander)
Puerto Wilches (Santander)
Barrancabermeja (Santander)
La Cabafa (Mesetas)
Puerto Wilches (Santander)

San Andrés de Tumaco (Narifio)

Hospedero
Larva de Strategus aloeus
Adulto de Rhynchophorus palmarum
Adulto de Demotispa neivai
Adulto de Rhynchophorus palmarum
Larva de Strategus aloeus
Pupa de Strategus aloeus
Larva de Stenoma cecropia
Pupa de Stenoma cecropia
Adulto de Rhynchophorus palmarum
Pupa de Strategus aloeus
Adulto de Demotispa neivai
Larva de Euprosterna elaeasa
Larva de Strategus aloeus
No Aplica
Hypothenemus hampei
Larva de Dirphia gragatus
Larva de Stenoma cecropia
Se desconoce
Adulto de Rhynchophorus palmarum
Larva de Strategus aloeus
Adulto de Rhynchophorus palmarum
Adulto de Demotispa neivai
Larva de Strategus aloeus
Adulto de Rhynchophorus palmarum

Adulto de Rhynchophorus palmarum

* Corresponde al aislamiento CPMa1001 producido por un laboratorio en convenio.
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Reproduccion de hongos para los bioensa-
yos. Todas las cepas de los hongos en estudio
se sembraron en medio de agar con insecto, el
cual se preparé con 39 g de Papa Dextrosa Agar
(PpA) 0 65 g de Sabouraud Dextrosa Agar (sba),
adicionandole 5 g de tegumento de adultos de
R. palmarum y 0,05 g de clorotetraciclina por
litro de medio (Gonzélez et al., 2001). Los me-
dios inoculados con los hongos se incubaron a
25 °C durante 15 dias. Al cabo de este tiempo, se
colectaron las esporas y se sembraron en medio
liquido a base de papa, en bandejas de aluminio
cubiertas con una pelicula pléstica. El medio li-
quido se prepar6 con 50 g de papa deshidratada
para puré, 5 g de azicar y 1 g de sal en un litro
de agua purificada. Las bandejas inoculadas con
los hongos se incubaron en el cuarto de creci-
miento a una temperatura entre 18 y 26,6 °C y
humedad relativa entre 33 y 63 %, durante 15
dias. Luego de este tiempo las bandejas se des-
taparon en sus extremos para deshidratar el me-
dio por un periodo de 8 a 12 dias, tiempo para el
cual se colectaron las esporas con un pincel y se
depositaron en un recipiente de vidrio estériles.
Los hongos cosechados se mantuvieron en la
nevera hasta su uso en el ensayo.

Bioensayo con adultos de
R. palmarum

De cada hongo se prepararon 400 ml de suspen-
siones de conidias en ApPE adicionando Tween 80
al 0,1 %. Luego se cuantificé la concentracion de
esporas por conteo directo en cdmara Neubauer
y se determiné el porcentaje de esporas germi-
nadas, en medio Agar-Agua para los aislamien-
tos de B. bassiana y en medio sbA para M. ani-
sopliae (L.) (Vélez et al., 1997). Los adultos de
R. palmarum se sumergieron en una suspension
que tenia una concentracién de 107 esporas/ml,
durante 30 segundos (Ramle et al., 1999). Para
el tratamiento testigo los insectos se sumergie-
ron solo en ApE con Tween 80 al 0,1 %. Las eva-
luaciones se realizaron cada 2 dias durante 24
dias. La evaluacion consistié en contar y retirar
los insectos muertos, los cuales se desinfestaron

con hipoclorito de sodio al 0,5 % y se ubicaron
en camaras humedas, para registrar la esporu-
lacién del hongo en estudio o la presencia de
microorganismos saprofitos sobre los insectos.

Se utilizé un diseno de bloques incompletos
balanceado con 25 tratamientos y 30 bloques.
Se evaluaron cinco tratamientos en cada blo-
que y cada uno se repitié seis veces. Los tra-
tamientos correspondieron a 17 cepas de M.
anisopliae (L.), siete de B. bassiana y un testi-
go. Ademas del tratamiento testigo incluido en
los 25 tratamientos evaluados (T14), se esta-
blecieron testigos para cada bloque (T0O) como
comparacién adicional (Tabla 1). La unidad ex-
perimental se conformé con 30 adultos de R.
palmarum confinados en una bandeja pléastica
con trozos de caha. Los datos se analizaron a
través de un andlisis de varianza y se usé una
prueba de t, para comparar las medias (p> |t])
usando el programa SAS 9.0.

Bioensayo con larvas

Las larvas de v-v instar de R. palmarum se su-
mergieron durante 30 segundos en una sus-
pensién que contenia 1 x 10® esporas/ml. Las
evaluaciones se realizaron cada 2 dias durante
20 dias contando y retirando los insectos muer-
tos. Estos insectos se desinfestaron, se ubica-
ron en camaras himedas y se observaron los
signos de la infeccién.

Se utilizé un diseno completamente aleato-
rio con cuatro tratamientos, las tres cepas que
presentaron mayor mortalidad en la prueba
con adultos y un testigo, con 11 repeticiones.
La unidad experimental consistié en un reci-
piente de aluminio de 0,5 litros de capacidad,
con una larva de v-v instar de R. palmarum y
un trozo de cana.

Resultados y discusion
Cepas

Durante la presente investigacion, ingresaron a
la Coleccién de Hongos Entomopatégenos de
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Cenipalma cinco cepas de M. anisopliae (L.) y  Tabla 2. Germinacion de esporas de las cepas

. . de hongos utilizadas para infecciéon de adultos de
una cepa de B. bassiana a partir de adultos de Rhynchophorus palmarum. (Bb: Beauveria bassiana;

R. palmarum colectados en campo, para ser  Ma: Metarhizium anisopliae).
evaluados en esta investigacion (Figura 1).

Aislamiento Germinacion (%)
CPMa1004 57,7
CPBb1101 53,4
CPMa0603 49,9
CPMa1105 70,3
CPMa1005 48,7
CPMa1101 40,9
CPBb0404 88,6
CPBb0413 61,7
CPMa1001 75,5
CPMa1002 34,2
CPMa0604 59,8
CPBb0502 82,2
CPMa0402 47.6
CPBb0403 88,2
Figura 1. Adulto de Rhynchophorus palmarum infecta- CPBb0408 s
do por Metarhizium anisopliae. (Foto: Hanna Alvarado). CPBb0409 62,9
CPMa0401 32,4
Reproduccién de hongos para CPMat102 80,0
los bioensayos CPMa0801 12,9
MTBUCO001 41,3
La reproduccién de los hongos en agar con CPMa0602 61,5
cuclasde lsecos obus sl proceso e e comats
CPMa1104 66,6

se evaluaron en este estudio. El proceso de
deshidratacion del medio que hizo parte de la CPMa1106 84.8
reproduccion de los hongos en medio liquido,

afecté la viabilidad de cpma0801, cpmal005, Bioensayo con adultos

cpmall01, cpmal002, cpma0402, cpma0401 y

mtBuc001, la cual se evidencié en porcentajes  De las 24 cepas evaluadas, 13 presentaron una
de germinacién de esporas inferiores a 50 %.  mortalidad significativamente mayor a la del
Las 17 cepas restantes presentaron porcen- testigo (Pr<0,0001), dentro de las que se en-
tajes de germinacién superiores al 60 % y en  cuentran nueve de M. anisopliae (L.) y cuatro
algunos casos fueron superiores al 80 %, lo de B. bassiana (Tabla 3). En este grupo de
que demuestra que no se afectaron por las 13 cepas se encuentran los aislamientos ob-
condiciones en el proceso de reproduccion y  tenidos en este estudio a partir de adultos de
almacenamiento (Tabla 2). R. palmarum y aislamientos con otros hos-
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pederos originales, con diferentes grados de  secto sobre el cual se va hacer el control, pero
patogenicidad. Esto demuestra la importancia  también que aislamientos obtenidos de otros
de evaluar cepas aisladas inicialmente del in-  insectos pueden ser patogénicos.

Tabla 3. Mortalidad de adultos de Rhynchophorus palmarum causada por cepas de Metarhizium anisopliae (L.)
(Ma) y Beauveria bassiana (Bb). Proporcion de adultos que mostraron esporulacién por el hongo.

Mortalidad acumulada
Esporulacion

Cepa dias después de inoculacién Pr > [t|** (%)
8 16 24

CPMa1104* 6,1 26,7 87,1 <0,0001 60,7
CPMa1001* 8,9 29,4 85,7 <0,0001 61,7
CPMa1105* 8,3 25,6 82,8 <0,0001 57,1
CPBb0409 10,6 32,8 78,3 <0,0001 69,9
CPBb1101* 15 34,4 77,1 <0,0001 48,9
CPMa0604 14,4 46,7 75,4 <0,0001 22,2
CPMa0401 14,4 36,7 72,8 <0,0001 61,4
CPMa0603 8,3 38,9 69,3 <0,0001 25,8
CPMa1106* 17,8 51,7 65,4 <0,0001 43,2
CPBb0408 15,6 37,8 64,8 <0,0001 52,9
CPBb0413 10,0 52,8 59,6 <0,0001 66,7
CPMa0402 20,6 55,6 58,4 <0,0001 19,8
CPMa1102* 23,3 56,9 67,2 <0,0001 63,5
CPMa0602 4.4 7,2 47,4 0,0024 38,2
CPBb0403 15,6 25,0 41,7 0,0017 50,0
MTBUCO001 11,1 21,7 39,7 0,0182 49,2
CPBb0502 6,1 15,6 31,6 0,0485 51,9
CPMa1004 14,4 21,7 29,9 0,1599 35,6
CPBb0404 6,7 14,4 28,9 0,1183 22,2
CPMa1003 13,3 21,7 28,6 0,1362 50,0
CPMa1002 94 17,8 27,9 0,1127 41,8
CPMa0801 10,6 21,7 25,6 0,1814 22,0
CPMa1005 11,1 18,9 22,2 0,3307 25,0
CPMa1101* 5,0 12,8 22,1 0,3333 22,5
TESTIGO 44 7,2 12,2 - 28,6

* Hongos aislados a partir de adultos de Rhynchophorus palmarum.
** Diferencias estadisticas con el testigo Pr<0,0001. Comparacion de medias prueba de t. Programa sas 9.0.
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Resultados similares fueron encontrados
por Gerding et al., 2000, quienes evaluaron en
laboratorio la patogenicidad de tres aislamien-
tos de M. anisopliae (L.) var. anisopliae sobre
O. sulcatus y encontraron que los aislamien-
tos de M. anisopliae (L.) fueron patogénicos
sobre larvas de este insecto, con variacion en
su virulencia. Del mismo modo, Padilla et al.,
2000, registraron variabilidad en la patogenici-
dad de aislamientos evaluados sobre broca del
café y concluyeron que la patogenicidad en-
contrada no obedecia al hospedante original
de los aislamientos evaluados.

El periodo de tiempo para alcanzar mortali-
dades mayores al 80 % fue de 24 dias (Tabla 3).
Estos resultados concuerdan con los registra-
dos en otros trabajos donde se evaluaron ais-
lamientos de Metarhizium spp. sobre adultos
del orden Coleoptera y en los cuales también
se us6 la inmersién como método de inocula-
cion (Muerrle et al,. 2006; Meissle et al., 2009;
Gindin et al., 2006). Por ejemplo, Gindin et al.,
2006, emplearon dos métodos de inoculaciéon
sobre R. ferrugineus: por contacto directo con
esporas en sustrato de arroz y por aspersion
de una suspension concentrada del hongo (1 x
108 esporas/ml), obteniendo una mortalidad del
100 % en ambos casos, pero en un periodo de
tiempo diferente. Con el primer método (coni-
dios secos) el 100 % de mortalidad se alcanzé
después de 15 dias de inoculados los insectos y
con el método de conidios en suspension, solo
hasta después de 30 dias.

De las cepas que causaron mortalidades
mayores al 80 %, solo la cepa cpmal001 pre-
sentd una esporulacién superior al 60 % (Ta-
bla 3). Este aislamiento es promisorio debido a
que ademés de causar mortalidades mayores
al 80 %, esporul6 en la mayoria de los indivi-
duos infectados, y esto es importante porque
indica la oportunidad de seleccionar aisla-
mientos que al producir un alto nmero de es-
poras en el campo van a generar una infecciéon
secundaria manteniendo el in6culo necesario
para infectar nuevamente la poblacién del in-
secto (Bustillo, 2005).

Bioensayo con larvas

Las cepas de M. anisopliae (L.) cpmal105, cpma
1001 y cpmal104, seleccionadas por producir
las mortalidades mas altas sobre adultos, de-
mostraron ser también patogénicas sobre lar-
vas de R. palmarum (Figura 2). El aislamiento
cpmal001 presentd una mortalidad mayor a los
demas aislamientos evaluados (45,46 %); ade-
mas, el tratamiento testigo no presenté morta-
lidad (Tabla 4).

Figura 2. Larva de Rhynchophorus palmarum infecta-
da por Metarhizium anisopliae. (Foto: Luis G. Montes).

Tabla 4. Mortalidad en larvas de Rhynchophorus palma-
rum, causada por cepas nativas patogénicas a adultos,
12 dias después de la inoculacion.

Cepas Mortalidad (%) Esporulacion (%)
CPMa1105 27,3 a 33,3
CPMa1104 36,4 a 0,0
CPMa1001 455 a 20,0

Testigo 0 -

En otros trabajos M. anisopliae (L.) también
demostré ser patogénico a varios estados de de-
sarrollo de un mismo insecto. Gindin et al., 2006,
seleccionaron un aislamiento de M. anisopliae
(L.) por causar una mortalidad del 100 % en lar-
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vas de R. ferrugineus, a los 7 dias de inoculacion
y ser patogénico a los estados de huevo y adulto.
Solo los aislamientos cpmal105 y cpmal001
esporularon (Tabla 4). La esporulacién se ob-
servo en el 33,3 % de larvas muertas tratadas
con el aislamiento cpmal105 y en el 20,0 % de
larvas muertas con el aislamiento cpmal001.
Las larvas inoculadas con cpmal104 presenta-
ron una consistencia blanda caracteristica de
microorganismos saprofitos, como bacterias.

Conclusiones

Este estudio permitié caracterizar cinco cepas
de M. anisopliae (L.) y una de B. bassiana
por su patogenicidad a R. palmarum, las cua-
les se depositaron en la coleccién de hongos
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