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RESUMEN

El picudo negro de las palmas Rhynchophorus palmarum se considerada como una de las
principales plagas de palma africana y de coco en Colombia, ya que es considerado como el
unico vector del nematodo Bursaphelenchus cocophilus agente causal de la enfermedad Anillo
rojo (AR) y estar asociado con la enfermedad de pudricién de cogollo (PC), ademas del dafio que
causan las larvas en forma directa al cultivo en todas las zonas productoras de palma de aceite y

cocotero.

Este estudio tiene como finalidad evaluar en laboratorio la actividad biolégica de dos cepas de

Metarhizium anisopliae de CORPOICA, sobre adultos de Rhynchophorus palmarum

La patogenicidad se evaluara en términos de concentracién letal 50 y 90 (CLso y ClLgo) Y Se
determinaré la virulencia en términos de Tiempo Medio de Mortalidad (TMM) de las dos cepas

de M. anisopliae sobre adultos de Rhynchophorus palmarum en condiciones de laboratorio.

Los ensayos consisten en sumergir individuos de R. palmarum en una solucion de esporas de las
cepas M. anisopliae a diferentes concentraciones 1x10%, 1x10°, 1x10° 1x10’, y 1x10°
conidios/ml, los cuales se confinaran con alimento hasta su muerte; posteriormente se colocaran
en cajas de Petri con papel filtro hasta su esporulacion, para determinar de esta forma la

actividad bioldgica de cada tratamiento evaluado.

Palabras clave: entomopatégeno, picudo negro de las palmas, palméaceas, metarhizium

anisopliae.



ABSTRACT

The black weevil palms Rhynchophorus palmarum is considered one of the main pests of oil
palm and coconut in Colombia, as it is considered the only vector of Bursaphelenchus
cocophilus causative agent of the disease red ring (AR) and be associated with bud rot disease
(PC), plus the damage caused by larvae form directly to the crop in all producing areas of oil

palm and coconut.

This study aims to evaluate in the laboratory the biological activity of two strains of Metarhizium
anisopliae CORPOICA on Rhynchophorus palmarum adults.

To evaluate the pathogenicity of two virulence strains is determined by the following parameters:
LD90 dose at which 90% individuals die. LT50: time required to kill 50% of insects at a constant
dose.

The tests consist of R. palmarum individuals dip in a solution of spores of M. anisopliae the two
strains at different 1x10%, 1x10°, 1x10° 1x10’, y 1x10® conidia/ml, which They are confined to
food until his death; subsequently placed in Petri dishes with filter paper until sporulation to

determine in this way the biological activity of each evaluated treatment.

Keywords: Entomopathogen, Black weevil palms, Palms, Metarhizium anisopliae.
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INTRODUCCION

El aumento del area plantada de palma africana a nivel nacional, asociado a un mal manejo de
erradicacion de las palmas afectadas, por plagas y enfermedades ha traido consigo problemas
fitosanitarios como, la pudricion de cogollo, marchitez letal, muerte sorpresiva y anillo rojo,
algunas de estas enfermedades estan relacionadas con la presencia del picudo americano de las

palmas Rhynchophorus palmarum.

Rhynchophorus palmarum no habia sido considerado como plaga principal en el cultivo de
palma africana, hasta que fue asociado como el vector del nematodo Bursaphelenchus
cocophilus agente causal de la enfermedad anillo rojo y estar relacionado con el dafio mecénico

de la pudricion de cogollo.

El uso indiscriminado de productos quimicos para el control de plagas y enfermedades, la
resistencia a estos compuestos, el deterioro de la salud del personal encargado de estas
aplicaciones y del medio ambiente, ha contribuido a buscar nuevas alternativas que garanticen

una mayor sostenibilidad en el cultivo y minimicen el impacto sobre el medio ambiente.

Segln Pucheta Diaz et at., (2006) los hongos entomopatdgenos tienen un gran potencial
como agentes controladores, constituyendo un grupo con mas de 750 especies, diseminados en el
medio ambiente y provocando infecciones fungosas a poblaciones de artropodos (Pucheta Diaz,

Flores Macias, Rodriguez Navarro, & De La Torre, 2006).

El uso de hongos entomopatégenos para el control de plagas es una opcidn viable y limpia
que permite la reduccion en el uso de compuestos quimicos y puede ser incorporado a programas
de manejo integrado de plagas para disminuir el deterioro del medio ambiente. EI hongo
Metarhizium anisopliae ha venido siendo utilizado en muchos paises para el control de diferentes
plagas como el Mién de los pastos, barrenadores en cafia de azlcar, diferentes especies de

cicadélidos, y en Colombia esta siendo utilizado para el control de chizas.

15



El presente trabajo evalud bajo condiciones de laboratorio la mortalidad, porcentajes de
eficiencia, se determino6 la L50 y L90 y el tiempo medio de mortalidad (TMM) de las dos cepas
de Metarhizium anisopliae. Los resultados de este trabajo proveen informacion importante sobre
el potencial biocontrolador de estas cepas para que puedan ser integradas a un programa de
manejo de R. palmarum.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El picudo americano de las palmas o picudo negro de las palmas Rhynchophorus palmarum L.
(Coleoptera: Curculionidae) es un insecto de importancia economica en el cultivo de la palma de
aceite y el cocotero. Desde 1726 se reportd la infestacion de larvas del picudo de las palmas R.
palmarum en palmas de coco (Griffith & Quoting, 1968-1893) y desde 1921 se postulé como
posible vector de la enfermedad Anillo rojo- Hoja corta (AR) (Hagley & Quoting, 1963-1921),
(Griffith & Quoting, 1968-1893), y desde entonces se ha constituido en una de las principales
plagas en las plantaciones comerciales de coco, Cocos nucifera L. y palma de aceite Elaeis
guineensis Jacq. en América Latina y el Caribe (Posada, 1988), (Hagley E. , 1963), (Griffith,
1987) , (Morin, Lucchiani, De Araujo, Ferreira, & Fraga, 1986).

R. palmarum es considerado como el principal vector del nematodo Bursaphelenchus
cocophilus, causante del Anillo rojo (Griffith, Red ring disease of coconut palm., 1987), (Rochat,
1987), (Chinchilla, 1988), (Genty, 1988). En Colombia, ademés de ser el vector de esta
enfermedad, este insecto se destaca por ser una plaga directa del cultivo en todas las zonas
palmicultoras debido a su relacion con la enfermedad conocida como Pudricion del cogollo (PC)
de la palma de aceite, (Chinchilla, 1988), (Acosta, 1991).

El coledptero R. palmarum utiliza fundamentalmente plantas de la familia Palmae como

sitio de ovoposicion, reproduccion y cria (Bedford, Ocampo, & Reyes, 1978).

El dafio directo lo causan las larvas que se alimentan en las bases peciolares (Griffith &
Quoting, 1968-1893), en la zona del cogollo de palmas afectadas por Pudricion del cogollo (PC)
e incluso ocasionan dafio en las inflorescencias andrégenas de hibridos interespecificos OxG
(Aldana, 2005). Las palmas afectadas por la pudricion de cogollo se convierten en sustrato ideal
para la alimentacion y reproduccion de R. palmarum (Martinez, y otros, 2008). El dafio indirecto
es ocasionado al ser el vector principal del nematodo Bursaphelenchus cocophilus (Tylenchida:
Aphelenchoididae), (Griffith, 1968a), (Griffith, 1968b) causante de la enfermedad anillo rojo -
hoja corta (AR), (Hagley, E. 1965b), (Hagley, E. 1965a.), (Sanchez, 1987), (Fedepalma,



1988). (Aldana, 2005), (Gémez, et al., 1990), registrada oficialmente en Colombia desde 1986
(Fedepalma, 1988).

Entre 1964 y 1969, una pudricion de las flechas y el cogollo en la palma de aceite causo la
destruccion de la plantacion "La Arenosa”, en Turbo (Antioquia, Colombia. Afios mas tarde,
otras plantaciones en América Central y del Sur sufrieron un dafio semejante (Aldana, 2005),
(Gomez, et al, 1990). En 1988, la enfermedad reaparecio con caracteristicas graves en los Llanos
Orientales y en menor escala en las Zonas Norte y Sur del pais (Gomez, Calvache, & C., 2004).
(Gomez, et al. 1990), (Swinburne, 1990). Segun las Gltimas investigaciones, la enfermedad no es
de carécter letal (Nieto, 1991), pero su manejo conlleva altos costos y una merma en el

rendimiento durante varios afios.

En los Llanos Orientales durante los afios 90, alrededor de 90.000 palmas fueron
erradicadas a causa de la enfermedad AR, las cuales representan unas 500 hectareas. La
incidencia de esta enfermedad se incrementd de 0,5% en 1990 a 8% en 2002 (Gémez, Calvache,
& C., 2004). El célculo de las pérdidas asociadas a costos fijos (tierra, establecimiento y costos
administrativos) ocasionados por la enfermedad en esta zona entre 1990 y 2004 fue de
aproximadamente ocho millones de dolares (Mosquera, 2005). En esta misma zona se ha
calculado que este insecto, como plaga directa, puede ocasionar la pérdida del 35% de las palmas
atacadas, incrementando el costo de produccién de una tonelada de aceite desde 0,9 hasta 13,5
ddlares (Mosquera, 2006).

En 2006 la zona palmera occidental reporté 36.934 Ha sembradas con Elaeis guineensis J.
(Corredor et al., 2008), cultivo que gener6 28.000 empleos directos e indirectos, y se posicionaba

como un importante renglén de la economia del municipio de Tumaco (Fedepalma, 2010).

Pese a los desarrollos productivos y agroindustriales implementados en la zona occidental
por méas de dos décadas, desde 2006 a 2009 se presentaron incrementos dramaticos en la
incidencia de la pudricion del cogollo (PC), enfermedad que avanz6 de manera letal afectando el
90% del area sembrada y ocasiond una grave emergencia social y econémica en la zona

(Martinez y Silva, 2009), situacion que generd un incremento alarmante de las poblaciones de
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este insecto, llegandose a considerar plaga directa del cultivo de palma de aceite (Aldana et al.,
2010). Las pérdidas generales para la economia se estiman en $5,5 billones, y las especificas de
los inversionistas ascienden a $ 2 billones. 70.000 hectareas han sido devastadas Yy
aproximadamente 15.000 empleos han desaparecido (Ministerio De Agricultura — Colombia, Ica

y Fedepalma, s.f.).

El cultivo del cocotero en Colombia representa el 0.23 de la produccion mundial y ocupa el
vigésimo cuarto lugar (24) entre los paises productores de Coco en el mundo, cuenta con una de
las més altas productividades: 8.62 toneladas por hectarea al afio, por encima del promedio
mundial de 5 toneladas por hectarea al afio. Para el afio 2010 el &rea plantada era de 16.091 ha.
El departamento de Narifio ocupa el primer puesto en la produccion nacional con el 50.2%,
representadas en 8.118 hectareas cultivadas en las cuales 5.900 familias derivan su sustento de
este producto; le sigue Cauca con el 22% representado en 2.297 hectareas y en tercer lugar
Cordoba con 1.896.

Durante las tres Ultimas décadas, los cultivos de coco en el pacifico colombiano,
especialmente en Tumaco, se han visto seriamente afectados por el complejo Anillo rojo- R.
palmarum que ha llegado a destruir hasta el 80% de las palmas existentes, mermando la
produccion y afectando considerablemente los ingresos de los productores.

En el afio 2014 mas de 15.000 palmas de coco improductivas por problemas fitosanitarios
ocasionados por R. palmarum y Anillo Rojo fueron erradicadas en el departamento de Cauca,
municipio de Guapi, asi como 7.100 palmas en el municipio de Tumaco, departamento de

Narifio.

Dentro de los programas de MIP para este picudo, una de las practicas mas utilizadas en el
control de las enfermedades PC y AR es la captura con trampas de Rhynchophorus palmarum,
este método a pesar de ser una buena alternativa presenta algunas deficiencias ya que un alto
numero de picudos logran escapar de la trampa, para evitar que esto suceda una practica comdn
en las plantaciones es adicionar algun tipo de insecticida, lo que trae consigo problemas en la

salud humana, contaminacion del medio ambiente; ademéas puede generarse resistencia en las



poblaciones del insecto(Fedepalma,2013).

Debido a los problemas que conlleva el uso de insecticidas, M. anisopliae constituye como
una estrategia viable y efectiva que puede ser usada como complemento al manejo integrado de

plagas para el control de R. palmarum.
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3. JUSTIFICACION

La palma de aceite (E. guineensis Jacq.); se encuentra distribuida en Colombia en cuatro zonas
productivas; norte, centro, oriente y sur occidente con caracteristicas agroecologicas diferentes
(DANGON, 2014); 130.000 familias, de 116 municipios, en 18 departamentos dependen
socioecondmicamente de este cultivo, ya que genera 128.000 empleos directos y 200.000
empleos indirectos (Croplife, Latin América, 2013). En el afio 2013, de esta especie se reporta un
area total establecida de 477.000 hectareas y una produccion de 1.040.000 toneladas. Segun
informacion del DANE (2011), el desarrollo poblacional del pais al afio 2022, serd de 52
millones de personas, por tanto la produccion de aceite de palma para satisfacer las necesidades
de comestibles, concentrados y biodiesel es de 2.121.000 toneladas (DANGOND L, 2014); de
acuerdo a esta proyeccion, se debe crecer en area y produccion por hectarea en palma africana en
el pais. Otra especie de importancia socioecondmica en el Litoral Pacifico, es la palma de coco;
hay establecidas 5530 hectareas de palma de coco, de las cuales derivan su sustento 1800
familias, en los municipios de Tumaco (Narifio) y Guapi (Cauca) (Croplife, Latin América,
2013). Un factor que limita la productividad de los cultivos de palma aceitera y palma de coco,
son las enfermedades anillo rojo, generada por el vector Rhynchophorus palmarum y el patégeno
Bursaphelenchus cocophilus, y pudricién de cogollo enfermedad que la produce el mismo

insecto asociado con el hongo Phytophthora palmivora Bult (Sarria, 2008).

La asociacion R. palmarum- PC es el complejo fitosanitario que mas ha afectado la palma
de aceite en Colombia; Esta enfermedad es considerada letal y epidémica, por la pérdida de
70.000 hectéreas, en zonas productoras de palma de aceite, como Tumaco (Narifio); Puerto
Wilches (Santander); Cantagallo (Sur de Bolivar), entre los afios 2006 a 2009 (ICA, 2013).
Generando pérdidas econémicas a la nacion. En estas regiones esta enfermedad es el mayor
problema fitosanitario para el cultivo del cocotero, alcanzando niveles del 100% de incidencia
(CORPOICA, 1999). Segun la Corporacion Autonoma Regional de Valle del cauca (CVC), en
Tumaco (Narifio), en el afio 1988, esta enfermedad provocd la muerte del 90% de las palmas,
afectando a 2000 familias de la zona. En el afio 2014, el ICA, erradicé 15.000 palmas de

Cocotero, en el municipio de Guapi (Cauca) y 7.100 palmas de coco en el municipio de Tumaco



(Narifio). En la zona oriental (Meta-Casanare), en los afios noventa, se erradicaron cerca de
90.000 palmas de aceite por AR. (Gomez et al, 2004).

Una de las précticas del manejo integrado de estas enfermedades AR y PC es la
disminucion de la poblacion del R. palmarum a través de trampeo con recipientes plasticos, con
insecticida. El uso de insecticidas no es sostenible por el dafio a la salud humana, a la fauna y
flora, el no uso de insecticidas, no es tan eficaz en el control, porque los insectos se fugan de las
trampas en un porcentaje de 50%, segun evaluaciones desarrolladas por (Bernhard Lohr y Pedro
Pablo Parra, 2010).

Una alternativa para mejorar el control de R. palmarum, sin causar dafio al ecosistema y a
los trabajadores, es la inoculacion de hongos entomopatdgenos, como Metarhizium anisopliae
con alto porcentaje de patogenicidad y virulencia, el hongo pueden ser aplicado a los cebos

alimenticios de las trampas de recipiente plastico.

CENIPALMA es una de las instituciones que ha desarrollado investigaciones en
laboratorio, infectando R. palmarum con M. anisopliae, el cual ha demostrado patogenicidad y
virulencia en porcentajes hasta del 87% en adultos y en menor porcentaje en larvas; En otras
investigaciones (Esteves E, 2008), evalud cepas de M. anisopliae las cuales mostraron una alta
patogenicidad y virulencia sobre adultos de R. palmarum, logrando mortalidades de 90 y 100%;
Osorio y Lezama (1991), Citado por Garcia J, (2013) reportan que cepas de M. anisopliae, a la
concentracién de 1x10° conidios/mL causa una mortalidad del 90% en R. palmarum, en un
tiempo letal 50% (TL50) de 36 dias en adultos. Revisando la patogenicidad y virulencia de estos
hongos entomopatdgenos sobre el R. palmarum en las pruebas en laboratorio se observa que es
una alternativa viable y eficaz para el control de R palmarum, sin riesgo para la salud humana y
sostenible para el medio ambiente. El presente trabajo desarrolld pruebas de patogenicidad, en
laboratorio de dos cepas de M. anisopliae obtenidas del banco de cepas de Corpoica, para que
puedan ser integradas a programas de MIP en palma africana.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad biolégica de dos cepas de Metarhizium anisopliae
(Deuteromycota: Hypomycetes) sobre Rhynchophorus palmarum L. (Coledptera: curculionidae)

en condiciones de laboratorio.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la patogenicidad en términos de concentracion letal 50 y 90 (CLspy CLgo) de

dos cepas de M. anisopliae sobre adultos de Rhynchophorus palmarum en condiciones de

laboratorio.

Determinar la virulencia en términos de Tiempo Medio de Mortalidad (TMM) de dos cepas

de M. anisopliae sobre adultos de Rhynchophorus palmarum en condiciones de laboratorio.

Seleccionar la cepa M. anisopliae con mayor potencial para el control biolégico de adultos

de R. palmarum bajo condiciones de laboratorio.



5. MARCO CONCEPTUAL Y TEORICO

Los insectos R. palmarum, S. aloeus y las enfermedades Marchitez letal (ML), Anillo Rojo (AR)
y Pudricion de Cogollo, son consideradas de control oficial por parte ICA, ya que estan
generando un gran impacto econdémico en la produccion de palma africana y alto riesgo de

dispersion en nuestro pais (ICA, 2015).

5.1 RHYNCHOPHORUS PALMARUM L.

5.1.1 Descripcion taxonomica. Este insecto pertenece al orden ColeoOptera, familia
Curculionidae, tribu Rhynchophorini. Este género esta constituido por diez especies de las cuales
solo tres estdn presentes en el neotropico: R. cruentatus, R. richeri, y R palmarum
(Wattanapongsiri, 1966). Se conoce como picudo americano de las palmas, gualpa, casanga o

gusano de los cogollos.

5.1.2 Distribucién. R. Palmarum es una especie de distribucion neotropical, con un amplio
rango geografico que se extiende desde el sureste de California y Texas hasta Argentina,

Paraguay, Uruguay y Bolivia (Wattanapongsiri, 1966; Citado por Aldana R, 2011))

En Colombia se presenta en todas las zonas cultivadas de palma de aceite. Ademas se
encuentra en zonas selvaticas. El rango altitudinal también es extenso, encontrandose desde el

nivel del mar hasta los 1.200 msnm (Jaffé y Sanchez, 1992).

5.1.3 Descripcion morfoldgica.

5.1.3.1 Adulto. Son picudos de color negro, con el cuerpo en forma de bote. Miden entre 4
y 5 cm de longitud aproximadamente y 1,4 cm de ancho. La cabeza es pequefia y redondeada con
un caracteristico y largo rostrum curvado ventralmente (pico) (Mexzon et al., 1994; Sanchez et
al., 1993).
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Figura 1. Adulto de R. palmarum

Fuente. Campos, J. C. 2015.

Presentan dimorfismo sexual; los machos tienen un notable penacho de pelos en la parte
dorsal hacia el centro del rostrum o pico. Las hembras tienen el rostrum curvo y liso. Los
adultos tardan 30 a 45 dias para emerger de la pupa (Sanchez et al., 1993), permanecen dentro

del capullo entre 7 y 11 dias antes de salir (Hagley, 1965a).

5.1.3.2 Huevos. Son de color blanco crema, ovoides y de un tamafio promedio de 2,5 x 1
mm. Son colocados en posicion vertical, a una profundidad de 1 a 2 mm y protegidos con un
tapon de una sustancia cerosa de color amarillo cremoso. Tienen un periodo de incubacion de 2 a
4 dias (Hagley, 1965a; Sanchez et al., 1993).

Figura 2. Huevos de R. palmarum

Fuente. Campos, J. C. 2015.



Las hembras apareadas en el laboratorio y mantenidas en pareja presentan un periodo de
ovoposicion hasta de 43 dias (Sanchez et al., 1993). Una hembra puede ovopositar 12 huevos
inmediatamente después de la primera copula y hasta 63 huevos en un dia (Gonzalez y Camino,
1974). Pueden colocar entre 697 (Sanchez et al., 1993) y 924 huevos por hembra en todo su ciclo
(Gonzélez y Camino, 1974).

5.1.3.3 Larvas. Son apodas, es decir que no tiene patas. Cuando emergen del huevo

pueden medir 3,4 mm de longitud. El cuerpo es ligeramente curvado ventralmente.

Figura 3. Larva de R. Palmarum

Fuente. Campos, J. (2015)

Su color es blanco cremoso (Mexzon et al., 1994; Sanchez et al., 1993; Gonzélez y
Camino, 1974). Las larvas pasan por nueve a diez instares que tienen una duracion de 42 a 62
dias (Hagley, 1965a). En sus ultimos instares pueden alcanzar una longitud de 5 a 6 cm. Durante
este periodo es frecuente el encuentro entre larvas con el subsecuente canibalismo. En el ultimo
instar larval, que puede durar entre 4 y 17 dias, toman una coloracion amarillo mas oscuro, y
antes de empupar migran a la periferia del estipite o bases peciolares para tejer un capullo con

fibras vegetales, el cual tapa los extremos con los tejidos fibrosos (Sanchez et al., 1993).

5.1.3.4 Pupas. El estado de pupa tiene una duracion entre 16 dias y 30 dias. (Coto y
Saunders, 2004).
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Fuente. Campos, J. (2015)

Figura 5. Adultos de R. palmarum emergiendo del pupario

Fuente. . Campos, J. (2015)

Una vez formado el capullo que protege la pupa inicia la metamorfosis, es decir el cambio
de estado de larva a pupa y de pupa a adulto dentro del capullo (Hagley, 1965a; Sanchez et al.,
1993) El capullo mide aproximadamente 7 a 9 cm de longitud y 3 a 4 cm de diametro. La pupa
es de color café. Cuando es perturbada hace movimientos ondulatorios continuos con el



abdomen.

5.1.4 Dafos que causa. R. palmarum se alimentan de los tejidos de la palma y se
reproducen en ellas cuando han quedado abandonadas por estar afectadas por PC o cuando se
encuentran en proceso de descomposicion por cualquier otro motivo. Las hembras depositan sus
huevos en los sitios donde se han producido heridas o cuando se presenta la pudricion de las
flechas méas jovenes en las palmas afectadas por PC y cuando las larvas emergen, y durante su
desarrollo, se alimentan del tejido blando del cogollo y las bases peciolares, lo que impide que la
palma pueda producir nuevos tejidos sanos, nuevas emisiones de hojas y por consiguiente, su
recuperacion (Griffith, 1987; Chichilla, 1988; Acosta, 1991; Sanchez, 1987).

Este picudo se presenta como importante vector de nematodos causantes del AR,
principalmente en las zonas Norte y Oriental. Esta enfermedad tiene gran variedad de sintomas

segun la edad del cultivo y la severidad o el tiempo de infeccion que tenga la palma enferma.

En Colombia las malas practicas de erradicacion de palmas con PC, han generado mayor

disponibilidad de tejido para la alimentacion y reproduccion del R. palmarum (Bustillo A, 2014).

5.1.5 Alternativas de control. Dentro de las alternativas de control para este picudo: Una
actividad es la erradicaciéon de palmas con sintomas de AR, reduccion de la poblacion adulta de
R. palmarum, mediante el uso de trampas (Morinet al, 1986; Chinchilla, Oehlschlaher 1992).
Otra alternativa para el control de esta plaga, es mediante el uso de entomopatdgenos, el cual
debe hacerse mediante la “inoculacién” de estos organismos, a través de liberaciones y
aspersiones dirigidas a los focos de las plagas en el cultivo, los cuales se determinan a través de
monitoreos. Estos microorganismos se establecen, diseminan y parasitan las plagas, regulando su
poblacién en el cultivo. Estas practicas generan menos riesgo ambiental y mayor sostenibilidad,

para el cultivo y el ecosistema (Bustillo, 2013).

Los entomopatégenos son un grupo de microorganismos (Bacterias, Virus, Nematodos,
Hongos) con la capacidad de ejercer control sobre diferentes tipos de artropodos (Insectos y

acaros), generalmente causando la muerte directa del artropodo o actuando como antagonista,
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inhibiendo el desarrollo de otros microorganismos, mediante sustancias que excretan (Rodriguez
y Arredondo, 2007). Los hongos entomopatogenos estan representados en méas de 700 especies

reunidas en 100 géneros, son parasitos de diferentes tipos de artropodos.

El primer entomopatdgeno ilustrado fue el hongo Cordiceps sinensis realizado por
Réaumur en 1726. Agostino Bassi realiz6 en 1835, los primeros trabajos en patologia de insectos
demostrando que Beauveria bassiana (Bals) era el agente causal de la enfermedad Bombyx mori

L., en el gusano de seda.

En 1879 Metschnikoff estudio la muscardina verde enfermedad de las larvas de Anisoplia
austriaca y la identific6 como Entomophthora anisopliae (actualmente Metarhizium anisopliae
Metchnikoff). Sugirié el uso de larvas enfermas, esporas del hongo o suelo aledafio a larvas

enfermas, para el control de larvas sanas.

5.2 METARHIZIUM ANISOPLIAE

5.2.1 Taxonomia. Metarhizium anisopliae segin Alex Opoulos y Mims, (1979) ha sido

clasificado como:

Reino: Mycetae
Division: Amastigomicota

Subdivision:  Deutermycetes

Subclase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Geéneros: Metarhizium

Especie: anisopliae y flavoviridae

5.2.2 Caracteristicas generales. Se reproduce de forma asexual, a través de conidios o
esporas asexuales. Produce conidiéforo ramificado, las esporas son alargadas y se forman en

cadenas. La conidia mas joven es la de la base del conidioforo. En cada conidiéforo se forma una



cadena de conidias biseptada, las cuales crecen densas y adheridas, son esporas alargadas. Las

conidias cuando jovenes son blancas y de color verde oscuro conforme van madurando.

Figura 6. Estructura del hongo Metarhizium anisopliae (conidioforos, fidlide y conidias (A, B,
C), conidias (D)

Fuente: Tzean, SS et al.(1997).Estructura del hogo Metarhizium anisopliae[Figura]
http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/fungal_detail.jsp?id=FU200802250009

Figura 7. Morfologia macroscépica (A) y microscépica (B) de Metarhizium anisopliae

Fuente: Pik-Kheng y col., (2009). Morfologia macroscopica y microscopica de Metarhizium
anisopliae. http://www.posgradoeinvestigacion.uadec.mx/Documentos/ AQM/AQMS8/5.pdf
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5.2.3 Etapas del desarrollo de una micosis en insectos por el hongo M. anisopliae.

Figura 8. Etapas del desarrollo de una micosis en insectos por hongo entomopatdgeno.

1. Adhesion de la espora a la cuticula del
insecto, 2. Germnacién y formacién del
apresario, 3. Penetracion de la cuticula, 4.
Crecimiento lateral y penetracion en la
epidermis, 5. Agregacion de los hematocitos
en el lugar de penetracion flngica, 6.
Fagocitosis de cuerpos hifales por células
fagociticas del ensecto, 7. Transformacion a
cuerpos levaduriformes, 8. Evasion del
sistema inmune, 9. Propagacion en el

hemocele, 10. Transformacién a cuerpo

Fuente. Modificado de Vilcinskas & Giitz, 1990.

5.2.3.1 Adhesidn. Fijacién de los propagulos al tegumento.

5.2.3.2 Germinacidn. Luego de la hidratacion del conidio o espora, germina emitiendo el tubo

germinativo, para penetrar el insecto.

5.2.3.3 Penetracion. Accion combinada de procesos fisicos y enziméaticos formados por lipasas,

proteasas y quitinasas (Gabriel, 1968; Leopold y Samsinakova, 1970).

5.2.3.4 Multiplicacion del hongo en el hemocele. En el interior del insecto el hongo se

multiplica por germinacién, con formas de micelios libres y unicelulares, Ilamadas blastosporas.

5.2.3.5 Produccion de toxinas. No todos los hongos producen toxinas en el hemocele. Estas

toxinas producen la muerte en el insecto por sus actividades insecticidas (Vey y Gotz, 1986).



5.2.3.6 Muerte del insecto. Ocurre antes de que el hongo colonice todo el interior del hemocele.

Esta es originada en parte por las toxinas.

5.2.3.7 Colonizacion total. Luego de la muerte o final de la fase parasitica, el micelio invade
todos drganos y tejidos (Pekrul y Grula, 1979).

5.2.3.8 Emergencia del hongo al exterior. EI hongo emerge del interior del insecto cuando se
aumenta la humedad relativa, atravesando el tegumento nuevamente, generalmente por

membranas intersegmentales o los espiraculos.

5.2.3.9 Esporulacion. Las hifas que atraviesan el tegumento estan en etapa vegetativa y pasan a
etapa reproductiva entre 24 a 48 horas, conformando conidios o esporas. El insecto cambia de

color. Blanco en el caso de Beauveria Bassiana, y verde oliva en el caso de M. anisopliae.

5.2.3.10 Diseminacion. Los conidios 0 esporas que estan sobre el insecto se dispersan por accion
del viento, agua, por accién del hombre o de otros organismos.

5.2.4 Utilizacion. EI hongo Metarhizium anisopliae ha venido siendo utilizado en muchos paises
para el control de diferentes plagas como: Mahanarva posticata, Deois sp, Zulia sp barrenadores

en cafia de azlcar y algunas especies de isoptera.

En Brasil la experiencia en la utilizacion de hongos entomopatégenos ha sido reconocida
mundialmente con la utilizacion de M. anisopliae para el control de Mahanarva posticata, en
cafia de azlcar con mas de 100.000 ha/afio tratadas con este hongo. En Argentina han realizado
estudios para la utilizacion de los hongos B. bassiana, M. anisopliae y N. rileyi encaminados a
controlar plagas como Diatrea saccharalis, Anticarsia gemmentalis, Rachiplusia nu vy
Spodoptera frugiperda. Finalmente, en Colombia esta siendo utilizado para el control de chizas,
Aeneolamia varia, A reducta, Spodoptera frugiperda, Tagosodes oryzicola, Euetheola sp, Sogata

sp, Tibraca sp y Euschistus.

CENIPALMA, ha venido investigando el uso de entomopatogenos, bajo condiciones de
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laboratorio y luego de evaluar 24 cepas de M. anisopliae y Beauveria bassiana que provenian de
adultos de R. palmarum, como las més patogénicas Yy que causaron mortalidades de 80y 87%
en adultos y de 27 y 45% en larvas de R. palmarum (Alvarado et al., 2013).

Esteves E, (2008), evalud durante un periodo de 21 dias, en condiciones de laboratorio las cepas
de B. bassiana y M. anisopliae, estas mostraron patogenicidad y virulencia sobre adultos de R.
palmarum; logrando mortalidad en los insectos de 90% y 100%. La cepa de B. bassiana y la
cepa de M. anisopliae, fueron las mas virulentas, porque infectaron al 100% de los insectos R.

palmarum, entre 6 dias a 8 dias.

Osorio y Lezama (1991), Citado por Garcia J, (2013) reportan que cepas de M. anisopliae, a la
concentracién de 1x10° conidios/mL causa una mortalidad del 90% en R. palmarum, en un
tiempo letal 50% (TL50) de 36 dias en adultos.



6. METODOLOGIA

El trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de entomologia del Centro Investigacion (C.1.) La
libertad de Corpoica, situado en la vereda la reforma, Villavicencio (Meta), a una latitud de 4°
03" N; longitud 73° 29" W y una altitud de 336 msnm, la temperatura media anual es de 26°C y la
humedad relativa (HR) de 75%.

Las pruebas de patogenicidad se realizaron con dos cepas del hongo entomopatdgeno
Metarhizium anisopliae codificadas como Mt 040 y Mt 008 procedentes del banco de
germoplasma de microorganismos con interés en control biolégico de la nacion, el cual es
administrado por el laboratorio de control biolégico de Corpoica en el C.I. Tibaitata. La cepa Mt
040 fue aislada a partir de insectos de Ancognatha scarabaeoide (Coledptera: Nelolonthidae)
(Erichson, 1847) recolectados en el municipio de Rio Negro, Antioquia; para la cepa Mt 008 no
se conoce el hospedero del cual se aislo, pero se sabe que procede de muestras tomadas en el C.1.

La Libertad, departamento del Meta.

6.1 REACTIVACION DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

La reactivacion de las dos cepas de M. anisopliae se realiz6 utilizando adultos de Rhynchophorus
palmarum (Coledptera: Curculionidae) (Linnaeus, 1758) recolectados en campo y mediante el
método de inmersion. Para tal fin se prepararon suspensiones de cada uno de los hongos a una
concentracion ajustada de 3 x 10° conidios/ml (Gutiérrez y Saldarriaga 2004) y se seleccionaron
10 individuos por cada una de las cepas, los cuales fueron sumergidos en dicha suspension
durante 5 minutos. Los individuos inoculados se colocaron luego en recipientes plasticos
cuadrados de 1.6 L con dieta natural y se mantuvieron en condiciones de laboratorio con una
temperatura promedio de 27°C y 75% de HR. Los insectos se revisaron diariamente durante 21
dias y los individuos muertos se colocaron en una camara himeda en condiciones de laboratorio
para favorecer la esporulacion del hongo; a partir de los insectos esporulados se recuperaron los

hongos en medio de cultivo YM.

6.2 PRODUCCION MASIVA DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS


https://sv.wikipedia.org/wiki/Wilhelm_Ferdinand_Erichson
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Una vez se contaba con las cepas de M. anisopliae reactivadas se procedid a realizar su
produccion masiva. Para tal fin, se utilizé un medio de cultivo sélido, el cual consistio en 50 g de
arroz comercial contenido en botellas de vidrio planas de 375 cc, con 80 ml de agua destilada,
siguiendo la metodologia descrita por Antia et al. (1992). Luego de su esterilizacion, por 15
minutos a 121°C y 15 p.s.i, cada botella se inocul6 con 1 ml de suspension de conidios de M.
anisopliae obtenidos de la reactivacion del hongo. Estos medios se incubaron a 25°C +-2°C, HR
de 70% +-5% por 30 dias.

6.3 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

A partir de los conidios de M. anisopliae reactivados y producidos en medio de cultivo sélido
durante 30 dias, se realizd una separacion en humedo de los mismos mediante lavado con
Tween® 80 al 0,1% y agitacion manual. El sustrato de produccion fue lavado completamente
hasta observar el desprendimiento de las esporas de los granos de arroz y la suspension obtenida

fue luego filtrada mediante muselina estéril y filtro con tamafio de poro de 106 pum.

Con las suspensiones obtenidas para cada cepa y mediante recuento en camara de Neubauer
utilizando un microscopio Optico a 40X, se prepararon cinco concentraciones ajustadas en 1 X
10%,1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 107 y 1 x 10% con/ml para cada cepa. Los bioensayos se realizaron con
adultos de R. palmarum obtenidos en una plantacion de palma africana, que fueron previamente

confinados en condiciones de cuarentena para descartar los insectos enfermos.

Los tratamientos a evaluar consistieron en las cinco concentraciones ajustadas para cada cepa y
un testigo absoluto donde no se realiz6 ninguna aplicacion, utilizando un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento. Para tal fin, se utilizaron 50 ml de
cada una de las suspensiones con los cuales se inocularon 30 individuos por tratamiento,
mediante el método de inmersion por un tiempo de cinco minutos. Los insectos inoculados se
confinaron en cajas plasticas cuadradas de 1.6 L de capacidad, se alimentaron con dieta natural
correspondiente a cafias de azlcar y se mantuvieron en condiciones de laboratorio con una

temperatura promedio de 27°C y 75% de HR.



Figura 9.Proceso de inmersion x 5min

Fuente. Velasquez, H. (2015)

Figura 10. Confinamiento en cajas x 21 dias

Fuente. Velasquez, H. (2015)

La mortalidad de los insectos se registrd diariamente y durante 21 dias postinoculacion. Los
insectos muertos se colocaron en camaras himedas de manera individual, para favorecer la

esporulacién del hongo y evidenciar el desarrollo de la enfermedad.
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Figura 11. R. palmarum en camara humeda

Fuente. Velasquez, H. (2015)

A partir de los datos de mortalidad se calcularon los porcentajes de eficacia para cada uno de los

tratamientos evaluados utilizando la férmula de Schneider- Orelli (Zar, 1999).
% Eficacia = (A_—B) x 100
0 (100 — B)

En donde A es igual a la mortalidad en el tratamiento y B corresponde a la mortalidad en el
testigo absoluto. Para estos resultados se determind la homocedasticidad y normalidad de los
datos mediante pruebas de Bartlett y Shapiro-Wilk (95%) respectivamente, y se realiz6 una
prueba ANOVA y una prueba de comparacion de medias de Tukey (95%) mediante el programa
Statistix 8.0.

Posteriormente, los datos de mortalidad de los tratamientos fueron corregidos con respecto al
testigo y se utilizd6 un modelo Probit (Finney, 1952) mediante el programa POLO-PLUS 1.0
(LeOra Software, 2010) para determinar la concentracion letal media (CLso) y noventa (CLg) de
las dos cepas evaluadas. Para comparar los valores de CLsg obtenidos, se calcularon las lineas de
paralelismo y se probé la hipotesis de igualdad mediante el programa POLO-PLUS 1.0 (LeOra
Software, 2010).



6.4 PRUEBAS DE VIRULENCIA

Adicionalmente utilizando los datos de mortalidad diaria obtenida en las pruebas de
patogenicidad para el tratamiento correspondiente a 1 x 10% con/ml, se calculé el tiempo medio
de mortalidad (TMM) para cada una de las cepas. Los datos fueron sometidos a un analisis de
supervivencia mediante el programa POLO-PLUS 1.0 (LeOra Software, 2010). Para comparar
los valores de TMM obtenidos para cada cepa, se calcularon las lineas de paralelismo y se probd
la hipotesis de igualdad utilizando el mismo programa.
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7. ANALISIS DE DATOS Y RESULTADOS

7.1 REACTIVACION Y PRODUCCION DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS

La reactivacion de las dos cepas de Metarhizium se realizé segun la metodologia descrita.

Figura 12. Cepas utilizadas para la reactivacion del hongo

Fuente. Campos, J. (2015)

Para las dos cepas en medio YM, se obtuvieron colonias redondeadas con una coloracion
inicial amarilla y posteriormente se observé la esporulacién de los hongos con esporas de color
verde oscuro. A partir de estas esporas se realizé la produccion masiva en botellas con sustrato

solido correspondiente a arroz, como se mencioné en la metodologia.

Figura 13. Propagacion de M. anisopliae en medio sélido (arroz)

Fuente. Campos, J. (2015)



Se observo una colonizacion completa del sustrato solido cubierto por esporas después de
21 dias de incubacién para las dos cepas evaluadas. A partir de las esporas obtenidas se

realizaron todos los bioensayos.

7.2 PATOGENICIDAD

7.2.1 Mortalidad. En todos los tratamientos inoculados con el hongo se observaron
insectos con sintomas tipicos de infeccion por hongos, como presencia de hifas o etapa
vegetativa del hongo con una coloracion blanca inicial, que posteriormente se torné a una
coloracion verde oscura con la esporulacion del hongo (Figuras 14 y 15). Las dos cepas

evaluadas presentaron sintomas similares.

Figura 14. R. palmarum infectado por cepa Mt 040

- .

Fuente. Campos, J. (2015)

Figura 15. R. palmarum infectado por cepa Mt

Fuente. Velasquez, H. (2015)
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Con las diferentes concentraciones evaluadas del hongo, se observé que para las dos cepas
a medida que aumentaba la concentracion del hongo, aumento la mortalidad de los adultos de R.

palmarum (Tabla 1).

Tabla 1. Mortalidad de las dos cepas de M. anisopliae evaluadas

) Mortalidad (%)
Tratamiento

Mt040 Mt008

Testigo absoluto 10,0d 10,0 c
1 x 10*con/ml 23,3 cd 26,6 bc
1 x 10° con/ml 43,3 be 50,0 b
1 x 10° con/ml 53,3 b 50,0 b
1 x 10’ con/ml 83,3a 46,7 b
1 x 10® con/ml 90,0 a 100 a

Fuente. Campos, J. & Velasquez, H. (2015)

El anélisis estadistico se realizd para cada cepa de manera independiente, los resultados
presentaron homogeneidad de varianzas y normalidad por lo cual se realiz6 un andlisis de
varianza paramétrico (ANAVA) comparando las diferentes concentraciones evaluadas; la

comparacion de medias se realizé con un test de Tukey al 95%.

Para la cepa Mt040 se observ6 una mortalidad que oscil6 entre el 23,3% y el 90% con las
diferentes concentraciones evaluadas (Tabla 1). A excepcién de la concentracién 1 x 10* con/ml,
con todas las concentraciones se obtuvo una mayor mortalidad con respecto a testigo
presentando diferencias significativas (P= 0,0000; F= 42,2; gl= 17). Las concentraciones
intermedias de 1 x 10°y 1 x 10° con/ml no presentaron diferencias estadisticas al igual que las

mayores concentraciones de 1 x 10"y 1 x 10° con/ml.

Para la cepa Mt008 la mortalidad oscilé entre el 26,6% y el 100% con las diferentes
concentraciones evaluadas (Tabla 1). Al igual que la anterior cepa a excepcion del tratamiento 1

x 10* con/ml con todas las concentraciones se obtuvo una mayor mortalidad con respecto a



testigo presentando diferencias significativas (P= 0,0000; F= 35,6; gl= 17). Entre las
concentraciones de 1 x 10%y 1 x 10" con/ml no se observaron diferencias significativas entre si,
pero para la concentracion de 1 x 10® con/ml se obtuvo la mayor mortalidad con un 100%, siendo
estadisticamente diferente a los demas tratamientos.

7.2.2 Eficacia. A partir de la mortalidad obtenida en cada uno de los tratamientos y
mediante una correccion con la mortalidad obtenida en el testigo absoluto mediante la formula de
Schneider Orelli se determind la eficacia de cada una de las cepas del hongo. El andlisis
estadistico se realizo para cada concentracion evaluada comparando las dos cepas, los resultados
presentaron homogeneidad de varianzas y normalidad por lo cual se realizéd un analisis de

varianza paramétrico (ANAVA) y una comparacion de medias con un test de Tukey al 95%:

Gréafica 1. Comparacion de eficacia de cada concentracion de las cepas de M. anisopliae

evaluadas
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Fuente. Campos, J. & Velasquez, H. (2015)
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Para las concentraciones entre 1 x 10y 1 x 10° con/ml no se presentaron diferencias
significativas para la eficacia de las dos cepas, lo que sugiere que a estas concentraciones las dos
cepas presentan una actividad biolégica similar. Sin embargo, para la concentracién de 1 x 10’
con/ml la cepa Mt040 presentd una mayor eficacia (81,5%) en comparacion con la eficacia
obtenida con la cepa Mt008 (40,7%). Por el contrario, para el tratamiento correspondiente a 1 X
10® con/ml, la cepa Mt008 presenté una mayor eficacia con un 100% en comparacién con la cepa
Mt040 con una eficacia del 88,9% (Grafica 1) [1 x 10%con/ml: (P= 0,5185; F= 0,50; gl=5), 1 x
10°con/ml: (P= 0,5616; F= 0,40; gl= 5), 1 x 10°on/ml: (P= 0,6435; F= 0,25; gl= 5), 1 x
10’con/ml: (P=0,0177; F=15,1; gl= 5), 1 x 10%con/ml: (P= 0,0001; F= 206; gl= 5)].

7.2.3 Concentracion letal. Con los datos de mortalidad obtenidos se realiz6 una
correccion con respecto al testigo y se utilizé un modelo Probit para calcular la relacion dosis-
mortalidad de las cepas Mt040 y Mt008 sobre adultos de R. palmarum. Los valores de P
obtenidos fueron superiores a 0,05 (Tabla 2), lo que permitid aceptar la hipétesis de que existe
una correlacién lineal entre la dosis y la mortalidad de los insectos; ademas los bajos valores de
Chi-cuadrado (x?) sugirieron homogeneidad entre los datos, lo que ademéas indicé que la
distribucion experimental se ajusté a la tedrica (Zar, 1999) (Gréfica 2).

Gréfica 2.Concentracién Letal Media.
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Bajo las condiciones experimentales evaluadas en este trabajo, la mortalidad de los
insectos se vio afectada por la concentracion del hongo utilizada, obteniéndose valores de
concentracién letal media (CLsg) de 2,8 x 10° con/ml para la cepa Mt040 y de 4,3 x 10° con/m
para la cepa Mt008 y valores de CLgo de 8,8 x 10" con/ml y 6,5 x 10® con/ml para las cepas
Mt040 y Mt008, respectivamente (Tabla 2). La comparacion entre los limites fiduciales (95%) de
la CLso indicO que no existen diferencias entre la patogenicidad de las dos cepas, lo que fue
confirmado con el programa POLO-PLUS 1.0 (LeOra Software, 2010) cuyo anélisis permitio
aceptar las hipdtesis de igualdad (P= 0,353) y paralelismo (P= 0,379) entre los resultados

obtenidos para las dos cepas de M. anisopliae evaluados.

Tabla 2. Concentracién Letal Media

Limites de confianza :
Heterogeneida

de la CLsp 95% CLg Pendiente Nive
CL50 d
(con/ml) (con/ * error | de
(con/ml) : ’
: Superio  ml) estandar p
Inferior X2 Gl
r

5 . s 8,8xl 0,41

Mt040 2,8x10 8,6x10 7,7x10 . 0,514+0,08 ) 1,237 3

Mt008  4,3x10° 3,9x10° 4,8x10’

0,22
g 0,404+0,18 0 4,413 3

Fuente. Campos, J. & Velasquez, H. (2015)
7.3 VIRULENCIA

7.3.1 Tiempo medio de mortalidad (TMM). EIl tiempo medio de mortalidad (TMM) fue
estimado con la concentracion que resultd en aproximadamente el 90% de la mortalidad de los
insectos, que para las dos cepas fue 1 x 10% con/mL. La gréfica obtenida, evidencia una relacién
directa entre el tiempo y la mortalidad de los insectos. Para la cepa Mt040 se obtuvo un TMM de
8,8 dias y para la cepa Mt008 de 13,1 dias (Tabla 3, Gréfica 2), valores que presentaron
diferencias significativas sugiriendo que las dos cepas difieren en su virulencia determinada

como tiempo de accion, en donde la cepa Mt040 actia en un menor tiempo.



Tabla 3. Tiempo Medio de Mortalidad

TMM Limites fiduciales (95%) (dias) Hipotesis de  Hipotesis de
Cepa (dias) Inferior Superior Igualdad paralelismo
Mt040 8,8 7,8 9,7 P=0,000 P=0,870
Mt008 13,1 11,9 14,4 Rechazada Aceptada

Fuente. Campos, J. & Velasquez, H. (2015)
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

El hongo entomopatdgeno M. anisopliae es un hongo cosmopolita que ataca naturalmente a méas
de 300 especies de insectos de diversos ordenes, los cuales son cubiertos por micelio, que
inicialmente es de color blanco, pero que se torna verde una vez que el hongo esporula (Sandino,
2003. Citado por Franco G, 2014), como se observo en este trabajo. Posee un amplio espectro de
accion ya que puede infectar a una gran cantidad de insectos, ademaés de tener la facilidad para
crear epizootias, lo cual favorece su diseminacion. Se produce principalmente sobre productos y
desechos agricolas como cascarilla de arroz y arroz (Esteves & Cedefio, 2008). Asimismo, se ha
descrito que puede ocasionar un control efectivo sobre una de las plagas de alta importancia en

palma para el pais como R. palmarum (Osorio y Lezama, 1991; Lezama-Gutiérrez et al., 2006).

A nivel mundial se ha evaluado la actividad biolégica que puedan tener diferentes cepas de este
hongo sobre adultos de la plaga. En México (Armeria, Colima) se encontrd0 que con una
aplicacion mensual de M. anisopliae se ha logrado una reduccion en el nimero de adultos de R.
palmarum en un 48.2%, con una aspersion foliar del hongo a la concentracion de

1x108sporas/ml en condiciones de campo (Mora & Ceballos, 2007).

En diferentes trabajos, en condiciones de laboratorio se ha reportado que con diferentes cepas de
M. anisopliae evaluadas a una concentracién de 1 x 10° con/ml se obtienen mortalidades entre el
87,5% y el 90% y un TMM de 36 dias sobre adultos de R. palmarum (Almeida et al., 2010;
Osorio y Lezama, 1991). En comparacién con los resultados obtenidos en este trabajo en donde
con una concentracién de menor de solamente 1 x 107 con/ml se obtiene una mortalidad similar
con un valor del 83,3% y un TMM del 8,7 dias, lo que sugiere que las cepas evaluadas en este
estudio presenta una mayor actividad biolégica para el control de adultos de esta plaga.

Las diferencias en actividad entre diferentes cepas del mismo hongo, pueden deberse al
mecanismo de accion y a los factores de virulencia de cada una. En el mecanismo descrito para
este hongo, este ingresa a través del tegumento usando hifas filamentosas de penetracion y por
efecto de proteinas de degradacién, Posteriormente, dentro del hemocele estas hifas de

penetracion se transforman en cuerpos de hifas como de levadura o protoplastos que proliferan
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en nuevos crecimientos. Después el hongo nuevamente cambia a fase filamentosa e invade
tejidos y organos. El hongo posteriormente sale a través de la cuticula y micelios externos cubren
al huésped. En cada paso de este ciclo de infeccion se producen diferentes proteinas o toxinas de
degradacion cuyo nivel de produccion y efectividad depende de las caracteristicas genéticas de
cada cepa, de las condiciones ambientales y del grado de adaptacion al hospedero (Castrillo
2005)

Adicionalmente, en condiciones ambientales que no son favorables en términos de humedad y
temperatura segun las caracteristicas de cada cepa, este hongo puede formar estructuras de
descanso dentro del insecto y no continuar con su ciclo de infeccién (Castrillo, 2005). Estos
hongos, también producen metabolitos secundarios, derivados de varios pasos en la formacién de
los metabolitos primarios, de los cuales algunos poseen propiedades insecticidas. Los hongos que

los poseen producen la muerte mas rapidamente que los que no (Fernandez-Larrea, 2002).

Mortalidades del 100% y 88,9% a concentracion de 1x10° de las cepas Mt008 y Mt040
respectivamente y TMM entre 8,7 y 13,4 dias, son caracteristicas de gran importancia si tenemos
en cuenta que R. palmarum pueden vivir entre 40 y 90 dias. La seleccién de cepas
entomopatdgenas con menores concentraciones letales y menor tiempo de mortalidad permitiria

que los adultos no cumplan con su funcion reproductiva y el dafio indirecto que ocasiona.



9. CONCLUSIONES

Las cepas Mt040 y Mt008 presentaron la misma patogenicidad en términos de CLsp con valores
de, 8x10° y 4,3x10° respectivamente. Sin embargo, se observaron algunas diferencias a nivel de
eficacia con las dos mayores concentraciones evaluadas, en donde una mortalidad Optima en
condiciones de laboratorio (cercana al 80%) se obtiene con la cepa Mt040 a la concentracion de

1 x 10" con/ml, lo que sugiere que esta cepa serfa dptima para ser incorporada en un MIP.

La cepa Mt040 presentd una mayor virulencia con un menor valor de TMM, en comparacion con
la cepa Mt008 con valores de 8,8 y 13,1 dias, respectivamente; lo que sugiere que la cepa Mt040
seria la mejor para implementar un manejo de control bioldgico de esta plaga al presentar un

tiempo de accion menor.

En este trabajo se selecciond la cepa de M. anisopliae Mt040 por su mayor potencial para el
control bioldgico de adultos de R. palmarum bajo condiciones de laboratorio; ya que aunque no
se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones letales de las dos cepas, en el

tiempo medio de mortalidad esta cepa actlia mas rapido.
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10. RECOMENDACIONES

Las cepas de M anisopliae utilizadas en este estudio demostraron poseer buena patogenicidad y
virulencia para el control de R. palmarum en condiciones de laboratorio, por lo que seria
conveniente realizar evaluaciones en campo para determinar si pueden ser incorporado a

programas de manejo integrado de R palmarum en cultivos de palma africana y coco.

Seria importante realizar estudios con otras especies de hongos entomopatogenos como

Beauveria bassiana, otras cepas de M. anisopliae, para el control biologico de R. palmarum.
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Anexo A. Evaluacion del ensayo de actividad biologica de la CEPA Mt 040 de Metarhizium anisopliae sobre Rhynchophorus
palmarum
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Fuente. Campos, J. & Velasquez, H. (2015)
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Anexo B. Evaluacion del ensayo de actividad biologica de la CEPA Mt 008 de Metarhizium anisopliae sobre Rhynchophorus

Anexo 2. EVALUACION DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CEPA Mt 008 DE Metarhizium anisopliae SOBRE R. palmarum
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