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Resumen

El pasador del fruto, Carmenta foraseminis Eichlin, es un insecto que ha acentuado su ataque en cultivos
de cacao (Theobroma cacao L.) en los ultimos afnos en Norte de Santander (Colombia). El objetivo de este
estudio fue evaluar la patogenicidad de las cepas nativas Giav-3 Paecilomyces sp. y Giav-4 Lecanicillium
sp. sobre larvas de C. foraseminis. Para el efecto, se realizaron aislamientos a partir de muestras de suelo
recolectadas en el municipio de Tibu, Norte de Santander. Después de obtenidos los cultivos puros se
procedié a la caracterizacion macroscopica y microscopica para la identificacion del género de los aislados
mediante claves taxonoémicas. La infeccién fue realizada mediante inmersién de larvas en las suspensio-
nes de los aislados en concentraciones de 0, 10°, 107 y 108 conidios /ml. En ambos aislados se observo
una tendencia lineal respecto a la mortalidad, la cual fue directamente proporcional a las concentraciones
del inéculo. La CLsgy CLog para Giav-3 fue de 10%%°y 10%7° conidios/ml y para Giav-4 de 10%¢ y 108%*
conidios/ml, respectivamente. Lo cual indica que esta ultima requirié la menor concentraciéon de inoculo
para eliminar el 50% y 90% de la poblacion tratada, lo que supone una mayor efectividad contra las larvas.

Palabras clave: Control ecolégico, Lecanicillium sp., Paecilomyces sp., Theobroma cacao.

Abstract

The fruit borer, Carmenta foraseminis Eichlin, is an insect that has increased up its attack in cocoa
(Theobroma cacao L.) in recent years in northern Santander, Colombia. The objective was to evalu-
ate the pathogenicity of two native strains Paecilomyces sp. Giav-3 and Lecanicillium sp. Giav-4, on
larvae of C. foraseminis. Isolations were made from soil samples collected in the municipality of Tib1,
Northern Santander, Colombia. After obtaining pure cultures, macroscopic and microscopic charac-
terization for gender identification of the strains using taxonomic keys was done. The evaluation was
conducted by immersion of larvae in suspensions of the isolates at concentrations of 0, 10°, 10" and
10® conidia/ml. For both strains there was a linear trend in mortality, which was directly proportional
to the concentrations of the inoculum. The LCso and LCqq for Giav-3 were 10%°° and 10%7° conidia/
ml, and for Giav-4 was 10°° and 10%°* conidia/ml, respectively. This indicates that Giav-4 required

279



ACTA AGRONOMICA. 62 (3) 2013, p 279-286

the lowest concentration of inoculum to remove 50 to 90% of the treated population, indicating it is

more effective against larvae.

Key words: Biological control, Lecanicillium sp., Paecilomyces sp., Theobroma cacao.

Introduccion

En Colombia el cultivo de cacao (Theobroma
cacao L.) es la base y sustento de la economia
de mas de 35,000 familias. Norte de Santan-
der registra una produccion promedio anual
de grano de 1756 t (Fedecacao, 2008). En esta
region, en los ulltimos anos se ha acentuado el
ataque del pasador del fruto Carmenta forase-
minis Eichlin (Lepidoptera: Sesiidae) (Eichlin,
1995). La hembra del insecto deposita los
huevos en la superficie de los frutos; después
de la eclosion las larvas perforan la corteza
siguiendo la placenta, atrofia los granos y se
alimenta de las semillas, al tiempo que de-
posita sus excrementos y facilita la pudricion
interna (Delgado, 2004; Navarro et al., 2004).
Actualmente para el combate de este
insecto se utiliza un manejo cultural que
consiste en disponer los frutos afectados en
bolsas plasticas por espacio de 3 meses para
asegurar la muerte de larvas y adultos, y
evitar asi la reinfestacion del cultivo (Mon-
tes, 2010). El control etologico por medio de
trampas con la feromona (Z, Z)-3,13-octade-
cadienol acetato, especifica para la familia
Sessidae, no ha demostrado ser efectivo para
atraer adultos de C. foraseminis (Mirelles,
2005). Aunque no existen estudios sobre
control ecolégico de esta plaga, Navarro y
Cabana (2006) recomiendan liberar entre
100,000 y 500,000 adultos por hectarea de
avispas Trichogramma pretiosum (Riley).
Bajo el concepto de un manejo integrado
de plagas (MIP), una alternativa es el uso
de hongos entomopatoégenos los cuales pue-
den propagarse en la poblacion de insectos,
constituyendo un grupo de gran interés para
el control de plagas (Vergara, 2004). Apro-
ximadamente el 80% de las enfermedades
que atacan los insectos tienen como agente
causante un hongo (Badii y Abreu, 2000).
Estos presentan mecanismos de invasion Uni-
cos, que les permite atravesar la cuticula del
insecto, actuando como agentes importantes
de control en forma similar a los insecticidas
de contacto (Téllez et al., 2009). Se conocen
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aproximadamente 100 génerosy 700 especies
de hongos entomopatogenos, entre los mas
importantes se encuentran: Metarhizium,
Beauveria, Aschersonia, Entomophthora,
Zoopthera, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces,
Fusarium, Hirsutella, Hymenostilbe, Pae-
cilomyces y Lecanicillium (Monzoén, 2001).
Debido a la importancia del control ecologico
mediante hongos entomopatégenos, el objeti-
vo de este estudio fue evaluar la patogenicidad
de aislamientos nativos con potencial para el
control ecolégico de C. foraseminis o pasador
del fruto de cacao.

Materiales y métodos

Origen de los aislamientos

Los aislamientos Paecilomyces sp. y Lecanici-
llium sp. —denominados respectivamente Gru-
po de Investigacion Ambiente y Vida -Giav-3
y Giav-4- utilizados en este estudio fueron
obtenidos de muestras de suelo recolectadas
en el municipio de Tibu (8° 39’ N y 72° 59’
O, a 75 m. s. n. m) departamento de Norte
de Santander. Se recolectaron 10 muestras
compuestas/ha, a una profundidad entre 10y
15 cm de profundidad. De cada una de estas
muestras se tomaron submuestras de 500 g
que fueron conservadas en bolsas plasticas
con cierre hermético debidamente identifi-
cadas por fecha, sitio y finca de recoleccién,
antes de depositarlas a una temperatura de
4 °C para su transporte y conservacion en
laboratorio.

Identificacion de las cepas

Los aislamientos y la identificacion de las ce-
pas de los hongos se realiz6 en el Laboratorio
de Microbiologia Aplicada de la Facultad de
Ciencias Agrarias y del Ambiente de la Uni-
versidad Francisco de Paula Santander. Para
el efecto se utilizo el protocolo propuesto por
Murcia y Salamanca (2006), con incubacion
a 28 °C, seguido de propagacion en cultivos
monosporicos para garantizar la autenticidad
y pureza de la muestra.
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Una vez se obtuvieron los cultivos puros
se hizo la caracterizacion morfologica y la
identificacion de los aislamientos, de acuer-
do con las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de crecimiento utilizando las
claves taxonomicas de Barnet y Hunter (1972)
y Samson et al. (1981). Para la caracteriza-
cion macroscopica se realizaron pases de los
cultivos puros del hongo sobre medio agar
papa dextrosa (PDA) mas Cloranfenicol (1g/1t)
y se incubaron a 28 °C. Ocho dias después se
registraron las caracteristicas culturales de
color de ambas caras de la colonia, borde y
textura. Para la caracterizacion microscopica
se utilizo una técnica de cultivo similar a la
anterior, no obstante 5 dias después se realizo
tincion simple con azul de lactofenol y con la
ayuda de un microscopio Olimpus binocular
(aumento 1000 X) se observé la morfologia
y disposicion de los conidioforos y conidios
(Rodriguez y Del Pozo, 2003).

Pruebas de patogenicidad

Elin6culo se obtuvo a partir de los aislamien-
tos cultivados sobre PDA e incubados a 28
°C hasta su esporulacion. Las suspensiones
fingicas se prepararon con conidios recolec-
tados en la superficie del cultivo, adicionando
agua destilada estéril. Las concentraciones
conidiales fueron determinadas en una ca-
mara de Neubauer.

Para la prueba de patogenicidad se uti-
lizaron larvas de ultimo estadio de C. forase-
minis obtenidas de frutos de cacao infestados
que fueron desinfectadas superficialmente
segun el método usado por Garcia et al.
(2008) e inoculadas mediante inmersion en
las suspensiones de los aislamientos Giav-
3 y Giav-4 a concentraciones de 10°, 107 y
102 conidios/ml. Como testigo se utilizaron
larvas tratadas en agua destilada estéril.
Las larvas tratadas fueron transferidas a
recipientes plasticos que contenian conchas
de cacao con tratamiento térmico previo en
agua a 100 °C por 30 min y semillas frescas
para su alimentacion. Las observaciones de
mortalidad de larvas se hicieron diariamente
durante 12 dias. Para confirmar el agente
causante, los insectos muertos fueron incu-
bados en placas petri con papel absorbente
humedecido en agua destilada estéril.

Se emple6é un diseno completamente al
azar, con tres repeticiones por tratamiento,
consistente en tres concentraciones del inoculo
por cada aislamiento, mas el control con agua
destilada estéril. La unidad experimental
consistio en cinco larvas, para un total de
15 unidades experimentales por tratamiento.
El nimero de larvas muertas fue registrado
mediante observaciones diarias expresadas
como porcentajes de mortalidad en el tiempo.
Los resultados se sometieron a analisis de
varianza y comparacion de medias mediante
la prueba de diferencia significativa de Tukey,
utilizando el paquete de disefios experimen-
tales Statgraphics Centurion XV profesional
marca registrada Stat Point, Inc. (2006). La
curva sigmoidea de mortalidad se linearizo
mediante transformacion Probit y se calculo
la concentracion letal (CL) del 50% (CLsq) y
90% (CLgq) de la poblacion a través de ecua-
ciones de regresion (Rodriguez et al., 20006).

Resultados y discusion

Caracterizacion morfolégica de los aislamien-
tos

El aislamiento Giav-3 Paecilomyces sp. en me-
dio PDA mas Cloranfenicol (1g/lt), incubado
a 28 °C durante 8 dias present6 colonias de
color rosado-grisaceo, aspecto pulverulento,
bordes regulares, (Foto 1A) y reverso inco-
loro o con tono blancuzco; mientras que el
aislamiento Giav-4 Lecanicillium sp. presento
color blancuzco a crema, borde irregular,
aspecto algodonoso (Foto 1B) y reverso con
pigmentacion crema o amarillo-palido. Estas
caracteristicas concuerdan con las descritas
por Rodriguez y Del Pozo (2003) para los hon-
gos entomopatogenos P. fumosoroseus (Wize)
Brown y Smith y Verticillium lecanii (Zimm.)
Viegas, [= Lecanicillium lecanii (Zimm)| respec-
tivamente. En las observaciones microscopi-
cas realizadas a los 5 dias de crecimiento a
28 °C, se observo que el aislamiento Giav-3
presentaba conidioforos erectos, ramificados
en el apice, fialides ensanchadas en la base
adelgazandose en el apice, conidios en cade-
na (Foto 1C). Giav-4, por su parte, presento
conidioforos erectos alargados y ramificados,
fialides delgadas y alargadas, conidios alar-
gados solitarios o en parejas (Foto 1D). Las
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Caracteristicas morfologicas de los aislados obtenidos del suelo. A = Colonias de Paecilomyces sp. B = Colonias

de Lecanicillium sp. C = Microfotografia de estructuras de Paecilomyces sp. D = Microfotografia de estructuras de

Lecanicillium sp.

caracteristicas anteriores coinciden con las
descritas por Barnet y Hunter (1972) y Sam-
son et al. (1981) para los géneros Lecanicillium
y Paecilomyces.

Patogenicidad

Las concentraciones de los aislamientos se
compararon el dia 7 después de la inocula-
cion, que coincidié con una mortalidad de
larvas > 90% por el primer aislamiento. De
acuerdo con lo anterior, el aislamiento Giav-4
el dia 7 post-inoculacién presenté mortalida-
des de larvas de 93.33% con una concentra-
cién de 10® conidios/ml y de 53.33% cuando
la concentracién fue de 107 conidios/ml (Fi-
gura 1A). Por su parte, el aislamiento Giav-3
para el mismo dia post-inoculacion presento
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80% de mortalidad de larvas con una con-
centracion de 10 conidios/ml y 46.66% con
una concentraciéon 107 conidios/ml (Figura
1B). Los individuos inoculados enfermos
presentaban debilidad y desorientacion, cam-
bios de color, reducciéon en la alimentacion,
y manchas oscuras sobre el tegumento, que
corresponden con esporas germinadas del
hongo (Badii y Abreu, 2006).

Para el aislado Giav-3 no se encontraron
diferencias (P > 0.05) entre la concentracion
10° conidios/ml vs. testigo, no obstante los
tratamientos 107 y 10® conidios/ml mostraron
los mayores indices de mortalidad — 46.66 y
80.00%, respectivamente— que fueron dife-
rentes en relacion con el testigo (Cuadro 1).
Para el aislamiento Giav-4 se encontraron
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Figura 1. Curvas de mortalidad de larvas de C. foraseminis, inoculadas con distintas
concentraciones de los aislamientos (A) Giav-4 Lecanicillium sp. y (B) Giav-3

Paecilomyces sp.

Cuadro 1. Prueba de comparacion de medias de Tukey para los promedios de
mortalidad de larvas de C. foraseminis, 7 dias después de inoculadas
con distintas concentraciones del aislado Giav-3 Paecilomyces sp.

Concentracién Casos Media® E.E. Grupos
(no.) homogéneos

0 3 0.00 7.45 a

10° 3 26.66 7.45 ab

107 3 46.66 7.45 be

108 3 80.00 7.45 c

& Medias seguidas de letras iguales no difieren estadisticamente (Tukey, 0.05).

E.E. = Error estandar.

diferencias (P < 0.05) entre el testigo y los
demas tratamientos; el tratamiento 10% co-
nidios/ml con un promedio de mortalidad de
93.33% fue superior a los tratamientos 10° y
107 conidios/ml (Cuadro 2).

Con ambos aislados se observo una ten-
dencia lineal en los porcentajes de mortalidad
de larvas, la cual fue directamente proporcio-

nal a las concentraciones del inéculo. Reali-
zada la transformacion Probit, la ecuaciéon
de la recta para Giav-3 fue: Y = -5.06681 +
0.728983x (R? = 0.9917) (Figura 2A) y para
Giav-4 fue Y = -5.97738 + 0.901844x (R? =
0.9698) (Figura 2B). Con estas ecuaciones se
obtuvieron valores (conidios/ml) de CLsgq (1
x 10%9%) y CLgg (1 x 108‘70) para los aislados
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Cuadro 2. Prueba de comparacién de medias de Tukey para los promedios de

mortalidad de larvas de C. foraseminis, 7 dias después de inoculadas con
distintas concentraciones del aislado Giav-4 Lecanicillium sp.

Concentracién Casos (no.) Media® E.E. Grupos
homogéneos

0 3 0.00 5.77 a

10° 3 33.33 5.77 b

107 3 53.33 5.77 b

108 3 93.33 5.77 c

*Medias seguidas de letras iguales no difieren estadisticamente (Tukey, 0.05).

E.E. = Error estandar.
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Figura 2. DL5g y DLgg calculada mediante linealizacion de las curvas de mortalidad de larvas de
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C. foraseminis, al dia 7 post-inoculacion con diferentes concentraciones de los aislados.
(A) Giav 3-Paecilomycesspy, (B) Giav-4 Lecanicillium sp.
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Giav-3 y de CLsg (1 x 10%) y CLgq (1 x 10%9%
para Giav-4. Lo cual indica que el aislamien-
to Giav-4 requirié la menor concentracion
de indéculo para eliminar 50% y 90% de la
poblacién tratada y por tanto presenté mayor
efectividad contra las larvas.

Nunez et al. (2008) encontraron que el
efecto de mortalidad de L. lecanii sobre el
segundo estadio ninfal de Aleurodicus cocois
(Curtis) fue mayor que el de P. fumosoroseus
y que la mezcla de ambos hongos, lo que co-
rrobora la alta efectividad entomopatégena
de V. lecanii. Otras especies de hongos ento-
mopatogenos como M. anisopliae requieren
menor concentracion de inéculo para elimi-
nar el 50% y 90% de larvas de Tuta absoluta
Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) en tomate,
con valores de CL5gy CLgg de 1 x 10**y 1 x
10" conidios/ml, respectivamente (Rodriguez
et al., 2006). Los resultados del presente
estudio muestran que en condiciones in vitro
los aislados Giav-3 Paecilomyces sp. y Giav-4
Lecanicillium sp. son patogénicos para C. fo-
raseminis, siendo mas efectiva la cepa Giav-4.

Estos hallazgos son de importancia para
un manejo integrado de la plaga, ya que am-
bas cepas resultaron ser virulentas a nivel in
vitro, lo cual hace que potencialmente puedan
ser incluidas como una estrategia de control
biolégico dentro de un manejo integrado de
C. foraseminis; no obstante la efectividad en
campo de esta estrategia debera ser evaluada
en posteriores trabajos.

Conclusiones

* Los aislados nativos Giav-3 Paecilomyces
sp. y Giav-4 Lecanicillium sp. resultaron
patogénicos para larvas de C. foraseminis
de ultimo estadio, en las cuales se observo
que, a mayor concentraciéon del hongo mas
alta es la mortalidad. El aislado Giav-4
Lecanicillium sp. requiere la menor con-
centracion de inoculo para eliminar 50% o
90% de la poblacion tratada, lo que indica
su mayor efectividad contra las larvas.
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