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Resumen

Una de las especies de acaros que producen considerables pérdidas cualitativas y cuantitativas en el cultivo de rosas bajo
invernadero en Ecuador es Tetranychus urticae, donde el control con agroquimicos convencionales no es efectivo; por lo
cual se busca identificar cepas de Bacillus spp. aisladas a partir de T. urticae y determinar sus escenarios anatémicos pato-
génicos para un futuro control con bacterias. La fase de campo se realizé en la floricola Naranjo Roses S.A. en Latacunga
en un cultivo de rosas bajo condiciones orgdnicas, en donde se recolectaron hojas de cada tercio de seis plantas con
presencia de T. urticae Koch. Las muestras fueron trasladadas para ser procesadas en Plantsphere Laboratories (PSL) en
Quito. Se identificaron y cuantificaron los diferentes estadios de la plaga y se aislaron algunos individuos para determinar
la presencia de cepas patogénicas de Bacillus spp., las cuales fueron aisladas, purificadas e identificadas. Los tratamientos
de verificacion patogénica fueron las cepas, agua destilada (testigo) y Bacillus thuringiensis biovar acari (testigo positivo).
Los eventos patogénicos se evaluaron en hembras adultas de T. urticae mediante citohistoquimica, por medio de la cual se
reporto ruptura de paredes externas, precipitacién de contenido celular y malformaciones cuticulares. Se determiné que
el mayor ndmero de individuos plaga se localizan en el tercio bajo (59,4%) con mayor presencia de huevos (63,3%). Me-
diante analisis de componentes principales (ACP) de los tratamientos, se determind las cepas mas eficientes como Efectores
Biocataliticos (EBc®) siendo estas la PSL 104, 113, 114 y Bacillus thuringiensis biovar acari.

Palabras clave: citohistoquimica, Efectores Biocataliticos (EBc®), foco de infeccién, control biol6gico, agrosistemas.

Abstract

One of the species of mites that cause considerable qualitative and quantitative losses in roses growing under greenhouses
in Ecuador is Tetranychus urticae, where conventional agrochemicals control is not effective; therefore seeks to identify
strains of Bacillus spp. Isolated from T. urticae and determine their anatomical pathogenic scenarios for future control with
bacteria. The field phase took place in Naranjo Roses S.A. in Latacunga in a growing roses under organic conditions, whe-
re they were collected sheets of each third of six plants with presence of T. urticae Koch. The samples were taken to be
processed in Plantsphere Laboratories (PSL) in Quito. They were identified and quantified the different stages of the pest
and some individuals were isolated for the presence of pathogenic strains of Bacillus spp., which were isolated, purified
and identified. Check treatments of pathogenic were strains, distilled water (control) and Bacillus thuringiensis biovar acari
(positive control). Pathogenic events were evaluated in adult females of T. urticae by citohistochemistry, where breakout of
the outer walls, precipitation of cell contents and cuticular malformations were reported. It was determined that the largest
numbers of pest individuals are located in the lower third (59.4%) with greater presence of eggs (63.3%). Using principal
component analysis (PCA) of the treatments, the PSL 104, 113, 114 and Bacillus thuringiensis biovar acari was determined
as the most efficient Biocatalytic Effectors (EBc®).
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Introduccién

Existen aproximadamente 1500 microorganismos
que poseen propiedades insecticidas, nematicidas,
etc. (Niedmann y Meza, 2006). Bacillus spp., es con-
siderado como el principal agente de control bio-
l6gico o Efector Biocatalitico (EBc®), patogeno de
invertebrados versatil por sus mecanismos de accién
(Flores et al, 2011 y Falconi, 2013a). Este tipo de bac-
terias son localizadas facilmente en el suelo, aire, agua,
plantas, etc. (Veitia et al., 2003; Layton et al., 2011).
Dichos microorganismos son considerados EBc® ya
que actian por medio de diversos procesos y meca-
nismos, en la regulacién de sistemas individuales o
colectivos que evidencian alteracion o desequilibrio
(Falconi, 2014a).

Segun Expoflores (2013) Tetranychus urticae es un aca-
ro polifago conocido cominmente como arana roja,
en la antigliedad no era considerada una plaga de im-
portancia econémica, por la presencia de enemigos
naturales los cuales mantenian el equilibrio de dicha
plaga; debido al uso indiscriminado de pesticidas des-
de la segunda guerra mundial, dicho equilibrio empe-
z6 a desaparecer. Cerna et al. Dice que actualmente
se la considera una de las especies que ocasiona ma-
yor perjuicio en la agricultura a nivel mundial. En rosas
es el mas abundante causando oscurecimiento y debi-
litamiento en la produccion de botones, en si pérdida
en la calidad de la flor, siendo en el cultivo de rosas
en el Ecuador un problema recalcitrante (Rojas et al.,
2011; Yanez et al., 2014).

Mediante diferentes técnicas de laboratorio se puede
identificar microorganismos, por ejemplo la aplicacion
de tincion de Gram (Gomez, s/a) y pruebas bioquimicas
que permiten determinar la localizacion taxonémica de
microorganismos por su comportamiento metabdlico
(Garcia y Silva, 2004). Mientras que, la citohistoquimi-
ca es un proceso que produce reacciones de contraste
que se traducen en matices de coloracion patogénica
en componentes celulares y tejidos, permitiendo asi
identificar mediante microscopio las dreas afectadas de
una muestra (Rodak, 2005; Falconi, 2014b).

Debido a que los agroquimicos convencionales para el
control de acaros no son eficientes, en este estudio se
busca aislar e identificar cepas de Bacillus spp. a partir
de T. urticae y evaluar sus eventos de patogenicidad en
comparacion a un testigo y Bacillus thuringiensis biovar
acari como testigo positivo, el cual ha mostrado ser efi-
ciente en condiciones de campo (Lozada, 2011), como
potenciales Efectores Biocataliticos (EBc®) de T. urticae.

Materiales y métodos

Avrea de estudio

La toma de muestras se realizé en la floricola Naran-
jo Roses S.A. ubicada a 0°59746.44" de latitud sur y
a 78°367°23.52" de longitud oeste en Latacunga pro-

vincia de Cotopaxi, se identificé el bloque de rosas
tipo organico con mayor presencia de T. urticae y en
el que no fue aplicado ningun tipo de acaricida. La fase
de laboratorio se realizé en Plantsphere Laboratories
(PSL) en Quito, provincia de Pichincha, donde se pro-
cesaron las diferentes muestras de hojas de rosas con
presencia de T. urticae.

Muestreo

En el invernadero de rosas variedad Freedom, se lo-
calizaron tres focos de infeccion (plantas infectadas)
con presencia de T. urticae y en cada uno de estos se
colectaron 15 hojas de cada tercio (superior, medio y
bajo). Se realizaron dos muestreos con una diferencia
de 15 dias. Las hojas colectadas fueron colocadas en
fundas plésticas sin evacuar el aire, procurando formar
volimenes fisicos de aire para afectar lo menos posible
la integridad de las muestras biologicas, estas fueron
cerradas y debidamente etiquetadas para ser transpor-
tadas al laboratorio (Adaptado de Falconi, 2013b).

Cuantificacion e identificacion de poblaciones
de T. urticae

La metodologia utilizada fue adaptada de Falco-
ni (2013b). Se utilizaron cajas plasticas con tapa
(6x28x18cm), cuidadosamente desinfectadas con
alcohol (70%), en la base de estas se localizé papel
filtro con las dimensiones de la base de la camara, hu-
medecido con agua destilada estéril. En cada camara
se colocaron las hojas de rosas recolectadas, direccio-
nadas con el envés hacia abajo. Las camaras fueron
ubicadas en un lugar claro, no expuestas directamente
al sol, simulando las condiciones naturales respecto a
la luz en las que se localiza la plaga en campo; cada
caja debidamente etiquetada con el cédigo referente
al foco de infeccion, tercio al que pertenecen vy la fe-
cha de recoleccion. Con un microscopio, a 20X y 40X
se observaron cada una de las hojas, procediendo a
identificar y cuantificar los diferentes estadios de los
acaros (huevo, larva, protoninfa, deutoninfa, hembra 'y
macho) (figura 1).

A medida que se realizaba el conteo se consideré la
presencia de posibles patégenos que se podian evi-
denciar en los acaros, los cuales se manifestaban en
forma de necrosis, tumoraciones, lisis, precipitacion de
fluidos, disolucion de tejido.

Se prepararon 18 cajas Petri (para los dos muestreos)
con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), como
medio basico, en los cuales se colocaron 20 acaros
debidamente distribuidos, se utilizé una caja Petri por
cada camara himeda. Durante el periodo de incuba-
cion en las camaras himedas en ciclos de 24 horas, se
consideré que si un individuo presentaba algun tipo
de patologia debidamente verificado mediante la ob-
servacion a 20X y 40X, este era aislado y colocado
directamente en PDA. Debido a que no todos los in-

Aislamiento y caracterizacién de Bacillus spp.

141



Figura 1. Diferentes estadios de T. urticae. a) huevo, b) larva, c) protoninfa, d) deutoninfa, e) adulto hembra, f) adulto macho,

usado en el estudio.

dividuos manifestaban algun tipo de patologia, se ais-
laron respectivamente al azar cuatro huevos, cuatro
larvas, cuatro protoninfas, cuatro deutoninfas y cuatro
adultos (hembras y machos), por cada uno de los ter-
cios. Cada caja Petri fue etiquetada con el cédigo y la
fecha de aislamiento, ademas en la base se escribié un
codigo para saber el estadio: H (Huevo), L (Larva), P
(Protoninfa), D (Deutoninfa), A (Hembra), M (Macho).
Las cajas Petri fueron incubadas a 28°C, fueron obser-
vadas a diario durante tres dias para identificar algin
microorganismo con caracteristicas de Bacillus.

Aislamiento e identificacién de Bacillus spp.

Las cepas bacterianas fueron identificadas como “ti-
picas de Bacillus” cuando poseian bordes irregulares,
aplanados, de color blanco mate, brilloso, aspecto
harinoso, ceroso, seco o cremoso. Simultdneamente
eran aisladas en una nueva caja Petri con PDA para su
purificacion, ademas fueron debidamente etiquetadas
con ndmeros y cédigos PSL, se incubaron a 28°C y
se observé a diario durante un periodo de cinco dias
para determinar que no hubiese contaminacion. Poste-
riormente se realizé tincion de Gram para determinar
bacterias Gram+ utilizando la metodologia de Carrea
(2009) y 4 pruebas bioquimicas:

a. Prueba de la catalasa, adaptado de Zapata (2012)

— Cada cepa fue sembrada por estria cruzada en
medio de cultivo Agar Nutritivo, se incubd a
28°C por 24 horas.

— Por cada cepa se colocé en un portaobjetos co-
dificado tres gotas de agua oxigenada (H202).

— Con un palillo se tomé un poco de la colonia 'y
se colocd en la primera gota, lo mismo se rea-

liz6 para las dos gotas restantes con diferentes
palillos, teniendo asi tres repeticiones para com-
probar la reaccion.

— La prueba fue positiva una vez que se observo
la formacion de burbujas debido a la produc-
cion de O2 por la actividad enzimatica.

b. Prueba en Agar Hierro Triple Azucar (Cuervo,
2010)

Voges Proskauer (Aquiahuatl et al., 2012)
Prueba de la hidrélisis del almidén (Carrera, 2009)

Patogenicidad

Para el desarrollo de esta fase, se adapté la metodolo-
gia de Falconi (2014b).

Cosecha de cepas de Bacillus spp.

Bajo condiciones de asepsia usando la camara de flu-
jo laminar, cada una de las cepas identificadas como
Bacilllus spp., se sembraron en PDA por inoculacién
masiva incubandolas a 28 °C durante cuatro dias. En
botellas de vidrio de 300ml, se prepararon 100ml de
Buffer fosfato con tween 80 (10ul) estériles. El PDA en
el que crecié cada una de las cepas fue cortado en
cuadrados pequenos de aproximadamente 2 x 2 cm
con ayuda de un bisturi flameado y colocados indivi-
dualmente en las botellas con buffer, se agit6 en el vor-
tex y posteriormente se filtraron, obteniendo asi una
solucion base de cada una de las cepas.

Seleccion de Efectores Biocataliticos®

La primera seleccién de los Efectores Biocataliticos®
fueron realizadas en camaras himedas (cajas Petri) en
donde se colocé una hoja de rosa variedad Freedom

142

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVII No. 2 Diciembre 2015 140-148



la cual presentaba T. urticae. Se realizé tres camaras
himedas (repeticiones) por cada una de las 15 cepas,
mas el testigo (agua destilada) y el tratamiento positivo
con Bacillus thuringiensis biovar acari. La evaluacion se
la realiz6 mediante la observacién a 20X y 40X conta-
bilizando el ndmero de individuos y estadios para pro-
ceder a la inoculacion de cepas bacterianas aisladas
y caracterizadas genéricamente. En tubos de ensayo
se colocé Tml de la solucion bacteriana y con ayuda
de un aspersor se procedié a impregnar de bacterias
dos veces tanto en el haz como el envés de la hoja.
Constantemente se control6 que las cdmaras hdmedas
conserven el 50% de humedad. Después de 8 dias se
observé en el microscopio (20X - 40X) si los indivi-
duos presentaban o no algun tipo de anomalia patogé-
nica, originados por efecto de la actividad metabélica
de una o mas sustancias involucradas en procesos de
mortalidad de la plaga (Falconi, 2013b).

Citohistoquimica

Las hojas infectadas se colocaron en un porta objetos
sanitizado con alcohol al 98% vy luego tratadas con
tres gotas del reactivo de citohistoquimica PSL-CHQ
127, se dejo reposar a temperatura ambiente durante
tres minutos, posteriormente a 20X y 40X se observa-
ron los individuos de T. urticae. Donde en cada uno de
los tratamientos se identificaron tres hembras, una por
cada gota y evaluadas al microscopio (1000X). En cada
una de las muestras se procur6é determinar alguna al-
teracion en la morfologia externa de cada individuo,
como por ejemplo disolucion de paredes celulares,
tejidos dafados, necrosis, etc. determinando asi que
areas se encontraban mas afectadas por las cepas de
Bacillus spp., comparandose con las placas testigo. Las
evidencias de patogenicidad se verifican con técnicas

de citohistoquimica las cuales tiene como propdsito
visualizar tejidos, sistemas, 6érganos afectados por me-
canismos de control bacteriano (Falconi, 2013b).

Andlisis de datos

Para determinar si las diferencias entre las medias po-
blacionales de los grupos (superior (Ts), medio (Tm) y
bajo (Th)) son significativas o no (95% de confiabili-
dad), se utilizé analisis de varianza de una via (ANOVA)
y la prueba de diferencia minima significativa (DMS)
para la comparacién mdltiple entre las medias (95%
de confiabilidad). Los datos fueron procesados em-
pleando el paquete estadistico IBM® SPSS STATISTICS
22.0. Se determiné el analisis porcentual para determi-
nar el nimero de individuos en cada tercio (superior
(Ts), medio (Tm) y bajo (Tb)). Dentro de ese mismo
esquema se determiné la cantidad promedio de indi-
viduos por estadio, que se presentaba en cada uno de
los tercios en los focos de infeccion.

Se determind el ndmero de colonias con caracteristi-
cas de Bacillus spp. presentes en los diferentes indivi-
duos de T. urticae aislados a partir de hojas de rosas
de los diferentes tercios. La tincion de Gram y pruebas
bioquimicas se determinaron mediante la reaccién po-
sitiva y negativa determinandose asi el porcentaje de
las cepas que produjeron una reaccion positiva.

Se realizé un Andlisis de Componente Principales
(PCA) como método de sintesis y ordenacion de los
tratamientos que produjeron un mismo tipo o similar
tipo de afeccién patolégica en hembras adultas de
T. urticae. Para esto se utilizé el programa estadisti-
co mencionado anteriormente (IBM® SPSS STATISTICS
22.0).

Tabla 1. ANOVA (Analysis of variance) entre tercios (superior (Ts), medio (Tm), bajo (Tb)) segtin el nimero de individuos.

ANOVA
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 9540318,111 2 4770159,056 46,265 ,000
Dentro de grupos 1546578,167 15 103105,211
Total 11086896,278 17

Tabla 2. Individuos de T. urticae distribuidos por tercio en cada uno de los focos de infeccién de los dos muestreos.

Foco de infeccion
Tercio
F1 F2 F3 F4 F5 F6 Total
Ts 4,3% 6,1% 121% | 8,9% 9,0% 15,3% 9,1%
Tm 34,2% 25,9% 36,6% 28,8% 35,1% 30,7% 31,5%
Tb 61,5% 68,0% 51,3% 62,3% 55,8% 54,0% 59,4%

Ts = Tercio superior, Tm = Tercio medio, Tb = Tercio bajo.
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Resultados y discusién

Niimero de individuos e identificacién de estadios
de T. urticae.

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos por
el ANOVA (P=00) donde se comprueba que existe dife-
rencias en el nimero de individuos entre cada uno de
los tercios. En la tabla 2 se muestra que el nimero de
individuos de T. urticae disminuye a medida que se ale-
jan del sistema basal, ya que de los 21211 individuos
contabilizados en los seis focos de infeccion, el 59,4%
(12606) se encontré en el tercio inferior, lo cual es
corroborado por Rojas et al. (2011) en donde localiza-
ron una mayor infestacién de la plaga en la parte baja
de las plantas de rosas por la alta densidad de hojas.
Ademas, se ha determinado que esta es una estrategia

para multiplicarse y protegerse ya que se encuentran
mas aislados de los factores fisicos, quimicos del ma-
nejo cultural y agronémico del cultivo, lo cual indica
que es un mecanismo de sobrevivencia de la plaga,
por lo que es importante valorizar la informacién de
los sistemas de control de acaros (Falconi, 2013b). Es-
tos resultados se obtuvieron en los dos muestreos que
fueron realizados con una diferencia de 15 dias.

En todos los tercios se encontré huevos (62,6%) de T.
urticae, observandose que en proporcién al desarrollo
del individuo hasta llegar al estadio adulto esta va dis-
minuyendo como lo muestra la tabla 3. Esto a causa de
que el muestreo fue realizado cuando la temperatura
dentro del invernadero fluctuaba entre los 22°C, el 6p-
timo de temperatura es de 25°C para el desarrollo de
T. urticae y las hembras durante su ciclo de vida (20 a
28 dias) ovipositan de 100 a 120 huevos. En tanto que

Tabla 3. Porcentaje total de los diferentes estadios de T. urticae presentes en cada uno de los tercios.

Tercios
Estadio Total
Ts Tm Th
Huevos 4,6% 23,6% 34,3% 62,6%
Larvas 2,3% 5,0% 13,7% 21,0%
Protoninfas 1,0% 1,2% 8,4% 10,6%
Deutoninfas 0,8% 0,7% 2,6% 4,1%
Adulto H 0,3% 0,5% 0,7% 1,5%
Adulto M 0,1% 0,1% 0,1% 0,2%
Total 9,0% 31,1% 59,9% 100%

H = hembra, M = macho, T = tercio, s = superior, m = medio, b = bajo

Tabla 4. Numero de colonias con caracteristicas de Bacillus spp. presentes en cada uno de los focos de infeccién, en los diferentes

tercios y estadios

F1 a F6: Focos de infeccién, Ts: Tercio superior, Tm: Tercio medio; Tb: tercio bajo; T.C.P.E.: Total de colonias por estadio; H: Huevo; L: Larva; P:

Foco de infeccion

2
= F1 F2 F3 F4 F5 F6 wi
E o
= O
el Elel|e|gle||e|&le]|e| &lel|e|&lel|gle|]|F
H 1 1 1 00| 2 o210 0]0|O 0Oj10/|O 21010 9
L 0O[0/|O 010 1 0]0|O 0]0]|O 0O[10/|O 0[10/|O 1
P 0 1 0 010]O0 0|00 0]0|O 0O10|O 00O 1
D 010|O 010]O0 0|00 01| 2 0 010|O 010|O 2
A 010 1 010 1 0|0]|O 01]0 1 010|O 00O 3
M 010]|O 010]O0 0|00 0]l0]|O 0O]0|O 010]|O 0
Total de colonias en todos los focos de infeccién y estadios 16

Protoninfa; D: Deutoninfa; A: Adulto hembra; M: Adulto macho.
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la relacién hembras adultas a machos adultos en este
estudio es de 6:1, en promedio en diferentes cultivos
la relacion sexual es de 3:1 (Zhang, 2003).

Presencia de colonias con caracteristicas
de Bacillus spp.

El mayor ndmero de colonias con caracteristicas de
Bacillus spp. se encontraron en el estadio de huevo
(9), seguido de la presencia en hembras adultas (3),
deutoninfas (2) y en un solo individuo en los estadios
de larva y de protoninfa, en total se determinaron 16
cepas con caracteristicas morfolégicas de Bacillus spp.
(tabla 4), con bordes irregulares, aplanados, de color
blanco mate, aspecto harinoso, ceroso, seco o cremo-
so al igual que las cepas de Bacillus aisladas a partir
de suelo identificadas en el estudio de Carrera (2009)
y Lozada (2010) quién aisl6 Bacillus subtilis y Bacillus
sphaericus a partir de fertilizantes, con las mismas ca-
racteristicas de identificacion morfolégica para llegar a
género y posteriormente realizaron pruebas bioquimi-
cas para llegar a la especie. Ademds se demuestra en
agrosistemas que la presencia numérica de los regula-
dores naturales tiene enorme trascendencia en el con-

trol de patégenos durante algunas estaciones de las
épocas productivas (Falconi y Mendgen, 1993; Falconfi
y Blanco, 2001). Ademas se pudo observar que Baci-
llus se desarrolla en PDA, es asi que en el estudio de
Zhigiong et al. (2013) realizan pruebas de antagonis-
mo de Bacillus contra Fusarium oxysporum, Alternaria
solani, Botrytis cinérea y Colletotrichum gloeosporioi-
des, haciendo que tanto la bacteria como el hongo se
desarrollen en el medio de cultivo mencionado para
realizar sus respectivas evaluaciones; de igual manera
Swain y Ray (2006) evaluaron en platos de PDA la in-
hibicién de crecimiento in vitro de hongos colocando
cepas de Bacillus subtilis aisladas a partir de estiércol
de vaca.

Identificacion de Bacillus spp.

De las 16 cepas, la PSL 103 fue la tnica Gram-, por lo
que fue descartada para realizar las pruebas bioquimi-
cas (tabla 5), atribuible al aislamiento de una bacteria
“tipo pseudomona”, las cuales morfol6gicamente pre-
sentan bordes ligeramente irregulares, aspecto mucoi-
de y con caracteristicas de pigmentos fluorescentes

Tabla 5. Reaccidn positiva y negativa de las cepas de Bacillus spp. frente a la tincién de Gram y pruebas bioquimicas

Codigo cepa Estadio —1 TG | PC [ HA Prueba TSI VP
FG FLS PG

PSL100 Huevo + + + + + + +
PSL101 Huevo + + + + + + +
PSL102 Protoninfa + + + + + + +
PSL103 Huevo -

PSL104 Hembra + + + + + + +
PSL105 Huevo + + + + + + +
PSL106 Huevo + + + + + + +
PSL107 Larva + + + + + + +
PSL108 Hembra + + + + + + +
PSL109 Huevo + + + . - + +
PSL110 Huevo + + + + - + +
PSL111 Deutoninfa + + + + _ + +
PSL112 Deutoninfa + + + + _ + +
PSL113 Hembra + + + + B B +
PSL114 Huevo + + + + _ + +
PSL115 Huevo + + + + - + +

Porcentaje 94% 100% 100% 93% 53% 93% 100%

TG (Tincién de Gram), PC (Prueba de la catalasa), HA (Hidrdlisis de almidén), FG (Fermentacién de la glucosa), FLS (Fermentacién de la lactosa
y/o sacarosa), PG (produccién de gas), VP (Voges Proskauer), + (Reaccién positiva), - (Reaccién negativa).
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Tabla 6. Extraccién de andlisis de componentes principales.

Varianza total explicada
.. Sumas de extraccion de cargas al Sumas de rotacion de cargas al
Autovalores iniciales
. cuadrado cuadrado
=
e <] =) « =) < [=)
g £ E g E g E
1 - = = - = = - =
S0F | §| B 3| F | E 3| | E
= = ) 2 = ) g = 2 g
< ] = < = ]
X ES P ES B B
1 2,903 72,572 72,572 2,903 72,572 72,572 1,894 47,346 47,346
2 0,636 15,909 88,481 0,636 15,909 88,481 1,645 41,135 88,481
3 0,363 9,071 97,551
4 0,098 2,449 100
Método de extraccién: andlisis de componentes principales.
(Todar, 2012), mientras que todas las demas resulta-
ron ser bacterias Gram. En las ,pruebas bioquimicas osidnasor)
de la catalasa, hidrélisis de almidén y Voges Proskauer S [ Componsets |
todas las cepas dieron positivo. En la fermentacion de il I
la glucosa, a excepcion de la cepa 109, todas tuvieron PsL 105 osassseid v faes
una reaccién positiva. Las cepas PSL 100, 101, 102, - ) = FSL100 omstosoma | 33| e
104, 105, 106, 107 y 108 fermentan la lactosa y/o sa- é‘ ° rim ATAS Al s
carosa, mientras que las cepas restantes no lo hacen 3 P12 P p%&im
y casi todas las cepas producen gas, menos la cepa e -
PSL 113. § ™ 101 o
:
Patogenicidad de los diferentes tratamientos %
E -1,00000-) ag_m
En la tabla 6 se observa que los componentes 1y 2 FeL 106
son los que mayor porcentaje de varianza acumulan =
(88,48%), (72,57% y 15,9% respectivamente) y los 2000001 resmoo
componentes 3 (9,07%) y 4 (2,45%) no se toman en T . R v R

cuenta para el presente analisis ya que su aporte es
muy bajo.

En la figura 2 se observa que los tratamientos se agru-
pan conforme afectan patogénicamente al gnatho-
soma, prodorsum, opistosoma y/o patas en hembras
adultas de T. urticae. Podemos observar que los trata-
mientos PSL 104 (figura 3a), PSL 113, PSL 114 y Ba-
cillus thuringiensis biovar acari estan estrechamente
relacionados afectando a las 4 partes evaluadas (ga-
nahosom, prodorsum, opistosoma y patas), las cuales
pueden ser aplicadas para la trazabilidad en los pro-
cesos productivos de manejo integral del cultivo me-
diante técnicas moleculares (Leibinger, et al.,, 1997).
El ingrediente activo Bacillus thuringiensis biovar acari
por su contenido de substancias activas tanto bacte-
rias como metabolitos, el efecto de control se produce
por bioacumulacién originando el colapso de centros
nerviosos, digestivos y reproductivos reduciendo dras-
ticamente la actividad biologica de la plaga (Biocontrol
Science, 2009), incluso bajo condiciones de campo

REGR factor score 1 for analysis 1

Figura 2. Analisis de componentes principales (PCA) segtn
la patogenicidad de los diferentes tratamientos en el gnatho-
soma, prodorsum, opistosoma y patas de hembras de T. ur-
ticae en los componentes 1y 2.

(Lozada, 2011). Mientras que PSL 107 (figura 3c) y PSL
110 se diferencian de los tratamientos anteriormente
mencionados porque afectan en menor proporcion al
gnathosoma y prodorsum. Los tratamientos PSL 105,
115, 109, 100 y 112 estan relacionados a causa de la
patogenicidad en el opistosoma y patas, mientras que
las cepas PSL 101, 106 y 108 afectan ligeramente a las
patas, PSL 111 afecta altamente a las patas y muy poco
al opistosoma y prodorsum. Finalmente los tratamien-
tos PSL 102 y Testigo no presentan ningdn tipo de pa-
togenicidad en hembras adultas de T. urticae.
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Figura 3. Citohistoquimica en hembras de T. urticae observadas después de 12 dias de haber aplicado el tratamiento de inocula-
cién con bacterias. a) Presenta irregularidad en la pared externa del abdomen a causa de la actividad patogénica de la cepa PSL
104. b) Pared externa normal del abdomen. c) Irregularidad en la pared externa de la cuticula y tejido dafiado en el tarso y la tibia
de la pata Ill por causa de la cepa PSL 107. d) Pata Il sin irregularidades.

Conclusiones y recomendaciones

El efecto poblacional de T. urticae indica que el ma-
yor nimero de individuos se localiza en el tercio bajo,
donde la proporcion sexual de T. urticae en rosas fue
de seis hembras por cada macho, ademas se localizé
una mayor cantidad de huevos (62,6%). Por lo que se
recomienda que al momento de hacer la aplicacién en
campo, el control debe cubrir si es posible toda el area
de la planta ya que siempre permanecen individuos
que estan lejos de ser afectados por los diferentes ti-
pos de control.

El estudio reporta a 15 cepas de Bacillus spp. me-
diante caracterizacion morfolégica y reconfirmacion
por Tinciéon de Gram y cuatro pruebas bioquimicas
(Prueba de la catalasa, Hidrdlisis de almidon, Prueba
TSI y Voges Proskauer) en la cuales se obtuvieron re-
sultados positivos para determinar el género Bacillus.
Se recomienda aplicar la metodologia de tincién de
endosporas, ya que la presencia de estas es otra de las
caracteristicas fundamentales del género menciona-
do; existen varias técnicas, el método mas empleado
es el de Schaeffer Fulton con la utilizacion de verde
malaquita. Ademas, se recomienda realizar pruebas
bioquimicas especificas para determinar la especie de
Bacillus con la que se esta trabajando, o mediante la
aplicacion de técnicas moleculares.

Debido a que el muestreo fue realizado en una sola
época en donde la temperatura fluctuaba entre los
22°C, se recomienda evaluar la presencia de las cepas

bacterianas detectadas en el transcurso de periodos
climatolégicos extremos caracterizados por condicio-
nes de deltas con afeccién a plantas y organismos en
general.

Mediante la técnica de citohistoquimica se pudo eva-
luar escenarios anatomicos patogénicos de Bacillus
spp. causados en hembras de Tetranychus urticae, en
los cuales se observé ruptura de las paredes externas,
precipitacion de contenido celular, entre otras, siendo
las cepas PSL 104, 113 y 114 las mejores ya que ac-
tuaron de igual manera que el tratamientos de control
positivo con Bacillus thuringiensis biovar acari, sefalan-
do de esta forma la existencia de reguladores natura-
les bajo condiciones de alta intensidad agronémica del
cultivo de rosas, lo cual demuestra ser eficiente para
irrumpir sitios vitales de la plaga, reduciendo el dafo
que este produce al cultivo. Es importante establecer
estudios similares en funcién de la bisqueda de esce-
narios de la variabilidad bacteriana del género Baci-
llus para ampliar el espectro de mecanismos y modos
de accion destinado al control de importantes plagas
agricolas y en funcién del ciclo. Se recomienda hacer
pruebas en campo de las cepas que se evidenciaron
como las mas letales en laboratorio y determinar su
efectividad en programas de manejo de fincas de flo-
res en control biolégico.

Realizar la extraccion de ingredientes activos bacterianos
de las cepas mas eficientes, en tanto que uno de los prin-
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cipales componentes en los acaricidas son los metaboli-
tos microbianos de Bacillus thuringiensis biovar acari.
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