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RESUMEN

Para el sector floricultor Colombiano, las plagas constituyen uno de los factores que afectan
potencialmente la produccidn, debido a que se afecta el rendimiento del cultivo, la calidad de la
flor y por consecuencia la economia debido a que se incrementan los costos de produccién lo que
obliga al uso de insumos que pueden afectar el medio ambiente y la salud humana. Todo ello da
de manifiesto la gran necesidad ampliar la investigacion en la agricultura en cuanto a la
instauracioén y utilizacién de métodos bioldgicos que preserven y protejan los cultivos.

Los insectos trips, son una plaga que produce dafios severos debido a que poseen una gran
capacidad de reproduccién ocasionando grandes dafios en el cultivo de flores ya que son
transmisores de virus y causantes de deformaciones en el follaje. Estos fueron utilizados para la
llevar a cabo pruebas de patogenicidad bajo condiciones de invernadero con dos hongos
(Lecanicillium sp. y Beauveria bassiana) pertenecientes al cepario del laboratorio de Biocontrol y
Microbiologia Aplicada -BIOMA-, de la Universidad de Antioquia.

Los resultados obtenidos muestran que ambas cepas de hongos tienen efecto virulento y gran
potencial controlador sobre la plaga manifestando porcentajes de mortalidad y micosis cercanos,
pero exhibio porcentajes mayores Lecanicillium sp., en tiempo de evaluacion y dosis aplicadas
alcanzando hasta el 100% de mortalidad y 94,28% de micosis luego de la aplicacion de la dosis
mas alta, y la dosis mas baja obtuvo porcentaje de mortalidad de 45,71% y de micosis de 71,67%

pasados 8 dias de evaluacion.

Palabras claves: Floricultura, Plagas, Trips, Entomopatégenos, Control biologico, Lecanicillium

sp., Beauveria bassiana.



1. INTRODUCCION

La floricultura es sin dudarlo una de las industrias con mas éxito del pais (Vélez 2007). En el
transcurso de aproximadamente 35 afios esta industria colombiana ha pasado de exportar unos
cuantos miles de dolares a exportar mas de 967 millones de ddlares por afio, lo que hace a
Colombia en la actualidad el segundo pais exportador de flores en el mundo después de Holanda.
Colombia lleva a cabo la mayor parte de la produccion en invernaderos que tienen un debido
control de las condiciones abioticas, pero esto ha conllevado a generar condiciones que favorecen

el crecimiento y desarrollo de enfermedades y plagas artropodas (Asocolflores 2009).

Teniendo en cuenta que las flores cortadas tienen un elevado valor comercial y ademés son
destinadas en su mayoria a la exportacion, se hace importante evitar pérdidas de la productividad
0 dafios que son producidos por plagas y enfermedades, estos dafios no son aceptables en el
producto final y por ello el control de estos se ha convertido en el objetivo primordial de muchos
productores, ya que la sola presencia de unos cuantos individuos plaga y/o el dafio que causan es
el principal motivo de devoluciones en los puertos internacionales (Parrella y Jones 1987). Por
todo ello un productor eficiente debe trabajar dentro del concepto de tolerancia cero en cuanto a
las diferentes plagas que afectan su industria. Para esto se han implementado diferentes métodos
que ayudan a contrarrestar dichos dafios, uno de ellos es el uso de agroquimicos, representando un
papel significativo en la disminucién de los dafios econémicos en los cultivos. Sin embargo, la
persistencia en el medio, su elevada toxicidad y el mal uso aplicado ha llevado a replantear algunas

estrategias de control de plagas (Abad 1991).

1.1 Generalidades de los trips

Las especies del orden Thysanoptera (trips) se clasifican en aproximadamente 750 géneros y 9
familias (Mound y Morris 2007). De todas ellas, el suborden Terebrantia comprende 8 familias
incluyendo la familia Thripidae, mientras que el suborden Tubulifera comprende una sola familia,
Phlaeothripidae. Los trips se caracterizan por tener un ciclo de vida corto, variando entre 25y 35
dias, (Madrigal 2003) y una gran capacidad de reproduccion ocasionando grandes dafios en el
cultivo de flores debido a que son transmisores de virus, causantes de deformaciones en el follaje
debido a sustancias fitotoxicas que contienen en la saliva, disminuyen la tasa de fotosintesis, la

conductancia estomatica, la tasa de transpiracion, (Arévalo et al.2003, Gamundi y Perotti 2009),



ademas de ello el aparato bucal raspador-chupador succiona el contenido celular de los tejidos,
produciendo lesiones superficiales de color blanquecino en la epidermis, que mas tarde se necrosan
(Broadbent et al 1987). Habitualmente, los potenciales de dafio de las diferentes especies de trips,
aumentan durante las épocas secas, debido a que las temperaturas altas favorecen su crecimiento
(Pedro et al 1998).

Los trips de las flores (F. occidentalis) es, sin dudarlo, uno de los insectos que produce grandes
pérdidas econdmicas, principalmente en cultivos horticolas y plantas ornamentales, debido a la
baja calidad del producto caracterizandolo como no apto para comercializar (Yudin et al. 1987,
Bayer 2008, Castresana et al. 2008).

1.2 Biologia de los trips

F. occidentalis se caracteriza por tener una gran capacidad de reproduccion (Arévalo et al. 2003).
Los huevos son reniformes, de color blanco hialino y de aproximadamente 0,2 milimetros de
longitud, se hallan aislados e incrustados al interior de los tejidos de las plantas atacadas. Las
ninfas se caracterizan por pasar por dos estadios, el primero muy pequefio y de color blanco o
amarillo palido. El segundo estadio es de tamafio parecido al de los adultos y de color amarillo
(Bustillo 2009). A su vez las ninfas se diferencian de los estadios de prepupa y pupa. Estos estadios
son inmoviles no se alimentan y comienzan a presentar los indicios de las alas, las cuales se
desarrollan plenamente en el estadio de adulto. Este estado se desarrolla usualmente en el suelo,
en lugares humedos o en grietas naturales bajo el nivel del suelo (Gaum et al. 1994, Rijn et al.
1995). El estadio adulto de F. occidentalis es de forma alargada, de aproximadamente 1,2 mm las
hembras y 0,9 mm de longitud, los machos exhiben dos pares de alas de aspecto plumoso
replegadas sobre la parte dorsal, en estado de reposo. Las hembras son de color amarillento-ocre
con manchas oscuras en la parte superior abdominal (Bustillo 2009). Estos organismos tienen un
comportamiento particular, se trata de dejar la planta cuando la misma esta madurando o no posee
follaje juvenil, posteriormente migran hacia plantas con flor. Este comportamiento acontece
normalmente en tiempo de primavera (Teerling 1995, Bustillo 2009).Estos insectos tienen la
capacidad de colonizar partes superiores de las plantas, teniendo preferencia por las flores y el
polen del que se alimentan (Senasa 2005).

En F. occidentalis la reproduccion puede ser tanto sexual como asexual. De acuerdo a si hay

fecundacion o no las hembras presentan diferentes tipos de descendencias, es decir, aquellas



hembras que son fecundadas tienen descendencia en proporcion 1:2, donde por cada macho habran
dos hembras, mientras que aquellas que no sean fecundadas daran solo descendencia masculina.
La fecundidad de este grupo de insectos fluctua entre 33 a 135 huevos/hembra (Sanderson 1990).
La duracion del ciclo de vida de F. occidentalis estd influenciado por la temperatura,
desarrollandose con mayor rapidez a 30°C, efecto contrario que ocurre cuando estan por encima
de 35°C, es decir, no hay desarrollo. Bajo temperatura de 18°C su desarrollo es doblemente largo,
efecto opuesto bajo temperatura de 25°C, temperatura Optima donde el ciclo de vida tarda en
completarse entre 13 y 15 dias. La longevidad de los adultos puede estar en un rango de 32 a 57
dias (Gerin et al. 1994, Shipp 1995).

1.3 Control biol6gico

A medida que la modernizacién agricola progresa, los principios ecoldgicos son ignorados y/o
desestimados continuamente y como resultado de ello los ecosistemas agricolas se estan
transformando en inestables. Esa inestabilidad se exhibe como enfermedades en muchos cultivos,
apariciones de plagas, contaminacion del recurso agua, la erosion y salinizacion del suelo, entre
otros problemas ambientales. Con esto se hace evidente que el uso de pesticidas tiene tantos efectos
negativos que ha llegado al limite (Altieri 1992). Debido a todo lo anterior se hace necesaria una
estrategia alternativa que tenga como prioridad los principios ecologicos, donde se haga
aprovechamiento maximo de todos los beneficios que la biodiversidad en la agricultura ofrece.
Este, es un gran motivo para que el control bioldgico se considere una herramienta fundamental e
imprescindible en cualquier estrategia de agricultura sostenible basandose en agroecologia (Altieri
1992).

La proteccion del medio ambiente y el desarrollo humano sustentable son procesos que van de la
mano. Sin embargo, existe un problema sumamente importante que se vive de manera global, este
problema es la salud humana y la conservacién del medio ambiente, de lo que resulta de forma
indiscutible la gran necesidad aumentar la investigacion en la agricultura acerca de la creacion y
aplicacion de métodos biologicos que protejan los cultivos (Guédez et al. 2008). EI control
bioldgico es una practica en constante crecimiento que tiene como objetivo reducir la poblacion

de los insectos plaga o patdégenos por debajo de los niveles donde causan dafio econdémico, todo
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ello se realiza por medio del uso de sus enemigos naturales (Fischbein 2012). Esta préactica es un
elemento importante de los sistemas sustentables, ya que es un medio econémicamente atrayente
y ecoldgicamente aceptable para reducir los costos externos y mejorar la calidad y cantidad de los
recursos internos, a través del uso de microorganismos adecuadamente seleccionados por su

inocuidad y gran eficiencia (Guédez et al. 2008).

1.4 Control y muestreo de los insectos trips

El control de trips debe estar enmarcado en una estrategia de manejo integrado, combinando con
diferentes métodos de control (Sanderson 1990). Se recomienda acudir a practicas culturales como
la puesta de bandas de plastico azules con adhesivos, para realizar un seguimiento de las
poblaciones de adultos y bajar asi un poco la infestacion de estos (Carrizo 1998), como también a
la diversificacion de los cultivos con plantas que puedan servir de refugio a la fauna benéfica (Ripa
et al. 2001). El uso de insecticidas exhibe problemas en el control del insecto debido a su
comportamiento, debido a que las ninfas se localizan en el follaje refugiandose, las pupas en el
suelo, y el adulto presenta gran movilidad (Lopez et al. 2003). Ademas la dificultad del control
quimico de trips ha sido sefialada por varios autores (Sakimura et al. 1986, Guyot 1988, Cermeli
et al. 1995, Salas y Cermeli 1995), por lo que también se ha sefialado la importancia de la
implementacion de métodos suplementarios de control (Diaz et al. 1989). Esta situacion se
complica mas debido a la capacidad de adquirir resistencia a los insecticidas, que ha sido
documentada por varios autores, por el mal uso de estos, la diversidad de hospedantes que ataca,
su alta tasa de reproduccion y la baja calidad de las aplicaciones de los plaguicidas (Guangyu et
al. 1995, Kontsedalov et al. 1998). El control resulta también dificultoso principalmente durante
los primeros tiempos luego de su deteccion (Vazquez 2003), y el uso de estos productos quimicos
provoca mayores costos y contaminacion en el medio ambiente, haciendo que la opinién publica
y el movimiento ambientalista generen un renovado interés por el control bioldgico al nivel
mundial el cual permite buscar un equilibrio biolégico en las poblaciones de las plagas sin tener
mayor interferencia en el ecosistema, respetando al méximo los reguladores naturales de control

como parasitoides, depredadores o patégenos (Murcia y Salamanca 2006).
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1.5 Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatégenos son hongos de distribucién cosmopolita, representan los principales
microorganismos descritos como causantes de enfermedades de insectos (Tanada y Kaya 1993,
Nicholls 2008, Sun et al. 2008). El primer registro de un hongo sobre insectos fue realizado por el
ruso Metschnikoff en 1978 quien utilizé a Metarhizium anisoplae contra el escarabajo Anisoplae
austriaca plaga del trigo (Azevedo et al. 1985, Toledo et al. 2008) ademas estos estan asociados
con insectos que habitan en diversos ambientes. La investigacion para lograr desarrollarlos como
agentes de control microbiano es intensivo, por lo que son utilizados como una alternativa de
agentes de control bioldgico (Hajek y Leger 1994). El comportamiento o potencialidad que tienen
estos microorganismos sobre los insectos, llamado comdnmente virulencia, esta determinado por

las caracteristicas genéticas del individuo (Bedding et al. 1993, Lecouna 1996 y Burges 1998).

Los hongos entomopatégenos poseen la capacidad de infectar artropodos de forma directa por
medio de penetracion en la cuticula y ademas de ello, otros mecanismos de accion como la
penetracion por ano y boca, convirtiendo a estos hongos en excelentes fuentes de control bioldgico,

ejerciendo el papel de bioinsecticida de contacto (Alves et al. 1998, Charnley y Collins 2007).

El ciclo vital de estos hongos es simple, posee una unidad infecciosa que es asexual, un conidioforo
haploide que se forma en cadenas o fialides, que germina en la cuticula del insecto susceptible,
ademas produce un tubo germinativo que penetra dentro las cavidades del cuerpo donde el hongo
se disemina como hifas hasta matar al huésped; posteriormente si las condiciones de humedad y
temperaturas son adecuadas, el hongo crece a través de la cuticula formando nuevos conidios de
forma aérea (Driver et al. 2000), también la capacidad de un hongo entomopatégeno para superar
los mecanismos de defensa de sus hospederos es debido en su mayoria a la produccién de toxinas,
las cuales son importantes componentes de la patogenicidad y a enzimas extracelulares como las
lecitinas y coagulasas entre otras, sustancias asociadas a entomomicosis (Murcia y Salamanca
2006).

La investigacion con hongos entomopatdgenos cada dia llama mas atencion debido a los efectos
permanentes que causan en las poblaciones de insectos plagas de importancia econémica (Acosta

2006) como lo son los trips. Esto conlleva al uso limitado de productos quimicos y a la disminucion
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de los efectos adversos tal como la contaminacion del ambiente, lo que contribuye a la
conservacion de los recursos y a mantener el equilibrio de los ecosistemas (Acosta 2006); ademas
que su importancia también radica en las ventajas que tienen estos microorganismos tales como la
especificidad de un grupo de especies sin afectar a los enemigos naturales, la persistencia que
tienen al hallar las condiciones apropiadas para parasitar a su hospedero, logrando asi su
reproduccion y renovacion de forma continua, haciendo innecesarias nuevas aplicaciones, la
compatibilidad que tiene con insecticidas para lograr efectos superiores a los logrados con
aplicaciones por separado de cada producto y no contamina el medio ambiente no afecta al hombre

ni animales superiores (Cafiedo y Ames 2004).

Los géneros de hongos entomopatégenos que se conocen, estan aproximadamente entre 100 y 700
especies. Dentro de los que mas se destacan y son importantes agentes de control bioldgico estan:
Beauveria, Metarhizum, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis,
Akanthomyces, Fusarium, Hirsutela, Hymenostilbe, Paecilomyces y Verticillium (Lecanicillium)
(Monzén 2001, Asaff et al. 2002, Pucheta et al. 2006).

1.5.1 Beauveria bassiana.

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno que tiene una gran gama de hospederos y
distribucion geogréafica, pertenece a la familia Cordycipitaceae (Index fungorum) acorde a la
morfologia de la estructura reproductora (conidial). Este hongo se caracteriza por exhibir células
conididgenas globosas a sub-globosas (2-3 x 2.0-2.5 um) con un cuello corto, las estructuras
conidiogenas forman grandes grupos, conidiéforos apifiados formando sinnemas o grupos de
conidioforos contiguos, las conidias son hialinas y lisas, globosas elipsoidales, raquis en zigzag y
el crecimiento en medio de cultivo es elevado de color blanquecino, tomando coloraciones

amarillentas en el reverso de la placa, ademas de tener textura pulverulenta (Kiihne et al. 2007).

B. bassiana, es uno de los patdgenos con mayor importancia para el control de insectos. Es usual
encontrarlo en restos de insectos o en insectos que quedan adheridos a las hojas de la planta. Puede
crecer y desarrollarse tanto en su hospedante como en medios artificiales (Alves 1998). Puede
penetrar el insecto por cualquiera de sus partes (ano o boca), pero la méas comun es a través de la

cuticula. Continda llevando a cabo la germinacion de las conidias en la cuticula, los tubos

13



germinativos penetran el tegumento, por accion mecéanica y efectos enzimaticos, pasando a la
hemolinfa donde ataca tejidos (Bustillo et al. 1991). El tiempo de duracion de cada una de las fases
del ciclo del hongo dependera de la especie y de las condiciones ambientales que estén presentes
durante la infeccion (Constantine 1977, Castillo et al. 2012). En condiciones apropiadas para el
hongo se desarrollara micelio, conidi6foros y conidias sobre la cuticula del insecto,
proporcionando otra fuente de indculo para afectar otros individuos (Ferron 1981).

1.5.2 Lecanicilium sp.

Es un hongo entomopatdgeno de amplia distribucion, pertenece a la familia Cordycipitaceae
(Index fungorum), produce epizootias especulares en afidos, escamas y cochinillas en regiones
tropicales y subtropicales (Aguirre y Krugg 2014). Se caracteriza por presentar estructuras fidlidas
con apariencia de ramas, células conidiégenas donde se formas los conidio. Las fidlidas son
alargadas y estrechas desde la base, presentandose en verticilos de 2-6, apareados o solitarios sobre
hifas o apicalmente sobre ramas cortas. Los conidios son hialinos, cilindricos o elipsoides,
aseptados y son producidos dentro de gotas en los pices de las fidlidas (Carballo et al. 2004). La
forma ataque de Lecanicillium es penetrando por medio de la cuticula, siendo esta la Gnica via de
infeccion del hongo a diferencia de B. bassiana que puede penetrar por diferentes partes del
insecto. La penetracion al interior del insecto se lleva a cabo por accion quimica donde participan
las enzimas lipasas, proteasas y quitinasa, ademas también se puede dar por la accién fisica
mediante las estructuras propias del hongo. Después de la penetracion comienza un crecimiento
acelerado del hongo dentro del cuerpo del insecto invadiendo 6rganos Yy tejidos y probablemente
una accién toxica de la toxina (bassinolide) que produce este hongo, que va a provocar la muerte.
Los insectos muertos por este entomopatdgeno dejan de alimentarse y se quedan adheridos a la

hoja en que se encuentran (Cano et al. 2004).

1.6 Importancia econdmica de los insectos trips

La importancia econdmica de este insecto ha aumentado considerablemente en las Ultimas décadas
debido a que es un agente vector del virus del tomate —TSWV, un virus polifago que ataca
principalmente a hortalizas, cultivos de flores y ornamentales (Rodriguez et al. 2007). Es por esto

que se ha incrementado el interés por el conocimiento de los trips ya que el comercio de los cultivos
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anteriormente mencionados se ha visto en aumento (Hollingsworth et al. 2002, Gonzélez 2008).
Existen diversas especies de trips que hasta el momento no eran considerados de importancia
econdmica, pero debido a que se han convertido en plagas, ha sido necesaria la profundizacion en
el estudio de los mismos en muchos cultivos y regiones del mundo, donde América latina ha sido

incluida (Jiménez, Osorio y Cardona 2003).

En Colombia se tienen grandes areas dedicadas a la produccién para el mercado nacional e
internacional de flores. En el caso del departamento de Antioquia, especificamente la region de
Oriente, dedican la produccion a exportacion de flores a varios paises, entre ellos Estados Unidos
(aproximadamente un 90% de la produccion).

Teniendo en cuenta la gran importancia que han adquirido estos insectos para la floricultura
colombiana, en este estudio se evalud el efecto control que ejercen dos cepas de hongos
entomopatogenos sobre poblaciones de trips (F. occidentalis) en plantas de Crisantemo bajo
condiciones de invernadero, dichas cepas de hongos se encuentran en el cepario del laboratorio de

Biocontrol y Microbiologia Ambiental -BIOMA-de la Universidad de Antioquia.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que Colombia es uno de los mayores productores de flores a nivel mundial, y que
como tal la agricultura juega un papel estratégico en el desarrollo del pais, se hace evidente la
importancia de evitar pérdidas de la productividad o dafios que son producidos por plagas y
enfermedades, Yy la conservacion del medio ambiente y la salud humana, lo que da de manifiesto
la gran necesidad incrementar la investigacion en la agricultura acerca del establecimiento y
empleo de métodos bioldgicos que preserven y protejan los cultivos. Actualmente, hacer uso de
controladores biologicos se ha convertido en una necesidad econdémica y méas que ello ecoldgica,
lo que esta convirtiendo al control bioldgico una fuerte herramienta en cualquier estrategia de

agricultura sostenible, fundamentandose en agroecologia.

Los trips son una plaga a la que se le puede asignar varias caracteristicas, entre las cuales se
incluyen su alto potencial reproductivo, la capacidad invasiva, la rapidez en desarrollar resistencia
a los quimicos (insecticidas) y ademas de ello la gran habilidad para la transmision de virus a las
plantas. Dichas particularidades se interrelacionan convirtiéndolo en una plaga dificil de manejar
y altamente importante por el dafio que ocasiona ya que puede ser directo, el cual es ocasionado
por el aparato bucal pues parte de su ciclo lo cumple dentro de los tejidos vegetales y lleva a cabo
su alimentacion, o el dafio indirecto el cual es ocasionado por la trasmision de virus (Vincini 2014).
El grupo BIOMA (Biocontrol y Microbiologia Ambiental) de la Universidad de Antioquia, cuenta
con dos cepas de hongos biocontroladores Lecanicillium sp. y Beauveria bassiana, las cuales
tienen la capacidad de infectar a los artropodos directamente a través de la penetracion de la
cuticula ademaés de ello por boca y ano (Beauveria sp.), confiriéndoles una elevada capacidad
entomopatdgena para evitar que el hospedero desarrolle resistencia alguna (Charnley y Collins
2007). Por ello se pueden utilizar como agentes de control bioldgico con la elaboraciéon de
soluciones concentradas para obtener un buen resultado.

Debido a que la preservacion del medio ambiente es de gran importancia y que la floricultura
desempefia un papel muy importante en la economia del pais, se llevé a cabo el presente proyecto
el cual evalué el efecto control que ejercen dos cepas de hongos entomopatdgenos Lecanicillium
sp. y Beauveria UdeA 21R3 a diferentes concentraciones sobre poblaciones de trips (F.
occidentalis) en plantas de crisantemo bajo condiciones de invernadero, con el fin de encontrar la

concentracion que logra disminuir de manera significativa dicha plaga.
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3. HIPOTESIS

En plantas de crisantemo bajo condiciones de invernadero, las soluciones de esporas de los hongos

Lecanicillium sp. y Beauveria UdeA 21R3 disminuye significativamente el nimero de trips
(Frankliniella occidentalis).
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4. OBJETIVOS
4.1 General

Evaluar el efecto control causado por dos cepas de hongos entomopatdgenos, Lecanicillium sp. y
Beauveria bassiana UdeA 21R3, sobre poblaciones de trips (Frankliniella occidentalis) en plantas

de crisantemo bajo condiciones de invernadero.

4.2 Especificos

e Comprobar si existe algin efecto control por parte de los hongos entomopatogenos
Lecanicillium sp. y Beauveria bassiana.

e Establecer bajo invernadero, cual de las dos cepas de hongo entomopatdgeno posee una mayor

actividad controladora sobre las poblaciones de trips (F. occidentalis).

18



5. JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta que los trips son una plaga a la cual se han dado rigurosas restricciones
cuarentenarias en diversos paises importadores de flores colombianas, y que los trips han sido
reportados atacando cultivos ornamentales como las rosas, claveles y crisantemos, entre otros; se
ha creado conciencia de la implementacion de programas de accion preventiva contra dicha plaga,
donde se refleje la calidad del producto floricultor de un pais que se encuentra entre los grandes
exportadores en el mercado de flores a nivel mundial (Alvarez 2003).

El hacer uso minimo de pesticidas se ha vuelto un tema importante durante los ultimos afios en el
sector floricultor, ya que los productores de flores a nivel global se han mostrado interesados en
implementar diferentes técnicas ecoldgica y econémicamente sustentables para la regulacion de
los problemas fitosanitarios (Pizano, M 2001). Todo ello debido a que en cada uno de los diferentes
destinos mundiales, los requerimientos fitosanitarios y de calidad que imponen las entidades
gubernamentales y compradores, han hecho que cada dia el rango de convivencia de plagas y
enfermedades en campo o sobre los productos sea mas estrecha; obligando a desarrollar planes de
manejo de plagas.

El uso de microorganismos es una herramienta util en la industria de la floricultura en el oriente
antioquefio, ya que funciona como una buena medida de control de insectos plaga en combinacion
con otras préacticas de Manejo Intergrado de Plagas y Enfermedades (MIPE) (Guarin y Parra 1998).
Acorde con lo anterior y aprovechando que dicho sector de la agricultura en nuestro pais ha
evolucionado en la investigacion del tema de hongos entomopatégenos, tales como Beauveria,
Metarhizum, Erynia, Eryniopsis, Fusarium, Hirsutela, Paecilomyces y Verticillium
(Lecanicillium) como los mas destacados e importantes agentes de control biologico (Castineiras
etal. 1996, Monzo6n 2001, Asaff et al. 2002, Pucheta et al. 2006); se realizo el presente trabajo con
el objetivo de hacer uso de dos cepas de hongos entomopatogenos tomados del cepario del grupo
BIOMA de la Universidad de Antioquia, para encontrar posibilidades de control biol6gico del trips
de las flores (F. ociidentalis) y ademas de ello incorporarlo como instrumento Gtil y viable para el
manejo de dicha plaga, teniendo en cuenta que es necesario disponer de diversidad de alternativas
para utilizar contra las plagas que presentan resistencia a quimicos como lo es F. occidentalis en

el campo de floricultor.
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Por ello se hace necesario mantener la basqueda de microorganismos biocontroladores, y que con
su uso se pueda garantizar calidad y rendimiento en el cultivo ornamental, y con esto generar un
sistema productivo ecoldgicamente sustentable, reduciendo el uso de plaguicidas quimicos y

minimizando los riesgos sobre la salud humana y mas que eso preservar el medio ambiente.
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6. METODOLOGIA

6.1 Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en las instalaciones de la micro-estacion de la Universidad de
Antioquia, con temperatura que oscila entre 22-30°C y una humedad relativa del 70% (Jaramillo.
C 2014), ubicado en la ciudad de Medellin con una altura promedio de 1538 msnm

aproximadamente.

6.2 Material bioldgico

Las plantas de crisantemo y los trips (F. occidentalis) fueron aportados por la empresa Flores
Esmeralda, floricultivo ubicado en el municipio de la Ceja al oriente antioquefio, y las cepas de
hongos biocontroladores Lecanicillium sp. y Beauveria UdeA 21R3 fueron tomadas del cepario
del laboratorio de Biocontrol y Microbiologia Ambiental —-BIOMA de la Universidad de
Antioquia. Para la identificacion taxondmica de los insectos utilizados en los bioensayos, se
llevaron dichos ejemplares al laboratorio de entomologia del Instituto de Biologia de la
Universidad de Antioquia en donde se realizd este procedimiento, para lo cual, se utilizaron las

claves taxondmicas apropiadas y personal experto.

6.3 Produccion de cultivos monospdricos

Este procedimiento se llevd a cabo siguiendo el protocolo del laboratorio de control
microbioldgico de la Universidad de Antioquia (Cardona et al. en desarrollo), para lo cual la
suspension madre se prepar0 a partir de un cultivo previamente purificado y sembrado en cajas
de Petri. Se tomaron 5 tubos de tapa rosca cada uno con 9 ml de ADE, y se marcaron desde 101
hasta 10°. Se prepar6 luego solucién madre, la cual se adicion6 9 ml de ADE + 3 gotas de tween
80 al cultivo, posteriormente se rasparon las esporas de la superficie del medio con la ayuda de
una asa bacteriologica previamente esterilizada; luego se tomo6 1 ml de la solucion madre con la
ayuda de una micropipeta se paso al tubo marcado como 101, De dicho tubo se tom6 1 ml y se
llevo al tubo 102 y se continué en forma sucesiva hasta la tubo 10°. Se agité bien las
suspensiones del tubo y luego se tomo 100ul de las diluciones 10y 10 y se sembré en cajas de
Petri con PDA acidificado por duplicado. Se colocaron a incubar a temperatura ambiente durante
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una semana y luego del crecimiento obtenido, en el cual se presentd una distribucion que permitid
la seleccidn de una sola colonia se realizé un repique en PDA acidificado obteniéndose asi un

cultivo monosporico.

6.4 Multiplicacion de las cepas

Para la multiplicacion de las cepas aisladas, mediante cultivos monosporicos, se tuvo en cuenta
la preparacion de sustrato organico y la siembra de los hongos en este. Los hongos presentan una
amplia variedad de sustratos organicos que son utilizados para su crecimiento. En este caso, se
utilizé el arroz como sustrato organico segin conocimientos previos por trabajos realizados en
el laboratorio de Control Microbiolégico del Instituto de Biologia de la Universidad de
Antioquia.

Para esto, se pesaron 140 g de arroz y se dispensaron en bolsas plastica estériles, luego se
agregaron 60 ml de agua que contenia hipotensor (1 ml por litro de agua), y por ultimo se le
adicion6 1 ml de &cido lactico al 40 %; posterior a esto se sellaron las bolsas plasticas con ganchos
y cinta, y se colocaron a esterilizar a 121 libras de presion por 30 minutos, Se dejaron enfriar
antes de realizar la siembra. Luego a las cajas de Petri de los cultivos monosporicos, se le
adicionaron 9 ml de agua destilada y 3 gotas de tween 80, y con la ayuda de un asa bacterioldgica
esterilizada se desprendio el hongo en la caja de Petri. A esta solucion, se le agregd 20 ml de
agua destilada estéril (ADE) y posteriormente se realiz6 la siembra, inoculando 2 ml de la
solucién anterior a 3 bolsas del sustrato de arroz esterilizadas para cada hongo a evaluar.
Finalmente se incubaron a temperatura ambiente hasta que las bolsas estuvieran completamente

colonizadas.

6.5 Preparacion de solucién de esporas

Se tomaran 300 ml de agua destilada estéril (ADE) y se agregaron al interior de las bolsas con
arroz inoculadas con el hongo. Luego se adicioné una gota de dispersante (tween 20) y
manualmente se disgregaron el contenido de las bolsas, con el fin de homogenizar la muestra
(suspension de esporas) hasta que se observe una suspensién homogénea.

A continuacion se filtré toda la suspension con la ayuda de una gasa colocada en un beaker. Esta

se tomd como la solucién madre.
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A partir de dicha solucién madre se realizaron diluciones seriadas hasta 10 y posteriormente el
conteo con la cdmara de Neubauer (volumen de llenado 10 pl en cada lado). La dilucion utilizada
dependié de la cantidad de esporas, por lo tanto se hizo un primer conteo con la dilucién 1073,
pero la cantidad de esporas no permitié una buena lectura, se procedio a realizar las lecturas en
la dilucion 104, Se realizaron 6 lecturas que correspondieron a 3 montajes de camara.

Se realiz6 el promedio de las conidias contadas de las 6 lecturas, y se aplicé la formula:

No. conidias/ml= Promedio del conteo x el inverso de diluciéon empleada * 10*

Después de calcular el namero de esporas por mililitro se calculd la concentracion de conidias/gr
de arroz con la siguiente férmula:
Conidias / g de arroz= promedio del numero de conidias/ml * 200 ml
4049

De acuerdo al calculo del numero de conidias por cada gramo de arroz, se procedio a realizar cada
una de las concentraciones que se utilizaron en el experimento, para evaluar efecto control de cada

hongo (Cardona et al. en desarrollo).

6.6 Aplicacion de solucion de conidios

La unidad experimental const6 de una planta inmersa en una solucién nutritiva en un vaso de 14
onzas tapado con malla y con 7 individuos de (F. occidentalis).

A cada unidad experimental se realiz6 la aplicacion de 1,5 ml del tratamiento (1 x 103, 1 x 105,

1x107,1x 108y 1 x 10°, y Control 1 (agua) por aspersion.
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TRATAMIENTO

TIEMPO DE EVALUACION

t1=2 dias

t2=4 dias

t3=6dias

t4=18 dias

1*10° esporas/ml

3 repeticiones
c/ucon T trips

3 repeticiones
c/ucon T trips

3 repeticiones
c/ucon 7 trips

3 repeticiones
c/ucon 7 trips

1*10° esporas/ml

3 repeticiones
c/ucon T trips

3 repeticiones
c/ucon 7 trips

3 repeticiones
c/ucon 7 trips

3 repeticiones
c/iucon 7 trips

1*10” esporas/ml

j repeticiones
clucon 7 trips

5 repeticiones
c/u con T trips

3 repeticiones
c/iucon 7 trips

3 repeticiones
chucon T trips

1*10® esporas/ml

5 repeticiones
c/ucon 7 trips

3 repeticiones
c/ucon T trips

3 repeticiones
chucon T trips

3 repeticiones
c/ucon 7 trips

1*10° esporas/ml

5 repeticiones
c/ucon T trips

3 repeticiones
cucon T trips

3 repeticiones
c/ucon 7 trips

3 repeticiones
c/ucon 7 trips

5 repeticiones
c/ucon T trips

5 repeticiones
c/u con T trips

3 repeticiones
clucon T trips

3 repeticiones

Control (agua) o/ con 7 trips

Tabla 1: Tratamientos y repeticiones para cada uno de los dias de evaluacion.

6.7 Prueba de patogenicidad

Para las pruebas de patogenicidad de los hongos, se evaluaron para cada hongo entomopatdgeno,
5 diferentes concentraciones: 1 x 10%, 1 x 10°%, 1 x 107, 1 x 108y 1 x 10° conidias/ml, con el fin
de calcular la dosis letal 50 (DL50) y el tiempo letal 50 (TL50), por el método de Probit.

En el bioensayo las unidades experimentales se colocaron aleatoriamente dentro del invernadero.
Se aplicaron 6 tratamientos, 5 de ellos fueron concentraciones de 1 x 103, 1 x 10°%, 1 x 107, 1 x
108y 1 x 10° (conidias/ml) del hongo y un control, donde el control (absoluto) constaba de la
aplicacion de solo agua. Cada uno de los tratamientos se evalud en cuatro tiempos diferentes (t1,
t2, t3 y t4), cada uno de ellos con 5 repeticiones y 7 insectos. Cada uno de los tratamientos constd
de 20 plantas y 140 insectos, es decir, 120 plantas totales y 840 insectos tratados.

Las lecturas se realizaron cada 48 horas, hasta el dia 8 después del inoculo. Posteriormente se
continué con los postulados de Koch, que consistio en tomar los insectos trips muertos y/o
micosados y colocarlos en camara hiumeda para estimular la esporulacion del hongo, luego se

verifico el crecimiento del entomopatégeno en el insecto bajo el estereoscopio y se sembr6 en
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PDA acidificado, para determinar que el hongo inoculado en el bioensayo fuesen el mismo hongo
que causo la infeccidn y posterior muerte al insecto.

Para la identificacion taxonomicas de los insectos trips utilizados en los bioensayos, fueron
llevados ejemplares al laboratorio de entomologia del Instituto de Biologia de la Universidad de
Antioquia en donde se realizd este procedimiento, para lo cual, se utilizaron las claves

taxondémicas apropiadas y personal experto.
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7. RESULTADOS

Para la determinacién de las diferencias estadisticas entre los tratamientos, se realizé un analisis

de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion multiple por medio del software estadistico R.

La variable experimental utilizada fueron trips (F. occidentalis) y la variable evaluada fue la tasa
de mortalidad, para lo cual se realizé el conteo de los insectos muertos en los dias estipulados de
lecturas y con los datos se halld el porcentaje de mortalidad dentro de cada unidad experimental y
tratamiento. Posteriormente se tomaron los insectos muertos y se llevaron a camara hiumeda
durante 10 dias, se continud realizando el conteo de trips micosados y con los datos se hallé el
porcentaje de micosis dentro de cada unidad experimental y tratamiento. Dicho procedimiento se

realiz para cada cepa de hongos Lecanicillium sp. y Beauveria UdeA 21R3.

7.1 Pruebas de patogenicidad

7.1.1 Obtencion de conidias

El sustrato organico utilizado para la multiplicacion de las cepas de los dos hongos fue arroz, el

cual fue inoculado con cada hongo a evaluar, los cuales presentaron un buen crecimiento y
colonizacién en un total de 12 dias de incubacion.

7.1.2. Preparacion de la solucién madre

La Tabla 2 muestra los promedios correspondientes a 6 lecturas para cada tratamiento, luego del
conteo de conidios realizada en la camara de Neubauer.

Beauveria bassiana Lecanicillium sp.

Dilucién empleada 1x10* 1x10*
Promedio de conidias 16,1 14
Concentracion de la solucién madre 1,6 x 10° 1,4 x10°

Tabla 2. Promedios de conidios de la solucién madre con los diferentes tratamientos,
cada promedio fue calculado por seis lecturas.
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7.1.3 Bioensayo con Beauveria bassiana y Lecanicillium sp.

El bioensayo consto de 6 tratamientos evaluados en 4 tiempos diferentes, cada uno de ellos con 5
repeticiones y 7 insectos. Cada uno de los tratamientos constd de 20 plantas y 140 insectos, es
decir, 120 plantas totales y 840 insectos tratados. La mortalidad se registr6 en cada uno de los
tiempos evaluados y se obtuvo el porcentaje de insectos muertos. La micosis se registrd luego de
colocar los insectos muertos en cdmara humeda durante 10 dias, se obtuvo el porcentaje de micosis
y se determin6 que la micosis correspondia a los hongos entomopatdgenos inoculados en el

bioensayo.

PORCENTAIJE DE MORTALIDAD (TIEMPO 1)

- Beauveria bassiana
B Lecanicillium sp.
T I

CONTROL 1073 1075 1077
CONCENTRACIONES (conidias/ml)
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o
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o = N w S (0] [e)] ~ [0e] (o]

Gréfica 1. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 103, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 1 sobre trips (F. occidentalis).

Los porcentajes de mortalidad para B. bassiana y Lecanicillium sp. en la concentracion 10°
conidias/ml fueron de 0% , es decir, no se obtuvieron trips muertos, mientras en la concentracién
10° y 107 conidias/ml para B. bassiana fue del 2,86% y 8,57% respectivamente, y Lecanicillium
sp. de 8,57% tanto en concentracion de 10° como 107 conidias/ml. Para ambos casos se obtuvieron

valores bajos sin importar la dosis ni la cepa de hongo aplicada (Grafica 1, Tabla 3).
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PORCENTAIJE DE MORTALIDAD (TIEMPO 2)
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Gréfica 2. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 103, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 2 sobre trips (F. occidentalis).

Para la determinacion de las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizé un andlisis
ANOVA vy una prueba de comparacion multiple Tukey, con p= 0,05. Los datos cumplieron los
supuestos de normalidad mostrando que las dosis 10° y 107 conidias/ml son estadisticamente
diferentes entre ellas para las dos cepas de hongo aplicadas pero dentro de ellas no, por su parte la
dosis 10° conidias/ml no difiere estadisticamente de las dosis anteriormente mencionadas, tanto
para Beauveria bassiana como para Lecanicillium sp. ni entre la misma dosis de hongos.

Los porcentajes de mortalidad para B. bassiana variaron de acuerdo a las dosis aplicadas, en la
concentracion 102 conidias/ml fue del 11,42%, en 10° conidias/ml del 28,57% y en 107 conidias/ml
del 40%; mientras que para Lecanicillium sp. en la concentracion 10° conidias/ml fue del 17,14%,
en 10° conidias/ml del 28,57% y en 107 conidias/ml del 45,72%. Para ambas cepas los porcentajes
aumentaron con el aumento de la concentracion aplicada con un valor maximo para B. bassiana
del 40% y para Lecanicillium sp. el valor méximo fue del 45,72% evidenciandose valores cercanos
para ambos hongos a sus diferentes concentraciones. Todos los tratamientos fueron

estadisticamente diferentes al control (Gréafica 2, Tabla 3).
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PORCENTAIJE DE MORTALIDAD (TIEMPO 3)
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Grafica 3. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 103, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 3 sobre trips (F. occidentalis).

Para la determinacion de las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizo un analisis
ANOVA vy una prueba de comparacion multiple Tukey, con p= 0,05. Los datos cumplieron los
supuestos de normalidad mostrando que las dosis 10° conidias/ml no difieren estadisticamente
entre las dos cepas de hongo aplicadas comportamiento igual en las dosis 10°y 107 conidias/ml,
mientras que entre dosis aplicadas si se evidencia diferencias significativas en los casos de las
dosis 103, 10°y 107 conidias/ml a excepcion de la dosis 10° conidias/ml de B. bassiana que no
difiere estadisticamente de la dosis 10”3 conidias/ml de ambas cepas de hongos. Todos los
tratamientos fueron difirieron estadisticamente del control.

Para Lecanicillium sp. y B.bassiana el porcentaje de mortalidad en la concentraciéon de 103
conidias/ml fue muy cercano con valores de 28,57% y 25,71% respectivamente. En la
concentracion de 107° conidias/ml B.bassiana obtuvo 42,86% de mortalidad mientras que
Lecanicillium sp. obtuvo 54,29% de mortalidad, finalmente para la concentracion de 10"
conidias/ml se obtuvieron resultados superiores al 80% de mortalidad de trips debido a la
aplicacion de las cepas de hongos, con valores de 85,71% para B.bassiana y 97,14% para

Lecanicillium sp. (Gréfica 3, Tabla 3)
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PORCENTAIJE DE MORTALIDAD (TIEMPO 4)
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Grafica 4. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 103, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 4 sobre trips (F. occidentalis).

Para la determinacion de las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizo un anélisis
ANOVA vy una prueba de comparacion multiple Tukey, con p= 0,05. Los datos cumplieron los
supuestos de normalidad manifestando que la concentracion de 10° conidias/ml de ambas cepas
de hongos no difieren estadisticamente entre ellas pero si de las demas concentraciones aplicadas.
Por su parte la concentracion de 10° conidias/ml no es estadisticamente diferente entre cepas de
hongos pero si lo es con respecto a las concentraciones 10°y 107 conidias/ml a excepcion de la
concentracion 10° conidias/ml de Lecanicillium sp. que no difiere estadisticamente de la
concentracion 107 conidias/ml de B. bassiana. Finalmente la concentracién de 10" conidias/ml no
tiene diferencias estadisticas entre las cepas de hongos pero si difiere estadisticamente de las demas
concentraciones a excepcion de la anotacion anteriormente mencionada con la concentracion 103
conidias/ml. Todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes al control. Los resultados
obtenidos en el porcentaje de mortalidad para Lecanicillium sp. y B. bassiana en la concentracion
de 103 conidias/ml fueron muy cercano con valores de 45,71% y 42,86% respectivamente. En la
concentracion de 10° conidias/ml B. bassiana obtuvo 68,57% de mortalidad mientras que
Lecanicillium sp. produjo 77,14% de mortalidad, en Gltimo lugar para la concentracion de 107

conidias/ml se obtuvieron resultados superiores al 90% de mortalidad de trips debido a la
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aplicacion de las cepas de hongos, con valores de 94,28% para B. bassiana y 100% para

Lecanicillium sp. (Grafica 4, Tabla 3).
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Graéfica 5. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 108 y 10° conidias/ml evaluados
en el tiempo 1 sobre trips (F. occidentalis).

Los datos no cumplieron los supuestos de normalidad con ninguna transformacion utilizada, por
ende para determinar la diferencia estadisticas de medias se realizé un analisis no paramétrico
Kruskal wallis con un p=0,07. Aqui se evidencia que la concentracion 108 conidias/ml no es
estadisticamente diferente entre las dos cepas de hongos, ademas de ello la concentracion de 10°
conidias/ml difiere estadisticamente entre cepas de hongos pero esta misma de B.bassiana no
difiere estadisticamente de la concentracion 10”8 de ambas cepas de hongos. Todos los
tratamientos fueron estadisticamente diferentes al control. Los porcentajes de mortalidad para
mortalidad tanto para Lecanicillium sp. como para B. bassiana en las dos concentraciones fueron
valores por debajo del 30%, en la concentracién de 10" conidias/ml fueron 11,43% y 8,57% y
para la concentracion de 10° conidias/ml fueron 25,71% y 11,43% respectivamente (Gréfica 5,
Tabla 3).
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PORCENTAIJE DE MORTALIDAD (TIEMPO 2)
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Gréfica 6. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 108 y 10° conidias/ml
evaluados en el tiempo 2 sobre trips (F. occidentalis).

Para la determinacion de las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizo un anélisis
ANOVA vy una prueba de comparacion multiple Tukey, con p= 0,05. Los datos cumplieron los
supuestos de normalidad. Se evidencia que la concentracion de 108 conidias/ml tanto de B.
bassiana como de Lecanicillium sp. no tienen diferencias estadisticas ni dentro de la misma dosis
en ambas cepas de hongos ni entre diferentes dosis aplicadas. Todos los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes al control. Los porcentajes de mortalidad en la concentracién de 108
conidias/ml para B. bassiana fue del 57,14% mientras que para Lecanicillium sp. fue del 65,71%
y para la concentracion de 10° los porcentajes de mortalidad fueron de 68,57% y 74,28%

respectivamente (Gréfica 6, Tabla 3).
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Gréfica 7. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 10®y 10° conidias/ml evaluados
en el tiempo 3 sobre trips (F. occidentalis).

No se realizd analisis de varianza debido a que los datos presentaron alta similitud, evidenciandose
en la grafica 7 que para la concentracion de 107 conidias/ml se obtuvieron porcentajes de
mortalidad para B. bassiana y Lecanicillium sp. de 91,43% y 97,14% respectivamente y para la
concentracion de 10° conidias/ml se obtuvieron porcentajes de mortalidad de 100% para ambas

(Tabla 3). Todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes al control.
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Gréfica 8. Comparacion del porcentaje de mortalidad entre las cepas Beauveria
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bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 108 y 10° conidias/ml
evaluados en el tiempo 4 sobre trips (F. occidentalis).

No se realiz6 analisis de varianza debido a que los datos presentaron alta similitud, evidenciandose

en la gréafica 7 que para ambas concentraciones de las dos cepas de hongos aplicadas se obtuvieron

porcentajes de mortalidad de 100% (Tabla 3). Todos los tratamientos fueron estadisticamente

diferentes al control.

Beauveria bassiana Lecanicillium sp. ]

TRATAMIENTO | 11EafpO DE EVALUCION (DIiAS) TIEMFO I{)IE.iE;;iLECIDN

2 4 6 8 2 4 6 8
1 X 10° conidias/ml 0 1142 | 2571 | 4286 0 1714 | 2857 | 4571
1 X 10° conidias/ml 2.86 28,57 | 4286 | 6857 8.57 28,57 | 5420 [77.14
1 X 107 conidias/ml 8,57 40 85,71 | 94,28 8.57 4572 | 9714 | 100
1 X 10° conidias/ml 8,37 57.14 | 9143 100 1143 | 6571 | 9714 | 100
1 X 10° conidias/ml 11.43 68.37 100 100 2571 | 74.28 100 100

Tabla 3. Porcentajes de mortalidad para los diferentes hongos entomopat6genos con sus respectivas

concentraciones evaluadas sobre insectos trips, en 4 diferentes tiempos bajo condiciones de

invernadero.
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Para la obtencidn del porcentaje de micosis se tomaron los trips muertos de cada una de
las unidades experimentales y posteriormente se colocaron camara hiumeda durante 10

dias.
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Grafica 9. Comparacion del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 103, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 1 sobre trips (F. occidentalis).

No se realizé anlisis de varianza debido a que los datos presentaron alta similitud, evidencidndose
en la grafica 9 que para ambas cepas de hongos en la concentracién de 102 conidias/ml no se
obtuvieron trips micosados luego de pasar dos dias en cAmara humeda. Por su parte los dos hongos
en la concentracion de 10° conidias/ml solo para el hongo Lecanicillium sp. se obtuvo un 30% de
trips micosados. En la concentracion de 10° conidias/ml para Lecanicillium sp. la cantidad de trips

micosados correspondio al 40% mientras que para B. bassiana fue del 10% (Gréfica 9).
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Gréfica 10. Comparacion del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 103, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 2 sobre trips (F. occidentalis).

Para la determinacion de las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizo un anélisis
ANOVA arrojando un p= 0,36. Los datos cumplieron los supuestos de normalidad.

Los porcentajes de mortalidad para Beauveria bassiana en la concentracién 102 conidias/ml fue
del 30%, en 10° conidias/ml del 53,33% y en 107 conidias/ml del 73,33%; mientras que para
Lecanicillium sp. en la concentracion 10° conidias/ml fue del 56,68%, en 10° conidias/ml del 60%
y en 107 conidias/ml del 78,33%. Para ambas cepas los porcentajes aumentaron con el aumento de

la concentracion aplicada (Gréfica 10).
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Gréfica 11. Comparacion del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 103, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 3 sobre trips (F. occidentalis).

El anélisis ANOVA para este caso arrojé un p=0,35 y los datos cumplieron los supuestos de
normalidad. Los porcentajes de micosis para B. bassiana aumentaron con el aumento de la
concentraciéon aplicada 10, 10° y 107, con porcentajes del 63,33%, 71,43% y 75%
respectivamente. Para Lecanicillium sp. fueron de 60%, 62% y 77,14% en ese mismo orden de

concentraciones aplicadas (Grafica 11).
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Gréfica 12. Comparacion del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 10%, 10° y 107 conidias/ml
evaluados en el tiempo 4 sobre trips (F. occidentalis).

El analisis ANOVA para este caso arrojo un p=0,27 y los datos cumplieron los supuestos de
normalidad. Los porcentajes de micosis para B. bassiana aumentaron con el aumento de la
concentracion aplicada 10%, 10° y 107, con porcentajes del 63,33%, 71,43% y 75%
respectivamente. Para Lecanicillium sp. fueron de 60%, 62% y 77,14% en ese mismo orden de

concentraciones aplicadas (Grafica 12).
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Gréfica 13. Comparacion del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 108 y 10° conidias/ml
evaluados en el tiempo 1 sobre trips (F. occidentalis).

Los datos no cumplieron los supuestos de normalidad con ninguna transformacion utilizada, por
ende para determinar la diferencia estadisticas de medias se realizd un anélisis no paramétrico
Kruskal Wallis arrojando un p=0,45. Los porcentajes de micosis para B. bassiana en las
concentraciones de 10% y 10° conidias/ml fueron de 20% en ambas, mientras que para

Lecanicillium sp. fueron de 40% y 50% en ese mismo orden de dosis aplicadas (Gréafica 13).

39



PORCENTAIJE DE MICOSIS (TIEMPO 2)

a2 2 a

Beauveria bassiana

MICOSIS (%)
&

B Lecanicillium sp.

108 10
CONCENTRACION (conidias/ml)

Gréfica 14. Comparacion del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 102 y 10° conidias/ml evaluados
en el tiempo 2 sobre trips (F. occidentalis).

Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA arrojando un valor p=0,91. Los datos cumplieron los
supuestos de normalidad. Las concentraciones evaluadas (1078 y 10”° conidias/ml) para ambas
cepas de hongos fueron valores muy cercanos, 71,43% y 71,91% para B. bassiana y 70,33% y

70,66% para Lecanicillium sp. respectivamente (Gréfica 14).
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Grafica 15. Comparacidn del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 102 y 10° conidias/ml evaluados
en el tiempo 3 sobre trips (F. occidentalis).

Los datos cumplieron los supuestos de normalidad. Se realiz6 un analisis de varianza ANOVA,
arrojando un p=0,26. Se evidencia que la concentracion de 108 y 10° conidias/ml de B. bassiana
fueron valores cercanos, 77% y 78% respectivamente, al igual que para Lecanicillium sp. con

valores de 80% y 82,86% respectivamente (Grafica 15).
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Grafica 16. Comparacidn del porcentaje de micosis entre las cepas Beauveria
bassiana y Lecanicillium sp. en concentraciones de 102 y 10° conidias/ml evaluados
en el tiempo 4 sobre trips (F. occidentalis).

Los datos cumplieron los supuestos de normalidad. Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA,
arrojando un p=0,33. Se obtuvo como resultado que la concentracion de 108 y 10° conidias/ml de
B. bassiana fueron valores cercanos, 80% y 85,71% respectivamente, al igual que para

Lecanicillium sp. con valores de 88,57% y 94,28% respectivamente (Grafica 16).
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8. DISCUSION

Los resultados que arrojo el presente trabajo proporcionan informacion de mucho interés, debido
a que se pudo observar que las concentraciones aplicadas (1x10%, 1x10°, 1x107, 1x108 y 1x10°
conidias/ml) de los hongos B. bassiana y Lecanicillium sp. evaluadas a diferentes tiempos, tienen
una relacion directamente proporcional al nimero de trips (F. occidentalis) muertos, es decir, a
medida que aumenta la concentracion y el tiempo de evaluacion de cada una de las cepas de
hongos, el nimero de insectos muertos también aumenta (grafica 1 a 8). Ademas se pudo observar
que pasados los 6 dias de aplicacion de la concentracion 1x10° conidias/ml, Lecanicillium sp.
controla a mas del 50% de la poblacién de trips tratada, mientras que B. bassiana a partir de la
concentracion 1x107 conidias/ml, adicional a ello cabe resaltar que para este mismo tiempo de
evaluacion de las dosis 1x107 conidias/ml de ambas cepas de hongos, los trips muertos fueron
superiores al 80% (grafica 3). Ya pasados 8 dias luego de la aplicacion de las dosis de cada hongo
se pudo observar que los trips controlados por estas superan el 90% de la poblacion llegando
incluso a 100% por parte de Lecanicillium sp.(gréfica 4), lo que indica que los conidios evaluados
de las diferentes cepas, tiene un buen potencial entomopatdgeno sobre los insectos plaga F.

occidentalis.

Los datos arrojados luego de la aplicacion de las concentraciones 1x108 y 1x10° conidias/ml
mostraron que a mitad del tiempo de evaluacion (tiempo 4) los insectos plaga controlados por
ambas cepas de hongos fueron por encima del 55% y 65% respectivamente, mientras que para el
tiempo 6 y 8 los trips muertos superaron el 90% y 100% respectivamente (grafica 6,7,8, tabla 3),
lo que indica que ambas cepas de hongos tienen un alto potencial controlador sobre dicha plaga
ejerciendo accidn entomopatdgena caracteristica de estos dos hongos como lo ha reportado (Diaz
et al.2006).

A pesar de que los dos hongos utilizados en este trabajo mostraron que durante todo el tiempo de
evaluacion tienen efecto controlador sobre la plaga, se observo que Lecanicillium sp., tiene mayor
potencial entomopatdgeno para controlar el trips de las flores F. occidentalis en comparacion con
B. bassiana, esto puede deberse a que Lecanicillium sp. después de penetrar continuamente con
un crecimiento acelerado dentro del cuerpo del insecto, invade 6rganos y tejidos, probablemente

esto se debe a la accidn toxica de la toxina (bassinolide) que produce este hongo, la cual conlleva
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a la muerte del animal, observandose que los insectos muertos por este entomopatdgeno dejan de

alimentarse y se quedan adheridos a la hoja en que se encuentran (Cano et al.2004).

En cada una de las anteriores graficas (9 a 16), la micosis que se presentd después de colocar cada
trips muerto en cdmara humeda, fue variable en cuanto al tiempo y a la dosis aplicada, sin embargo,
se observé mayor rapidez y porcentaje de formacion de estructuras reproductivas en los insectos

tratados con Lecanicillium sp.

También se pudo observar que pasados 4 dias en camara hdmeda, los datos fueron menos
semejantes y se pudo obtener porcentajes de micosis mas variables entre las dosis aplicadas,
encontrandose porcentajes de micosis por encima del 50% en las concentraciones de 1 x 103, 1 x
10°y 1 x 107 conidias/ml de ambas cepas de hongos a excepcién de la concentracion 1 x 1073
conidias/ml de B. bassiana con porcentaje de micosis de 30%. Pasados 8 dias de evaluacion de
micosis en estas mismas concentraciones los porcentajes de micosis fueron iguales o superiores al
60% hasta llegar a un valor maximo de 81,33%, efecto mas potencializado ocurrido en las
concentraciones mas altas (1 x 108 y 1 x 10° conidias/ml) donde se obtuvieron valores en el tiempo
2 superiores al 70% de micosis Yy en el tiempo 4 superiores al 80% para ambas cepas de hongos,
lo que indica que a raiz de que los datos arrojados en la evaluacion fueron muy similares y para
ambas cepas de hongos los valore p fueron superiores a 0,05, no hay efectos diferenciales entre
los tratamientos por tiempo de evaluacion; sin embargo ambas cepas de hongos poseen la
capacidad de invasion miceliar a partir de la germinacion de los conidios en el cuerpo de los
insectos muertos y hacen posible su identificacion como agentes de control de la plaga del trips de

las flore F. occcidentalis.

Adicional a lo anteriormente mencionado, se presentaron diferentes etapas de desarrollo de ambas
cepas de hongo sobre adultos de trips (F. occidentalis) en los diferentes tiempos, posiblemente
porgue las condiciones ambientales favorecieron el crecimiento de cada cepa. Cada etapa que se
desarroll6, se pudo identificar posterior al aislamiento de la parte miceliar crecida sobre los
insectos y luego identificado bajo el microscopio con la ayuda de literatura y de esta manera
establecer que el micelio que se desarrollo en los trips muertos pertenecian a las cepas de hongos
evaluadas en este trabajo. Cabe resaltar, que el éxito de la germinacion y la penetracion no depende

esencialmente del porcentaje de germinacion, sino que la dependencia es del tiempo en que dure
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germinacion de los conidios, como también lo puede ser el modo como germina, que tan agresivo

sea el hongo evaluado, tipo de espora y susceptibilidad del hospedante (Samson et al. 1988).

Los resultados obtenidos con las dos cepas de hongos evaluadas en el presente trabajo demuestran
que se puede generar una gran economia en cuanto al sector floricultor que enmarque la estrategia
de ser potente en cuanto al manejo del control bioldgico, debido a que se disminuirian las
incidencias negativas que se tiene por el uso excesivo de insecticidas en los floricultivos, que
ademas generan efectos de resistencia en los insectos plagas y acumulan mas el riesgo ambiental,
asimismo bajaria el riesgo a la salud humana, de esta misma forma no se verian tan afectados los
insectos benéficos que habitan en nuestro medio, los cuales también son utilizados como una buena

herramienta biologica de control.

Reportes han demostrado que especies pertenecientes al género Beauveria, tienen la capacidad de
causar muerte en trips (hasta el 88% de mortalidad a los 6 dias) (Sanchez et al. 2011), cercanos a
los porcentajes de mortalidad de trips logrados en esta investigacion con mismo género; también
reportes de Cariedo en el 2004, apuntan a que la mayoria de los insectos que son atacantes de
plantas cultivadas tienen enemigos naturales que los parasitan y matan, de esta manera se genera
una reduccion considerable en su poblacion. Dentro de los enemigos se encuentran Beauveria spp.,
que ha sido registrado como un organismo de frecuente aislamiento en suelo (Dromph 2001,
Meyling y Eilenberg 2006, Sun et al. 2008).

Otros estudios han demostrado que B. bassiana y Lecanicillium sp., han sido virulentos contra el
trips occidental de las flores, F. occidentalis (Ugine et al. 2005); todos estos hallazgos encontrados
anteriormente nos indican que los resultados obtenidos en la presente investigacion son de
valorarse, que los hongos evaluados son potentes e importantes agentes para el control de esta
plaga y que ademas de ello pueden ser utilizados como una econdémica herramienta ambiental en

control bioldgico.
Es importante tener presente que el control bioldgico es una herramienta util, que cada vez mas
genera buenos resultados, debido a que los requerimientos fitosanitarios implican un medio donde

se generen productos biolégicos que no afecten negativamente la fauna benéfica de nuestro
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alrededor y por supuesto los ecosistemas. Es por ello que el control biolégico debe estar
direccionado con estrategias adecuadas que ayuden a practicar y cumplir todas las normas
fitosanitarias y a combatir poco a poco los contaminantes del planeta. Es pertinente saber que la
propagacion de hongos entomopatdgenos es un tema de sumo cuidado, ya que se debe saber su
especificidad para no realizar un uso inadecuado de los mismos desedndolos aplicar para la
regulacion de todos insectos plaga (Guarin et al. 2003). Segin Fargues y Remaudiere en 1977
existen factores que determinan o inciden sobre la especificidad de un hongo, entre ellos se
encuentra el estado fisioldgico y la edad de los insectos, la coincidencia espacio-temporal entre el
insecto y el hongo, la existencia de patotipos de una especie de hongo, entre otros.

Todo aislamiento fungico obtenido, formulado, comercializado y disponible en nuestro medio, se
caracteriza por una habilidad especifica ya sea de control, produccién de metabolitos secundarios
, entre otros, la cual los hace diferentes y mediante el cual depende el éxito en el programa de

control integral (Guarin et al. 2003).

Los resultados presentados en este estudio permiten aportar al control de los insectos plaga trips
F. occidentalis que tienen gran importancia econémica en el sector floricultor debido a que es una
plaga de carécter cuarentenario. Por ello se hace necesario recurrir a un manejo integral de plagas
donde no solo se reduzcan costos por productos quimicos sino que se mantenga un equilibrio

natural de los agroecosistemas.
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CONCLUSIONES

Las cepas de hongos evaluados (B. bassiana y Lecanicillium sp.) tuvieron un efecto

patogénico sobre adultos trips bajo condiciones de invernadero en plantas de crisantemo.

A pesar de que Lecanicillium sp. tuvo mejores resultados con respecto a B. bassiana, cabe
resaltar que éste ultimo arrojé resultados de mucho valor ya que los datos permiten afirmar
que también se comporta como un adecuado entomopatdgeno para trips F. occidentalis

cumpliendo accién potente como agente controlador de dicha plaga.

Se logro6 un porcentaje de micosis hasta el 94,28%, con el hongo Lecanicillium sp. y para

Beauveria bassiana hasta de 85,71% en los ensayos de patogenicidad.

De las dos cepas de hongos evaluadas, el que mejor resultados produjo fue Lecanicillium
sp. tanto en las dosis aplicadas como en el tiempo de accion, de esta manera se puede
considerar como un agente para el control biolégico, debido a su rapidez de accion y un
hongo con gran potencial para causar infeccion en los insectos plaga F. occidentalis, por
lo que, de acuerdo a los resultados podria ser usado en pruebas de campo a mayor escala
para establecer un sistema de control integrad para la plaga trips.
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10. RECOMENDACIONES

o Se propone llevar a cabo pruebas en campo a una mayor escala para determinar el potencial
biocontrolador de estas dos cepas de hongos y de esta forma verificar y comparar con los resultados

bajo condiciones de invernadero a pequefia escala obtenidos en el presente trabajo.
o Es de suma importancia realizar estudios de identificacion de la cepa de hongo
entomopatogeno Lecanicillium sp., usando técnicas genéticas y moleculares, para obtener una

determinacion mucho maés fina y asi llegar hasta especie.

o Es recomendable realizar la evaluacion de la combinacion de conidios de ambas cepas de

hongos para el control de los insectos plaga trips F. occidentalis.
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