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"COLECTA E IDENTIFICACION PRELIMINAR DE AGENTES ENTOMOPATOGENOS EN
AREAS HORTICOLAS DE SACATEPEQUEZ Y CHIMALTENANGO, GUATEMALA"

- "PRELIMINARY SURVEY AND IDENTIFICATION OF ENTOMOPATHOGENS FROM
HORTICULTURAL AREAS LOCATED IN SACATEPEQUEZ AND CHIMALTENANGO,
GUATEMALA" o :

* “RESUMEN

. En ciertas regignés de_’los_ depar_tq_mggﬁq;g :d&?Sacatépéquez y_Chimal.tf:'rlllango?‘_!g pfoduccién _c?c _hor_talizas
constituye una alternativa c_lpmi:}yer%iép Pf“?.?".. pequefio y mediano pro__dpctor,:q_uienesqonst__itqyen el_recmso
humano dispopiblg: én el_; é_reé rural. o S _r o

Sin embaréo; -enr la fase vegétativ_a de las plantaciones, los dafios causados por la __;é)roliferaq_iﬂén de plagas
y enfermedades, cada dia cobra inayor importancia, debido a 1a utilizacion de plaguic;das, sin respetar algunas
veces el nivel critico de toxicidad de los .mismos, loquea través del tiempo provoca resistencia en los insectos
y probiemas de contaminacion.

Para contrarrestar en parte la utilizacién de los plaguicidas, el control biolégico ha surgido como una

alternativa para el control de plagas especificas, encontrindose actualmente en el mercado productos como

Javelin, Dipel (a base de Bacillus thuringiensis var. kurstaski), VPN-86, VPN-82 (a base de virus de poliedrosis
nuclear) y otros.
La colecta e identificacién de los microorganismos entomopatdgenos en insectos plaga de cruciferas, se

efectud en 4 localidades de Saéatepéquez y 6 de Chimaltenango, de mayo de 1993 a marzo de 1994. Para este

trabajo, se realizaron muestreos de campo én rastrojos o cultivos abandonados, buscando insectos plaga con

infecciones microbianas. En.el laboratorio se aislaron'y purificaron las bacterias y hongos presentes en los

tejidos de los insectos colectados.
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Se obtuvo un total de 41 entradas microbianas de las cuales 23 pertenecen a Plutella xylostella L., 8 a

Myzus persicae (Sulzer); 4 a Leptophobia aripa (Boisd) y , 6 a Spodoptera sunia (Guen).

A través de las claves, se determiné que los agentes entomopatégenos que produjeron mortalidad fueron:

en Plutella xylostella L., la bacteria Bacillus thuringiensis Berliner y los hongos Fusarium sp., Paecilomyces sp.

y Aspergillus sp.; en Myzus persicae (Sulzer) hongo Entomophthora sp. y la bacteria Bacillus thuringiensis

Berliner; en Leptophobia aripa (Boisd) el hongo Paecilomyces sp. y en Sm'o'ptera sunia (Guen) la bacteria

Bacillus thuringiensis Berliner. Siendo més efectivos los hongos Paecilomyces sp. y Aspergillus sp., asi como

la bacteria Bacillus thuringiensis Berliner.




1. INTRODUCCION

Desde hace mas de una década, la actividad econémica de Ia mayoria de agricultores del altiplano central
y principalmente en los departamentos de Sacatepéquez y Chimaltenango, se fue incrementando; dada la

sustitucion de granos basicos por hortalizas no tradicionales con fines de exportacion, en busca de un mejor

ingreso monetario.

Asi mismo, en los Oltimos ci'ncolaﬁos, el culﬁvo de arveja china (Pisum sativum L.) asi como ¢l de
cruciferas (brocoli, repollo, col de bruselas y otras) se ha incrementado dia 2 dia con el propésito fundamental
de obtener el maximo rendimiento por unidad de area sembrada.

La produccion de estas hortalizas ha gencrado una gran demanda én el mercédo de exportacion, como el
empleo de mano de obra en las plantﬁs procesadoras del producto final, lo que ha hecho que muchos pequefios
y medianos agricultores incrementen las areas de producéi(m Debido a esto la proliferacion de plagas del follaje
principalmente larvas del orden lepidoptera han afectando el rendimiento y la calidad del producto final
causando su rechazo por las empresas agroexportadoras. Para contrarrestar esta situacién, tos agricultores hacen
uso ﬁldiscriminado de plaguicidas, que muchas veces son productos ﬁo permitidos por parte de la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Uﬁidos (E.P.A.), por lo que en los Oltimos trés aﬁo§ se ha efectuado un
control de analisis de residuos téxicos muy estricto, tal el caso de la arveja china. Esto ha incidido en la
biisqueda de alternativas de control fitosanitario ecolégicamente mas aceptables y con un minimo de residuos,
como por ejemplo el control biolégico a base de patégcnoé de iﬁsectos. |

La presente investigaci(’)ﬁ se realizo en diez [ocalidédes, cuatro de Sacatepéquez y seis de Chimaltenango,
con ¢l cbjetivo de muestrear rastrojos de cultivos abandonadqs y poder éncontrar mas de algiin insecto plaga
parasitédo con microorganismos entomopatdgenos, que posteriormente serian evaluados para establecer métodos

de control biolégico con los mismos, en insectos plaga de importancia econémica en el altiplano central.

W



2. DEFINICION DEL PROBLEMA;

Guatemala, ha sido privilegiada con una serie de factores climaticos que hacen posible la diversificacion

de cultivos, tales como las hortalizas, que tienen un alto potencial de ser desarroﬁadas en la agricultura nacional.
En tal Sentido, muchos productores del Altiplano Central han sustituido en parte, la produccion de granos. basicos
por la de hortalizas no. tradicionales para la exportacion, a través de empresas que se dedican a esta actividad,.
cén el objeto de obtener mejores ingresos. | ??.‘ - ST

Sin embargo, las empresas exportadoras de hortalizas no tradicionales, fexi:éé;i alta calidad de productos;

por lo que se debe evitar que presenten pequeiias raspaduras o manchas causadas por insectos o enfermedades,

A

atin cuando no interfieren en la calidad nutritiva del producto.

En consecuencia, muchos productores de hortalizas emplean plaguicidas sin preveer que estn regulados

por la Agencia de Proteccion Ambiental (E.P.A. por sus siglas en inglés),'dé_lien'ﬁja los niveles de tolerancia s

econémica en productos consumidos en los Estados Unidos, provocando que en los puertos importantes se
realice una inspeccion constante para obtener muestras y detectar trazas o residuos en los vegetales.
El problema ha llegado al punto de que en registros proporcionados por la Gremial de exportadores, se

tiene que en el afio de 1993 y 1994 se registraron 1,755 y 1,056 detenciones por afio de productos agricolas

guatemaltecos con niveles altos de residuos de plaguicidas. Se detennin;g_:_ 'ﬁﬁoducto quimico de mayor

| detencién fue a base del componente de Clorotalonil, obteniéndose el 79 % y 82 % ﬁbr afio y principalmente en
arveja china.

Aunque los quimicos no son la inica manera de controlar las plagas de un cultivo, copstituyeﬁ ia via més
sencilla y rapida a corto plazo. Sin embargo, con el tiempo surgen problemas de contaminaci6n, los plaguicidas

se tornan menos efectivos para las plagas y enfermedades, las cuales han logrado desarrollar mecanismos de

resistencia sobre estos, debido a su constante aplicacion.
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Por tal motivo, e control biolégico de insectos esté cobrando gran importancia a nivel de paises como
Estados Unidos, Costa Rica, Brasil, Colombia y por qué no decirlo, en Guatemala a través del virus de la
Poliedrosis Nuclear, utilizado en la Costa Sur como un método alternativo al contrel quimico en el Manejo
Integrado de Plagas y con lo cual se busca contribuir a la fitosanidad de los cultivos en el pai.s, sin alterar en

forma negativa el ecosistema.




3. MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL

Los registros sobre enfermedades de insectos datan dé tiempos inmemoriales; el primer enfoque cientifico
del estudio de una enfermedad concreta de un insecto fue la investigacion de la uva blanca, enfermedad de los
gusanos de seda, causada por el hongo Beauveria bassiana (Bals) Vuilien (9).

Los famosos trabajos de Pasteur en Francia, acerca de la "Pebrina” también enfermedad del gusano de seda,

que es causada por la microspora Nosema bombycis Nageli son bien conocidos. En el afio de 1,879, el ruso

Metechnikoff, conduce el primer experimento significativo en la destruccion de insectos perjudiciates con

microorganismos, por infeccién de larvas del escarabajo Anisuplia austriaca (F.) con el hongo Metarrhizium

anisopliae (Metsch) Sor (2, 9).

Con estos antecedentes, el enfoque de estudio de las enfermedades de los insectos, esta proporcionando

la clave para solucionar el dafio a las plantas. Por lo tanto, los patdégenos de insectos se pueden utilizar para el
manejo de plagas en tres maneras diferentes por lo menos: 1) Por la utilizacién méaxima de las enfermedades

naturales, 2) Por la introduccion de los patégenos a las poblaciones de plaga como factores permanentes de

mortalidad, y 3) Por la aplicacion de los patogenos del tipo insecticidas microbianos que se utilizan para el

control temporal de las plagas (9, 21).

3.1.1 Efecto de los factores fisicos sobre organismos enfomopatégenos
Tanada, citado por De Bach (2), manifiesta que los principales factores fisicos que afectan la actividad
de los microorganismos entomopatégenos en contra de sus huéspedes en el campo son la temperatura y

humedad. Estableciendo que esos factores tiehen un efecto directo sobre el patdgeno y el progreso de la

I

infeccion dentro def huésped.
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La exitosa utilizacion de mncroorgamsmos en ¢l control de insectos, depende en muchos casos de
condiciones favorables de temperatura Aunque las variaciones de la temperatura parecen no tener una gran
influencia sobre la acci()n_ de las bacterias patdgenas, se sabe que esta tien¢ un marcado efecto sobre el periodo
de incubaci6n de las infecciones virosas. La incidencia de la i;lfeccién por bacferias, virus y'protozoarios en

realidad es mayor en climas frios que el calido. El clima templado aumenta la incidencia de las enfermedades

originadas por hongos, bacterias, protozoarios y virus. A veces, la alta humedad junto con temperaturas entre

16.6 y 21 °C son necesarias para la invasion decisi&a y la .mue‘rte por causa de algunos parasitos; estas
condiciones particulares también acrecientan la capacidad de algunos nemétodos para sobrevivir e iﬁvadir
huéspedes. Por ejemplo: En Ia luz natural sin proteccion, las esporas del microosﬁoridib (Nosema) tiene una
vida menor de 4 horas, la lpayoria de las esporas fungicas, menbs de 2 dias, y las esporas bacterianas (Baciltus

thuringiensis (Berliner) menos de 3 dias (9, 13, 21, 30).

La luz solar es el factor destructlvo que mas afecta la persistencia de los patégenos en el campo, ya que
ark\

se ha comprobado en forma adecuada que las esporas de Bacillus popilliae (Dutsky) y las células vegetativas

?s§

de Bacillus thuringiensis (Berliner) se destruyen a la exposicion de la luz solar.

Sin embargo las temperaturas que se encuentran €n el campo no son tan dafiinas para los patogenos como

la luz solar directa. Un virus purificado de la granulosis del Pieris brassicae L. se inactivé durante 10 minutos

a0 °C, 60 minutos a2 65 °Cy 24 hrs 260 °C. No se inactivé por completo despues de 5 dias a 50 °C 06 durante

20 d1as 240 °Cy 6 meses de almacenamlento 2 -20 °C, no tuvo efectos adversos (9, 30).

Los hongos capaces de infectar a los insectos y que sobreviven por mas tiempo en suelos con alto

contenido organico son: Metarrhizium anisopliae (Metsch) Sor y Beauveria bassiana (Bals) Vuiilemin (21).

La humedad relativa, por lo general, no afecta la persistencia de bacterias patégenas o formadoras de

esporas, pero si afecta a ciertos nematodos, protozoarios y hongos. Los nematodos Neoaplectana sobreviven

mejor a humedades relativas altas (9).
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Las esporas (conidias) de la mayoria de los hongos no germinan por debajo de humedades relativas del
00%. La alta humedad permife la germinacién de los conidios y la infeccion subsecuente del hospedero, pero
generalmente es desfavorable para la longevidad de la espora (9, 30).

La mayoria de patégenos, como es de esperarse, sobreviven por periodos més prolongados en el suelo que
en el follaje de lés plantas ya que el suelo protege de la luz solar directa, con temperaturas extremas y la
deshidratacion. El suelo es el reservorio natural para muchos entomopatdégenos. La vida media de algunos virus
de insectos en el suelo es mayor de 600 dias (21).

Los patogenos a men'udolpersisten en el ambiente al infectar hospederos vivos. Los insectos infectados
con frecuencia hibernan con éxito y son responsables del inicio de la infeccion en el afio siguiente. Esto junto
con la persisiencia del agente liberado en el suelo, es uno de los mas importantes mecanismos de persistencia
para muchos insectos patdgenos que se presentan afio tras afio (9, 21).

Por ello, fos insectos se infectan con virus, bacterias, protozoarios, hongos, rickettsias y nematodos.
Algunbs de estos patogenos pueden ser bastante comunes y son los causantes de la epizootias en las poblaciones

" naturales de insectos, mientras que otros pueden presentarse ocasionalmente y rara vez se observan (21, 22, 30).

3.1.2 Enfermedades Bacterianas

Las bacterias patogenas de insectos més abundantes son Bacillus popilliae Dutsky y Bacillus thuringiensis

var. Kurtsaki esta (ltima comercializada y de gran utilidad en programas de control integrado (4).

A) Bacillus popilliae Dutsky

La enfermedad se transmite oralmente por la ingestion de las esporas, el lapso entre la ingestion de las
esporas y la muerte esta muy influenciado por el nimero de esporas ingeridos y la temperatura. Después de la

 ingestion, estas esporas germinan y penetran al canal alimenticio, probablemente a través de los tubos de
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Malpighi. A 30 °C Ias células vegetativas se pueden encontrar en la sangre del insecto aun 30 horas después de
la invasién inicial. A esta temperatura, los bastones vegetaiivos se reproducen rapidamente y cuando ya son muy
numerosos, se¢ produce la esporulacién. El ndmero maximo de esporas entre dos mil y cinco mil millones por

larva se alcanza entre 7 y 10 dias después de la infeccién inicial 9, 21, 22).

B) Bacillus thuringiensis (Berliner)

Fue descubierta en 1,902 por el japonés Ishwata, sus pruebas preliminares demostraron su alta capacidad
insecticida. En 1,915 el aleman Berliner reaisl6 esta bacteria a partir de larvas de palomilla de los graneros. Es
una bacteria formadora de esporas que produce una proteina cristalina de caracteristicas toxicas (endotoxina-

delta). Cuando las esporas y los cristales de Bacillus thuringiensis Berliner son ingeridos por un hospedero

susceptible, se produce una paralisis general que mata al insecto a las pocas horas o aun después de 4 6 5 dias,
dependiendo del serotipo de B. thuringiensis Berliner y fa susceptibilidad del insecto (10, 21).

Hasta el presente se reconocen 19 variedades correqundientes a 14 serotipos diferentes, la mayoria de los
cuales tiene actividad primaria contra larvas de lepidépteros , pero el serotipo descubierto mas recientemente,
cl H-14 (Bacillus thuringiensis israélgggis), es bastanteractivo con&a larvas de rﬁpsquitos y moscas negras (9,
17, 18).

Existen diversas formulaciones comerciales en el mercado mundial, sin embargo estas formulaciones se
basan en los serotipos 1, 11, v y V, de los cuali:s ¢l mas importante es el III por su mayor virulencia a

lepidépteros, tal como se demuestra en el Cuadro | (2, 23).

C) Modo de accién de Bacillus thuringiensis
o La bacteria penetra al insecto principalmente por ingestion y ocasionalmente por heridas en la cuticula (2).

- .2 Las larvas susceptibles poseen en el sistema digestivo una combinacion de pH, sales y enzimas, necesarias para
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descomponer y activar los cristales altamente insolubles del bacilo, el pH alcalino del intestino (mayor de 7.0), |

causa la disolucidn de los cristales en componentes toxicos (2, 11, 23).

Cuadro 1 Productos Comerciales de Bacillus sp.

Bagillus moritai ' Lavillus M Dipteros
Bacillus popiliae Doom, Japidemic Larvas de Coledpietas
Milky spore disease
Numerosos jepidbpteros
Bacillus thuringiensis H3HD-1yKurisaki Dripel
(B. thuringiensis) H3(HD-1YKurisaki Thuricide
- Certan
Bactur
H-1 thuringiensis Bactospeine
HAHD-D/Kurtsaki Planttbac
HIHD- 1y Kurtsaki Bugtime )
H3ID-1yKurisaki Sporeine -
H3( {D-1yKurisaki Biospor
H-1 thuringiensis Bathurin :
H-1¢HD-1y Baktuka) i T
H4/dondrolimas Dendrobaciltin |
1}-5/gallerise Enterchacterin-3 o
H-1/insectus Inscktin
Bacillus thuringiensis H-/thuringiensis Biotoksybacillin
(B. thuringiensis exotoxin) Eksotokin
Toxobeketerin - Culex sp.
Acdes sp.
Becillus thuringiensis isroelensis H-14 Bactmos, Vectobac Anopheles sp.

Texnar

Adaptacion de Referencia (23)

El cristal es descompuesto (digerido) en sub-unidades de menor peso molecular que atacan las paredes del

intestino medio de la larva, causando la disrupcion en el balance osmotico y abrasion en la pared estomacal,

- permitiendo el escape del contenido alcalino del intestino hacia el hemocele (2).

Las lesiones causadas en la pared intestinal pueden ser lo suficientemente graves como para causar la

muerte de la larva, o pueden dar origen a cambios internos que permiten el crecimiento del bacilo y otros

organismos, produciendo una septicemia. Los dafios en el sistema digestivo de la larva impiden que esta siga
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alimentandose y la combinacién del escape intestinal, la falta de alimentacién y la septicemia generalmente
causan la muerte 2 la larva dentro de uno o dos diaé; dépendi'endo de la especie y de las condiciones ambientales

(2,9, 11, 23).

D) Uso de Bacillus thuringiensis Eerliner

Actualmente las formulacnones de B. thuringiensis Berliner estin basadas en la raza HD-1, tal como se
pfesenta en el Cuadro 1 estando registrada en los Estados Umdos para ser usada en los 51gu1entes cultwos
alfalfa, alcachofa, apio, brocoli, collﬂor, lechuga, melon, papa y tomate (8, 10, 23). |

En Colombia, se le ha registrado en 12 cultivos para el control de 16 especies de lepidopteros de las .
familias Brassolidae, Noctuidae, Pieridae y Sphingidae.'. Su principal uso se confina a programas de control
integrado en cultivo de algodon y en menor escala de hortalizas (4, 8). |

Creighton y Mécfadden en 1975 y Mc\_fas et al. en 1977, citados por Bustillo (4) menéionan que B.

thuringiensis Berliner se puede usar en mezclas con otros insecticidas quimicos y bioldgicos. Por ejemplo, en

los ensayos efectuados para ef control de Trichoplusi ni (Hubn.), la aplicacién de B, thuringiensi Berliner mas

Clordimefon fueron superiores a tratamientos qulmlcos convenclonales y aphcado en combmacmn con virus
de pohedr051s nuclear del Trlchop[u31 ni (Hubn ) obteniéndose porcenta]es de control superlores alos obtemdos

cuando se usaron solo patogenos

Jaques y Morris citados por Burges (23), manifiestan que los quimicos como carbamatos y

organofosforados son compatibles con B. thuringiensis Berliner, ya que no afectan la germinacion de esporas

y multiplicacién celular.

3.1.3 Enfermedades Virosas

Los virus que causan enfermedades en insectos _]uegan un papel muy 1mportante en la regulacmn de sus

poblaciones, tanto en condiciones naturales como en programas de control. Se tienen casi alrededor de 650

&

 virus, los cuales han sido aislados de insectbs; 540 han sido obtenidos de lepiddpteros, 90 de himenopteros y 20

de ortopteros, colebpteros y dipteros (4, 9, 21).
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El primer intento exitoso para producir una enfermedad virosa, que no se encontraba presente previamente
en la parte continental de Norteamérica fue hecho por Bird en 1953, quien aplicé un virus poliédrico del

tentredinido europeo del pino, el cual se obtuvo de Suecia y lo aplicd en pinos muy infestados en Ontario,

Canadé (4, 9).

A) Virusdela Poliedrosis

Desde el punto de vista de las investigaciones basicas, se han realizado estudios recientes sobre e} virus
poliédrico pafa c_ontrolar el falso medidor, Trichoplusia ni (Hubn.) en los Estados Unidos. Hall citado por De
Bach (2), realizé pi‘uebas en 1953 y 1954; asperjando virus sobre la lechuga en California, las larvas que se
. aliméntaron sobre el follaje tratado, contrajeron la enfe;rmedad y murieron. Estos resultados fueron confinados

por Mc Ewn y Herdey en 1958 en pruebas realizadas sobre el gusano medidor de !a col y brécoli en Nueva York  ii:

2,3,9).

La poliedrosis se caracteriza por la presencia de cuerpos poliédricos incluidos en los tejidos infectados.

Estas inclusiones contienen embebidas en su matriz, fas particulas virosas que pueden ser esféricas o de forma

de bgici!os. Se conocen dos tipos generales de poliedrosis: la poliedrosis nuclear y la poliedrosis citoplasmica,

que son de forma mds o menos esféricas (4, 21).

B) Virus de la Poliedrosis Nuclear (V.P.N.)

Cerca del 40 % de los virus de insectos corresponden a la Poliedrosis Nuclear (VPNs). La mayoria se han

aislado de lepidépteros (86 %), himendpteros (7 %) y dipteros (3 %). En las larvas de los tepidopteros el

| desarrollo de VPN se hace mas pronunciado en el nicleo de las células sanguineas, la hipodermis, €l cuerpo

graso y el forro epitelial de la traquea (21).
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‘Las larvas infectadas con el virus de la poliedrosis nuclear, normalmente presentan pocos sintomas
distintos hasta unas pocas'horas' antes de morir. El periodo de incubacion varia en las diferentes especies de
hospederos de 5 a 20 dias, abarcaﬁdo un periodo de cerca de una semana. En algunas especies de insectos, las
Jarvas infectadas pueden cesar de alimentarse, tornandose de un color palido o amarillento. Se hinchan
ligeramente, poniéndose ﬂexibles y flacidos. Poco antes y después de la muerte, el integumento es muy fragil
y facilmente se rompe, dando salida al contenido licuado, compuesto por tejidos desintegrados y poliedros. Las
larvas muertas normalmente se encuentran colgando de sus falsas patas abdominales de la planta hospedera.
En etapas tempranas de la énferm’edad no se observa hingﬁn sintoma; gradualmente el insecto se pone palido,

blanco calizo y muere con el tiempo. El cadaver, algunas veces se seca, presentando un color café obscuro o

negro (3, 11, 22, 23).

C) Virus de la Poliedrosis Citopldsmica

La primera pbliedrosis citopléémica fue descubierta por Ishimori en 1934 en el gusano de seda. Observé
poliedros en el citoplasma dé' las células del intestino del insecto y considerd que esto era indicacion de una
enfermedad diferente a la caracterizada por la presencia de poliedros en el nucleo de las células infestadas.
Lotmar en 1941, citado por De Bach (2), observé poliedros semejantes en el citoplasma de las células del
intestino de la larva de la palomilla dé la ropa (Tineola). Desde entonces se han encontrado 30 especies de
insectos susceptibles a la poliedrosis citoplasmica (2, 11).

Las poliedrosis citoplasmicas en general, no son tan fulminantes como la poliedrosis nuclear. En los casos
més conocidos, Ia infeccién estd limitada a epitelio del intestino. La estructura muestra los signos de la

infeccién, va que toma un color humoso, opaco o amarillento y se vuelve de una consistencia fragil (2, 11).




D) Modo de Accion de los Virus

Los virus, al igual que las bacterias y la mayoria de otros patégenos, deben ser ingeridos para que causen
enfermedad y muerte a un huésped susceptible. De acuerdo al grupo, infectan sitios especificos dentro del
insecto, destruyendo las células, lo que resulta en enfermedad. Es asi como algunos se multiplican de
preferencia en tejidos del mesodermo, ectodermo y endodermo, mientras otros afectan el tejido adiposo y la
epidermis o las células epiteliales del intestino medio (11, 22, 23).

En el caso del vitus de la poliedrosis nuclear, este tipo de virus es transmitido normalmente de un insecto
a otro por ingestion de la poliedra. Cuando un insecto susceptible lo ingiere, l# poliedra se disuelve liberando
 las particulas hacia el lumen intestinal; estas penetran a las células del intestino medio, s¢ reproducen y pasan
a los tejidos asociados con la infeccién. El lapso entre a ingestion de la poliedra y la muerte es alrededor de
4 dias a 3 semanas y varia con diferentes hospederos, el nitmero de poliedra ingeridos, el estadio y la temperatura
del ambiente (2 1).

El proceso de infeccién depende de varios factores internos y externos tales como: a) La susceptibilidad

del insecto; b) La edad y tamafio del insecto; ¢) Disponibilidad de alimento, competencia por espacio; d)

Virulencia del virus y e) Temperatura (2, 4).

E) Uso de los Virus

Los entomovirus, son los patégenos més populares en los programas de control integrado, que en muchos
casos se ha reportado efectos espectaculares en el control de ciertas plagas. “El virus de la poliedrosis nuclear
(VPN), del Trichoplusia ni (Hubn.) es un tipico ejemplo en Colombia, en donde fue introducido desde California

en 1,971, Suefecto y dispersion fue tan dramatico que Trichoplusia ni (Hubn.) dejo de ser un problema serio

~enel algodon (4, 11).

L ! . =_
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Actualmente existen varias formulaciones comerciales de virus; que han pasado todas las regulaciones
sobre seguridad humana y contaminacion ambiental. Sin embargo, como el VPN del Heliothis virescens F. no

es lo suficientemente virulento, requiere de dosis muy alta y por lo tanto costosa para alcanzar niveles aceptables

de control (4).

3.1.4 Enfermedades causadas por Hongos

Las posibilidades de usar hqngos entomopatoégenos para el control de insectos plaga fueron considerados |
por primera vez en la tltima parte del siglo XIX Q).

Baird el 1,958 citado por De Bach (2), enlista los factbfes que regulan la efectividad de un hongo, en los
intentos de control biolégico; estos inciuyen: a) lag' condiciones del clima, b) lé. densidad de poblacién del
huésped, ¢) el microhabitat del. patégeno y el huésped? d) 1a resistencia del huésped y la virulencia del hongo,
e) el punto de saturacién del patégeno al medio ambiente, f) la facilidad de.propagaci()n artificial y distribucién
del hongo, g) €poca de aplicacion, h) la habilidad det hongo para sobrevivir y diseminarse en una poblacion de
insectos, i) el efecto del patdgeno sobre otros agentes biologicos de control y j) el valor econémico de tales
medidas de control.

Las infecciones fuﬁgosas son muy comunes en insectos y relativamente faciles de detectar, debido a que
generalmente sus cuerpos apareceh cubiertos por micelios o cuerpos fructiferos del hongo. Hasta el momento
se han estudiado mas de 750 especies de hongos que incluyen cerca de 100 géneros. Sin embargo, solo unos

pocos se han estudiado intensivamente con el fin de usarlos en programas de control microbial. Siendo los

géneros: Beauveria, Metarrhizium, Entomophthora, Coelomomyces, Cordvceps, Nomuraea, Aschersonia e

Hirsutella (4, 27).
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A) Mantenimiento ¢ incremento de la virulencia de hongos entomopatigenos
La virulencia de ciertos hongos entomopatogenos puede ser reducida o perdida por cultivos repetidos en

medios artificiales. Con Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin, la reduccion en virulencia ocurrid después de

16 transferencias y la produccion de toxinas fue reducida después de cultivos repetidos.

En la mayoria de los casos se reduce pero no desaparece totalmente y puede ser restaurada a nivel original

inoculandolo sobre el hospedero fuente (22, 23).

B) Desarrollo de la enfermedad causada por hongos entomopatégenos

La enfermedad es inducida por los hongos entomopatégenos como sigue: la unidad infecciosa en la
mayoria de los hongos es una espora, usualmente una conidia, que en ocasiones invade a través de la traquea
respiratoria o tracto alimenticio, pero que, usualmente germina en la cuticula y entonces penetra. Estan
envueltas enzimas y fuerzas mecénicas. Los cuerpos hifales flotan libremente y aparentemente se multiplican
en el hemocele. Algunos tipos producen suficientes toxinas en esta etapa para causar la muerte, aunque los
érganos mayores no hayan sido invadidos. Cuando ocurre una invasion de érganos, el cuerpo grasoso es casi
invariablemente el sitio preferido. En las cepas que son débiles para producir toxinas, después de la muerte o
atn antes, ¢l micelio se ramifica a través de 6rganos internos. Esto continua hasta que el insecto esta
virtualmente lleno con hongo y bastante firme al tocarse. Entonces se producen los conidioforos, los cuales salen
a través de la cuticula y producen esporas encima y fuera del insecto. Algunas veces todo el cuerpo del insecto

estd cubierto y en otras ocasiones el hongo aparece solamente en dreas donde la pared del cuerpo es delgada,

téles como las membranas intersegmentales (2, 11, 13, 22, 23),

C) Modo de accién de los hongos

Los hongos entomopat6genos pueden causar infeccion en cualquier estado de desarrollo del insecto. A
diferencia de las bacterias y virus, que deben ser ingeridos con el alimento por los insectos; los hongos atacan
a través del integumento. Al entrar en contacto con la cuticula del insecto, las esporas inician el proceso de

germinacion, el cual requiere de condiciones especificas de temperatura y humedad. Durante la germinacion

B s
M s 2
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producen enzimas que destruyen la pared celula( y permiten que el hongo penetre y llegue a la cavidad
hemocélica, donde se reproducen vegetativamente hasta llenar todo el interior del insecto y matarlo; ya sea por
el dafio mecanico infligido a los diversos organos, o por la liberacién de toxinas resultantes de su metabolismo.
Cuando las condiciones ambientales son favorables ocurre la esporulacién que normalmente se manifiesta
exteriormente en el insecto por los diversos cuerpos fructiferos formados; capacitando al organismo para hacer
contacto con nuevos huéspedes. El insecto infectado, generalmente se seca adquiriendo un aspecto momificado,
frecuentemente llegan a cubrirse con conidios, y algunas veces contiene esporas en reposo, las que capacitan al

hongo para sobrevivir en periodos de condicione adversas del ambiente o en la ausencia del hospedero (4, 22).

3.1.5 Enfermedades causadas por Nematodos

Se ban hecho muy pocos intentos de campo para utilizar nemétodos entomofagos para el control de
insectos. Sin embargo, Tanada citado por De Bach (2); sugiere que los nematodos pueden eventualmente

proporcionar una cantidad significante de agentes efectivos, debido al gran niimero de ellos que son parésitos

internos de los insectos (4).

A) Habito de los Nemdtodos Entoméfages

Los nematodos entoméfagos son parasitos obligados. Buscan activamente y penetran el cuerpo de larvas,
pupas o adultos de insectos. Presentan estiletes que con la ayuda de secreéion_es enzimaticas de las glandulas
esofdgicas, son capaces de entrar al cuerpo de insectos en unos pocos minutos. Una vez dentro de la cavidad
hemocélica de la larva, el nematodo obtiene alimento de ta hemolinfa por difusion a través de su cuticula. Estos
nematodos utilizan algunos aminodcidos y ésteres que el insecto produce para su nutricidén y produccién de

huevos. Por lo tanto, en insectos parasitados por nematodos es comin la esterilidad o la reduccion en la

produccion de huevos (22).
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B) Nemitodos Semiparasitos

Dos de las especies mejor conocidas son: uno que pertenece.a la especie de Neoaplectana, Neoaplectana

glaseri Steiner, que fue descubierta en larvas del escarabajo japonés Popillia japonica Newm. por Glaser y Fox.
Cuando la larva del escarabajo japongs es infectada por el nemétodd, se.vuelve menos activa y pierde apetito.
Toma un color rojizo moteado o uniforme, o café ocre. Al examinar al microscopio el contenido del cuerpo se
ve lleno de nematodos (2, 15). |

El segundo ejemplo de un nematodo semiparasito es el conocido como nematode de Dutky o DD136. Fue
observado primero por Dutky en 1,954 en larvas de la palomilla de la manzana. El estado infectivo es el segundo
estado larval; el cual busca el hospedero, es ingerido, atraviesa la pared del intestino e inyecta una bacteria gram-
negativa en la cavidad del cuerpo. El hospedero usualmente muere a las 24 hrs. de una septicemia causada por
una bacteria que no infecta facilmente a los insectos cuando la ingieren; pero cuando es inducida por el
nematode dentro de cavidad del huésped se propaga rapidamente y no solo mata al insecto sino también sirve
de alimento para el nemétodo (4, 15).

]andazabal et al, citado por Bustillo (4), dice que en Colombia se han lfevado a cabo experimentos de
campo aplicando suspensiones de N. carpocapsae Mastius en el cogollo del maiz para el control de S. frugiperda
3. E. Smith obteniéndose niveles de control del 70%. El cogollo del maiz mantiene una alta humedad, lo cual
facilita la supervivencia del nematodo en este nicho (4).

La especie Romanomermis culicivorax (Reesimermis nielseni), fue el primer nematodo desarrollado para

su distribucién comercial en el control de mosquitos. Bajo-el nombre come;cial de "Skeeter Doom", se
distribuye en los Estados Unidos con el fin de dispersarse en lagos, lagunas y otros lugares, que sirven de
multiplicacion a los mosquitos. El nematodo ataca més de 60 especies de larvas de mosquitos (15).

En el género Hexamermis, se encuentran muchas especies de interes en el control de plagas agricolas. H.

albicans tiene un amplio rango de huéspedes de lepidopteros y se encuentra en muchas partes del mundo. Entre
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los insectos que afectan estan: Diatraea sacharalis F. en cafia de aziicar, S. frugiperda F. en maiz y el barrenador

de las melidceas, Hypsiphyla grandella L. (1, 4, 13, 15, 17, 23).

C) Uso de nemsatodos entoméfagos como éontrol microbial en Guatemala

El nemétodo diplogastérido descubierto en Guatemala, se ha evaluado a nivel de invernadero en el control
de gallina ciega (Phyllophaga sp.) en trigo; se uﬁlizaron concentraciones de 300 a 500 nemétodos por centimetro
cubico, lograndose un control efectivo (24).

En el cultivo de la cafia de aziicar se evalué el nemétodo diplogastérido para el control de la chinche
hedionda (Scaptocoris talpa Champion), con doé insecticidas (Carbofuranol y Terbufos), demostrando el analisis

estadistico que no existen diferencias significativas en el efecto de los tratamientos (24).

3.1.6 Enfermedades causadas por Protozoarios

Los protozoarios entomopatégenos son proSablemente de mayor importancia de lo que generalmente se
cree; ya que juegan un papel importante en la regulacion de las poblaciones de algunos insectos. Sin duda,
muchas de estas infecciones son benignas y causan pocas morbidez o mortalidad, pero muchas son severas y
altamente fatales. Generalmente las infecciones causadas por protozoarios han recibido una importancia
limitada; debido a que generalmente causa infecciones rapidas, cronicas y no agudas, matando al hospedero en
poco tiempo. Los insectos infectados por protozoarios pueden presentar pocos o hingun signo externo. Pueden
detener su crecimiento, su desarrollo, tener cambios en transparencia y color (usualmente se ponen blancuzcos
y opacos por la acumulacién de esporas- 0 quistesl en los tejidos y fluidos internos). Muchas especies

entomdgenas que se conocen son sumamente virulentas, sus huéspedes susceptibles a menudo permanecen vivos

por largos periodos de tiempo. Sin embargo la reproduccion del huésped a menudo se retarda dando por

resultado una reduccion de la plaga a largo plazo (4, 22, 23),
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A) Modo de Accién de los Protozoarios . - .. .

La ruta primaria de infeccion de los protozoarios.cs el tracto alimenticio; para alcanzar esta ruta la mayoria
de los protozoarios deben ser ingeridos. Una vez en el intestino penetran a la cavidad hemocélica en donde se
multiplican y causan enfermedad en los insectos. _Su.accién. es muy ler}ta,-ﬁtomando en muchos casos, varios

meses para desarrollar la enfermedad y posteriormente la muerte del insecto. Rara vez alteran rapidamente las

funciones del huésped (22, 23)

B) Uso de los Protozoarios

Hasta el momento no existe ninguna formulacioén comercial basada en protozoarios. Existe mucho interés
en desarrollar varias especies, que atacan plagas de granos almacenados, en donde se piensa que puedan jugar

un papel decisivo en la regulacion de las poblaciones de plagas (4, 22, 23).
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3.2 MARCO REFERENCIAL
3.2.1 Importancia del Control Biologico

El control de plagas mediante el uso de microorganismos patogenos ofrece buenas perspectivas para la

agricultura, ya que dentro de las ventajas mas importantes eété.n:

a)  Son inofensivos para la planta y los animales

b)  Son un medio de control mas accesible

c)  Son inocuos de manipular y

d)  No dejan depbsitos de residuos toxicos, ni contribuyen a la contaminacion del ambiente.

Existe una serig de definiciones sobre control .biolégico, considerandose las siguientes como las mas
apropiadas. El control microbiano se puede definir como la utilizacion de microorganismos, efectuada por el
hombre con objeto de controlar especies. En entomologia el control microbiano es una de las técnicas que se
emplean en el control bioldgico de insectos (9).

El control microbial de plagas es parte del control biologico en el que se utilizan los microorganismos o
microbios como agentes del control de plagas agricolas; las plagas, al igual que las personas- sufren

enfermedades, las cuales pueden ser causadas por nematodos, hongos, bacterias, protozeos y virus (10).

3.2.2 Términos utilizados en Contrel Biologico

Es importante conocer el significado de ciertos términos utilizados en control biolégico, siendo estos (9):
A) Entomopatogeno: Palabra que se desglosa de la siguiente manera:

Entomon = insecto

Pathos = enfermedad

Genman = engendrar

Razon por la que el término entomopatdgeno significa: engendrar una enfermedad en un insecto o insectos.




B)

O

D)

E)

F)

G)
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Virulencia: Es la capacidad relativa de un microorganismo para vencer las defensas corporales del

huésped, se debe considerar también la aptitud para invadir al huésped y la capacidad de multiplicarse y

matar al mismo.

Patogenicidad: Es la capacidad para ocasionar enfermedad (reaccion morbida del huésped), es una calidad

fija inherente al microorganismo en relacion con cada huésped potencial que se considere.

Infecciosidad: Es la aptitud para producir infeccion - tendencia a propagarse rapidamente de un huésped

a otro.

Patégeno: Agente que causa la enfermedad.

Septicemia: Infeccion de la sangre causada por la presencia de gérmenes patégenos.

Momificado: Cadaver que se seca naturalmente sin pudrirse.

3.2.3 Investigaciones realizadas en Guatemala

En 1976, se realizé una investigacion con Bacillus thuringiensis Betliner para controlar el gusano del

repollo en el municipio de San Lucas Sacatepéquez; el trabajo consistié en evaluar varios productos comerciales,

formulados todos a base de Bacillus thuringiensis var. Kurtsaky. Los mejores resultados en orden descendente

se obtuvieron con Thuricide, Dipel y finalmente Thuribac. El mejor niimero de larvas se obtuvo al aplicar

Thuricide a 4 dias de intervalo (20).
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En 1980 se realizd un ensayo en el cual se asociaba Bacillus thuringiensis Berliner con piretroides para

el control de Pieris monuste L., Trichoplusia ni (Hubn.) v Plutella macullipennis (Curt.) en el cultivo de la

coliflor. Los mejores resultados, considerados como tales los que producen un mayor decrecimiento del niimero
de larvas, segun el autor, los obtuvo combihando Bacillus thuringiensis Berliner con los piretroides y los
piretroides solos, obteniendo ambos una rentabilidad nula. Seguin observaciones, la efectividad de Bacillus
thuringiensis Berliner est4 entre 4 y 6 dias, considerando que las poblaciones de Pieris monuste L. durante
periodos se mantuvieron bajas y aumentaron a los 11 dias (30).

El hongo Metarrhizium anisopliae (Metsch.) Sor se produce comercialmentie para el control de chinche
salivosa en ganaderia y en cafia de aziicar. Se reproduce en arroz y se necesitan 200 g de conidias/Ha o sea 150
g por manzana. En Costa Rica se produce este hongo comercialmente, pero en Brasil, en donde su utilizacion
alcanza gran escala, se tratan cada afio mas de 1 millon de hectdreas y se producen varias toneladas de esporas

cada afto en laboratorios de la region cafiera (18).

En Guatemala se produce comercialmente el virus de la poliedrosis nuclear desde hace diez afios; se

utilizan para su reproduccion las especies Spodoptera sunia (Guen.), S. exigua (Hubn.) y Trichoplusia ni {Hubn.)

las cuales se crian en insectarios con dieta artificial, siendo Guatemala el primer pais en América Central que

produjo virus para el control de prodenia y soldado (11).

El virus de la poliedrosis nuclear del gusano medidor de la alfalfa (Autographa californica L.) afecta a las

especies siguientes: falso medidor del repollo (Trichoplusia ni Hubn.), gusano peludo (Estigmene acre Drury),

gusano soldado (Spodoptera exigua Hubn.), palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella I..) y falso medidor

(Pseudoplusia includens Walker). En Guatemala esta registrado y se comercializa con el nombre de VPN-80,

habiendo sido encontrado recientemente a nivel experimental en la Escuela Agricola del Zamorano, Honduras,

‘como el mejor agente de control microbiano para el control de Plutella sp. (1, 10).
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El VPN-80 y el VPN-82 son insecticidas microbiales para uso agricola cuya base es el virus de la
poliedrosis nuclear, ambos son producidos en Guatemala. Los virus del VPN son agentes selectivos de control
que se encuentran presentes en la naturaleza, causando mortalidad en larvas de lepidopteros susceptibles. El

VPN-82 afecta los estadios larvarios de las siguientes especies Spodoptera sunia (Guen.) y Spodoptera exigua

(Hubn.) es mas virulento que el VPN-80 (1).

Las larvas infectadas, colectadas en el campo se suspenden en agua (pH 6.0 - 8.0) luego se licuan para
homogenizar la suspension. Para aplicarla en el campo, la suspension se filtra con el fin de separar las partes
grandes del insecto. Es conveniente agregar un agente humectante. A esta solucion se agrega suficiente agua
para establecer una dosis aproximada de 20 larvas infectadas/Ha; la suspension del virus preparada asi, se puede
asperjar en el campo con los equipos convencionales. El virus colectado en el campo también se puede

almacenar por periodos largos hasta de dos afios bajo refrigeracion (3).
El Modo de Accién de un insecticida es que al ingerirlo, las larvas de lepidopteros y dependiendo del

tamafio, moriran entre 3 a 4 dias; al motir se tornaran flacidas, se derriten y escurren sobre las hojas, liberando

grandes cantidades de virus que contagiaran a otras larvas (3).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar preliminarmente microorganismos entomopatogenos que causen infeccion o muerte en insectos

plaga asociados al cuitivo de cruciferas del Altiplano Central de Guatemala.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

4.2.1 Colectar, aislar, identificar y evaluar en forma preliminar, cepas de entomopatogenos de los insectos plaga

infectados o muertos por los mismos.
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5. METODOLOGIA

51 LOCALIZACION

Esta investigacion se realizo en cuatro localidades del departamento de Sacatepéquez: Sumpango, Santiago
Sacatepéquez, San Lucas Sacatepéquez y San Miguel Duefias (Figura 1); asi como en seis localidades del
departamento de Chimaltenango: Chimaltenango, San José Poaquil, Tecpén Guatemala, Zaragoza, Patzin y

Patzicia (Figura 2), lugares que se encuentran a una altura que oscila entre 1950 msnm.

52 CLIMA

En estas localidades se tiene una temperatura promedio maxima de 22 °C y una temperatura promedio
minima de 10.7 °C, con una temperatura promedio anual de 16.5 °C; presentando un patrén de Huvia de 1,053
a 1,588 mm, con una precipitacion promedio anual de 1,344 mm. (7).

Segun el sistema Thomthwaite (14), en el departamento de Sacatepéquez, el cardcter del clima es templado

con invierno benigno, semiseco con invierno seco y el del departamento de Chimaltenango es templado con

invierno benigno humedo con invierno seco.

5.3 ZONA DE VIDA

Segun el sistema de clasificacion a nivel de reconocimiento dado por De la Cruz (7), a los departamentos
de Sacatepéquez y Chimaltenango, les corresponde la zona de vida Bosque Humedo Montano Bajo Subtropical
y Bosque Muy Himede Montano Baf]'o Sg_k\)(f;ropical respectivamente. La vegetacion natural tipica esta
representada por especies de Quercus sp. asociados generalmente con Pinus sp. Su topografia en general es

. plana a quebrada y esta dedicada a cultivos agricolas, principalmente hortalizas y granos basicos (7).

[T
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Departamento de
Sacatepéquez

1. Sumpango
2. Santiago Sacatepéquez
3. 8an Lucas Sacatepéquez
4. San Miguel Duenas

Figura 1 Ubicacion de las 4 localidades de estudio, del departamento de
Sacatepéquez, en la Repiiblica de Guatemala.
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Departamento de
Chimaltenango

1. Chimaltenango
2. San José Poaquil
3. Tecpan Guatemala
4. Patzin

5. Patzicia

6. Zaragoza

Figura 2 Ubicacién de las 6 localidades de estudio, del departamento de
Chimaltenango, en la Republica de Guatemala.



27
5.4 ACTIVIDADES REALIZADAS EN LA INVESTIGACION

Para efectuar la investigacion, se desarrollaron 3 actividades fundamentales, siendo las siguientes:

5.4.1 Etapa de Planificacion

Esta se realizo en los primeros cuatro meses del afio 1993. Duranie este periodo se seleccionaron las 4reas
de produccion horticola del Altiplano Central, que estan bajo la influencia de las agroexportadoras INAPSA,
COOPERATIVA CUATRO PINOS, FRUTESA, PLANTERRA y TIERRA FRIA. En coordinacion con los
técnicos de campo de estas empresas, se establecieron planes de recorrido a las localidades productivas
establecidas para facilitar el ingreso a las ﬁncas; la observacion y colecta de microorganismos. Se tomo como
criterio de seleccion para los muestreos, aquellas plantaciones de hortalizas abandonadas por period:os de8a
15 dias; considerando que en ellas, la factibilidad de encontrar poblaciones de insectos plaga era mas alta, asi

como la presencia de enemigos naturales,

5.4.2 Etapa de Campo

~ Esta se efectué en un lapso de once meses, a partir del mes de mayo de 1993 a marzo de 1994. En las

fincas seleccionadas para el muestreo, se buscd en plantaciones de brdcoli (Brassica oleracea Var. Italica),

repollo (Brassica oleracea Var. Capitata), coliflor (Brassica oleracea Var. Botritis), tomate (Lycopersicum

esculentum L.), y arveja china (Pisum sativum L.), insectos plaga muertos o enfermos, los cuales conforme

fueron encontrados se depositaron en frascos previamente esterilizados, asignandoles un nimero correlativo para

su estudio a nivel de laboratorio. En esta etapa se realizd una pre-identificacion del posible agente infectante,

tomandose como base la clave (21, 22) que se presenta en el Apéndice 1.
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5.4.3 Etapa de Laboratorio

El procedimiento para el aislamiento y purificacion de los agentes entomopatogenos se llevo a cabo de

la signiente manera:

A) En bacterias

Se efectuaron diluciones sucesivas del cuerpo del insecto infectado (desde 1 * 107! hasta 1 * 107%); para
ello, en un vidrio de reloj con 10 ml de agua esterilizada, se maceraron los insectos muertos (dilucion 1 * 107,
el macerado se trasladé a un frasco con tapén de rosca que contenia 90 mi de agua previamente esterilizada
(dilucion 1 * 10?), de este frasco, se extrajo un mililitro de suspension microbial, el cual se agrego a otro frasco
de rosca con 99 ml (dilucion 1 * 107%).

De las diluciones 1 * 102 a 1 * 107, se efectuaron siembras en triplicado en cajas de petri que contenian
20 ml de bactoagar nutritivo. Este trabajo se realizé en una camara de flujo laminar.

Efectuada la siembra de la bacteria, se sell el borde de la caja de petri con papel parafilm, para evitar la

contaminacién exterior, trasladandose la misma a una incubadora a 25 °C.

B) En Hongos

~ Con insectos-plaga infectados o muertos por hongos, se procedié a realizar lo siguiente: se prepararon cajas
de petri conteniendo aproximadamente 20 ml del medio Papa-dextrosa-agar (PDA). Seguidamente se procedio
a depositar en un vidrio de reloj esterilizado, al insecto infectado y con una aguja de diseccion esterilizada, se
aislé del cuerpo del insecto 4 porciones de micelio, las cuales se colocaron sobre el medio de cultivo en forma

de cruz. Cada aislamiento se replico 3 veces. Las cajas de petri se colocaron con la tapadera hacia abajo en una

incubadora a 25 °C.
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55 ADAPTACIONY DESARROLLO DE INSECTOS A NIVEL DE INVERNADERO PARA PRUEBA
DE PATOGENICIDAD DE LOS ENTOMOPATOGENOS

Para realizar las pruebas, se sembraron macetas con plantulas de brécoli y repollo, cuando las plantulas

tenian 2 meses y medio de desarrotlo, se colectaron en el campo insectos plaga sanos de: palomiila de dorso de

diamante (Plutella xylostella 1..) mariposa blanca del repolo (Leptophobia aripa Boisd) afidos (Myzus persicae

Sulzer) y gusano soldado (Spodoptera sunia Guen.), los cuales en forma separada se colocaron sobre las

plantulas. Este procedimiento permitié tener un buen pie de cria para las pruebas de patogenicidad.

5.6 PRUEBASDE PATOGEN ICIDAD

Para efectuar este trabajo, se procedi6 a preparar indculo de cada microorganismo purificado; para ello
se efectud el siguiente procedimiento:
a) Se esterilizaron 41 frascos con tapon de rosca que contenfan 100 cc de agua destilada.
b) Se tomo una caja de petri de cada microorganismo aislado, a la cual se agregé aproximadamente 12 cc de
agua estéril y con una asa bacterioldgica se suspendi6 cada microorganismo, el cual fue trasladado a cada uno

de los frascos con agua estéril.

¢) Se desinfectaron atomizadores de 300 cc, utilizando una solucion de bicloruro de mercurio al 0.1 %y cuatro
lavados sucesivos de agua estéril.

d) Para cada evaluacion el procedimiento fue diferente:

Para P. xylostella L. y L. aripa (Boisd.) se usé un lote de 10 larvas por inoculante, las cuales fueron
colocadas en hojas frescas de brocoli y repollo respectivamente. Las larvas con su alimento se colocaron en
cajas de petrt esterilizadas y sobre ellas s¢ asperjé el indculo a evaluar.

En Myzus persicae (Sulzer), hicieron aspersiones directas a las plantas en el invernadero, este método no

permitié medir el efecto de la inoculacion, por lo que se trasladaren al laboratorio hojas infectadas con el
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insecto, las mismas se colocaron con el pedanculo en un frasco conteniendo algoddén humedecido en agoa,
procediendo luego a asperjar cada micrborga_nismo. Este método permitié evaluar el efecto de cada
microorganismo sobre una area de 3.5 cm? (4rea aproximada de las hojas infestadas con afidos). :

Referente a Spodoptera sunia (Guen.) se uso un lote de 45 larvas del segundo y tercer instar por cada i
microorganismo a evaluar. Las larvas fueron colocadas dentro de cajas de petri esterilizadas con hojas frescas

de brécoli y repollo; y sobre ella se aplicé el indculo a evaluar.

5.7 INTERPRETACION DE RESULTADOS

Para evaluar los resultados obtenidos, se realizaron conteos de insectos vivos, muertos y/o enfermos en

cualquiera de sus estados de desarrollo. Para estandarizar el efecto de la dilucion sobre las poblaciones

evaluadas, se utilizo la formula de Abbott (19), para evitar el efecto de la mortalidad asociada a otro factor

diferente al entomopatégeno evaluado. Con esta formula, se obtuvo la mortalidad corregida, siendo esta:

-8 x 100

% Movrtalidadcorregida= A

Donde:

A= % de Sobrevivientes en el Testigo

B= % de Sobrevivientes en cada Tratamiento

i g iy
4k :
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 ETAPA DE CAMPO

A través de los muestreos realizados a nivel de campo, se determiné que existen microorganismos que
afectan a los insectos-plaga, tal como se muestra en el Cuadro 2. En Ia palomilla dorso de diamante (Plutella
xylostella L..) se aislaron 23 agentes microbianos, de los cuales 12 fueron hongos y 11 bacterias. En afidos

(Myzus persicae Sulzer), la cantidad de agentes microbianos aislados fue de 8, de los cuales 3 fueron hongos y.

5 bacterias. Respecto a la mariposa blanca del repollo (Leptophobia aripa Boisd), se aislaron 4 agentes

entomopatdgenos, 3 hongos y 1 bacteria. Por tltimo en el gusano soldado (Spodoptera sunia Guen.) se

encontraron 6 agentes microbianos, los cuales todos fueron bacterias.

Cuadro 2 Resumen de los agentes microbianos obtenidos en los muestreos de itisectos-plaga a nivel de
campo en los departamentos de Sacatepéquez y Chimaltenango, 1993

R No de agentes entomo—patogems e
" Nombre cientifico .. encortrados-'..;, o
' = o HONGOS .' BACTERIAS | SR

Patomilla dorso ' Phutella xylostella L. 12 11 23
de diamanie :
Afidos o pulgones Myzus persicae (Sulzer) _ 3 .5 -8
Mariposa blanca Leptophobia aripa (Boisd) 3 1 4
del repollo '
Gusano tigre Spodoptera sunia (Guen) 0 & 6
TOTAL 18 23 41

6.2 CARACTERISTICAS DE PATOGENICIDAD OBSERVADAS A NIVEL DE CAMPO

6.2.1 PATOGENICIDAD EN Plutella xylostella L.

En palomilla dorso de diamante (P. xylostella L.), las larvas infectadas por bacterias se encontraron

adheridas al tallo y envés de las hojas de brécoli, sostenidas de su parie posterior hacia abajo, presentando a

1
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partir del tercer y cuarto segmento de su cuerpo, una colorac_ién café oscuro a negro, las cuales con el tiempo
se tornaron negras en su totalidad, ademas presentaron consistencia flacida y en algg_nos casos momificada.
Algunas larvas presentaron una coloracion café oscuro a negro en su totalidad.

Asi mismo, se localizaron en el envés de las hojas, larvas que ya no se desarrollaron, es decir, no se did
el cambio de larva a pupa, encontrandose la misma. dentro de la cdpsula de seda, con una coloracion de café claro
a negra, momificada y otras flacidas de color marron. La parte media de su cuerpo presentd una concavidad,
producto de la deshidratacién que produce la bacteria en la larva, (21, 22).

Las larvas infectadas por hongos, presentaron una proliferacion de micelio de color blanquecino en la
totalidad de su cuerpo. Asf mismo, se encontraron larvas que en el proceso de cambio de larva a pupa, yano

se desarrollaron, existiendo en el interior de la "pupa" una proliferacion de micelio de color cafe.

6.2.2 PATOGENICIDAD EN Myzus persicae (Sulzer)

En afidos, Myzus persicae (Sulzer), se determiné que, de las colonias establecidas, algunos presentaron

una coloracién amarillenta a negra, misma que al realizar la siembra en un medio de cultivo, resultd ser causada
por bacterias. También existieron afidos adheridos a las cabezas de brécoli, atacados por un hongo de color.

blanquecino, que surgia de las partes laterales del cuerpo, cubriéndolo parcial o totalmente.

6.2.3 PATOGENICIDAD EN Leptophobia aripa (Boisd)

En mariposa blanca del repollo (Leptophobia aripa Boisd) tanto las larvas como pupas se encontraron
adheridas al envés de hojas de brocoli y repollo, presentando diversa sintomatologia: unas larvas mostraron
consistencia flacida o momificada de color marrén. Otras, una reduccion en el largo de su cuerpo y un

ensanchamiento del mismo. Las demas presentaron una flacidez extrema, color negro, y descomposicion.

RIS O NS —
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Asi mismo, existieron larvas infectadas por hongos, presentando una coloracién blanca, que cubrié la

totalidad de su cuerpo; observindose en sus dos primeros y tltimos segmentos, una esporulacion del hongo de

color verde.

6.2.4 PATOGENICIDAD EN Spodoptera sunia (Guen)

Las larvas del gusano soldado ( Spodoptera sunia Guen), presentaron infeccion por bacterias, observandose
a partir de los dos primeros segmentos, una coloracion oscura de consistencia flacida; dichas larvas se
encontraron.en posicion inversa y adheridas a las hojas. También se obscrvaron larvas que a partir del tercer
segmento hacia atrds, presentaron una mancha negra y un ensanchamiento de la region infectada y en posicién

horizontal; otras presentaron una decoloracion total, blanquecina, muy flicida y con un hundimiento abdominal

extremo.

6.3 ETAPA DE LABORATORIO

6.3.1 PRUEBAS EFECTUADAS SOBRE Plutella xylostella L.

Los resultados de la evaiuacion de los entomopatogenos aislados se presentan en el Cuadro 3. Durante
los 12 dias de observacién en larvas de Plutella xylostella L. inoculadas con los 23 aislamientos microbianos,
se determiné que 8 de los mismos provocaron un 75 al 100 % de mortalidad en las larvas, entre estas la cepa
bacteriana CB-49-L caus6 una mortalidad del 100 % sobre el insecto en su estado larvario, en un periodo de 5
dias. Mientras que la cepa CB-53-L y CB-75-L causaron ¢l 29 y 50 % de mortalidad respectivamente, en el
estado larvario; asi como el 71 y 50 % de mortalidad en el estado de pupa, en un periodo de 6 dias.

Las cepas CB-51-L y CB-74-L, causaron una mortalidad del 71 % en el estado larvario y un 14 % en el
estado de pupa, equivalente al 75 % de mortalidad sob_re la poblacion establecida.

De las cepas fungosas evaluadas sobre la poblacion de larvas de Plutella xylostella .. la cepa CH-60-L,

produjo una mortalidad del 100 % en un periodo de 7 dias. Asi mismo, las cepas CH-91-L y CH-61-L produjeron
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una mortalidad del 71 % y 27 % en el estado larvario respectivamente y un 29 y 73 % de mortalidad en el estado

de pupa, representando ambas cepas el 100 % de mortalidad sobre la poblacion evaluada en 8 dias de

observacién. Estas dos tiltimas cepas pueden constituirse en una alternativa para el control de Plutella xylostella

L. a que actuaron en ambos estados metamérficos del insecto.

Cuadro 3 Resultados de la inoculacién de 23 aislamientos microbianos sobre larvas de palomilla dorso |
de diamante (Plutella xylostelia L.), en 12 dias de observacion, septiembre de 1994 |

7 TIPODE" - | . %DEADULTOS -} "% DE INDIVIDUOS MUERTOS " ... - .- %DE "
MICROBIO.. © |  DESARROLLADOS. [ o . . T 7| MORTALIDAD -
T ) T | LARVAS | PUPAS | TOTAL | CORREGIDA
CB-48-L Bacteria 29 0 7! 71 4821
CB-49-L Bacteria 0 100 0 100 100.00
CB-50-L Bacteria 50 50 0 50 10.70
CB-51-L Bacteria 14 72 14 86 75.00
CB-52-L Bacteria 44 23 33 56 21.41
CB-53-L Bacteria 0 29 71 100 100.00
CB-54-L Bacteria 25 25 50 75 55.36
CH-55-L Hongo 38 25 37 62 32.14
CH-56-L Hongo 33 0 67 67 41.10
CH-60-L Hongo 0 100 0 100 100.00.
CH-61-L Hongo 0 27 73 100 100.00
CH-62-L Hongo 40 60 0 60 2860
CH-63-L Hongo 40 20 40 60 28.60
CB-74-L Bacteria 14 72 14 86 75.00
CB-75-L Bacteria 0 .50 50 100 100.00
. CB-85-P Bacteria 50 17 33 50 - 10.71
CH-86-P Hongo 38 0 62 62 32.14
CH-88-P Hongo 50 23 27 50 10.71 :
CH-89-L Hongo 29 42 29 71 4821 e
CB-90-L Bacteria 22 34 . 44 7% 60.71 fon
CH-91-L Hongo 0 71 29 100 100.00
CH-93-L Hongo 30 0 70 70 46.43 J
CH-94-L Hongo 43 14 43 57 23.21 =
TESTIGO 56 0 44 44 0.00 P
6.3.2 PRUEBAS EFECTUADAS SOBRE Myzus persicae (Sulzer)

Respecto a Myzus persicag (Sulzer), en el Cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos de la inoculacién
de 8 cepas microbianas durante 10 dias de observacion. La cepa CH-36-A produjo a los seis dias el 97.7 % de .

mortalidad, encontrandose proliferacion de micelio sobre ¢l cuerpo, tanto en estado adulto como de ninfa.
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Respecto a las bacterias, la cepa CB-42-A resulto ser la mas efectiva de las 5 evaluadas, produciendo a los cuatro
dias la muerte de toda la poblacion, que representa el 100 % de la mortalidad corregida. El comportamiento de
Ja cepa bacteriana CB-66-A provocé una mortalidad del 98.9 %; pero con un tiempo mas prolongado para su
efecto, siendo este a los 6 dias. La caracteristica observada en los afidos afectados, fue que presentaron una

coloracion de amarilla a café oscura y de consistencia blanda. Otros presentaron una coloracion negra.

Cuadro 4 Resultados obtenidos de Ia inoculacion de 8 aislamientos microbianos evaluados sobre colonias
de afidos (Myzus persicae Sulzer) en 10 dias de observacion, Febrero de 1993

= . :_,';__N-(:};._de:_éﬁdos_:_r'n_ue.rtbs/_'cm?‘"- N 7 demortahdad correglda

. porlectmcadadosdns | porlecuuncadadosdies

CH-36-A Hongo 52 | 41 29 | 33 00 | 800 | 640 | 977 | 1000 | 00
CH-37-A Hongo 74 | 64 | 138 1.3 1.7 | 800 | 786 | 857 | 865 | 946
CH-38-A Hongo 75 | 58 | 68 | 25 | o7 | 570 | 726 | 961 | 989 | 919
CB-39-A Bacteria 75 | 74 | 38 | 20 | 07 | 647 | 769 | 697 | 882 [ 1000
CB-41-A Bacteria 170 | 101 | a2 | 29 | 15 | 835 | 800 | 874 | 955 | 1000
CB-42-A Bacteria 242 | 164 | 00 | 00 | oo | 989 | 1000 | 1000 [ 00 | 00
CB-44-A Bacteria 46 | 47 | 16 | o8 | 03 | 924 | 769 | 868 | 702 | 1000
CB-66-A Bacteria 44 | 48 | o3 | 02 | 03 | 95 | 963 | 989 | o916 | 1000
TESTIGO 0.0 0.5 . 0.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00

6.3.3 PRUEBAS EFECTUADAS SOBRE Leptophobia aripa Boisd

Con respecto a la evaluacion realizada en mariposa blanca del repolto (Leptophobia aripa Boisd), el
Cuadro 5 presenta los resultados de la inoculacién de 4 aislamientos microbianos sobre larvas en 15 dias de
observacion. De los 4 aislamientos evaluados, el hongo identificado como CH-103-L produjo un 50 % de

mortalidad sobre el estado de larva y un 30 % de mortalidad sobre el estado de pupa, representando el 73.33 %

o T i —= T e
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de mortalidad, considerandose supertor sobre los aislamientos de hongos CH-32-L y CH-104-L, ya que no

superaron més del 46.67 % de mortalidad sobre la poblacion evaluada. En las larvas de L. aripa (Boisd) se

observé proliferacion de micelio.

Cuadro5 Resultados obtenidos de la inoculacién de 4 aislamientos microbianos sobre larvas de mariposa
blanca del repollo (Leptophobia aripa Boisd) en 15 dias de observacion, Agosto de 1994

|- TIPO DE " % DEADULTOS | . - %DEINDIVIDUOS MUERTOS .~ |- -%DE .

-~ MICROBIO. | DESARROLLADOS [~ . — T | MORTALIDAD .

el DL RIS P .| LARVAS | ~ PUPAS " TOTAL |  CORREGIDA .
CB-30-L Bacteria 73 0 27.50 27 2.67
CH-32-L Hongo 60 © 40 0.00 40 20.00
CH-103-L Hongo 20 50 30.00 80 73.33
CB-104-L Hongo 40 32 28.00 60 46.67
TESTIGO 75 0 25.00 25 0.00

6.3.4 PRUEBAS EFECTUADAS SOBRE Spodoptera sunia (Guen.)

De los aislamientos evaluados, las cepas bacterianas CB-23-L, CB-25-L y CB-26-L3 fueron las que mejor
resultado produjeron. Se destaca dentro de las 3, la cepa CB-25-L ya que a las 48 horas después de su aplicacion

produjo el 100 % de mortalidad; mientras que las otras dos produjeron el 100 % de mortalidad a los 5 dias

después de su aplicacion.

El aislamiento bacteriano CB-84-L produjo ¢l 58.54 % de mortalidad, pero con el inconveniente de que

esta fue a los 8 dias de aplicacion.

Cuadro 6 Resultados obtenidos de la inoculacién de 6 aislamientos microbianos sobre larvas de gusano
tigre (Spodoptera sunia Guen) en 15 dias de observacion, Octubre de 1994

" CEPAS | . TIPODE | %DEADULTOS | ' %DE INDIVIDUQOS MUERTOS %DE
Seeit ) MICROBIO DESARROLLADOS - ~ MORTALIDAD
T ). | (519 | (e-15) | CORREGIDA
CB-23-L Bacteria 100.0 100.00
CB-24-L Bacteria 310 64.0 5.0 24.40
CB-25-L Bacleria 100.0 100.00
CB-26-L Bacteria 100.0 100.00
CB-76-L Bacteria T220 62.0 16.0 15.00
CB-84-L Bacteria 62.0 38.0 58.54
“TESTIGO' 89 9.0 2.0
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6.4 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS

En los cuadros del 7 al 10 que se presentan a conﬁnuacién, se detalla la identificacion del agente
entomopatogeno determinado en cada insecto plaga encontrado, esto basado en el Manual para Patélogos
Vegetales (17) y las claves establecidas en los Apéndices | al 5, llegandose a determinar que los géneros de

hongos entomopatogenos fueron: Fusarium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Paecilomyces sp. y

Entomophthora sp., y respecto a la bacteria determinada Bacillus thuringiensis Berliner, se efectud a través de

la solucién de Coomasi (50 % de etanol, 7 % de acido acético, 0.25 % de Coomasi y 42.75 % de agua destilada)

(10),

Cuadro7 Hdentificacién de las cepas aisladas en palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella L.)

 «CEPA. . | ' NOMBRE DEL AGENTE CAUSAL -
CB-48-L No se identifico
CB-49-L Bacillus thuringiensis Berliner
CB-50-L, Bacillus thuringiensis Berliner
CB-51-L Bacillus thuringiensis Berliner
CB-52-L Bacillus thuringiensis Berliner
CB-53-L Bacillus thuringiensis Berliner
CB-54-1. Bacillus thuringiensis Berliner
CH-55-L ' Aspergillus sp.
CH-56-L Penicillium sp.
CH-60-1. Fusarium sp.
CH-61-L Paecilomyces sp.
CH-62-L Aspergillus sp.
CH-63-L Aspergillus sp.
CB-74-L ' Bacillus thuringiensis Berliner
CB-75-L ' Bacillus thuringiensis Berliner
CB-85-P No se identifico
CH-86-P Fusarium sp.
CH-88-P Paecilomyces sp.
CH-89-L : Verticilivm sp.
CB-90-L Bacillus thuringiensis Berliner
CH-91-L Aspergillus sp.
CH-93-L Entomophthora sp.
CH-94-L ' Verticilium sp.




Cuadro 8 Identificacion de las cepas aisladas en pulgén verde (Myzus persicae Sulzer)

" CEPA

NOMBRE DEL AGENTE CAUSAL

CH-36-A
CH-37-A
CH-38-A
CB-39-A
CB-41-A
CB-42-A
CB-44-L
CB-66-L

Entomophthora sp.
Fusarium sp.
Fusarium sp.

Bacillus thuringiensis Berliner
Bacillus thuringiensis Berliner
Bacillus thuringiensis Berliner
Bacillus thuringiensis Berliner
Bacillus thuringiensis Berliner

Cuadro 9 ldentificacion de las cepas aisladas en mariposa blanca del repollo Leptophobia aripa Boisd

 NOMBRE DEL AGENTE CAUSAL

CB- 30-L
CH- 32-L
CH-103-L
CH-104-L

Bacillus thuringiensis Berliner
Fusarium sp.
Paecilomyces sp.
Fusarium sp.

Cuadro 10 Identificacion de las cepas aisladas en gusano tigre Spodoptera sunia (Guen).

 NOMBRE DEL AGENTE CAUSAL

CB-23-L
CB-24-L
CB-25-L
CB-26-L
CB-76-L
CB-84-L

Bacillus thuringiensis Berliner
Bacillus thuringiensis Berliner
Bacillus thuringiensis Berliner
Bacillus thuringiensis Berliner

 Bacillus thuwringiensis Berliner

Bacillus thuringiensis Berliner

e
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7. CONCLUSIONES

7.1 Los microorganismos aislados de los insectos-plaga fueron un total de 41, los que son especificos para

Plutella xylostella L., Myzus persicae (Sulzer), Leptophobia aripa (Boisd) y Spodoptera sunia (Guen).

7.2 En la evaluaci6n realizada a Plutella xylostella L, .la cepa CB-49-L (Bacillus thuringiensis Berliner)

produjo el 100 % de mortalidad corregida en un periodo de 5 dias, mientras que las cepas CB-53-L y CB-

75-L (Bacillus thuringiensis Berliner las dos), produjeron el 100 % de mortalidad en un periodo de 6 dias,

actuando ambas en las dos fases metamorficas del insecto.

[

7.3 Respecto a las cepas fungosas evaluadas en Plutetla xylostella L., la CH-60-L (Fusarium sp.) produjo el

100 % de mortalidad sobre la poblacion a los 7 dias de su aplicacion. Las cepas CH-91-L y CH-61-L

(Aspergillus sp. y Paecilomyces sp. respectivamente) produjeron el 100 % de mortalidad a los 8 dias de

su aplicacion, actuando en las dos fases metamorficas del insecto.

7.4  En Myzus persicae {Suizer), la cepa fungosa CH-36-A (Entomophthora sp.) produjo una mortalidad

corregida del 97.7 %, en término de 6 dias. La cepa bacteriana CB-42-A (Bacillus thuringiensis Berliner),

resulto ser mas efectiva, ya que a los 4 dias de su aplicacion, produjo el 100 % de mortalidad.




7.5

7.6

7.7
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En Lepthophobia aripa Boisd, la cepa fungosa CH-103-L (Paecilomyces sp.) produjo el 73.3 % de

mortalidad sobre la poblacién evaluada, actuando de la siguiente manera 50 % en estado de larva y 30 %

en estado de pupa.

Fin la evaluacion realizada en Spodoptera sunia (Guen.) la cepa CB-25-L (Bacillus thuringiensis Berliner)

fue efectiva a los 2 dias, produciendo el 100 % de mortalidad de la poblacién evaluada; las dos cepas

restantes, CB-25-L y CB-26-L (Bacillus thuringiensis Berliner las dos), causaron el 100 % de mortalidad

sobre la poblacion evaluada.

Se determin® qué los géneros de agentes entomopatogenos identificados fueron los hongos: Fusarium sp.,

Penicillium sp., Aspergillus sp., Pagcilomyces sp. y Entomophthora sp.; y la bacteria Bacillus thuringiensis

Berliner.

fao i L
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8. RECOMENDACIONES

8.1 Evaluar a nivel campo las cepas bacterianas y fungosas que causaron una mortalidad entre el 75 al 100 %

sobre los insectos-plaga evaluados.
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APENDICE 1
CLAVE PARA LA DETERMINACION DE SINTOMAS Y SIGNOS DE ENFERMEDAD EN
INSECTOS A NIVEL DE CAMPO
Terrestres, acuaticos muchos y huésped de forma aérea
.................................................... 2
Solo huéspedes acuaticos
.................................................... 10
Muertos ‘r
.................................................... 3
Moribundos '
.................................................... 8
Fijo en una superficie de una planta u otro objeto ,
.................................................... 4
No fijo en la superficie de una planta
.................................................... 5
Insecto recto o en pie, crecimiento de micelio e hifas cubriendo la cuticula
...................................... INFECCION POR HONGO
Insecto situado encima o suspendido de l1a hoja o en la superficie de la planta, no estructura filamentosa
en la cuticula =
....................................... INFECCION POR VIRUS
Gris o blanco
.................................................... 6
Caf€, rojo o negro
7

Cuerpo blando y fragil, o cuerpo irritado, o como escama seca en agua, flexible con una masa lechosa
PROTOZOO, BACTERIA O VIRUS

INFECCION POR HONGO

Insecto marrdn, interior vacio o hueco
................ HONGO, Tarichium, Entomophthora o INSECTOS ENTOMOFAGOS

Insecto negro, hueco, desintegrado como un polvo negro en agua
HONGO, Tarichium
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10.

11

12.

13.
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Movimientos irregulares, temblorosos, "Knock-Down", no ennegrecido
............................. ENVENENAMIENTO POR INSECTICIDAS

Insecto de vez en cuando obscuro, o faita de movimientos irregulares

HERIDAS POR ACAROS

Unas cuantas areas negras, diseminandose encima del cuerpo
INFECCION TEMPRANA DE HONGOS DEUTEROMICETOS

................................................... 11
Moribundos
................................................... 13
Presentan apulaciones rosas, rosado o blanco
............................................... ASFIXIA
Irisado del cuerpo
................................................. VIRUS
Larvas generalmente muertas, contenidos en el fondo '
................................................... : 12
Masas blancas en el interior

PROTOZOOS U HONGOS

Segmentado o irregularmente agrupado en quistes en lugares grasos del cuerpo
PROTOZOOS O RICKETSIAS

Esféricos en forma de quistes, esporangios dentro del cuerpo _
HONGO Coelomycidium, hifas o esporulacion,

esporangios densos o amurallados, principal
mente en forma posterior HONGO Coelomyces

(PROPIERAD T A e omns o or GUATFMALR]
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APENDICE 2

CLAVE GENERAL DE, 1.LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS MAS IMPORTANTES

ENTOMOPHTHORALES
la  Esporas tipicas de forma acampanada completamente separadas de la pared, encima del sustrato o capa
impactada, con nucicos multinucleados, con provimente heterocromatico
e e N e e e Entomophthora
1b  Esporas no en forma acampanadas, casi globosa, ovoide, en forma de pera o elongada encima de la capa o
solamente separada
.................................................... 2
2a  Esporas ovoides o elongadas, parcialmente separadas de la capa o encima de la pared, impactadas en el
sustrato (interno y externo de la capa, no separada en una corola circundante o parecido), uninucleada con
un pedazo de heterocromatico
............................................... e Erynia
2b  Esporas globosas en forma de pera, de pared no separada a partir de impactacion en el sustrato,
multinucleada
.................................................... 3
3a  Esporas globosas con apariencia cénica, conteniendo pequefios nucleos no tefiidos con acetato, con un
prominente nucleolo central y no aparenta heterocromatina '
S e e e e Conidiobolus
3b  Esporas no globosas, conteniendo nicleos largos
R T 4
4a Esporas periformes a ovoides, con apariencia conica, conteniendo nicleos con pedazos largos de
heterocromatina y no aparecen nucleolos centrales manchados con acetato
e L e Entomophaga
4b  Esporas en forma de pera, redondas, con apariencia truncada, en su mayor parte, contienen 4 nucleos no
tefiidos con acetato, esporas secundarias en su mayoria conidioesporas con conididforos curvos
............................................... Neozygites
ASCOMICOTA
la  Ascosporas unicelulares, que quedan en distintas bolas de ascosporas, principalmente asociadas con cer
......................... Ascosphaera
1b  Ascospora septada, no quedan bolas distintas de esporas

é’;l%x’-r ek
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7a  Ascosporas multiseptadas como transversal y longitudinalmente septadas, ascas globosas
.............................................. Myriangium
2b  Ascosporas multiseptadas con una septa transversal, con frecuencia desarticulada dentro de esporas, ascas
cilindricas a clavadas
O 3
3a  Ascospora helicoidal o fusiforme 2-3 septados
................................................. Nectria
3b  Ascosporas largas, alargadas o cilindricas, multiseptada
P 4
4a  Asca clavada o cilindrica con distintas paredes de dos capas o estratos
.............................................. Podonectria
4b  Ascas largas, filiformes, por fuera dos capas de pared, solamente con distintos dpices espaciados
...................................................... 5
5a  Estroma prominentemente erecto, en su mayor parte clavado con una porcidn apical distinta y fértil o medio
fértil
............................................... Cordyceps
5b  Estroma ausente o no distintivo, erecto solo superficialmente
................... 6
6a  Ascosporas fusiformes, de unas 30 micras de largo, 6-9 septos, no desarticulados en porta esporas
............................................... Calonectria
6b  Ascosporas filiformes, en su mayoria aproximadamente largo como la asca, muchas veces desarticulado en
Su portia espora
.................................................... 7
7a  Ascomatos no en estroma, solo superficialmente embebidas en un aproximadamente arreglo micelial, en
" varios artropodos
............................................... Torrubiella
7b  Ascomatos en un estroma superficial, en su mayor parte parecidos a un plato o en forma de banda, en
insectos de escamas o cuerpos blandos
e e e e e e e e e e e e e Hypocrella
DEUTEROMYCOTINA
la  Conidias producidas por filas o cadenas en cabezas viscosas
2



1b
2a
2b
3a

3b

4a

4b
Sa
5b
6a
6b
Ta

7b

Sa
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Conidias producidas por conidiéforos semicoidal, muchas veces expuestas en distintas cicatrices 0 ascas
dentadas

.................................................... 19
Conidias en seco, con frecuencia grandes o largas cadenas
................................................... 3
Conidias no en cadena, solamente en cabeza viscosa

9

Filamentos simples, consistentes de parecido dentado, creciendo de una hifa fértil
.................. oL Pleurodesmospora

5

Conidi¢foros consistentes de un tipo de embrecado, con terminacién en un comportamiento de vesicula,
conidiéforos celdados y/o mutilados '

.................................................... 4
Conidiéforo por fuera en vesiculas
.................................................... 6
Conidiéforos en su mayor parte unidas en distintas ramificaciones tipo arafia

' Gibellula

Los conidi6foros surgen individualmente desde el cuerpo del huésped en su mayor parie no son tipo arafia
............................................... Aspergillus

.......................... Akanthomyces

Conidioforos sueltos en paquetes en esporodoquios o en uno en uno, conidias en columnas
Metarrhizium

Conidioéforos sueltos y ordenados en paquetes o separados en su mayor parte verticiladas, conidias dentro
de largas cadenas divergentes : '

Hifas de cuellos muy cortos, conidioforos de comportamiento denso, verticilo ramificado de hifas
' Nomuraea




8b

9a

%

10a

10b

ila

11b

12a

12b

13a

13b

14a

14b

15a
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Hifas con distintos cuellos, conidioforos con irregularidades o elementos de seccion verticiladas
.............................................. Paecilomyces

Conidioforos ordenados en picnidios en insectos, blanquecinos, conidias usualmente fusiformes

............................................... Aschersonia
Conidiéforos no ordenados en picnidios:
................................................... 10
Conidias unas o mas septadas, usualmente curvados en forma de banana con distintas células pegadas
................................................. Fusarium
Conidias no septadas, o no curvadas en forma de banana
................. 11
Paquetes presentes con distintas mucosidades de cabeza fértil y estipuladas
................................................... 12
Paquetes ausentes o cabezas por fuera distintas

14

Hifas cilindricas, en un solo extracto de envoltura apical, conidias en su mayor parte prolongada 5 micr:
‘Stibella

Hifas de diferentes formas, no solo cubiertas en la parte del apice, conidias en su mayor parte haces de
5 micras '

13

Hifas solitarias o llenas en forma empaquetada, parecido 2 una capa desde el principio, con un hinchamiento
en su parte basal repentinamente terminada en punta de uno a mas largos delgados cuellos, conidias stmples

0 unos pocos y tipicamente cubiertos con limo en vaina
Hirsutella

.................................................

Hifas en su mayor parte en espiral, muchas veces en cadena o mas parece a una forma de lezna,
brillantemente coloreada, de comportamiento limoso o viscoso de conidias en masas apicalmente conidias

no cubiertas claramente con limo
Polycephalomyces

15

17

Hifas formadas una o solo unas pocas conidias, usualmente cubiertas con distintas capas mucilaginosas
: Hirsutella
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Hifas formando muchas conidias en cabeza = .-
................................................... 16
Hifas solitarias, no con cenidiéforos verticilados .
Acrenonium

Hifas en espiral, produciendo una rama verticilada en conidi6foros :
Verticillium (comparado con Engyodontlum

Hifas con una exagerada base y una delgada cabeza curvada, estando afuera con un eje principal
........................................ e Tolypocladium

18

Paraisaria

Conidiéforos celdados, muchas veces cilindricos con ascas llenas o dentadas en compactos paqueics, capas..
parecidas a lo largo de distintas hileras

.............................................. Hymenostitbe

20

...................................................

Conidioforos con estipula terminal en comportamlento vesicular mutilada, y conidiéforo oeldado

............................................ Pseudogybellula
CO]‘lllefOI‘o estlpulado por fuera y vesicula hmchada ,
.................................................... 21
Conidi6foros formados en esporodoquios y produciendo conidias con varios brazos multiseptados
................................................ Tetracrium
Conidioforos no en esporodoquios, conidias en ceidas

22

Conidias largas en forma de varilla, en su mayor parte produciendo verrugas, conidiéforos celdados,

asoclados con Turribiella y Gibellula en tlpo arafia
e e T e e e e e Granulomanus

.........................
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23a

23b
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Conidias de diferentes formas, conidicforos celdados uniformemente amurallados
......... 23

Conidioforos celdados alargados y delgados inconspicuos con una cicatriz terminal lateral
e e e e e e e e e e e e e e e e e Sporothrix

Conidiéforo celdado en forma de frasco, con un fondo basal partido, terminando las ramificaciones en zig-

Zag en raquis
................. Beauveria

APENDICE 3

CLAVE COMUN PARA GENEROS IMPORTANTES DE HONGOS ASOCIADOS CON INSECTOS

la
ib
2a
2b

3a

4a

4b

5a
5b
6a

6b

Ta

7b

Conidias producidas por hifas en cadenas o en cabezas limosas

.................................................... 2
Conidias producidas semicoidal, conidioéforos celdados
................................................... 12
Conidias en seco, largas cadenas
.................................................... 3
Conidias en cabezas limosas
.................................................... 8

Conididforos constan de ramificaciones terminando en vesiculas, conidi6foros con comportamiento celdado
o mutilado

Conidioforos exactamente empaquetados es estructuras esporoquiales, conidias en columnas
Metarrhizium

Hifas con distintas cabezas, los conidiéforos son irregulares o verticilados en las primeras ramas
.............................................. Paecilomyces
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Una conidia o mas septadas, usualmente curvadas _
................................................ Fusarium
Conidias no septadas
UG I 9
Conidi6éforos ordenados en esporodoquios en insectos o blancos conidios usualmente fusiformes
.............................................. Aschersonia
Conidioforos no ordenados en esporodoquios _

10

Hifas en su mayor parte separadas, con un hinchamiento en la parte basal, bruscamente ¢c6nico o denso,

cuello largo, conidias separadas o algunas cubiertas por una vaina viscosa
' Hirsutella

11

............................................. Culicinomyoes

APENDICE 4
CLAVE DE GENEROS DE HONGOS ASOCIADOS A INSECTOS

Conidiéforos primarios con un prominente hinchamiento subapical funcional en descarga de conidias,

zigospora con dos o mas haces exactamente apresados lateralmente en apéndice (promontorio)
: Basidiobulus

Conidia primaria no descargada, cerca o dentro del huésped, limitada al abdomen de la cigarra
.............................................. Massospora

Conidia primaria descargada, primero en huésped exterior o con exceso extermo hasta en una cavidad ventral
abierta .

Conidia primaria eliptica o subovoide, uninucleado, sostenido en un saco forrado, en una abertura de cavidad

ventral abdominal
Stronwellsea
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3b  Conidias primarias de diversas formas, uni o multinucleadas no mas que en un saco forrado en una cavidad
ventral abierta '

4a  Conidias primarias esféricas o subes{éricas con un dpice redondeado liso conteniendo mas de 7 nucleos,
conididforos simples, zigosporas (si presenta) hialinas o amarillentas, surgiendo dentro de lo largo de dos
gametos, esporas y/o microconidias de ser posible esto se presenta en cultivos de PDA -
.............. ... ...........  Conidiobulus
4b.  Conidias primarias variables en forma y niimero de ntcleos, no solo con la combinacién de la caracteristica
en 4a; conidiéforos primarios simples o rama zigospora (oazigospora), hialinas a coloreadas a muy obscuro,
capa exterior nunca formada dentro de la capa de los gametos veliosos, esporas y microconidias ausentes,

mas especies no cultivadas en PDA
' Entomophthora

APENDICE 5

CLAVE PARA LA DETERMINACION DE LAS PRINCIPALES BACTERIAS
ASOCIADAS A INSECTOS

la  Crecimiento de bacterias en medios nutritivos

.................................................... 2
1b  No crecimiento de bacterias en caldos nufritivos y agar nutritivo
.................................................... 5
2a  Esporulacion en barras
.................................................... 3
2b  No esporulacion en barras
4

3a Infeccién oral en larvas de abejas de miel, produciendo cadaveres viscosos, adheridos a las paredes de las

células, grupos de flagelos ondulados evolucionando cuando se hacen frotes con tincion de gram
Bacillus Jarvag

3b  Infeccion oral limitada a larvas de lepidoptera, esporangios alargados produciendo una espora terminal y un

cristal bipiramidal
Bacillus thuringiensi;

Serratia marcescens
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Colonias fluorescentes azuladas en agar nutritivo como 72-120 horas
Pseudomonas aeruginosa

(Otros colores o colonias grises son bacterias como las de crecimiento en el intestino en insectos muertos)

Frotes primarios, con esporangios navicular con esporas ovales y cuerpos parasporal, apareciendo al
mismo tiempo como una forma de pie rosado, infeccion blanca de la hemolinfa. En insectos terrestres,
larvas de escarabajos

..... R Bacitlus popilliae, B. fribourgensis

En frotes primarios, barras gruesas en comidas, en tejidos irregulares, haciendo el cuerpo del huésped méas

corto en larvas de lepidopteros
.......................................... Clostridium brevifaciens
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