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RESUMEN

La bacteria entomopatdégena Bacillus popilise, agente causal de la
enfermedad lechosa en Coleoptera: Scarabaeoidea, también estd presente
en los integrantes del complejo de "chisas” en el Orente antioquefio,
destacandose Phyllophaga obsoleta Blanchard.

Se caracterizo, para el tercer instar larval de Ph. obsolefa, la secuencia de
desarrolio de la enfermedad lechosa, dividiéndola para fines practicos en
cuatro fases, detallando las caracteristicas de la apariencia macro y
microscopica mas conspicuas, como una herramienta a ser considerada en
futuras evaluaciones.

En evaluaciones bajo condiciones de casa de malla a 17 *C, 78% humedad
refativa, 2120 msnm, se determind la patogenicidad de diferentes
concentraciones de un aislado de la bacteria proveniente de Ph. obsolefa en
10, 10+, 10%, 10°, 10%, 10+ esporas/m?®, encontrandose, mediante la aplicacién
de la prueba Probit en el programa SAS, que la CLy, fue de 10° esporasim?,
el TLs; de B. popilliae socbre larvas de tercer instar de Ph. obsoleta fue de
75 dias.



Fara las mismas condiciones de evaluacion, estadisticamente se determind
la no existencia de diferencias en la mortalidad acumulada causada por B.
popilliae a través tiempo en los diferentes tratamientos con diferentes
densidades poblacionales de Ph. obsolefs a saber 30, 100, 200 y 300
larvas/m® (o = 0.005), determindndose gque las diferencias que se dieron
fueron atribuibles al azar y no al tratamiento respectivo. La concentracidn
evaluada en esta prueba fue de 10 esporas/m® .

Se evalud el potencial de 13 medios de cultivo, para la produccién de B.
popilliae provenienie de Ph. obsoleta, siguiendo un disefic de bloques
completos al azar, con cuatro repeticiones. los medios evaluados fueron:
Younsten, Younsten - Urea, Younsien - Agua de coco, Younsten - Hemolinfa,
Agar J, Agar J - urea, Agar J - Agua de coco, Agar J-Hemolinfa, Agar - Agar,
Agar - Agar - Urea, Agar - Agar - Agua de Coco, Agar - Agar - Hemolinfa y
Agua de Coco, determinandose, mediante la prueba de rangos de Friedman
que las distintas combinaciones del medio Younsten, presentaron las
mejores caracteristicas para produccidon de unidades formadoras de colonia

(UFC) v la produccitn de esporas.

Con apoyo en la prueba de comparacién de medias de Duncan {e= 0.05) se
determind que el tratamiento de preservacion de esporas en glicerol al 20%

en puerta de nevera a 4 "C fue el mejor, mds practico y econdmico,



comparado con almacenamientc en nitrdgeno liguide (-176°C),
aimacenamiento en congelador (-15"C), almacenamiento a temperatura
ambiente (17°C), los anteriores en glicerol al 20% y almacenamientoc a

temperatura ambients (17*C) en agua destilada estéril,



INTRODUCCION

La enfermedad lechosa en "chisas", "mojojoyes” o "morrongos”, causada por
Bacillus popilliae Dutky y Bacillus lentimorbus Dutky ha sido registrada en
varios palses del mundo en diversos cultivos v condiciones, causando
mortalidad en diferentes instares larvales de varias especies de la

superfamilia Scarabaeoidea del orden Coleoptera.

Popillia japonica Newman, el escarabajo japones, fue el primer insecto al
que se diagnosticd la enfermedad lechosa y el uso de la bacteria contra éste
insecto ha sido considerado como un ejemplo clasico en el control biclégico

(Tanada y Kaya, 1883).

La especificidad en la patogenicidad en los distintos aislados de B. popilliae
hace importante la bisqueda de alternativas para el manejo del complejo de
“chisas" que afectan diferentes cultivos en el Oriente antiogquefio. Ph.

obsoleta, es la “chisa” de mayor abundancia dentro del complejo.



La evaluacion en nuestro medic de la patogenicidad de la bacteria,

caracterizacion de la infeccion en larvas de Ph. obsoleta . asi como, el

efecto de la densidad del insecto sobre la patogenicidad de 5. popiliae , la
evaluacion de medios de cultive para su produccién y determinacién de
condiciones apropiadas de almacenamiento, son los objetivos planteados en
&sta investigacion; con esle trabajo se pretende contribuir con hemamientas
en &l manejo integrado de cultivos, acordes con l&cnicas de agricultura

moderna, teniando en cuenta criterios de sostenibilidad.



2. REVISION DE LITERATURA

Desde hace mas de 60 afos, B. popilliae ha sido utilizada tradicionalmente
en Estados Unidos, bien como agente de inoculacién al suelo para
establecimiento o para aumento del patdgeno en el campo, con el proposito
de lograr un control a largo plazo de Popillia japonica Newman
(Colecptera:Scarabaeidae:Rutelinae)( Redmond y Potter, 1.995; Tanada y

Kaya, 1.993; Klein, 1.983; Stahly y Klein, 1992).

En los trabajos iniciales con B. popiliae, agente causal de la enfermedad
lechosa, White y Dutky (1940), registraron que las larvas de P. Jjaponica,
padecian en mas del 90% de ésta enfermedad. La enfermedad lechosa no
solo es producida por B. popilliae, también lo es por B. lentimorbus, un par
de bacterias formadoras de esporas, las cuales crecen y esporulan en la
hemolinfa de larvas vivas. Regularmente en la literatura se relaciona a este
par de bacterias con la denominacién Tipo B y Tipo A, respectivamente
(White y Dutky, 1940; White, 1940).

B. popilliae es portadora de cristal o cuerpo parasporal, la hemaolinfa

infectada en exposicion al aire no se pardea, la larva enferma no muda, a



diferencia de B. lentimorbus que carece de cuerpo parasporal, la hemolinfa
contaminada por la bacteria se pardea y la larva infectada puede continuar el

proceso de muda (Tanada y Kaya, 1993).

Se considera que los hospederos de B. popillise estan en la familia
Melolonthidae, el rango de hospederos de B. popiliae no incluye a los

escarabajos estercoleros (Klein y Jackson, 1992).

Bulla et al (1978) asignan diferentes grados en la calificacion de la
enfermedad lechosa en P. japonica, grados que varian de | a IV
dependiendo del tipo y abundancia relativa de estructuras vegetativas y
reproductivas en la hemolinfa. Para la fase | se da la inoculacién inicial del
patogeno, en la fase |l corresponde a la proliferacion de células vegetativas,
en [a fase |ll hay del 15 al 30% de células esporualdas y fase IV, lamada de
esporulacidn, se da la muerte de la larva que contiene 5 x 10 esporas.

Se considera que ciertas bacterias imparten al cadaver de la larva un color
caracteristico, una coloracion roja brillante sugiere la presencia de Serratia
marcescens, Bacillus alvei confiere a la larva enferma un patron de
coloracion desde amarillo a gris, en tanto que las abejas infectadas con B.

larvae adquieren un color café oscuro. La porcién posterior de una "chisa”



con B. popilliae se toma blanca; la mayoria de otras infecciones confieren
a B larva un color café oscuro, color que se asocia con la descomposicion

bacienal (Poinar y Thomas, 1984).

La infeccién por enfermedad lechosa se puede determinar visualmente por
turbidez de la heamolinfa (Ladd y MacCabe, 1967, Warren y Potter, 1983,
White y Dutky, 1940) que le confiere al abdomen de la larva el aspecto de
leche coagulada, como consecuencia de millones de esporangios de B.
popilliae; el aspecto de turbidez de la hemolinfa para larvas afectadas o
inoculadas también depende de la especie de Bacillus responsable;, se
estima que B. popilliae requiere de B0 millcnes de esporas, en tanto que
B. lentimorbus requiere de 100 millones esporas para dar esa tonalidad

(Tanada y Kaya 1993).

B. popiliae es el agente causal de la enfermedad lechosa en larvas del
escarabajo japones P. japonica. Después de su uso en programas de control
bioldgico, por entidades oficiales de los Estados Unidos, ha sido patentado y
producido comercialmente bajo nombres como DOOM, JAFIDEMIC, MILKY

SPORES, GRUB ATTACK Y RINGER, por Fair fax Biological Laboratories, inc.,



wespectivamente (Stahly y Klein, 1.982; Jackson y O'Callaghan, 1.985; Klein,
1.981).

Regularmente se considera la patogenicidad como la habilidad determinada
genéticamente para producir enfermedad. Para el caso de Bacilus
#huringiensis, es patogénico a especies de lepidopteros pero su virulencia
depende de condiciones tales como métodos de cultivo, almacenamiento,
formulacion y factores amblentales (Tanada y Kaya, 19983). Con frecuencia
se& estima la virulencia a través de la concentracion letal media (Cls, ) o del

tiempo letal medio (TLsg).

Se ha considerado como un factor de importancia la facilidad con que los
organismos responsables de la enfermedad lechosa |, infecten a sus
hospederos, parficularmente para el control de P. japonica (White y
Dutky, 1940) y también de otra serie de "chisas” en distintas latitudes (White
y Dutky, 1940; Tanada y Kaya, 1993; Thurston g al.. 1993; Tashiro y White ,
1957; Stahly et gl., 1992); se considera que un entomopatiégeno virukento no
seria deseable en programas de manejo integrado de plagas, pues se
reduce drasticamente el hospedero sobre el cual debe reproducirse y
mientras ranscumme ese tiempo, es el suficiente para que el insecto en la

condicion de plaga ocupe de nuevo su posicion (Tanada y Kaya, 1983).



Siendo B. popilliae  un patdgeno obligado (Klein y Jackson, 1892 : Tanada
y Kaya, 1993), se considera de baja virulencia y ademés restringido para
Scarabaeoidea (lbarra, 1994; Tanada y Kaya, 1993; Klein y Jackson, 1992:
Hanula y Andreadis, 1988), tiene la capacidad de enfermar y, dependiendo
de la especie de insecto de la cual fue aislada la bacteria es bien especifica,
por lo tanto no puede pretenderse una infeccibn cruzada entre familias,

subfamilias y ni siquiera de géneros (Klein y Kaya, 1995).

La virulencia de una cepa o de un aislado de B. popilise se modifica por
diferentes factores, uno de ellos es el empleoc de medios de cultivos para
produccién de B. popiliae in vitro; lo exigente en nutrientes restringe el uso
de esta bacteria (Warren y Potter, 1983).

El método de inoculacion empleado es determinante en la expresién de la
virulencia de una determinada cepa de B. popillise  sobre un hospedero
de género distinto a aquel del que fue aislada (Warren y Potter, 1983); una
cepa de B. popillae “Tipo A, raza De Bryne" proveniente de P. japonica
tanto por inyeccion como por ingestion resultd mas virulenta a A. majalis que

la de B. lentimarbus, en iguales condiciones de inoculacién (Tashiro, 1957).



Aunque la causa de la muerte por B. popilliae aiin no ha sido desentrafiada
(Klein y Kaya, 1995), se sabe que las esporas de B. popillise ingeridas,
con el alimento, por las larvas germinan en el tracto digestive y por
fagocitosis los bastones penetran en las células del intestino medio (Tanada
y Kaya, 1993; Poinar y Thomas, 1984), también que las primeras células
bacteriales producidas por una espora en germinacion tienen forma de lanza
al extremo de la emergencia (Tanada y Kaya, 1993); esta estructura podria
tener la funcion de penetracion de la célula bacterial al hemocelo,
inicialmente la multiplicacion bacterial se da sobre el costado luminal de la
membrana de basamento en las dreas regenerativas del intestino medio,
para después sucederse de nuevo la multiplicacidn, durante la cual se

presenta la invasion del hemocelo (Tanada y Kaya, 1993).

Durante la multiplicacién bacterial la hemolinfa infectada adquiere un
aspecto opaco a diferencia del traslicido que le caracteriza (Ilbarra, 1994;
Redmond y Potter, 1685; Tanada y Kaya, 1993), esto por la proliferacién y al
final formacion de millones de nuevos esporangios antes de la muerte del
hospedera (Warren y Potler, 1983; Bulla g al., 1978). Durante la

esporulacion los bacilos se concentran en el tejido conective o se asocian



estrechamente a los hemocitos, los bastones se multiplican y esporulan

gradualmente (Tanada y Kaya, 1993).

En las diferentes especies de "chisas”, los signos producidos por la
enfermedad lechosa, son macroscopicamente similares, (Klein y Kaya, 1995;
Bulla gt al., 1978).

Puede pensarse en B. popiliae, donde lo hay establecido, como un
indicador de |la densidad larval del insecto rizofage y al contrario [a
densidad larval como un punto en el estado de desarrolle de  B. popilliae
(White, 1940).

Una de las caractaristicas deseables del entomopatéogeno es que la
incidencia de B. popilliae, aun asi sea baja, pueda fortalecerse; en 1837,
White, con solo una larva de P. japonica afectada de enfermedad lechosa
alcanzd a realizar un fortalecimiento de la presencia de la enfermedad en un
grupo de larvas compuesto el 90% de tercer instar y 10% por larvas de

segundo instar (White, 1940).



g [i]

En 1934, en areas con baja densidad de larvas, recién infestadas por F.
Jj@ponica, no se encontrd incidencia de la enfermedad lechosa; pero cuando
& imfestacion por larvas crecid la incidencia de la densidad fué baja, para
kego aumentar rapidamente a medida que el hospedero se sostenia en una

alka densidad (White y Dutky, 1940).

White (1940) indica que para mantener las larvas de P. japonica por debajo
del nivel de dafio econdmico (NDE). debid aplicar dosis del entomopatogeno
en el rango de 2.3 X 10+ a 14 X 10= en una o varias estaciones,
dependiendo de la distancia de los puntos de aplicacién. La incidencia de la
enfermedad lechosa dependeria de la capacidad de diseminacion por otros
factores como aves e insectos (White, 1940). Fue probado
experimentaimente que la incidencia de la enfermedad lechosa dependia de
la capacidad de diseminacidn por medios como aves de corral que
trasladaban excretas con residuos de "chisas™ con B. popillae  pasadas
intactas por el tracto digestivo y se potenciaron como inoculo en las nuevas
areas (White y Dutky, 1840, White, 1940).

Tashiro y White (1954) evaluaron diferentes razas de los organismos
agentes causales de enfermedad lechosa, B. popiliae vy B. lenfimorbus, los

resultados indicaron un bajo grado de virulencia de la raza "Tipo B regular” y
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allo grado de virulencia de la raza "Tipo B Amphimallon”, y ambas razas del
“Tipo A" , en cada caso, en dosis de 10° o mas esporas inyectadas por
imdividuo de Amphimallon majalis. El desammollo de la enfermedad fue mas
sipido con “Tipo B Amphimallon” v la raza "Tipo A Stanton” que con las
mzas "Tipo A regular”; la concentracién de la incidencia de la enfermedad se
dio durante la segunda semana después de la incubacion, para luego

decrecer gradualmente (Tashiro y White, 1954).

Tashiro y White (1954), suministraron alimento inoculado con 2.0 X10-
esporas/kg de suelo a larvas de A. Majalis y la enfermedad se manifestd a la
segunda semana; emplearon varias cepas de la bacteria, la raza "Tipo B
Amphimalion” vy "Tipo A regular®, asi como la raza "anxia® A la tercera
semana la incidencia de la enfermedad, estuvo entre el 79 y 85%. Con base
en los resultados preliminares se condujeron pruebas en las gque no se
encontrd que hubiera correlacién entre dosis de esporas y la incidencia de
larvas enfermas para ninguna de las razas de la bacteria (Tashiro y White,

1954).

En condiciones de laboratonio, en evaluaciones efectuadas por Tashiro y

White (1954) de tres razas de B. popilliae y 2 de B. lentimorbus .,
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emconiraron que la raza "Amphimallon” de B. lentimorbus infectd del 95 al
0% de las larvas de A. majalis dos semanas después de inyectadas, con
W de esporas cada una. La cantidad de infeccion siempre estuvo
macionada con la temperaiura de incubacidn, de manera que a 15.5°C se
abtuvo infeccidn en seis semanas, a 21.1 °C en dos semanas y a 26.6 °C se
abtuvo infeccion en solo una semana (Tashiro y White, 1954).

En 1940, White efectud observaciones de hormigas que transportaron hasta
3 metros gusanos blancos afectados por la enfermedad lechosa; esto es un
indicador del papel que juegan los insectos, zomillos, topos, etc. en la
diseminacion local de la enfermedad y de aves de largo vuelo en su

dispersién a grandes distancias (White y Dutky, 1940).

Una de las grandes ventajas de los productos con B. popilliae oblenidos in
vivo es su alta residualidad, ya que pueden mantenerse activos hasta por
mas de 21 afios, pero es de considerar lo inestable de su expresién
patogénica, siendo patégeno obligado con alta patogenicidad pero de baja
virulencia (Tanada y Kaya , 1993).

El empleo de los diferentes métodos de inoculacion de B. popilliae

dependera del objetivo que se tenga al hacerlo, si es para establecer



puehas en el campo o si es para hacerlo en laboratorio. Iguaimente al
hacer una aplicacion en el campo dependera de la presencia previa de B.
popiliae; en & caso de no haberse presentado registros, se recomienda una
evahsacion previa de la presencia de larvas con la enfermedad lechosa, lo
mismo que de la composicion del complejo de "chisas" y la densidad en que
hacen presencia en el drea a considerar. En inoculaciones en el laboratorio
s& emplean varios métodos como la inyeccion de larvas bien sea entre el
amrto y quinto (Dunbar gf al., 1975, Tashiro, 1857) o entre el sexto y
séptimo segmento (Tashiro y White, 1954, Warren y Potter, 1983, Shinde y
Shama, 1871) en la posicion dorso lateral del abdomen (Tashiro y White,
1954), también se emplea la inoculacidén del alimento o del suelo en el que

habitan las larvas

La metodologia de inoculacién empleada por Dutky (1940) ha sido validada
por los demas investigadores. En evaluacion de dos cepas inoculadas sobre
Amphimalion majalis, Tashiro y White (1954) inyectaron a cada larva con 2.5
X 10¢ esporas por larva; en inoculaciones al suelo emplearon de 2 - 12 X 10=
esporas/Kg de suelo. En inoculaciones a lotes de mayor tamafio ellos
aplicaron homogenizadas en talco, 10r de esporas por gramo de formulacion,

para a su vez descargar dos gramos a intervalos de 1.5 m* (Tashiro y



White, 1954), que es el tratamiento estandar para aplicaciones contra el
escarabajo japones (White y Dutky, 1940; Warren y Potter, 1983). Cuando
s emplea el método de inoculacion via inyeccion se descarga con
microinyector, aproximadamente 0.0035 mil, dirigidos al hemocelo (Tashiro y
While, 1954, Polivka, 1956). En las formulaciones de B popiliae en polvo,
8 procura que haya un total de 100 millones de esporas por gramo de
preparado (White y Dutky, 1940, Polivka, 1956; Tashiro y White, 1954, Ladd
y MacCabe, 1967, Warren y Potter, 1983),

Para P japonica las inoculaciones de campo con B. popiiae, tendientes a
fortalecer la presencia del entomopatdgeno, se considera que la densidad
de las larvas estd relacionada con su presencia y que la probabilidad de
encontrar larvas enfermas se ve favorecida con la mayor densidad de larvas
en el campo (Polivka, 1956, Warren y Potter, 1983). Una manera practica
de inoculacidn de la bacteria fue tomar larvas enfermas del campo y

distribuirlas homogéneamente en el campo a tratar (White, 1940).

En Estados Unidos, en 1958, se habia registrado la presencia de B. popilliae
en 14 estados en terrenos afectados por "chisas" en los cuales se habia
tratado aproximadamente 60000 heclareas con B popiliae formulado en

talco, (Ladd y MacCabe, 1967).
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No solo se han realizado pruebas tendientes a inocular B. popillise sobre
la superfamilia Scarabeoidea, también se han hecho sobre crisomelidos
aduttos. El método de inoculacibn empleado para Diabrotica virgifera
(LeConte) y D. longicornis (Say.) fue aplicar B. popilliae  en formulacion
comercial (Doom) sobre los pelos de mazorca de maliz. Los resultados al dia
13 después de la inoculacidn indicaron que ni la presencia de esporas ni de
otros componentes de la bacteria retardaron o modificaron el desarrollo
larval, esto a pesar de que los productos fueron aplicados en dosis
superiores a las empleadas para otros insectos susceptibles; esto permite
decir que la posibilidad de su use como método de control debe ser

descartado (Sutter, 1969).

Las esporas producidas en adultos son de importancia para aquellos casos
&n que la disponibilidad de larvas se ve restringida en una época del afio
(Klein,1881). La inoculacién de adultos de P. japonica realizada por
Langford y otros en 1842, fue registrada por Klein (1881); en ella obtuvieron
5.0x10" esporas de cada adulto inoculado, aproximadamente la cantidad
requerida para formular 5 gramos de B. popilliae  en polvo. En inoculacién

de adultos de P. japonica, Klein (1981), logro del 53 al 95 % de infeccion
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dos semanas después del establecimiento de la prueba., La carencia de
métodos efectivos para produccidn de esporas infectivas sobre medio
artificial ha sido la principal limitanie para la multiplicacidon de 8. popiliae
(Klgin, 1981, Warren y Potter, 1983).

Para efectuar evaluaciones de productos comerciales con B. popilliae
como ingrediente activo, Redmond y Potter (1995) inocularon suelo y
alimento para probar el desarrollo de la enfermedad sobre P. japonica; se
evaluaron las concentraciones 1x10°, 2x10°, 5.0x10°, 2.5x10° y 1.25x10"
obtenidas de los productos comerciales Doom vy Grub Aftack siendo siempre
baja la mortalidad causada por ambos productos, aungue siempre mas alta
la producida por Doom, formulado con base en macerado de [arvas vivas

enfermas por B. popiliae (Redmond y Potter, 19935).

En Estados Unidos la introduccién de B. popilliae en areas infestadas de P.
japonica ha sido una practica recurrente desde 1937. Mediante la adicion,
en un prncipio, de larvas con enfermedad lechosa, se logrd el
establecimiento de la enfermedad en lugares en los que no se hallaba aun y
permitid también estar reforzando la presencia del agente causal, mediante

la aplicacion posterior bien fuera de larvas enfermas, maceradas en caolin o
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incluso en formulados comerciales que incluian tanto bacterias producidas in
vivec como in viro (White y Dutky, 1940, White, 1940); aunque la
propagacion de B. popiliae in vifro conduce a la pérdida total de la
virulencia en las células producidas (Redmond y Potter, 1985; Klein y

Jackson, 1992 ).

En diferentes estudios (Hanula y Andreadis, 1988; White v Dutky, 1940;
White, 1940; Hall ¢t al., 1968; Boucias gt al., 1986; Tashiro y White, 1954),
se ha cbservado |la regulacion que ejercen B. popilliae o B. lenfimorbus
sobre sus hospederos, hecho que lleva al insecto a densidades bajas; pero a
su vez, se ha observado en el entomopatégeno la capacidad que tiene de
persistir aun sin la presencia del hospedero (Klein y Jackson, 1992; Glare gt
al., 1992), esto conduce a que quede un espacio que debe ser llenado por

otros organismos antagonistas.

El que la presencia de B. popilliae se haya caracterizado, desde que se
detecto, como reguladora de poblaciones de P. japonica, como permanente
&n unos casos, esporadica , en otros, puede llevar a pensar en el
antagonismo que tenga con otros organismos. Por el contrario, la

capacidad reguladora de poblaciones de "chisas”, ejerciendo una virulencia



alta, lleva a que se den estructuras de resistencia de la bacteria como puede
ser mediante los esporangios para mantener su persistencia (Klein y Kaya,
19085).

Ha sido clasico el uso de B. popilliae inoculado en campo, para aumentar el
inoculo ya existente (Klein y Kaya, 1995; Tanada y Kaya, 1893). Si se
considera que cada larva de P. japonica de tercer instar contiene entre 1 -
20 X10" esporas, es de esperarse que las larvas sobrevivientes queden
expuestas a altas concentraciones de inéculo (Ladd y MacCabe, 1967), pero
a su vez pone en evidencia la presidn de seleccion que puede ejercer el
entomopatogeno hacia la resistencia del microorganismo, o a la combinacion
de factores como &s la resistencia de la pared del intestino medio a ser
penetrado por la accién de la bacteria al se modificado el mecanismo de

accibn a causa de quimicos residuales (Ladd y MacCabe, 1967).

Los registros de ocurrencia de B. popilliae en el escarabajo japones, bien
en laboratorio, en epizootias de campo, o en evaluaciones de campo, se han
repetido hasta nuestros dias y por varios autores (Klein, 1981; White, 1940,
White y Dutky, 1940). Se destaca la proliferacion de informacion con la

introduccion accidental de P. japonica en New Jersey en 1916, la busqueda



de agenies de control natural, asi como la evaluacion de formulados de
produccion in wivo vy otros de produccion in vitro para su control (Klein,
1881; Klein y Jackson, 1892). El éxito de B. popilliae ha sido tal, que le ha
permitidoc ser presentado como uno de los ejemplos cldsicos de control
bioldgico en el mundo (White y Dutky, 1840; White, 1940; Tanada y Kaya,
1993; Bulla gf al., 1978; Klein y Jackson, 1892 ; Klein y Kaya, 1995
Ibarra.1994; Hanula y Andreadis, 1988; Ladd y MacCabe, 1967).

Regulammente las especies como Lachnosferna consanguinea, Maladera
castanea (Polivka, 1956), Anomala. orfentalis (Hanula y Andreadis, 1988), A.
majalis (Tashiro y White, 1954), Phyllophaga (Holotrichia) semaia,
Cyclocephala inmaculata (Warren y Potter, 1983), Phyllophaga fusca, Ph.
horticola, Ph. anxia (Warren y Potter, 1983), Dermolepida alborhium
(Warren y Potter, 1983), Sericesthis germinata, Anaplognathus porosus
(Klein y Jackson, 1982 ), Rhopaea verreauxi (Klein y Jackson, 1992 ),
Heteronychus santahelenae, Melolontha melolonthae, Antitrogus morbillosus,
Costelyira zeilandica (Tanada y Kaya, 1993), Meteronychus aralor,
Amphimallon solsticialis (Glare et al.,7993), Holotrichia oblita, Anomala
corpulfenta y Lygirus subfropicus (Boucias et al.. 1986) entre otras, han sido

evaluadas en su susceptibilidad a aislamientos del agente causal de



enfermedad lechosa provenientes de P. japonica, con resultados positivos en
condiciones de laboratorio pero errédticos cuando son llevados al campo, lo
gue indica dependencia de esas cepas de los factores ambientales. A
continuaciéon se presenta una relacion de razas o variedades de Bacillus
agentes causales de la enfermedad lechosa en diferentes hospederos en el

mundo (Tabla 1).

Regularmente, para la produccion de B. popilliae se emplean larvas
enfermas de tercer instar (Ladd y MacCabe, 1967). Fleming (1968), citado
por Ladd y MacCabe (1967), inoculé larvas de P. japonica con suelo que
contenia de 10+ - 10+ de esporas por kg de suelo encontrando que entre el
50 y el 80% de las infecciones por enfermedad lechosa ocurrieron en el

primero y segundo instar.

Las esporas de B. popiliae producidas in vivo son de gran valor, en
zonas templadas escasean las larvas de tercer instar, por lo gue en la
estacion de invierno, debido a las heladas, la obtencién de esporas a partir
de adultos inoculados es de gran importancia. Cada adulto inoculado ¥ con
la enfermedad puede contener 5 x 10" esporas (Klein, 1981). Sinembargo,

&n [a naturaleza no se ha registrado la ocurrencia de B. popilliae en adultos



TABLA 1. RAZAS O VARIEDADES DE Bacillus papilline EN DIFERENTES HOSPEDEROS EN EL. MUNDO

Razs o variedad Hmpﬂ:ﬁ__& Cultivo Lugar Autor &_
Tipo A, tipo B P. japonica Newman obsenacionas usa Doty 1040
Tipo A Larvas vivas enfermas P. japonice CAmpo UsA Vhite y Dutiy 1840

‘Campo C. larvae campo UsA White 1840
Tipo A F. japonica campo-nieve USA White y Dulky 1840
Tipo A P. japonica suedo contaminado con b. p. Lsa, Diuitky 1840
B popilliae F. japonica Casped USA Beard 1045
8 popillise poivo P. japonics Campo usa Hall, ot al. 1048
Tipo A anxia A majalis laboratorio, Inyeccidn, ingestiGn usa Hall, & al. 16048
8 lenfimortus A majalis laboratorio, inyeccldn, ingestion usa Hall, e al. 1848
? C. borealis céaped Usa Tashéro y ¥White: 1954
Tipo A A majails ingestion-inysccion — Tashiro y White 1954
Melky disease Phyliophaga sp. campo USA Tashiro y Whita 1854
popitliae C. borealis Arrow pastos UsA Tashiro y White 1954
USA Tashiro y White 1854

Tipo B Amphimaiton A majalis, P. japonica ingeatidn, inysccidn usa Tashiro y White 1654

Meicionthae P. anxig hamochios, laboratario USA Tashira 1857

Tipo A Dabryne A majalis, P. japonica ingestion, Inyeccitn UsA Tashiro 1957
Tipo A A majalis, P. japonica ingaatidn, Inyeccidn USA Taghiro 1857

Inoculacion 1840 P. faponica céaped USA Ladd ¥ McCaba 1983

Eopufiiae P. japonica campo USA Ladd y McCaba 1987

|B. suiomaranae H arator laboratonio Usa Stelniraus y Tashirg 1087
NZ-1 C. raillandica campo N. Zelanda Stelnkraus, Tashiro 1087

Doom D. virgifers Leconte malz, sstigmas (sdulias) USA Sutter 1989

Doom D. longicomis (Say.) malz, estigmas (adultos) USA Sutter 1088

Tipo A L. consanguinea laboratorio, placas india Shinde 1971

H. consanguines laboratorio India Shinda 1871

FPopilliag P. japorica laboratero USA Milner 1674




TABLA 1. RAZAS O VARIEDADES DE Bacillus popilline EN DIFERENTES HOSPEDEROS EN EL MUNDO

Rara o variedad Hospedero Cultivg Lugar Autor Afio
Melolonthae M. malolonthas laboratorio usA Milner 1674
|Doom, B. popiliise P japonica laboratorio, Ingestidn, iyeccidn usa Dunbar y Beard 1075
B. popiiiae, Doom A origntales Isboratorio, Ingestitn, yeccion usa Durnibar y Baard 1975
MNZ- Tipa N C. reflandica laboratorio sA Milner 1878
? A spretuius |aboraiorio Usa Bplittsinasser 1977
NRRL B-2300 P. japonica labaralorio usa Bulla ot al. 1978
RM-2 A mortiliogsus lakoraiois usa eI 1978
| Popilliae Cyclocephals borealls Arrow laboralorio usa Klein 1881
C. Borsalis P. japonics labaralono usa Kl@in 1981
C. hirfa C. borealis labaratoro Milmar 1981
B p. rhopasa R. morbillosa laboratorio Aursiralia Milrer 1981
Senicesthis nigrofineats laboratorio Australla Milner 1981

Qehnonius batesi laboratorio Australia Milner 1981

R. verreaux] laberatorlo Ausiraila Milnar 1981

P. {Hololrichia) sarata Laboratorio India Milinar 1981

Bacillus 50 Popilliae quadrigutiate Iaboratorio- Inmmecisn China Ml 1989
8. popiliae Hoioirichia semate F abano organico UsA Milner 1981
M 17 Aphodius fasmaniae campo USA Milner 1681
Rhopaea 5. perminata Iabaratorio USA Milngr 1981
AM-12 Anaplognathus povosus (Daiman) campo N. Zelanda Miilrrer 1081
Tipo A Cyclocephala C inmaculate césped, grama USA Warren y Potter 1683
Tipo A comencial C. inmaculsia laboratonio, irebol holandes, ryegrass UsA Warren y Potter 1983
fusca P fusca laboratono UsA Warren y Potter 1863
ayalis R. majalis labaratorio USA Warran y Potter 1863
hirticwle P hirficwla labaratoro UsA Warren y Polter 1983
origntalis A. orfenfalis laboratalo usa ‘Warren y Polier 1982
pilliae tipo A P japonica laberatorio USA ‘Warren y Potier 1983




TABLA 1. RAZAS O VARIEDADES DE Bacillus popifiize EN DIFERENTES HOSPEDEROS EN EL. MUNDO

Rara o varicdad Hospedero Cultivo Lugar Autor Aflo
EL ] P anxia labaratario UsA Warren y Potier 1883
AM 10-25 D, atbortifurm laboratorio usa Warran y Potier 1983
RM-11 Sericesthis gaminata Boladenval laboratorio usA Warran y Potter 1683
RM-12 Anoplognathus porosus Dalman laboratorio usA Warren y potter 1683
RM-8 R verreaux] campo-lysceién usa Warren y Potier 1883
AMLE R mortilloss Newman chspad-inyeccidn usa Warren y Poller 1683
8. suisomarahas Heteronychus santahsisnse Blanchard CAADAS-|yBOCON usa Warran y Potter 1083
A 106-13 Holgirichle spp. caaped-inyecchin USA Warran y Potter 1083
8. lentimorbus (Maryland) P japonica capad-inyecchin LSA Warran y Potter 1883
A 1028-D R. mangnicomis Blackburn cespad-inyeccion usA Warren y Potter 1883
Tipa A C. paraleils Casey cafla de azucar USA Boucias 1888
Tipo B Lygirus sublropicus Biatchey cafia de azucar USsA Boucias 1988
Popiiige, B lentimorbus P japonica campo usA Hanula y Andreadis 10688
Popilfise B lentimorbus M cesfanea (Armow) cAmpo USA Hanula y Andreadis 1488
Popiliae, 8 lentimorbus A orentalis Waterhousa campo USA Hanida y Andreadis 1968
Popillise P. japonica CAITIPO-BVES usa Hanula y Andreadis 1988
(Alstado local y Doom A majails labaratorio usa Steinkraus 1880

8. papiliiae campo Colombia Londofic 1902
rhopaes R. varmeauxi campo Ausiralia Steinkraus y Klain 1982
B lentimarbus P japonica chapad-inyeccion usa Steinkraus y Kiein 1982
Halotrichie obiita P. crinifa Zanahoris negathe usA Klakn y Kaya 1992

R majalis zanahoria negativa s Klatn y Kaya 1092
8. popiiiiae C. hirta Isboratoria usa Klain y Kaya 1092
Grub Atack P jmporica Ingastidn, Inyscclén UsA Stahly y Khedn 1982
Cepas nalivas M meiglontha usA Tanada y Kaya 1903
8. popilige variadad melofonthae M. maiolontha USA Tanada y Kaya 1993
8 fribourgensis var. meloiontha A solsticials CAmpo ALEMANLA Glare at al, 1992




TABLA 1. RAZAS O VARIEDADES DE Bacillus popillise EN DIFERENTES HOSPEDEROS EN EL MUNDO

Hara o variedad Hospedero Cultivo ].ﬁ'!.r Aulor Afio
|B. popitize C. hirta laboratorio usa Tanada y Kaya 1683
B. popilise C. hirte |abaratorios Heterorhabails bacteriophore USA Thursicn etal. 19892
Cyclocephala § obsclets Hortalizas Colombla Londofio 15694
B. popilliae, B. sphaenicus, B. lentimorbus P, japonica Iaboratorio-trabol usa Redmond y Potter 1985
Do P. japonica campo de golf usa Redmond y Potter 1095
IGrub Attack F. japonica laberatario Australia Klein y Kaya 1005
P japonica Costelyfra zeflandica usA Kiein y Kaya 1995
7 Clavipalpus pos. ursinus pastos Colombia Redriguez 1i%e
Cepa natva Ancognaths scarsbssoldes pastos Colombls Rodriguaz 1958
A, ustulsls pastos Colombia Rodriguez 1608

Lewcothyreus sp Papa, Pasios Colombia Guarin 1988

B. popiliae, B spheericus, B. lentimorbus  Angmals sp. Pastos Colombia Guarin 19080

B8 popitiae, 8 sphaercus, B lenlimorbus  Ph. obsoleta Haortalizas Colombia Guarin 198480

B, popillise, B. sphaenicus Clavipaipus sp Flores Colombia Guarin 18080

B popiliss, B. lentimorbus Ancognethe scarabsecides Paztos Colombia Guarln 1888h

B popiliae, B spheericus. B, lenfimorbus _ Symmela sp. Symmeia sp. Colombia Guarin 1988h







en condiciones de campo; se pone en duda el potencial que los adulios
puedan tener en la diseminacidn de la enfermedad lechosa (Villani ef al.,
1982,

La masificacion de la produccion a gran escala de B. popiliae se& ha visto
cbstaculizada por los exigentes reguermientos en medios de cultivo
artificiales para la esporulacidon v la pérdida de virulencia de las células
resultantes, cuando éstas se dan (Klein y Jackson, 1992; Steinkraus, 1957,

Glare gt gl., 1992, Nufiez, 1993, Stahly y Klein, 1992, Travers y Faust, 1982).

La gran diversidad de escarabajos adultos y sus larvas, de importancia
economica en el mundo, como Phyllophaga crinita Burm. y otras especies
de este género, Colimis niida v varas especies de Cyclocephala, que
atacan areas de pastos y césped en USA, Chiorochiton convexa Given, C.
zedandica (White) en Nueva Zelandia alimentandose de raices y trozando
tallos &2n pastos, varias especies de Melolonthidae vy Phyllophaga horficala
(L) en praderas en Eurcpa, Aphodius tasmaniae Hope y Adoryphorus
couwlond {Burm.) en pastos de Australia, varas especies de Orycles atacando
palmas en Asia y Africa, varias especies de Holofrichia que atacan mani y

otrgs cultivos en la India (Jackson, 1882), vanas especies de Phyllophaga v



otros géneros como Anomala, Cyclocephala y Bothynus reportados como
“chisas" de importancia econdmica en América Central estan representadas
por (King,1984), ponen de manifiesto la necesidad de conocer las diferentes
afternativas de regulacidn de poblaciones, que pasan necesaramente por

conocer la composicion de los complejos de “chisas”™.

En Colombia, la atencidn a las "chisas" de significado econdmico, se ha
concentrado en Ancognatha scarabaeocides Burmeister, registrada como
plaga en el cultivo de la papa v hortalizas al sur del pais (Posada, ef al.,
1976).

En el Oriente antioquefio los insectos que hacen parte del complejo de
"chisas” se les encuentra aimentandose de raices y tubérculos en papa, en
raices de maiz y frijol en cultives solos o asociados, en raices de hortalizas,
en raices de pastos y prados en areas de recreo , en raices de frutales y

forestales (Londofio, 1895; Nanclares y Ramirez, 1992)

Los registros de “chisas”™ de imporancia econdmica en Colombia no han
tenido mayor consistencia, concentrandose los existentes en el Oriente del

departamento de Anlioquia, caracterizado por un complejo em el gue



predomina Ph. obsoleta Blanchard, y de acuerdo a las localidades, alternan
Cyclocephala sexpunctata, C. lucida, Plectris sp., P. aeruginosa, Ancognatha
scarabaeoides, C. gregaria e /sonychus sp. (Londofio, 1992; Vallejo,1995;
Manclares vy Ramirez, 1992). Segin el comportamiento de captura de
adultios con trampas de luz (BLB) en el Oriente antiogquefio (Londofio, 1992;
Vallejo,1995; Londofio, 1995), se conserva el predominio global, para el area

muestreada, de Ph. obsolefa hasta mayo de 1596 (Guarin, 15986b).

El panorama de distribucion e importancia de las distintas "chisas" en el
mundo tanto en cultivos, como en areas de recreo, también ha llamado la
atencidén y permitido la bdsqueda de formas de vida antagonistas que
contribuyan al manejo de esas poblaciones (Klein, 1881; Klein y Jackson,
1992; Boucias gt al., 1986).

Se han desarrollo y comerciaizado productos para control de especies de
"chisa" como son Doom, Japademic, Grub Attack, Milky Spore, Ringer,
conteniendo B. popiliae como ingrediente activo, han sido usados contra P.
japonica en Estados Unidos (Hanula y Andreadis, 1988, Stahly y Klein,
1992), pero su disponibilidad en mercado hoy es nula (Jackson y

O'Callaghan, 1995). Igualmente ha sido desarrcllado otro producto con la



bacteria Sermatia enfomophila como ingrediente active bajo la marca
registrada INVADE, el cual es recomendado para ser aplicado contra larvas
de Cosftelylra zeillandica en praderas de Nueva Zelandia (Jackson y
O'Callaghan, 1885; Klein y Kaya, 1885). Eso sin considerar la cantidad de
frabajos que se han adelantado con Metarhizium anisopliae, Beauvena
bassiana y B. brongniartii, con cepas aisladas de "chisas” en diferentes
partes del mundo (Tanada y Kaya, 1993; Klein y Jackson, 1992; Jackson y
O'Callaghan, 1995).

En Colombia la evaluacion de enemigos naturales de "chisas™ no ha tenido
mayor continuidad, es comin encontrar datos e informacion aislada al
respecto. En 1987, se evalud, bajo condiciones de laboratorio, la
susceptibiidad de los diferentes instares larvales del gusano ejército del
maiz, Spodoplera frugiperda, a dos cepas de M. anisopliae, una de ellas
aislada de Ancognatha scarabeoides (Guarin vy Meza, 1987). En un
reconocimiento de los enemigos naturales de las "chisas™ en el Oriente
antioquefio, se encontrd que el 44% de las larvas colectadas en 1992 y el 77
% en 1984, eran controladas naturalmente; entre los agentes de control
estaban B. popiiae, los nematodos de las familia Rhabditidae y

Memmithidae, lo mismo que los hongos M. anisopliae y B. bassiana y en



menor proporcién dos ectoparasitos (Hymenoptera : Tiphiidae y Scoliidae) y
un endoparasito (Diptera : Tachinidae) (Londofio, 1995); Guarin (1996a)
registrd la ocurrencia de B. popillise vy Bacillus sphaercus en diferentes
géneros, como Leucothyreus, Anomala, Clavipalpus y Symmela, integrantes

del complejo de "chisas"” predominante en el Oriente antioquefio.

En la Sabana de Bogotd ha sido aislada B. popiliae de Ancognatha
scarabaeoides, A. ustulata, Clavipalpus pos. wsinus y Heferoghomphus
dilaticollis (Rodriguez, 1996). Esta informacion es alentadora en el sentido de
adelantar trabajos que tiendan a modificar condiciones de manejo de
cultivos, hacia un mayor equilibrio de los factores naturales que contribuyan

a mantener las poblaciones de "chisas™ a niveles competitivos.

White (1940), a inicios de 1835, encontrd lugares con F. japonica con
densidades desde 630 larvas/m?® sin aparicidn de B. popiliae, después de la
inoculacién de |la enfermedad lechosa la densidad se redujo a 135 larvas/m®,
en junio de 1939 en los lotes evaluados, se recuperaron 54 larvas/m?® sanas.
En los alrededores del area tratada con B. popilliae, en un radio de 70 m,
se encontraron menos de 90 larvas/m? y se registrd una incidencia con mas

del 30% de la enfermedad lechosa (White y Dutky, 1940). Al parecer tiene



consistencia que a medida que se aleja del drea tratada aumenta la
densidad de larvas y se reduce la incidencia de la enfermedad lechosa
segun las evaluaciones de los autores; en mayo de 1939 se encontrd que a
un radio de 200 metros del area tratada hubo 324 larvas/m® causando dafios
en un campo de golf, aproximadamente a los 400 metros de radio, el
promedio pasd a ser 554 .4 larvasim?®; esto llevo a la destruccidn del campo
(White, 1840). Solo en Junio de 1939 se recuperarcn larvas afectadas por

enfermedad lechosa en 70 m. alrededor del area inicialmente inoculada.

Es posible fortalecer la accidn del patdgenc ya presente, mediante la
dispersibn del inoculo ya encontrado en e campo. La capacidad de
diseminacién de la bacteria es bastante reducida pero se ve incrementada
por otros mecanismos como aves, roedores e insectos (White y Dutky, 1840,
White, 1940),

Otro ejemplo que permite verificar la dependencia de la presencia de la
enfermedad con la densidad de “chisas” se dio en New Jersey, donde en
1837 en el mes de mayo la incidencia de la bacteria solo fue de 0.2%, ya en
junio de ese afio la incidencia fue del 28% y las densidades larvales de P.

japonica habian pasado de 360 a 50 larvas/im? (Klein y Jackson, 19582).
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La disminucibn de las densidades de larvas de P. japonica hizo caer
también la disponibilidad de presentaciones comerciales de insecticidas
biologicos a base de B. popillise obtenido in vivo de larvas enfermas del
escarabajo japones (Jackson y O'Callaghan, 1985). Esto acompafiado de la
pérdida de virulencia de los medios artificiales para la produccion in vitro de
la bacteria responsable de la eticlogia de la enfermedad lechosa llevd a que
se desencajara un programa que habia funcionado adecuadamente para el
manejo de poblaciones de escarabajos y de sus larvas fundamentalmente;
&s por esto que de nuevo se reclama la implamentacion de programas
estatales que restablezcan el equilibrio perdido (Jackson y O'Callaghan,

1995).

La presencia de razas y cepas nativas de B. popiliae  bien sea en oftras
latitudes o en nuestro entorno son una realidad; la tarea radica en
detectarlas y wvalerse de ellas, como poderosas herramientas, que
contribuyan al manejo racional de los insectos que puedan causar dafio a

cultivos y actividades humanas.

Redmond y Potter, (1995) consideran que las condiciones favorables para la

expresidn de la enfermedad lechosa estan a temperatura del suelo superior



a 21 °C por varios meses, también que la densidad sea mayor o igual a 300
larvas/m® y para que una aplicacién provea control en 1 - 3 afios, afirman
que es necesano aplicar 3,1 Ibs de formulado con B. popiliaeHa. (Redmond

y Potter, 1995; Tashiro y White, 1954).

En una evaluacion efectuada por Hanula y Andreadis (1988), en Connecticut
durante 1986, para determinar la presencia de microorganismos asociados
con la presencia de P, japonica y otras "chisas" asociadas, no se encontrd
gue hubiera relacion entre la presencia de B. popilliae vy la densidad de
larvas como P. japonica , Maladera casfanea y Annrimtu onentalis, solo se
encontrd a Rickeffsiella popiliae como entomopatogeno de Phyflophaga

Spp.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

El trabajo se realizd en dos centros de Investigacion (C. |.) de la Corporacion

Colombiana de Investigacion Agropecuaria, CORPOICA, .

La parte correspondiente a pruebas de patogenicidad fue conducida en el C.
l. “La Selva", ubicado en la vereda Llano Grande, del municipio de Rionegro
a 2120 msnm, con una temperatura promedio de 17 °C, una humedad
relativa del TE% vy una precipitacion promedia anual 2.100 mm. De acuerdo
con la clasificacion de zona de vida de Holdridge, ésta commesponde a un
Bosque himedo Montano bajo (bh-MB).

Las evaluaciones de medios de cultivo para el crecimiento de B. popilliae ,
se llevaron a cabo en el C. |. "Tulio Ospina®, localizado en el municipio de
Bello a 1438 menm, con una temperatura promedio de 246 *C, H. R. de
T8.4% y una precipitacion promedio anual de 1400 mm, para e penodo
comprendido entre octubre - noviembre de 1996; la zona de vida en esta

localidad corresponde al Bosque homedo Premontano (bh-PM).



3.2. METODOLOGIA

3.2 1 Obtencién del indculo

Para la obtencidn del inoculo, se realizd una bisqueda en diferentes
localidades y cultives, no solo sobre Ph. obsoleta, sino también para otros
géneros integrantes del complejo de "chisas” del Oriente antioquefnio. En la
Tabla 2 se muestra la relacion de sitios y las especies de "chisas” en los que
se realizd la bdsqueda, sin que necesariamente el hallazgo de B. popilliae
haya sido exitoso.

La fuente de B. popilliae para el indculo inicial fue obtenida de larvas de Ph.
obsolefa provenientes del municipio de Marinilla (Antioguia), con
sintomatologia tipica de la enfermedad, como la sedimentacion blanca
opaca de la hemolinfa, v la existencia de masas blancas de distintos
aspectos en la regidn caudal. Para determinar la presencia de B. popiliae,

se examinaron individualmente larvas con alguna sintomatalogia.

Mediante la tincion de esporas, utiizando verde de malaquita y safranina, se

verificd la morfologia tipica de la bacteria. (Figura 1).



FIGURA 1. Maorfologia tipica de B. popillise ; nolese la deformacion de la célula bacteriana a cousa de a
espora. Espora : de color verde; cristal: de color rosadao.
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TABLA 2. Relacion de sitics, condiciones de suelo y péneros de “chisas” muestreadas en la
blsqueda de B. popilliae, en o ofhenbe Antioquedio! 988

MUNICIPIO VEREDA pH CULTIVG ESPECIES
SUELO
“Rionegro Tablazo 5.78 Grama Symmela sp,
Prada Ph.obsoleta,
Pleciris sp.
Ancogntha sp.,
Cyclocephala 50,
El Santuanio Platamilio 5.88 Papa Ph.obsolata
Cycolcaphala 5p..
El Retiro Villa Ebena 6.10 Pasto Ph. absolata
Medelin Sta. Elena (E Rosario) 54 Papa Cyclocephala sp.
Ancognatha sp.
El Carmen Samaria 5.57 Frijol Ph.obsoleta
Cyclocephala sp.
Marinilla La esperanza 6.30 Frijol Ph. obsoleta
Rionegro  Llano Grande (Laeiva) 5.52 Frijol Ph, obsolefa,
Symmela 3p.
“Sonson Tasajo 524 Papa Ph.obsolata
Ancognatha sp.

Tanto las larvas sanas, como agquellas sospechosas de estar afectadas por

un entomopatégeno, se rotularon individualmente y se registrd el sitio,

especie cultivada.



Realizadas las pruebas qua permitieron confirmar la identidad del indculo B
popiiize sa prepard una solucibn madre a |la gue se le delermind ka
concantracion  de  estructuras  infeclivas mediante el emplec del
hamacildmetro; a modo de rulina, esas soluciones fuaron preservadas en

condiciones de refrigeracién en glicerol al 20%.

322 Obtencion de larvas

Durante el periodo comprendido entre febrero y mayo de 1996, en diferentes
localidades del Onente antioquefio, con antecedentas de la presencia de
*marcafios”, se realizaron capturas de adultos y larvas en diferentes estadios

de desarrollo.

Para la cria da larvas y las pruebas de palogenicdad se ublizd suelo
astanlizado a 121 *C durante 40 minutos, el cual fue colocado en poncheras
plasticas hondas de 0.13 m* de drea, se utilizdé una capa de suelo de 10 cm
de espesor. Todas éstas poncheras fueron perforadas en e fondo con
broca de 1.5 mm de diametro y cubiertas con anjeo pléstico para evitar la

evasion de larvas (Figura 2).



Especimenes adultos de Ph. obsolela se confinaron en jaulas, para el
proceso de copula y oviposicidon, empleando como sustrato de owviposicidn
suelo estéril. Cada dos dias se retiraron las posturas, para frasladarias a
bandejas vy cajas plasticas, de 12 cm de didmetro conteniendo suelo
esterilizado (Figura 3); dichas bandejas fueron cubiertas luego con
polipropilenc hasta la obtencién de larvas de primer instar, separando éstas
daitimas por sitho de origen. Dwurante los 15 £ 3 dias que durd el periodo
embrionario, las bandejas y cajas plasticas permanecieron cubiertas v
fueron humedecidas con agua destilada estéril, aplicada con jeringa

desachable.

Una vez cbtenidas las larvas de primer instar (L1), se colocaron 50 en cada
ponchera plastica (Figura 2), con 10 cm de capa de suelo esterilizado.
Cada ponchera fue cubierta con tapa de anjec metilico con 0,5 mm de

diametro, para evitar accion de organismos indessados.

Una vezr colocadas las larvas de primer instar uniformemente distribuidas en
el sustrato, se sembrd tfrigo previamente esterilizado en hipoclorito de sodio
al 2% durante 10 minutos, con el fin de garantizar la produccidn de raices

para la aimentacidn de las larvas (Figura 4); dicho alimento fue suministrado



FIGURA 3.

FIGUREA 4.

FIGURA 2. Ponchera pléstica con tapa de
anjeo metdlico para cria de larvas de Ph.
obsoleta,

FIGURA 3. Bandejas y cajas plisticas
para incubacién de huevos
de Ph. obsoleta .

FIGURA 4. Ponchera plistica con
cespeddn de trigo para la
alimentacion de larvas de
Ph. obsoleta .



por 28 dias, es decir, hasta que las larvas se encontraban en el segundo
instar. El trigo fue reemplazado cada vez que al ejercer una ligera fuerza

hacia afuera, el cespeddn se desprendiera facilmente.

El procedimiento de cria sé mantuvo para las larvas de segundo instar hasta
transcumdos 43 dias, cuando las larvas se encontraban iniciando el tercer
instar, disponiéndose del material adecuado para las pruebas, tanto de
patogenicidad de B. popilise , como para la evaluacidn del efecto de la

densidad de la "chisa" sobre dicha patogenicidad.

En forma paralela a la cria, se buscd larvas de primer y segundo instar de
Fh. obsolefa provenientes de diferentes localidades y cultivos del Orienta
antioquefio; su blsgqueda se efectud desde el mes de marzo hasta el 15 de
mayo de 1996; las de tercer instar se buscaron hasta septiembre 4 de 1996,
Las larvas de fueron agrupadas por instar y colocadas de a 30 por ponchera
con 10 a 15 cm de capa de suelo esterilizado; en cada ponchera se dispuso
semillas de trigo lavado en hipoclorito de sodic como se indico

antenomente,



Las larvas colectadas del campo, fueron somefidas a un periodo
cuarentenario; éste implict someter una muestra correspondiente al 10% de
los especimenes a sangrado, para diagnosticar la presencia de B, popilliae .
En todos los casos, las larvas fueron agrupadas por localidad de origen,
contenidas en las poncheras ya descritas, de cada lote de larvas, se
mantuvo un grupo de especimenes en caja plastica transparente de 12 cm

de diametro para verificar la muda caracteristica del cambio de instar.

Confirnada la identidad como Ph.obsolefa vy después del proceso
cuarentenario en casa de malla, las larvas con 20 dias de estar en tercer
instar, se consideraron adecuadas para ser empleadas en los
experimentos, fanto de la  evaluacion del efecto de diferentes
concentraciones de B. popilliae sobre las larvas de Ph.obsolefa., como para
la prueba del efecto de las densidades sobre la mortalidad de esta especie

atribuible a B. popilliae



3.2.3 Determinacion de la concentracién letal media Cls, de B. popiliae
sobre Ph. obsoleta.

Bajo condiciones de casa de malla, se evalud el efecto de las siguientes
seis concentraciones de B. popillige: 10=, 10~ 10:10",10-,10: esporas/m?,
sobre el equivalente 100 larvas/m® (13 larvas por ponchera). Se empled un
disefio de bloques completos al azar con 4 repeticiones; las observaciones
efectuadas fueron moralidad de larvas por accion de B. popilliae para la
cual, se realizaron lecturas semanales y se determind el porcentaje de
mortalidad para cada una de las semanas. El porcentaje de mortalidad de
larvas fue corregido sequn la formula de Schneider-Orelli (Bayer, 1963), asi:
P={{P"-CW100-C)}* 100 .. P'=% moralidad en cada densidad

P= % mortalidad coregida

C= % mortalidad testigos
A partir de hemolinfa de FPh. obsoleta , se procedid a estimar la
concentracion del entomopatogeno (esporas/ml) y para ello se utilizo el
hemocitometro; estimada la concentracién de 5.27 X 10= esporas/ml se
prepard una solucidn madre de 1.0 X 10+ esporas/ml, a partir de la cual vy,

por diluciones seriadas, se obtuvo la concentracion para cada tratamiento.



FIGURA 5. Estructuras tipices de B, popiline provensantes de larves de Ph. obsoleta

. BIPOTENGID
b, esporm c. oristal paraspaoral
d. cdlulas vegetativas o bastones 8. cadanas de bastones

f. B popiliae en cEporogenesis g.espora de &, lentimorbis
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Las soluciones para concentracidn de esporas, de cada una de las
repeticiones, fueron colocadas en viales y luego vertidas en un vaso plastico
desechable con capacidad de 150 mi, &l cual contenia 40 gr de frigo
previamente desinfestado. El recipiente plistico con el trigo y las esporas
fue homogenizado y lavado con agua destilada estéril, aplicada a presion
con jeringa desechable, con el fin de retirar las esporas alli dosificadas. El
trigo, asi inoculado, fue sembrado en la ponchera respectiva. A medida
gque las raices fueron consumidas por las “chisas®” se adiciont mas trigo no

inoculado con bacteria, pero si bajo las condiciones de asepsia esbozadas.

Semanalmente, se revisd el contenido de larvas, retirando las muertas, las
cuales fuercn rotuladas individualmente y refrigeradas hasta el dia siguiente

cuando se realizd el diagnostico respectivo.

Para verificar la presencia de B. popilliae se extrajo la hemolinfa de cada
una de las larvas muertas, se procedid a hacer la tincidn utilizando verde de
malaquita y safranina. Las larvas se consideraron muertas por B. popilliae
cuando se apreciaron estructuras tipicas de la bacleria, como esporangio,

esporas, cristal paraesporal y células vegetativas (Figura 5).



3. 2. 4 Efecto de |a densidad de Ph. obsoleta sobre la patogenicidad de B.
popiliae .

Bajo condiciones de casa de malla, en el C. |. "La Selva", se evalud, en un
disefic de bloques completos al azar, el efecto las diferentes densidades
poblacionales de larvas de tercer instar de Ph. obsclefa, sobre la

expresion de la patogenicidad de B. popilliae

Las inoculaciones de la bacteria se realizaron sobre densidades de
poblacion corespondientes a 30, 100, 200 y 300 larvas/m® con |la
concentracion Onica de 10 esporas/m® provenientes de Ph. obsolefa., La
metodologia de inoculacidn y determinacion del porcentaje de mortalidad

fueron iguales a lo esbozado en el numeral 3.2.3.

La informacion esquematica de este bicensayo se puede apreciar en [a

Tabla 3.



Tabla 3. Densidades larvales de Ph. obsolefa inoculadas con B. popilliae

Tratareenio lsnvasiponchera LarvasAratamasnbs
Deriidaad poblacional ] |
(Larvasim’
i 4 18
00 13 52
20 % 100
360 s 152
TOTAL 30

La variable considerada fue el nimero de larvas muertas por B. popilliae.
Semanalmente se revisd el contenido de larvas de cada una de las
poncheras . Las evaluaciones se realizaron hasta la semana 13 (82 dias)
después del establecimiento del experimento. Las larvas muertas por
semana fueron individualizadas, rotuladas y refrigeradas hasta el dia
siguiente en que se realizd la actividad de diagnostico, similar a la descrita

para el numeral 3.2.3



3.2.5 Evaluacion de medios de cultivo

Se evalud la capacidad de diferentes medios para produccidn de células
vegetativas y reproductivas de B. popilliae; para esto se empled el disefio de

blogues completos al azar, con cuatro repeticiones.

Los medios fueron: Agar Younsten, Agar J. Agar Agar, puros y en adicion
con urea, hemolinfa y agua de coco; el agua de coco iguaimente fue
evaluada como medio de cultivo puro, para un total de 13 medios de cultivo.

Para efectos practicos se numeraron los medios de cultivo de la siguiente

manera:
1. Younsten 7. Agar J - Agua de coco
2. Younsten - Urea 8. Agar J - Hemolinfa

3. Younsten - Agua de coco 9. Agar - Agar

4. Younsten - Hemolinfa 10. Agar - Agar - Urea
5. AgarJ 11. Agar - Agar - Agua de coco
6. Agar J - Urea 12. Agar - Agar - Hemaolinfa

13. Agua de coco



Los medios de cultive fueron preparados segun su composicion y
esterilizados a 121 °C |, durante 15 minutos, al cabo de los cuales se dejaron
reposar para adicionarles el antibidtico vancomicina al 0.3%. A los
tratamientos que lo requerian se adiciond hemolinfa de Ph. obsolefa, urea al
0.3% y agua de coco al 1%, la cantidad de hemolinfa adicionada al
tratamiento que asi le comespondiera fue de 0.4% en volumen.. El
tratamiento correspondiente al agua de coco no fue esterilizado para evilar
su desnaturalizacién y tampoco se le adiciond wvancomicina. Una wvez
preparados los medios, se procedid a hacer el vaciado en las respectivas

cajas petri adicionando 20 mil en cada una de ellas

Los medios de cultive contenidos en las cajas petri fueron inoculados con 0.1
mi de hemolinfa en concentracién de 1 x 10esporas/ml. La metodologia de
siembra fue en estria o en G. Una vez inoculadas las cajas fueron selladas
con polipropileno e incubadas en ambiente de anaerobiosis. A las 72 horas
después de la inoculacibn se verificd el crecimiento de B. popilliae,
evaluando tanto el aspecto macro y microscopico, El objetive de la
verificacion microscépica de los  crecimientos fue determinar la
correspondencia de la apariencia macroscopica de las colonias con la

presencia de estructuras, tanto vegetativas como reproductivas del



microorganismo. Después de cada revision, el material fue sometido de

nuevo a condicidn de anasrobiosis,

Transcumidos 10 dias se realizd el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) y la cantidad de esporas/iml producidas en cada medio. De
cada UFC se tomd una muestra con ayuda del asa, y se diluyd en 1 ml. de
agua destilada estérl, del material diluido se hizo el conteo de esporas
empleando el hemocitdmetro con la dilucidn 1 en 10, lo que permitid el factor
de diucion de 1 en 1000. Se determind ademas el tamafio promedio

ponderado de las UFC, para lo cual se estimd el tamafio segin la
abundancia relativa, donde:

n
Tamafio de UFC{mm) = Tyee, 2[No. UFCx @] -
i

@ = didmetro de UFC; i= posible tamafio de las UFC.

3.2 6 Temperatura para almacenamiento B. popilliae .

En instalaciones del Centro de Investigacion “La Selva” de CORPOICA y

siguiendo un disefio de bloques al azar con cuatro repeticiones, se evaluaron



L

cinco temperaturas diferentes para almacenamiento de esporas de B.
popilliae, a saber. -176°C (en nitrdgeno liquido), -15 °C (en congelador de
nevera convencional), 4 °C (al interior de puerta de nevera), 17 *C (a
temperatura ambiente), fodos estos en glicerol al 20% vy, a 17 °C, en agua
destilada estéril. Para todas las temperaturas evaluadas se emplearon 100
esporas/ml en el diluyente respectivo, utilizando cryoviales de 2 cc de

capacidad.

El conteo de esporas por unidad de volumen fue establecido 30 dias
después de inoculados los medios de cultivo. Se realizaron observaciones
del aspecto de las estructuras vegetativas y reproductivas. En todos los
casos |a presencia de esporas fue verificada mediante la tincién de verde de

malaquita y safranina.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FASES DE LA ENFERMEDAD LECHOSA,

De acuerdo con lo observado macro y microscopicamente cada semana en
las larvas L3 expuestas a la accién patogénica de B. popilliae, se procedit a
agrupar en cuatro fases (1 a IV) el estado de desamollo de la enfermedad

lechosa, como se discrimina en la Figura 6, asi:

FASE |

Las larvas de tercer instar con enfermedad lechosa incipiente conservan sus
caracteristicas, tanto de movilidad como de ingestion de alimento. La larva
adquiere un aspecto ligeramente opaco en su hemolinfa. Al amancar una
pata, el color de la hemolinfa que brota es ligeramente traslicido, igual que
la hemolinfa que se ve desplazar en el abdomen en vista dorsal. Al observar
la hemolinfa al microscopio, a 400 aumentos (en directo y sin tincidn), como
en tincion a 900 aumentos, se aprecian abundantes células sanguineas y
cuerpos grasos en los que hay esporas y abundantes células vegetativas

de B. popilliae; las esporas son escasas.
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FASE Il

El color de |a larva se toma un poco mas opaco a nivel de la pleura en vista
dorsal y lateral; se hace evidente el cambio de tonalidad de la hemolinfa a
medida que se mueve, con & color del contenido intestinal; la hemolinfa llega
en ocasiones a cubrir totaimente el color termoso del contenido intestinal. Al
desprender una pata, se nota que la hemolinfa tiene esa tonalidad opaca
que le confiere B. popilfiae. Al observar al microscopio un extendido de la
hemolinfa a 100X, se aprecia una reduccion en la cantidad de células
sanguineas e incremenio en la abundancia de esporas de B. popilias;
ademas es notoria la abundancia de bastones en cadena y en diferentes
estados de esporogénesis. Las larvas conservan su  apariencia
macroscopica de moviidad y voracidad, el color de las patas es

caracteristico de las larvas sanas.

FASE lll

El color de |a larva es totalmente blanco, con una tonalidad que difiere del
color crema que caracteriza las larvas sanas. Sin embargo, no puede
asumirse que todas las “chisas™ con color blanco padecen la enfermedad

lechosa.



En las larvas de Ph. obsolefa con enfermedad lechosa, el color de las
extremidades es totalmente blanco y no se diferencia el contenido intestinal,
vistas desde cualquier angulo. En los lébulos pleurales, se aprecia la
tonalidad del blanco caracteristico de las larvas de Ph. obsoleta infectadas
por B. popillias. En cualquier parte del excesqueleto en que se haga
puncidn y se permita la salida de hemolinfa, ésta serd de un color blanco,

diferente al opaco que caracteriza a las larvas en la fasa |l ya descrta.

Las larvas en esta fase de la enfermedad han reducido su consumo de
alimento, no regurgitan y de hacerlo sera una sustancia blanca y no oscura,
sefial de que la hemolinfa esta totalmente invadida y en contacto con el
contenido intestinal.

Las larvas de Ph. obsoleta en fase |ll conservan el movimiento de sus
extremidades pero su desplazamiento se torna un poco mas pesado de lo
habitual.

En estas larvas, con estado de la enfermedad en fase lll, colocadas
lateralmente sobre una superficie, la hemolinfa se sedimenta de una manera
caracteristica; el sedimento se hace evidente y al colocar la larva sobre el

otro lado, de inmediato las particulas que conformaban el sedimento



empiezan a desplazarse hacia la nueva posicion. Las larvas en esta fase
dan una sensacién térmica de “frias al tacto”, sensacion que no se consigue

en larvas saludables.

Al hacer un extendido y tincion de hemolinfa de la larva que se considere
esté en esta fase, se observa que la cantidad de esporas sera tal que no se
hacen presentes las células sanguineas como si son evidentes en las fases
| y Il de la enfermedad. La cantidad de esporas estimadas para una larva en
esta fase de la enfermedad es de 5.37 x 10" esporas/ml de hemolinfa. En
esta fase las células vegetativas no estan presentes; todo campo que
aparece al microscopio estard dominado por abundantes esporas; los

cuerpos grasos estan ausentes en su totalidad. La larva adn esta viva.

FASE IV

Estando la larva en fase |l con el color blanco caracteristico, asi como con la
produccidn de sedimento y, conservando aldn movimiento, sufre un
dramético cambio de color de blanco a pardo, se hinchan y mueren. La
larva en fase IV se caracteriza entonces por el pardeamiento, eventualmente
la hinchazén y susceptibilidad a vaciade con el mas leve contacto. No

obstante, las larvas muertas por B. popilise pueden adquirir distintas



caracteristicas, una es hinchazén de la totalidad del cuerpo, que puede llegar
a incrementar en cerca del 40% su volumen habitual; también puaden llagar
a adquirir distintas tonalidades como un color rosado rojizo y por Glitimo la
larva se pardea totalmente. En el campo es dificil encontrarlas en esta fase,
pues la larva se vacia totalmente, aglomerando las particulas del suelo que
la rodean. En condiciones de casa de malla es posible encontrar ese
aglomerado de particulas de suelo compactado alrededor de la larva

vaciada.

Las larvas diagnosticadas, presentan equilibric en abundancia de las
diferentes células tanto vegetativas como reproductivas. En esta fase es
frecuente encontrar distintos tipos de células vegetativas en el proceso de

esporogenesis; esto se evidencia con la tincidn de verde de malaquita.



4. 2 CONCENTRACION LETAL MEDIA DE B. popilliae

SOBRE  Ph. obsoleta.

Mediante analisis Probit se determind que la concentracién de B. popilliae
requerida para matar al 50% (CL, )de las larvas de Ph. obsoleta fue de 10°°
esporas/m?, de acuerdo con el siguiente analisis:

Y = a+bx; siendo Y = Probit(Py) = Probit (P,,) =5

x = concentracion de 8 popilfiae.
la linea estimada es:
Y= 3.788277 + 0.177710x
haciendo Y = 5, dado que Probit (Py) = 5
Probit (Pys) =5,
Hallamos x=6.8185414,
entonces Cls = 10wrme

En la Figura 7, se observa la construccién de la regresion lineal simple que
expresa el comportamiento de la mortalidad de Ph. obsolefa causada por las

concentraciones de B. popillise a través del tiempo (semanas).



En la misma figura, proyectando ortogonalmente al eje X, se estimd el tiempo
que debid transcurrir para matar al 50% de las larvas expuestas (Tls) a la
concentracion de 10" esporas/m?, el cual fue de aproximadamente 12

semanas (75 dias).
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FIGURA 7. Mortalidad de Fh. obsoleta, expresada en curvas logaritmicas,
causadas por B. popiliae
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En la Figura 8 también puede estimarse graficamente el TlLs para las
diferentes concentraciones evaluadas; obsérvese que el Tl
correspondiente a 10" esporas/im® (Cls), fue el de aproximadamente 12

samanas.
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FIGURA B. Concentracion letal media ClLs, de B. popilliae sobre Ph.
obsoleta



Analizando los resultados, se aprecia como B. popillise ftiene una accién
lenta sobre Ph. obsoleta . Aunque las mortalidades se presentan desde los 7
dias después de inoculado, solo se alcanza el 50% de mortalidad alrededor
de los B2 dias para la mayoria de las concentraciones (Anexo 1). No
obstante, en los reconocimientos de enemigos naturales de las "chisas®
realizados en el Oriente antiogquefio (Londofio vy Pérez, 1994) se ha visto que
B. popifiae aporta mas del 50% de las moralidades en estos insectos. Es
pasible que algunos factores de clima estén afectando el crecimiento del
microorganismo, su multiplicacién o modo de accidn y por ello el proceso
infectivo sea lento en las condiciones locales. No obstante, siendo B.
popiliae un microorganismo gue pesa tanto en el control natural de esta
especie es de interés considerarlo dentro de las alternativas de manejo de
“chisa”, teniendo en cuenta el tiempo que tarda en expresar su accion
patogénica. Es de interés también conocer qué condiciones pueden acelerar
el proceso infectivo, por lo que podria medirse el efecto de las condiciones
climaticas, asi como el de la adicion de cal, materia organica, fedilizantes, y
ofros microorganismos entomopatdgenos, etc., al suelo. De igual manera,

sefia importante comparar diferentes meétodos de inoculacidn de B. popilliae .



4. 3 EFECTO DE LA DENSIDAD DE Ph. obsoleta SOBRE

LA PATOGENICIDAD DE B. popilliae .

El efecto de la densidad poblacional de Ph. obsoleta sobre la manifestacion
de la mortalidad a causa de B. popiliae se midid en un total de 320 larvas.
Desde los primeros 7 dias, después de la inoculacion (DDI) empieza a
presentarse la moralidad en las diferentes densidades poblacionales,
excepto cuando se tuvo el equivalente a 30 larvas/m®, no obstante las
mortalidades estin entre 3 - 13% para esta época, ascienden al rango entre

19 - 60% a los 55 dias y a un rango entre 48 - 87% a los 82 dias (Anexo 2).

Observando la tendencia general (Figura 8), el mayor niomero de larvas
muertas se presenta en la densidad 300 larvas/m®, siendo este numero

decreciente en relacion directa cuando disminuye la densidad.

En la figura 10, construida con los porcentajes de mortalidad respectivos
para cada densidad, se aprecia una tendencia similar, excepto con la
densidad 30 larvas/m?, la cual se sale del patrén general, alrededor de los 35

dias. En la misma figura se puede ver como el 50 % de mortalidad se
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FIGURA 9. Larvas de Ph. obsoleta en diferentes densidades muertas por B. popilliae



MORTALIDAD [%}

TIEMPO (DIAS)

FIGURA 10. Efecto de la densidad de Ph. obsoleta sobre la mortalidad producida por B. popilliae

Densidades
Larvas/m?



consigue primero con la densidad 300 larvas/m®, aproximadamente a los 45

dias.

Mediante la confruccion de tablas de contingencia, se verificd que la
mortalidad obtenida con cada tratamiento fue debida a B. popiliae (Anexo
3), con una probabilidad de acierto del 99.9%. Sin embargo, al comparar
estadisticamente las mortalidades conseguidas con las distintas densidades
poblacionales, mediante la prueba de Rangos de Friedman, se aprecia que
no hay evidencia de que la densidad tenga un efecto sobre la manifestacion

de la mortalidad a causa de 8. popiliae (Tabla 4).

TABLA 4. Porcentaje de mortalided en diferentes densidades poblacionales
da Ph. obsolefa causada por B popilae 82 DDI (174C, H. R. T8%).
C.l.La Salva 1958,

Mortalidad (%)
Densiiad Hloques TR d
{larvasim?) | I i v
300 TOE B4 1 81.1 BRI 14
30 88.7 68.7 100 100 115 25ns
200 66.7 BO.9 B0.9 BST 85 30ns
100 70.0 . 56,9 10.0 8 1.5ns

Z 2
DMS =4 X =54B<X =782, Cv=21%



Cualquier diferencia expresada enire ftratamientos se debe al azar
Respuestas similares a este tipo de comportamiento han sido mencionadas
en la lteratura para las especies Maladera casfanea, P. japonica y A
Oriantalis. Hanula y Andreadis (1988), determinaron que la tasa de
infeccion por B. popilliae no estuvo corelacionada con la densidad larval
para las especies referidas. En estos términos, los resultados obtenidos
difieren de los encontrados por White y Dutky (1940), Polivka (1956), Wamen
y Potter (1883), quienes argumentan que a bajas densidades larvales de P.
faponica es dificill encontrar la enfermedad lechosa, mientras que la
incidencia de enfermedad aumenta rapidamente a medida que crece la

poblacion del hospedero.

Teniendo en cuenta la variabilidad de los datos (CV = 21%), es posible que
aumentando el nimero de repeticiones se pueda dilucidar mejor el efecto de
las densidades, especialmente en lo referente a 30 larvas/m®, densidad a la
que solo le coresponde 4 larvas por ponchera; esto es, una sola larva
sensibiliza el 25 % de la mortalidad en dicho tratamiento (Tabla 5). Es
posible también, que mediante la adicién de mas densidades poblacionales

intermedias y superiores a las evaluadas en este trabajo, pueda precisarse la



tendencia que explique la respuesta de distintas poblaciones de laplaga a la
accion de la bacteria.

TABLA 5 Porcentaje de mortalidad comeghda, segin Bayer, 1963, causada por B popilae en
diferentas danskdades lanvales de Ph. obsoleta (17 °C, TB% H. R.). C. L. La Salva. 1866,

Densidades M Mortalidad (%) DO
(larvasim’)
7 55 82

30 16 ] 3255 B1.25
100 52 3B 19.2 423
200 100 12.0 36.0 A5
200 152 13.1 584 6a8.2

N= Unidades experimentales

4. 4 EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO
Se evalud la capacidad de 13 medios de cultivo para permitir la proliferacion
bajo condiciones de laboratorio, de B. popilliae mediante la formacion de

colonias (UFC) y el respectivo conteo de esporas 18 DDI.

Los 13 medios de cultivo se compararon, mediante la prueba chi cuadrado
(X¥), con un coeficiente de confianza de 0.99 y 12 grados de libertad y, la

prueba de Rangos de Friedman. Eltamafio de las UFC fue superior en el
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medio Younsten - hemolinfa (4), seguido por el medio Younsten solo (1)
(Tabla 6), del cual se diferencia estadisticamente. Lo anterior permite ver la

importancia de [a hemolinfa como sustrato natural,

Tabla 8 Diamatro (mm) de las UFC de B popifas en diferantes medios de cultivo 18 DM (24 8 *C,
H. R. 78%, N=4). C.|. Tulic Ospina 1006,

Diidrmalrn (Aren)
Biooues.
Madic de Cultiv 1 n i W TRi Diferencias

4 287 zar 20 15 =00

1 1.08 os 1.3 20 S5 a5
a 1] 2 1.08 15 o 5
4 1.0F or 1,16 0 x 2
3 1.08 1.0 (]~ <] am x o
L] 1] (a1} 1.8 o = &
5 15 u] 4] 13 = o
¥ 1.0 ] 1 o5 iTs 15
12 v} 1] 1 o 19 as
] o 0 Lt 1] 145 45
1a a a a o 145 o
i1 4] o a o 145 1]
13 v] o 1] o 145 1]

DMS=4 X*=288 OGL= 12 a=001
4>1>B=2=3>6=5=7>12>9=10=11=13

* diferencia significativa



Los tamafios de colonia de B. popilise que se consiguen con el medio
Younsten adicionado con hemolinfa de Ph. obsoleta, oscilan entre 15 - 2.9
mm. En los medios con base en Agar - Agar, se da un crecimiento nulo de
B. popilliae, con una incipiente formacitn de colonias cuando es adicionado
con hemolinfa (Tabla 6). Crecimientos de colonia intermedios se pueden

conseguir con los medios basados en Agar J.

Mediante la prueba de Chi cuadrado (X7), y la de Rangos de Friedman, con
coeficiente de confianza del 99% y 12 grados de libertad, se pudo comprobar
gue el medio Younsten - Hemolinfa permite el mejor crecimientio de colonias
de B. popiliae, seguido estadisticamente por el medio Younsten solo. Vale
la pana destacar como la adicion de hemolinfa al medio Agar J, le confiere
propiedades que permiten una formacién de colonias con crecimiento
aceptable, aunque el tamafio de dichas UFC sea estadisticamente menor

que las UFC obtenidas en los 2 medics anteriormente descritos.

La adicidn de Urea o Agua de coco al medic Younsten, no estimula el
crecimiento de la bacteria y por el contrario, & medio solo, sigue siendo

superior. Similar situacién ocurre con el agar J en el que la adicion de urea



0 agua de coco no permite superar el tamafio de las UFC obtenidas en al
Agar J solo. Los medios con base en Agar - Agar no parecen satisfacer los
requerimientos nutricionales de B. popilliae, alin adicionados con hemolinfa.

De acuerdo con estos resultados el mejor medio de cultivo para la
produccién de colonias B. popifiae @5 Younsten el cual puede ser
mejorado con la adicién de Hemolinfa de Ph. obsolefa, consiguiéndose
entonces tamafios de UFC superiores. Este medio puede ser sustituido con
Agar J, pero adicionado con hemolinfa, aunque el tamafio de UFC

conseguido en aste ultimo pueda ser menor.

Si se compara esta variable con el nimero de colonias formadas en cada
medio de cultivo, puede verse como los medios basados en Younsten (solo o
adicionado), permiten la mayor formacién de colonias. En dichos medios, el
promedio de UFC es creciente &n &l tiempo con un aumento mas acentuado
en el perffjodo comprendido entre los 10 y 18 dias. A parlir de este momento,
la pendiente de la linea que indica la tendencia disminuye. Es interesante
anotar que a partir de los 18 DDI las colonias de B, popilliae tienden a unirse,
lo cual se refleja en una “aparente” disminucién en el nimero de UFC (Figura

11).



FIGURA 11. Promedio de UFC producidas por B. popilliae en diferentes medios de cultivo
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Al hacer comparaciones estadisticas, mediante los rangos de Friedman, los
medios basados en Younsten son iguales entre si pero se diferencian del
resto de los medios evaluados en témminos de UFC producidas (Anexo 4).

Los medios basados en Younsten, en general, permiten la mayor produccién
de esporas de B. popilliae y son seguidos por los medios con base en Agar
J. En los medios con base en Agar - Agar la esporulacion es nula, salvo
cuando son adicionados con hemolinfa, caso en el cual se presenta una
pobre e inconsistente produccidn de esporas (Tabla 7). En Agua de coco

tampoco se presenta esporulacion.

El medio Younsten solo permite una produccién de 4.15 x 10* esporasiml,
seguido por el medio Younsten - Hemolina con 3.83 x 10 *, el medio Agar J
solo, produce 1.38 x 10 * esporas/mi, en tanto que si se adiciona con urea se
aumenta a 3.35 x 10° esporas/ml. El medio Agar J - Hemolinfa, presentd
muy baja produccién con 0.63 x 10 *. El medio Agar J adicionado con agua
de coco y Agar - Agar adicionado con Hemolina producen sclo 0.38 x 10*
esporas/ml, cada .unu. El medio Agar - Agar solo y adicionado con urea o
con agua de coco no dieron lugar a la produccion de esporas; lo mismo que

el medio compuesto solamente con agua de coco (Figurai2)
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TABLA 7. Canlidad de esporas de B, popiliae (UFC) producidas en 13 medios de cultivo 18

DDl (24.8 °C, H. R. 78%, N=4). C. |. Tulio Ospina . 1996

urFc
Blogues
[ Tl ][] v TRi d
4 3.5 3.7 3.6 4.5 47.0
M 1 3.0 4.0 6.0 3.6 47.0 0
E 2 4.8 4.1 1.7 3.8 46.5 0.5
lé'l 3 3.0 2.1 4.0 3.0 41.5 o*
S 6 2.0 2.9 2.8 2.1 37.5 4*
D 5 20 1.0 0.5 20 29.0 as5*
c B8 05 1.0 0.5 0.4 27.0 2
C 7 0.5 0 1.0 0 20.5 6.5*
lI:-_I 12 0 0 1.5 0 18.0 25
-lr o 0 0 0 0 12.5 5.5%
E 10 0 0 0 0] 12.5 o
11 0 0 0 o 12.5 0
13 0 0 0 0 12.5 0

3

x

r

= 408 = X*=3291, Gl12 ;

a = 0.001,DMS=4

4=1=2=3>6>5>8=7>12=9>10=11=13



Al hacer comparaciones estadisticas entre los diferentes medios, usando la
prueba de rangos de Friedman, se observa como los medios con base an
Younsten permiten una mejor condicion para el crecimiento y desarrollo de la
bacteria, lo cual se expresa tanto en el tamafo de las UFC como en la
produccitén de esporas (Figura 12). Sinembargo, en términos exclusivos de
produccién de esporas, no se diferencian los medios Younsten solo, con los

adicionados con hemolinfa y urea.

La adicion de agua de coco parece deteriorar el medio, ya que la produccion
de esporas en éste, es estadisticamente inferior a los anteriormente

relacionados.

El medio Agar J por el conirario, se ve favorecido por la urea para la
produccién de esporas, cuando se le compara con el medio solo, o

adicionado con agua de coco o hemolinfa.

Es entonces consistente, que el mejor medio dentro de los evaluados para
producir in vifro B, popilliae , sea con base en Younsten, solo o adicionado

con hemolinfa de Ph. obsolela .
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Los resultados obtenidos permiten afirmar que la produccién de esporas por
B. popilliae , depende de las caracteristicas nutritivas del medio de cultivo
(Stahly y Klein, 1992). Este hecho, unido a las caracteristicas de virulencia
que tienden a perderse en los medios de cultivo, restringen el uso
generalizado de éstos para [a multiplicacion de la bacteria (Stahly y Klein,

1992; Warren y Potter, 1983).

La informacién generado solo cuantifica la produccion de esporas de cada
medio, siendo importante ajustarla con la evaluacion de la patogenicidad de
las esporas de B. popilliae producidas in vitro sobre Ph. Obsoleta, Ademas
debe indagarse sobre el nimeroc de repiques o generaciones que pueden
producirse en un medio de cultive, cuantificando la patogenicidad lograda

con cada uno.

4.5 CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO DE B. popilliae

Las condiciones de almacenamienlo de B. popiliae  mostraron una

diferencia altamente significativa para los distintos tratamientos (o« = 0.0001)

y para las repeticiones (x=0.0455) (Tabla 8 y Anexo 5).



TABLA 8 Concentracion de esporas/iml de B. popilise almacenadas a

distintas temperaturas ( H. R 78%, N=4). C. |. La Selva 1956.

Fapaticiones 1x10°
Tratarmientos i ] i W Total Media
4°C 1.18 1.02 1.25 1.18 a1 115a
178 C 1.15 1.00 1.14 1.11 4.40 112a
17 +C 1.02 1.01 1.05 1.03 4.1 1026
17 *C Agua 0.85 DoEd 0,55 0.89 364 08 e
A5'C 0.87 0 &6 0 & 0.8 1 55 088c
Total 5.15 4 84 53 5.28 20 56
Media 1.03 0.87 1.08 1.08 1.03

Con apoyo en la prueba de comparacion de medias de Duncan (o = 0.05)
sa afirma que después de 30 dias, el tratamiento de almacenamiento de
esporas en glicerol, en nitrdgeno liquido (-176 *C) es estadisticamente igual
al tratamiento de preservacion de esporas a 4 °C en puerta de nevera, con
concentraciones de 1,12 x 10° y 1.15 x 10® esporas/ml, respectivamente,
comparado con la concentracidn inicial de esporas almacenadas (10°
esporas/mil).

El tratamiento de almacenamiento de B. popilliae en glicerol a temperatura

ambiente, 17 °C, difiere en su media con los demas tratamientos (o = 0.05);



la cantidad de células reproductivas contadas para este medio fue de 1.02 X
10" esporas/ml. E! almacenamiento en glicerol, en congelador de nevera, a
-15 *C, fue estadisticamente igual al de la dilucion de esporas en agua
destilada estéril. En estas dos ulimas condiciones de almacenamiento se
disminuyé la cantidad de esporas a 0.83 X 10° y 0.80 X10° esporas/mi,

respectivamente.

Desde el punio de vista practico, preservar esporas de B. popiliae |
proveniente de Ph. obsolela es mas conveniente en glicerol al 20%
dispuesto en puerta de nevera a 4 *C. Las condiciones de almacenamiento,
en este mismo solvente, en congelador de nevera a -15 *C y en agua
destilada estéril, a 17 “C, afectan la carga de esporas, asi como las
caracteristicas fisicas, aglomerando las esporas y causandoles dafios

mecanicos.

Seria interesante determinar, a través del tiempo, la viabilidad y el
comportamiento de diferentes caracteristicas del entomopatogeno,

preservado en las condiciones descritas anteriormente.



CONCLUSIONES

Para las condiciones propias de esta investigacion y con base en la

metodologia planteada se pudo llegar a las siguientes conclusiones:

La bacteria Bacillus popilliae proveniente de Phyllophaga obsoleta causa
mortalidad sobre larvas sanas de esta especie, cuando se inocula sobre

semilla de trigo.

La mortalidad de Ph. obsoleta por enfermedad lechosa se caracteriza en
cuatro fases. Esta informacidn es de importancia en el proceso de
industrializacion del entomopatégenc y para futuros procesos de
investigacion, sabiendo que la fase Il 6 Il son de mayor ideoneidad en la

obtencion de indculo para esos procesos.
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B. popiliae, es un importante agente de control
bioldgico de Ph. obsoleta, predominante en el complejo
de "chisas" del Oriente antioqueno, por esto se hace
necesario emprender acciones que permitan incluir la
bacteria en un paguete de recomendaciones para el

manejo infegrado de estos insectos.

B. popiliae proveniente de Ph. obsoleta del Oriente
antioqueno se multiplica in vifro, hecho que permite
aumentar el inoculo inicial encontradoen el campo.
Este hallazgo es de importancia, pues hace posible la
utilizacion de este importante entomopatégeno como

alternativa en programas de manejo integrado de chisas

B. popilice agente causal de la enfermedad lechosa,
puede ser almacenada a corto plazo, bajo condiciones
artesanales, y ufilizada por los agricultores como un

insumo en la actividad productiva.
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AMEXD 1. PORCENTAJE DE MORTALIDAD ACLRMULADSA  CALISADA POR

DIFERENTES

CONMCENTRACIONES DE 8. popiise  SOBRE LARVAS DE Ph. obsolsla (W=52, 17°C, H. R. TE%),

Concaniracion (esporasim®) Mortalidad Ajustadal®) DODI
7 &5 B2
wr 0 24 42 4278
il 403 32,80 55.09
10 408 34T 55,00
' ] 50,85 87.5
10* 15.1 3474 5013
10" 505 26.54 44.80

ANEXD 2. PORCENTAJE DE MORTALIDAD (ACUMULADR), CAUSADS POR Bpopitess SOBRE

DIFERENTES DENSIDADES LARVALES DE Phobsoista (17 "C, H. R. TB%).

Densidudes M
flarvasim) Mortalidad (%) DD
) 55 B2
30 18 o 3255 81.25
105 52 a8 1982 423
200 100 120 B0 a5
300 152 131 5H.4 B2.8

M = Unidades Experimentales




AMNEXO 3. TABLAS DE COMTINGENCIA RESUBAIDAS PARA EL EFECTD DE LA DENSIDAD
DE Ph. ohsolets SOBRE LA PATOGENICIDAD DE B. popillise (17 °C, H. R. 7T8%, GL = 1),

Crensadad i Waiar

Categoria de Mortalidad de X'  Probabiltsd

Muarios
Total
Dbservado  Esparsdo.  Ubservado  ESperado

30 0 B0
30 Testigo 55 15 L 1.0 s 16 982 001 NS
100 42 1.0
100 53 52 470 o 5.0 52 B86 001 NS
Testigo
200 61 38,
200 55 57 no 1 2 100 370 0001 °
Yout
300 69 83
300 B e 0.0 3 430 152 1022 0001 °
Testigo
30 20 140
30 Testigo 82 15 8.5 10 75 16 1807  0.001°
100 4 250
100 82 45 38.0 10 140 52 248  0.001°
Testigo
200 M L]
200 82 8.0 625 4 385 100 603 0000
Tealigo
300 a2 110
300 B2 148 5.0 4 570 152 154 0.001 *

Testigo




ANEXD 4. NUMERD DE UFC OE B. popiise EM DIFERENTES MEDIOS DE CULTMNVG, 18 DOH (M=4,

24°C, H. R TB%).
iw
Medic de cultiva Repeticiones Media TRi d
I ] n W
F] [} B4 120 B0 B925 45
1 120 40 70 20 B2.5 465 28
3 0 40 40 35 3725 a 15
4 20 30 78 30 172 425 15
B 0 2 [ 17 825 » 145"
7 10 li] a3 ;] 1525 T 1
B 0 15 5 0 5.0 n 4
5 5 0 0 10 ars 25 05
12 0 0 30 0 75 1.5 1
] 0 0 i 0 0 145 ™
10 0 0 0 0 0 145 ]
1" 0 0 0 0 0 145 0
13 [ [ o o 0 145 0
DMS=4; Xi=328; = {a = 0.008)
Z=inindxEuTriuS5=12>0n10=11=13
ANEXD 5. ANALISIS DE VARIACION DE LAS ESPORAS/TI DE B popiise CONSERVADAS EN
CIFERENTES TEMPERATURAS DE ALMACEMAMIENTO (M=20).
Fuenie de Vanacian SC Gl M FC O
Tio, por Blogue 216838 65 7 3057685 1268 o001 -
Error 28304.30 12 244205
Total 24614295 19
Tratameents 1903277 4 4T581.93 18,48 0.0001*
Bloque 26510.05 3 BA3E 09 82 0.0455 *

CA=481%



