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1 met a traveller from an antique land
Who said: Two vast and trunkless legs of stone
Stand in the desert. Near them, on the sand,
Half sunk, a shattered visage lies, whose frown,
And wrinkled lip, and sneer of cold command,
Tell that its sculptor well those passions read
Which yet survive, stamped on these lifeless things,
The hand that mocked them and the heart that fed.
And on the pedestal these words appear:
"My name is Ozymandias, king of kings:
Look on my works, ye Mighty, jand despair!"
Nothing beside remains. Round the decay
Of that colossal wreck, boundless and bare

The lone and level sands stretch far away’

Percy Bysshe Shelley. 1818
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Capitulo 2: Efectos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y dos IX

extractos vegetales sobre habitos depredadores de Geaolelaps aculeifer.

Resumen

Efectos de Metarhizium anisopliae (Fungi: Clavicipitaceae), Beauveria bassiana
(Fungi: Cordycipitaceae) y dos extractos vegetales en Gaeolaelaps aculeifer
(Mesostigmata: Laelapidae)

Frankliniella occidentalis es una plaga importante en multiples cultivos en los que se
incluye flores de corte; esto ha obligado a utilizar diferentes herramientas de manejo como
Agentes de Control Bioldgico y extractos vegetales. Hongos como Metarhizium anisopliae
y Beauveria bassiana son usados en el control de F. occidentalis, no obstante, falta
informacion sobre la viabilidad de uso de manera conjunta con algunas especies de acaros
depredadores de la plaga. Gaeolaelaps aculeifer es un acaro depredador que consume
pupas de F. occidentalis. El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto
de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y dos extractos vegetales sobre G.
aculeifer. Se realizaron pruebas de mortalidad en laboratorio por contacto directo y
superficie tratada sobre G. aculeifer y estados pupales de F. occidentalis. De igual forma,
se realizaron pruebas de mortalidad por ingestién y pruebas para evaluar el cambio en la
tasa de consumo de presas tratadas. Finalmente, se realizaron pruebas en condiciones
de invernadero para evaluar tres momentos diferentes de liberacion (antes, en paralelo y
después) de G. aculeifer. Se evaluaron frecuencias de aplicacién de tratamientos de
manera semanal y quincenal. Los resultados obtenidos mostraron valores de mortalidad
menores al 20% por superficie tratada para los estadios méviles de G. aculeifer para la
mayoria de los tratamientos. Por contacto directo, se encontraron valores menores al 50%
para los tratamientos de hongos entomopatégenos. En cuanto a los efectos relacionados
con el consumo de presas tratadas de F. occidentalis, se encontré que los extractos
vegetales causaron cambios en la tasa de consumo. En cuanto a muerte por ingestion de
presas de F. occidentalis tratadas, se encontraron valores mas altos en los tratamientos
de extracto de Azaridactha indica y Ruta graveolens con valores de P= 0,39 £ 0,15y P=
0,31 + 0,12. Respecto a las pruebas que buscaron evaluar el establecimiento y densidad
poblacional de G. aculeifer, se encontré6 que el momento de liberaciéon no fue un factor

influyente. Se encontr6 una mejor respuesta cuando se aplicaron los tratamientos de



manera quincenal en vez de semanal. Se concluye que las cepas de los hongos
entomopatégenos evaluados y los extractos vegetales pueden ser considerados
compatibles con G. aculeifer. Palabras clave: Agentes de Control Bioldgico, Azaridactha

indica, Compatibilidad, Hongos Entomopatdgenos, Ruta graveolens.
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extractos vegetales sobre habitos depredadores de Geaolelaps aculeifer.

Abstract

Effects of Metarhizium anisopliae (Fungi: Clavicipitaceae), Beauveria bassiana
(Fungi: Cordycipitaceae) and two plant in Gaeolaelaps aculeifer (Mesostigmata:
Laelapidae)

Frankliniella occidentalis is an important pest in multiple crops, including cut flowers.
Because of this, the use of different management tools, such as Biological Control Agents
and plant extracts, has become mandatory. However, information on the feasibility of the
joint use of these tools is still scarce. Gaeolaelaps aculeifer is a promising predatory mite
to control F. occidentalis since it consumes its pupae. The objective of this study was to
evaluate the effect of the use of Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, and two plant
extracts on G. aculeifer. Mortality tests of G. aculeifer and pupal stages of F. occidentalis
were carried out by direct contact and surface treatment under laboratory conditions.
Mortality trials by ingestion and tests to evaluate the change in the consumption rate of
treated prey were also carried out. Finally, tests under greenhouse conditions were
performed to evaluate three different moments of G. aculeifer release (before, during, and
after). The frequencies of treatment application were assessed on a weekly and fortnightly
basis. The results showed mortality values of less than 20% per treated surface for the
mobile stages of G. aculeifer for most of the treatments. Values lower than 50% were found
for the treatments of direct contact with entomopathogenic fungi. It was observed that the
plant extracts caused changes in the consumption rate of treated F. occidentalis prey.
Regarding death by ingestion of treated F. occidentalis prey, higher values were found in
the treatments with Azaridactha indica and Ruta graveolens extracts with values of P=0.39
+0.15and P=0.31 + 0.12, respectively. The tests that sought to evaluate the establishment
and population density of G. aculeifer showed that the time of release was not an influential
factor. A better response was found when the treatments were applied fortnightly instead
of on a weekly basis. It can be concluded that the evaluated strains of entomopathogenic

fungi and plant extracts can be considered compatible with G. aculeifer.



Keywords: Azaridactha indica, Biological Control Agents, Compatibility,
Entomopathogenic Fungi, Ruta graveolens.
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Introduccioén

Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) es un insecto considerado
plaga en multiples sistemas de cultivo a nivel mundial (Tommasini & Maini, 1995). Este
insecto afecta a varias familias de plantas en las que se encuentran varias especies
ornamentales, las cuales son ampliamente comercializadas y exportadas desde Colombia
a mas de 100 paises destino (Lievano, 2021). Esta especie se encuentra en la categoria
de plaga por mdltiples razones: el héabito en la alimentacion de F. occidentalis genera
lesiones fisicas a nivel de tejidos, ocasionando deterioro en las flores y follajes de corte
exportados, lo cual no es aceptable en productos donde el valor estético es lo mas
importante (Chisholm & Lewis, 1971); las hembras ovipositan en el tejido vegetal, y las
larvas y adultos méviles se desarrollan sobre el follaje y érganos florales causando dafio
directo por sus procesos de alimentacién y excrecion (Mujica et al., 2007); es un artropodo
plaga reportado en eventos de interceptacion recurrentemente en los paises destino,
generando pérdidas econdémicas por devoluciones y destruccion de cargamentos (Molina
et al., 2021); paralelamente en algunos casos, es vector de diferentes virus que afectan

varias especies de plantas cultivadas (He et al., 2020).

El ciclo de vida de F. occidentalis se lleva en dos lugares: uno en suelo en donde se
encuentran frecuentemente los estados pupales y otra en la arquitectura aérea de la planta,
donde se desarrollan huevos, larvas y adultos (McDonald et al., 1998).Teniendo en cuenta
la biologia y la distribucion de los diferentes estados de desarrollo de F. occidentalis en la
planta y en el suelo, la estrategia mas comun en el control de la plaga es el uso de
moléculas de sintesis quimica con el objetivo de reducir las poblaciones de los trips en los

sistemas de cultivo en la parte aérea (Chung et al., 2000).

El uso recurrente del control quimico como herramienta Unica para el control de F.
occidentalis ha generado seleccion de poblaciones resistentes a las moléculas de sintesis
guimica como piretroides, neonicotinoides, carbamatos, organofosforados, fenilpirazoles,

spinosines y diamidas antranilicas, entre otros (Adesanya et al., 2020).
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vegetales sobre Gaeolaelaps aculeifer.

Con el objetivo de minimizar los riesgos asociados al desarrollo de poblaciones resistentes
y apuntando a un menor impacto en el medio ambiente, se ha optado por el uso de otras
alternativas complementarias y compatibles con técnicas de aspersién de productos de
sintesis quimica. El uso de metabolitos secundarios limonoides como la azaridactina
extraidos de Azaridactha indica (Thoeming & Poehling, 2006), y extractos vegetales de
plantas de las familias Rutaceae, Liliaceae y Solanaceae constituyen una estrategia soélida
y con efectos de control sobre la plaga que pueden ser incluidos en programas de
fitosanidad de cultivos de especies ornamentales (Stepanycheva et al.,, 2018). Estos
vegetales tienen efectos probados y estudiados sobre especies de trips (Vinaches, 2021).
Algunos metabolitos secundarios no esenciales para las plantas tienen efecto sobre
diferentes estados de desarrollo de trips que van desde alteraciones en su comportamiento
(Marroquin, 2015), biologia de la reproduccion (Sulqui, 2022) e incluso causando la muerte
de individuos (Golmohammadi & Mohammadipour, 2015).

Respecto a la implementacion y uso de control biolégico, investigaciones a nivel mundial y
regional destacan principalmente el uso de entomopatégenos y artropodos depredadores
como una alternativa promisoria dirigida al control de F. occidentalis y otras especies de
trips (Blaeser et al., 2004). Actualmente, se usan algunas cepas de hongos
entomopatdégenos como Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin (Fungi:
Clavicipitaceae) y Beauveria bassiana (Bals y vuils) (Fungi: Cordycipitaceae), los cuales
tienen patogenicicidad sobre larvas, estados pupales y adultos (Kivett, 2015). La eficacia
y virulencia de estos entomopatdgenos depende de la cepa y condiciones ecolégicas

propias de la interaccion del entomopatégeno con la plaga (Mellin—Rosas et al., 2016).

Adicionalmente, ciertas especies de artropodos como insectos y acaros son controladores
naturales de F. occidentalis (Blaeser et al., 2004). En el caso de insectos, coledpteros de
la familia Staphylinidae (Cloyd, 2019) y hemipteros de la familia Anthocoridae,
especialmente del género Orius, son ampliamente reportados como depredadores
naturales (Dissevelt et al., 1995). En cuanto a acaros, especies de las familias Erythraeidae
(Acari: Trombidiformes) (Mufioz-Cardenas et al., 2014), Laelapidae (Acari: Mesostigmata)
(Berndt et al., 2004), Machrochelidae (Acari: Mesostigmata) (Messelink & van Holstein- Saj
2008), Parasitidae (Acari: Mesostigmata) (Rueda-Ramirez et al., 2019) y Phytoseiidae
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(Acari: Mesostigmata) (Shipp & Whitfield, 1991) son reportados como depredadores de F.

occidentalis en todos sus estados de desarrollo.

Acaros de la familia Phytoseiidae son los mas estudiados y usados para el control de F.
occidentalis en el mundo (Riudavets, 1995); sin embargo, estrategias de control dirigidas
al suelo contemplan a &caros de familias Macrochelidae, Parasitidae y Laelapidae. Estos
Gltimos cuentan con especies que ya se comercializan como controladores biol6gicos a
nivel mundial, como lo es el caso de Gaeolaelaps aculeifer (Canestrini) (Mesostigmata:
Laelapidae) (Park et al., 2021). Esta especie de acaro es habitante natural del suelo y su
habito de alimentaciéon generalista (en el que se incluyen nematodos, estados pupales y
larvales de especies de dipteros y otros artropodos) (Ajvad et al., 2018).

Poblaciones de G. aculeifer fueron encontradas en Colombia en la Sabana de Bogot4, en
sistemas de cultivos de Rosas (Rueda-Ramirez et al., 2018, 2021). Estos reportes y
estudios en laboratorio posicionan a este acaro depredador como un potencial Agente de
Control Biol6gico de estados pupales de F. occidentalis en cultivos de especies
ornamentales como rosas (Rueda-Ramirez et al., 2018, 2020, 2021) y en otros cultivos
como cebolla (Castro & Martinez, 2021).

En un esquema de Manejo Integrado de Plagas, y dadas las probleméaticas de generacion
de poblaciones resistentes (Bielza, 2008), se busca aprovechar la diversidad de
controladores biol6gicos nativos en distintos sistemas de cultivos para el control de
especies de trips (Rueda-Ramirez et al., 2021). Sumado a esto, el mercado internacional,
destino de las flores colombianas, es cada vez mas exigente, no sélo en términos de
calidad, sino también, en practicas de impacto ambiental. Lo anterior incluye la
implementacion de diferentes sellos y normas que certifican el uso restringido de
plaguicidas de sintesis quimica, contribuyendo a un menor impacto en el medio ambiente
(Triana et al., 2020). Es por lo anterior, que estrategias alternativas como el uso de Agentes
de Control Biolégico y de bioinsumos toman una mayor relevancia en los esquemas de

manejo integrado en Colombia (Zambrano-Moreno et al., 2015).
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Para la implementacion de un manejo integrado es necesario evaluar la utilizacién de
estrategias en conjunto. En este caso y considerando la presencia de G. aculeifer en
Colombia y la disponibilidad de hongos entomopatégenos y extractos vegetales en el
mercado, la evaluacion de la compatibilidad de estas estrategias cobra especial relevancia

para el control de F. occidentalis.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de una cepa de M.
anisopliae, una cepa de B. bassiana y dos diferentes extractos vegetales de las plantas de
Azaridactha indica (A. Juss) (Sapindales: Meliaceae) y Ruta graveolens (Linneo)

(Sapindales: Rutaceae) sobre G. aculeifer.

Para la realizacion de esta investigacion y para cumplir los objetivos de esta, se dividi6 el
trabajo en tres capitulos, los cuales se describen a continuacion.

En el primer capitulo titulado “Efectos letales de Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae y dos extractos vegetales sobre Frankliniella occidentalis y Gaeolaelaps
aculeifer”, se exponen los principales efectos sobre el organismo plaga F. occidentalis y
sobre el depredador de sus estados pupales, G. aculeifer.

En el segundo capitulo titulado “Efectos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y
dos extractos vegetales sobre habitos depredadores de Geaolelaps aculeifer”, se exponen
los principales efectos de tratamientos de los hongos entomopatogenos y los extractos
vegetales de A. indica y R. graveolens sobre la capacidad depredadora de G. aculeifer y
los efectos causados en el depredador por la ingestibn de estados pupales de F.

occidentalis tratados.

En el tercer capitulo titulado “Efectos de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y dos
diferentes extractos vegetales en el establecimiento de Gaeolaelaps aculeifer”, se expone
el efecto de la utilizacion de los hongos entomopatdgenos y los extractos vegetales de A.
indicay R. graveolens sobre la densidad poblacional de G. aculeifer en posibles esquemas

de liberacioén y tratamientos conjuntos.
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Objetivos

Objetivo General

Determinar los efectos de los hongos entomopatégenos Metarhizium anisopliae, Beauveria
bassiana y dos diferentes extractos vegetales sobre Gaeolaelaps aculeifer como estrategia
en el manejo de F. occidentalis

Objetivos especificos

o Evaluar el efecto letal de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana y dos
diferentes extractos vegetales sobre pupas de F. occidentalis y diferentes estadios

de G. aculeifer.

o Evaluar el efecto de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana y dos diferentes

extractos vegetales sobre los habitos depredadores de G. aculeifer.

e Determinar el efecto conjunto de tratamientos de Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana y dos diferentes extractos vegetales sobre condiciones
iniciales de establecimiento y densidad poblacional de Gaeolaelaps aculeifer en

condiciones semi-controladas.
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1.Capitulo 1: Efectos letales de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae y dos
extractos vegetales sobre Frankliniella
occidentalis y Gaeolaelaps aculeifer.

Resumen

F. occidentalis es considerado una plaga de alto interés en el sector de flores de corte para
Colombia. En busqueda de soluciones complementarias, se evaluaron en condiciones in
vitro los efectos de los hongos entomopatdégenos de una cepa de B. bassiana y una cepa
de M. anisopliae y los extractos vegetales de A. indica y R. graveolens sobre estados
pupales del organismo plaga y un potencial controlador, G. aculeifer. Se observé que los
hongos entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae tuvieron efectos de control sobre
estados pupales de F. occidentalis con porcentajes de mortalidad de 76,9% y 56,0%,
respectivamente. En cuanto a los extractos vegetales de A. indica y de R. graveolens se
obtuvieron porcentajes de mortalidad de 44,9% y 78,9 %, respectivamente. En el caso de
G. aculeifer, se observé una mortalidad inferior a 20% cuando la aplicacion de los
entomopatdgenos y extractos vegetales se realiz6 individualmente sobre la superficie y
transfirieron los estadios mdéviles posteriormente. Cuando la aplicacion se realizé
directamente (contacto directo), se observé una mortalidad inferior a 50% de los estadios
moviles en los tratamientos con hongos entomopatdgenos y el extracto vegetal de R.
graveolens. En cuanto a efectos sobre la eclosion de huevos de G. aculeifer se encontré
gue el menor porcentaje se hall6 en el tratamiento de extracto de R. graveolens con un
75% respecto a valores testigo superiores al 90% de eclosion. Pese a que en el extracto
de A. indica se observd una mortalidad de 77,9% en adultos de G. aculelifer, no es
considerado como incompatible pues sobre otros estados presenta valores de mortalidad
menores al 50%. Se concluye que los hongos entomopatdgenos y los extractos vegetales
evaluados no son incompatibles con el depredador G. aculeifer en condiciones de
laboratorio y, por lo tanto, pueden ser considerados para futuras evaluaciones de

estrategias de manejo integrado de F. occidentalis.

Palabras clave: Eficacia, mortalidad, F. occidentalis, G. aculeifer, hongos

entomopatogenos y extractos vegetales.
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Abstract

F. occidentalis is considered a pest of high interest in the cut flower sector for Colombia. In
search of complementary solutions, the effects of the entomopathogenic fungi of a strain of
B. bassiana and a strain of M. anisopliae and the plant extracts of A. indica and R.
graveolens on pupal stages of the pest organism were evaluated under in vitro conditions.
and a potential controller, G. aculeifer. The entomopathogenic fungi B. bassiana and M.
anisopliae were found to have control effects on pupal stages of F. occidentalis with
mortality rates of 76.9% and 56.0%, respectively. Regarding the plant extracts of A. indica
and R. graveolens, mortality percentages of 44.9% and 78.9%, respectively, were reached.
In the case of G. aculeifer, a mortality of less than 20% was demonstrated when the
application of the entomopathogens and plant extracts was carried out specifically on the
surface and the mobile stages were subsequently transferred. When the application was
made directly (direct contact), mortality of less than 50% of the mobile stages was
demonstrated in the treatments with entomopathogenic fungi and the plant extract of R.
graveolens. Regarding effects on the hatching of G. aculeifer eggs, it was found that the
lowest percentage was found in the R. graveolens extract treatment with 75% compared to
control values above 90% hatching. Although in the A. indica extract a mortality of 77.9%
in adults of G. aculelifer was demonstrated, it is not considered incompatible, since it
presents mortality values of less than 50% in other states. It is concluded that the
entomopathogenic fungi and plant extracts evaluated are not incompatible with the predator
G. aculeifer under laboratory conditions and, therefore, can be considered for future

evaluations of integrated management strategies for F. occidentalis.

Keywords: Efficacy, mortality, F. occidentalis, G. aculeifer, entomopathogenic fungi and

plant extracts.
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1.1 Introduccién

F. occidentalis es un insecto considerado una de las principales plagas del sector de
especies ornamentales de corte en Colombia (Corredor & Cardenas, 1993) (Rueda-
Ramirez et al., 2018), el cual representa un importante renglon de la agroindustria del pais
(Godoy, 2021). El impacto econdémico de este artropodo plaga no solo se da por dafios
mecanicos sino también por transmision de agentes virales causantes de enfermedades
en especies y cultivares susceptibles (He et al., 2020). El impacto de caracter econémico
mas relevante esta relacionado con eventos de interceptacion y no aceptacion en paises

destino hacia donde se exporta la flor de corte (Restrepo, 2019).

Una de las herramientas de uso frecuente en cultivos de especies ornamentales es el uso
de moléculas de sintesis quimica; sin embargo, debido a distintos reportes de poblaciones
resistentes de F. occidentalis a algunos compuestos quimicos (Zhang et al., 2022), el
sector floricultor esta en la busqueda constante de otras alternativas de manejo integrado
gue incluyen el control biolégico y extractos vegetales (Maniania et al., 2003).

G. aculeifer es un acaro de la familia Laelapidae comercializado en otros paises como
Agente de Control Biolégico de plagas en suelo como estados pupales de trips (Park et al.,
2021), dipteros (Ajvad et al., 2018) y nematodos (Salehi et al., 2014). Este artrépodo ya ha
sido identificado y encontrado en Colombia de manera natural en la sabana de Bogota, en
cultivos de especies ornamentales como rosa (Rueda—Ramirez et al., 2018, 2021). Su
presencia en Colombia abre la posibilidad de incluirlo en los programas de Manejo
Integrado de Plagas (MIP).

Otras estrategias de control biolégico de amplio uso a nivel mundial para F. occidentalis
son la utilizacién de cepas de hongos entomopatdégenos, especificamente de especies
como Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin (Fungi: Clavicipitaceae) y Beauveria
bassiana (Bals & vuils) (Fungi: Cordycipitaceae) (Niassy et al., 2012). Una caracteristica
de este tipo de control bioldgico es la alta dependencia de factores ecoldgicos como la
humedad relativa, temperatura, radiacion entre otros para el desarrollo de la infeccion
sobre los artropodos (Gul et al., 2014). Los hongos entomopatdégenos en condiciones de
campo no tienen valores de eficacia tan altos respecto a los activos de sintesis quimica
con mecanismos de accion especificos (Garcia et al., 2008); no obstante, son ampliamente

investigados y usados de manera comercial debido a que se ajustan perfectamente a
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programas de MIP donde se utilizan todas las herramientas ambientalmente compatibles
y econOmicamente viables para mantener las poblaciones de los herbivoros plaga por
debajo de niveles de dafio econdmico (Schwarzlander et al., 2018). Igualmente, se ajustan
a las normativas exigidas a nivel internacional relacionadas con la produccién y exportacion

de productos agroindustriales (Roncancio, 2016).

Los extractos vegetales han sido ampliamente estudiados para el control de F. occidentalis
con efectos como repelencia, deterrencia, disuasion, disminucion en la oviposicion,
cambios en el habito de alimentacion e incluso muerte (Carillo, 2001). En los esquemas de
MIP en sistemas de cultivo, se ha considerado el uso de extractos vegetales, hongos

entomopatdgenos y artropodos depredadores de manera conjunta (Vergel et al., 2011).

En busqueda de soluciones integradas que permitan usar uno 0 varios tipos de
controladores biol6gicos en aras de contribuir a la reduccion del impacto en el medio
ambiente causado por excesivo uso de plaguicidas de sintesis quimica, este capitulo tiene
como objetivo evaluar la patogenicidad y los efectos letales generados por los hongos
entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae y dos diferentes extractos vegetales sobre

estados pupales de F. occidentalis y el depredador G. aculeifer.

1.2 Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el laboratorio de entomologia de la Universidad Nacional de
Colombia sede Bogota (4°38'08"N 74°04'58"0), ubicado en la Facultad de Ciencias
Agrarias en los meses de abril a octubre de 2021.

1.2.1 Eficacia sobre estados pupales de F. occidentalis.

Se realiz6 una cria en el laboratorio de F. occidentalis sobre plantas de Cucumis sativus L.
(Cucurbitales: Cucurbitaceae) previamente identificados taxonémicamente y corroborados

como la especie en mencion, de la cual se tomaron estados pupales.

Los individuos fueron separados en cajas de Petri (9=4 cm y 1,3 cm de altura), en un

disefio en bloques completamente al azar DBCA con 4 repeticiones por tratamiento y 3
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bloques correspondientes a 3 réplicas totales de experimento. Cada unidad experimental
de una caja de Petri con 10 estados pupales de F. occidentalis.

Se evaluaron un total de nueve (9) tratamientos descritos en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1 Tratamientos aplicados sobre estados pupales de F. occidentalis.

#Tto Tratamiento

Absoluto sin aplicacion

Agua destilada

B. bassiana cepa DSM 12256. Concentracion 1 x 107 conidias viables/mL
M. anisopliae cepa DSM 15168. Concentracion 1 x 107 conidias viables/mL
Extracto de A. indica Concentraciéon 1,2 % EC dosis 1 cc/L

Extracto de R. graveolens Concentracién 10 g/L EC dosis 10 cc/L

Mezcla (2) y (4)

Mezcla (2) y (5)

Mezcla (3) y (4)

Mezcla (3) y (5)

© 00 N O OO~ W N BB O

Fuente: Elaboracion propia.

En el caso de las cepas de hongos entomopéatogenos y extractos vegetales se usaron

cepas comerciales registradas ante el Instituto Colombiano Agropecuario ICA.

Se aplicaron los tratamientos de manera directa sobre los estados pupales de F.
occidentalis en una camara de aislamiento quimico con un aerégrafo calibrado a una
presion de 20 PSI, a una distancia vertical de 30 cm y con un cubrimiento homogéneo de
95 gotas/cm2 para el volumen requerido en aspersion. Los individuos tratados fueron
trasladados a cajas de Petri esterilizadas (d=4 cm y 1,3 cm de altura). Los recipientes
fueron sellados con tapa y llevados a incubadora con condiciones controladas de 20,8 °C
+ 1 ° Cy humedad relativa de 84 % + 5%. Se procedi6 a evaluar el nimero de individuos
vivos y muertos a las 120 horas después de la aplicacion. Se consideraron muertos a todos
los organismos que no tuvieran ninguna movilidad luego de estimulos fisicos, de luz o
temperatura y que luego de 96 horas y 120 horas y no lograran un cambio metamorfico a

adulto. El efecto de los tratamientos en cuanto a mortalidad de estados pupales de F.
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occidentalis se calculé por medio de la férmula de mortalidad corregida (Schneider - Orelli
1947):

%Mt—%MC)] 100
|| *

% Mortalidad Corregida = [1 - ( 100 — %Mec
— /0

En donde %M,= Porcentaje de individuos muertos en el tratamiento a evaluar.

%M c= Porcentaje de individuos muertos en el testigo absoluto.

1.2.2 Efectos sobre individuos de G. aculeifer.

Para el desarrollo de esta investigacion se desarroll6 una cria de los acaros G. aculeifer
en laboratorio de entomologia, previamente identificados taxonémicamente y corroborados
como la especie en mencién. Estos fueron obtenidos de muestreos realizados en campo
en cultivos de especies ornamentales de la sabana de Bogota en los municipios de Cogua
(05°03'23.3"N  073°55'44.4"W), Facatativa (04°46'39.4—-40.7"N 074°19'23.9-24.8"W),
Guasca (04°50'38.3"N 073°53'07.9"W), Nemocon (05°07'03.1-03.2"N 073°51'31.7-
31.9"W) y Tocancipa (04°59'19.3"N 073°54'15.9"W. La fuente de alimentacién de los
acaros correspondié a nematodos de la especie Rhabditella axei Cobbold (Nematoda:
Rhabditidae) (Rueda-Ramirez et al., 2018, 2021)

Los individuos fueron llevados a cajas de Petri (d=4 cm y 1,3 cm de altura), en un disefio
en blogues completamente al azar DBCA con 4 repeticiones por tratamiento y 3 bloques
gue correspondieron a las 3 réplicas totales del experimento. Cada unidad experimental
consté de 20 hembras adulto de 15 dias de edad, 20 ninfas (seleccionadas de manera
aleatoria considerando que fueran de tamafio similar) y de 20 larvas de G. aculeifer por
caja de Petri, para la evaluacion de mortalidad. En el caso de huevos de G. aculeifer se

observaron un total de 10 por caja de Petri para realizar estudio del porcentaje de eclosion.

La base de la caja de Petri se cubrié con una capa de yeso y carbon activado, mezclados
en proporcion de nueve a uno (Abbatiello, 1965). Cada caja fue sellada con plastico
transparente con el fin de evitar escape o movimiento de los individuos maviles fuera del

recipiente.

Se evaluaron un total de seis (6) tratamientos descritos en la tabla 1-2:
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Tabla 1-2 Tratamientos evaluados sobre diferentes estadios de G. aculeifer. Los
tratamientos evaluados fueron seleccionados luego de la prueba de eficacia sobre estados

pupales de F. occidentalis.

#Tto Tratamiento

Absoluto sin aplicacion

Agua destilada

B. bassiana cepa DSM 12256. Concentracién 1 x 107 conidias viables/mL
M. anisopliae cepa DSM 15168. Concentracion 1 x 107 conidias viables/mL
Extracto de A. indica Concentracion 1,2 % EC Dosis 1 cc/L

g A W N+, O

Extracto de R. graveolens Concentracion 10 g/L EC Dosis 10 cc/L

Fuente: Elaboracién propia.

Mortalidad por superficie tratada

Se aplicaron los tratamientos previamente mencionados sobre la superficie de las cajas de
Petri acondicionadas (Tabla 1-2). Para esto, se utilizé un aerégrafo calibrado a una presion
de 20 PSI, a una distancia vertical de 30 cm y con un cubrimiento homogéneo de 95
gotas/cm2 para el volumen requerido en aspersion. Posteriormente, se transfirieron
hembras adultas de G. aculeifer de 15 dias de edad y se realizaron evaluaciones a las 0,
12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas después de la aplicaciébn sobre la superficie. Las

evaluaciones consistieron en calcular el porcentaje de adultos vivos y muertos.

Para el caso de los otros dos estadios maviles de larvas y ninfas de G. aculeifer, las horas
de evaluacion correspondieron a 0, 12 y 24 horas. Las cajas de Petri fueron selladas con
tapa y llevadas a incubadora con condiciones controladas de 20,8 °C + 1 ° C y humedad
relativa de 84 % + 5%. Se consideraron muertos a todos los &caros que no tuvieron ninguna
movilidad luego de estimulos fisicos, de luz o temperatura. El efecto de los tratamientos en
cuanto a mortalidad por superficie tratada se calculd por medio de la formula de mortalidad

corregida usada para la prueba sobre trips (Schneider-Orelli, 1947).

Mortalidad por contacto directo

Se separaron y seleccionaron al azar larvas, ninfas y adultos de G. aculeifer para evaluar
en cada experimento por cada estadio y para cada uno de los tratamientos (Tabla 1-2).

Sobre los organismos se aplicaron los tratamientos de manera directa con un aerégrafo
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calibrado a una presion de 20 psi, a una distancia vertical de 30 cm y con un cubrimiento

homogéneo de 95 gotas/cm2 para el volumen requerido en aspersion.

Para larvas y ninfas de G. aculeifer los tiempos de evaluacion correspondieron a 0, 12, 24
horas después de la aplicacion, mientras que, para los adultos hembra, los tiempos de
evaluacion correspondieron a 0, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas. Se evalué la mortalidad de
individuos. Después de la aplicacion, las cajas de Petri fueron selladas con tapa y llevadas
a incubadora con condiciones controladas de 20 °C + 1 °C y humedad relativa de 84 % +
5%. Se consideraron muertos a todos los individuos que no tuvieran ninguna movilidad
luego de estimulos fisicos, de luz o temperatura. El efecto de los tratamientos en cuanto a
mortalidad por contacto directo se calculd por medio de la férmula de mortalidad
corregidaque fue descrita anteriormente para la evaluacion de mortalidad de F. occidentalis
(Schneider-Orelli, 1947).

Porcentaje de eclosion de huevos de G. aculeifer.

Para el caso de huevos de los &caros, el porcentaje de eclosion fue evaluado 5 dias
después de la aplicacion teniendo en cuenta que el tiempo de incubacion de esta especie
y poblacion esta entre 4 y 5 dias (Rueda-Ramirez et al. 2018). Los huevos utilizados tenian

una edad maxima de 48 horas en el momento de la aplicaciéon de los tratamientos.
Andlisis estadistico

Para todas las evaluaciones y pruebas realizadas, se establecié y comparé el porcentaje
de mortalidad tanto por contacto como por superficie tratada entre los tratamientos. Se
realizaron pruebas de homocedasticidad y normalidad con tests de Bartlett y Shapiro Willk
respectivamente. En caso de cumplir con los supuestos estadisticos se procedio a realizar
un ANOVA y prueba de comparacion de medias de Tukey (a = 0.05). En los casos en los
gue no se cumplieron los supuestos estadisticos, se realizaron pruebas de estadistica no
paramétrica Wilcoxon/Kruskal (a = 0.05). Para los diferentes analisis se uso el software
libre RStudio 2022.02.1.
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1.3 Resultados

1.3.1 Eficacia sobre estados pupales de F. occidentalis.

Para los tratamientos planteados se encontraron diferencias estadisticas significativas

entre ellos (Chi? = 45.3, d.f. = 7, p < 0.05). Se observé una mayor mortalidad de

pupas/prepupas de F. occidentalis cuando se realizé aplicacion directa del hongo

entomopatdgeno B. bassiana y del extracto de R. graveolens sin mezclar. Estos dos

tratamientos no fueron significativamente diferentes (Chi? = 7.87, d.f. = 1, p > 0.05). En

cuanto a los tratamientos en solitario de M. anisopliae, el extracto de A. indica y las mezclas

evaluadas, no se observaron diferencias estadisticas significativas en la mortalidad luego

de 120 horas de aplicacién por contacto directo (Chi? = 18.54, d.f. = 6, p > 0.05) (Gréfica

1-1)

Gréfica 1-1 Porcentaje de Mortalidad corregida (Schneider—Orelli) (£ error estandar) de

estados pupales de F. occidentalis sometidos a tratamientos de B. bassiana, M. anisopliae,

dos diferentes extractos vegetales y sus mezclas luego de 120 horas de ser tratadas.
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anisopliae de A. indica de R.
graveloens

Fuente: Elaboracion propia.
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1.4.3. Efectos sobre individuos de G. aculeifer.
Mortalidad de adultos de G. aculeifer por superficie tratada

No se observaron diferencias significativas en la mortalidad de adultos de G. aculeifer en
superficie tratada con los hongos entomopatdogenos y los extractos vegetales
individualmente entre las 24 y 96 horas después de la aplicacion (Chi2 = 0.38, d.f. = 3,
p>0.05). A las 120 horas, se observo una mayor mortalidad con M. anisopliae y el extracto
de R. graveolens aplicados en solitario con valores de porcentaje de mortalidad corregida
entre 11 y 15%. La menor mortalidad se observé en el tratamiento con A. indica, el cual
fue significativamente diferente al tratamiento de M. anisopliae (Chi? = 4.5, d.f. =1, p <
0.05).

Tabla 1-3 Porcentaje de Mortalidad corregida (Schneider — Orelli) (+ error estandar) de
adultos de G. aculeifer por superficie tratada sometidos a tratamientos de B. bassiana, M.
anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Hora de
» 24 48 72 96 120
evaluacion

B. bassiana 0,83+1,05(a) 2,54+1,56(a) 4,28+2,29(a) 6,49+3,20(a) 13,66+ 3,15 (ab)

M. anisopliae 1,26 +1,52(a) 2,95+1,72(a) 5,55+2,89(a) 6,93+2,89(a) 14,98+2,03(a)

Extracto de A.
o 1,67+1,59(a) 2,1+1,88(a) 3,4+2,28(a) 563+2,27(a) 8,81+1,48(b)
indica
Extracto de R.

2,52+2,11(a) 3,4+2,07(a) 5,15+1,91(a) 6,94 +2,01(a) 11+ 2,82 (ab)
graveolens

Fuente: Elaboracién propia.

Mortalidad de ninfas de G. aculeifer por superficie tratada.

Para el caso de ninfas de G. aculeifer no se observaron diferencias significativas entre

tratamientos a las 48 horas de evaluacion (Chi?=4.60, d.f. = 3, p > 0.05).
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Tabla 1-4 Porcentaje de Mortalidad corregida (Schneider — Orelli) (+ error estandar) de
ninfas de G. aculeifer por superficie tratada sometidos a tratamientos de B. bassiana, M.

anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Hora de evaluacion 24 48

Extracto de R. graveolens 1,25+ 1,13 (a) 6,66 £ 2,21 (a)
Extracto de A. indica 1,6 +1,22 (a) 4,58 +1,98 (a)
B. bassiana 25+1,68 (a) 3,75+ 1,55 (a)
M. anisopliae 25+1,68 (a) 3,33+ 1,62(a)

Fuente: Elaboracién propia.

Mortalidad de larvas de G. aculeifer por superficie tratada.

Se observaron diferencias signficativas en la mortalidad de las larvas de G. aculeifer entre
los tratamientos de extractos vegetales y hongos entomopéatogenos a las 48 horas (Chi? =
28.58, d.f. =3, p < 0.05).

Tabla 1-5 Porcentaje de Mortalidad corregida (Schneider—Orelli) (+ error estandar) de
larvas de G. aculeifer por superficie tratada sometidos a tratamientos de B. bassiana, M.

anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Hora de evaluacion 24 48

Extracto de R. graveolens 4,58 + 2,25 (a) 13,75+ 1,55 (a)
Extracto de A. indica 5+2,13(a) 10,41+£2,91 (a)
M. anisopliae 25+1,30(a) 3,75+1,55(b)
B. bassiana 1,66 £ 1,23 (a) 2,5+1,30 (b)

Fuente: Elaboracion propia.

Mortalidad de adultos de G. aculeifer por contacto directo.

La mortalidad de adultos de G. aculeifer fue significativamente mayor en el tratamiento con
el extracto de A. indica desde la lectura a las 24 horas (Chi?= 25.01, d.f. = 3, p < 0.05).

Esta tendencia se mantuvo a lo largo de los demas los tiempos de evaluacién (Tabla 1-6).

A partir de las 96 después de la aplicacion, la mortalidad de adultos con el tratamiento con
extracto de R. graveolens aumenté alrededor del 40%, lo cual fue significativamente mas

alto a lo visto en los tratamientos con los entomopatdgenos. En todos los casos, se observo
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un aumento de la mortalidad al aumentar el periodo de evaluacién después de la
aplicacion. Para los entomopatdégenos el aumento se dio de cerca de 5% de mortalidad
corregida 24 horas después de la aplicacion hasta cerca de un 25% a las 120 horas. Para

el extracto de A. indica, la mortalidad lleg6 a casi el 80% a las 120 horas (Tabla 1-6).

Tabla 1-6 Porcentaje de mortalidad corregida (Schneider — Orelli) (+ error estandar) de
adultos de G. aculeifer por contacto directo sometidos a tratamientos de B. bassiana, M.
anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Hora de
. 24 48 72 96 120
evaluacion

Extracto de

o 16,32+5(a) 41,69+6,9(a) 54,13+69(a) 69,51+6,5(a) 77,93+6,6(a)
A. indica
Extracto de
R. 6,69+2,8(b) 11,91+4,9(b) 23,81+4,9(b) 42,24+58(b) 47,44+6,7 (b)
graveolens
B. bassiana 5,45+4,5(b) 9,37#55(b) 1522+7,7(b) 22,72+9,2(c) 29,03+8,7(c)
M.

o 504+3,3(b) 7,68+52(b) 1516+52(b) 21,02+3,9(c) 23,01+5,7(c)
anisopliae

Fuente: Elaboracidn propia.

Mortalidad de ninfas de G. aculeifer por contacto directo.

Alas 12 horas de evaluacion, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos evaluados para la variable en mencion (F = 61.83, d.f. = 3, p > 0.05).
A las 24 horas la mortalidad fue mayor en el tratamiento de extracto de A. indica (Chi?=
35.93, d.f.= 3, p < 0.05). El segundo tratamiento con mayor mortalidad fue el del extracto
de R. graveolens a las 12 horas de evaluacion, siendo cerca al 20%. Los tratamientos con

los entomopatégenos generaron la menor mortalidad (Tabla 1-7).
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Tabla 1-7 Porcentaje de Mortalidad corregida (Schneider—Orelli) (+ error estandar) de
ninfas de G. aculeifer por contacto directo sometidos a tratamientos de B. bassiana, M.

anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Hora de evaluacion 12 24

Extracto de A. indica 11,78 £ 2,5 (a) 32,56 +5 (a)
Extracto de R. graveolens 9,27 +25(a) 20,28 £ 3,5 (b)
M. anisopliae 8,38+ 3 (a) 12,24 £+ 3,4 (bc)
B. bassiana 6,3+t24 (@) 11,41+28(c)

Fuente: Elaboracién propia.

Mortalidad de larvas de G. aculeifer por contacto directo.

Se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos, tanto a las 12 como a las 24
horas de aplicacion (Chi?= 34.93, d.f.= 3, p < 0.05). La mortalidad por aplicacién directa de
los entomopatdgenos en las larvas del depredador estuvo por debajo del 9% a las 24 horas
y no hubo diferencias significativas entre los dos hongos (Chi? = 7.87, d.f. = 1, p > 0.05).

Tabla 1-8 Porcentaje de Mortalidad corregida (Schneider — Orelli) (+ error estandar) de
ninfas de G. aculeifer por contacto directo sometidos a tratamientos de B. bassiana, M.

anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Hora de evaluacion 12 24

Extracto de R. graveolens 21,36 £5 (a) 49,11+ 4,04 (a)

Extracto de A. indica 31,62 +5,12 (a) 45,43 +£4,96 (a)
M. anisopliae 2,25+2,27 (b) 8,82+3,31(b)
B. bassiana 267+214 (b) 5,75+%3,12 (b)

Fuente: Elaboracion propia.

Porcentaje de eclosion de huevos de G. aculeifer.

De manera general, se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos (Chi? =
29.18, d.f. = 5, p < 0.05). En cuanto al porcentaje de eclosion se encontré6 que los
tratamientos con hongos entomopatdgenos de B. bassiana y M. anisopliae no obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas con el testigo absoluto ni con la aplicacién de

agua, siendo estos los que presentaron el mayor porcentaje de eclosién (Chi? = 12.83, d.f.
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= 3, p > 0.05). Los extractos vegetales tuvieron diferencias estadisticamente significativas
con el testigo absoluto, pero no entre ellos mismos (Chi? =10.59, d.f.= 2, p < 0.05). En el
caso del tratamiento de extracto de R. graveolens se obtuvo el menor porcentaje de

eclosion de G. aculeifer.

Tabla 1-9 Porcentaje de eclosion (+ error estdndar) de huevos de G. aculeifer sometidos
a tratamientos de B. bassiana, M. anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Tratamiento Porcentaje (%)
Testigo Absoluto 93,3+4,4 (a)
Agua destilada 91,6 +£3,5(a)
M. anisopliae 89,2+3,3(a)
B. bassiana 88,3 £ 4,6 (ab)
Extracto de A. indica 75,8 £ 6,2 (bc)
Extracto de R. graveolens 75+4,5(c)

Fuente: Elaboracion propia.

1.4 Discusion de Resultados
Eficacia sobre estados de F. occidentalis

Los resultados hallados en este estudio muestran valores de eficacia superiores al 56%
los cuales son similares a los reportados por otros autores para el caso de M. anisopliae
(54% - 84% de mortalidad) (Saito & Brownbridge, 2016) y B. bassiana (51% - 84% de
mortalidad) (Wraight et al.,, 2016). Considerando esto, se concluye que las cepas
evaluadas tienen efecto de control sobre el organismo plaga bajo condiciones similares de
laboratorio atribuido a la actividad enzimética sobre los instares pupales de F. occidentalis
(Vestergaard et al., 1995).

En este estudio se validaron concentraciones conidiales similares a las reportadas por
Skinner et al. (2012) con valores de eficacia sobre estados pupales muy similares. Una
diferencia relevante entre el presente trabajo y el mencionado es la formulacién, pues se

uso un concentrado emulsionable EC y no un polvo mojable WP. El tipo de formulacion no
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tuvd incidencia en los resultados, ni en la concentracion conidial; no obstante, las
formulaciones pueden considerar otros factores, como tiempo de degradacion en suelo y
mejor tolerancia a condiciones ambientales propias de los sistemas en donde se realizan

los tratamientos fitosanitarios (Delbene, 2013).

Lo encontrado en las pruebas realizadas y expuestas en los resultados, posicionan a B.
bassiana y M. anisopliae de manera individual como potenciales Agentes de Control
biol6gico de estados pupales de F. occidentalis en cultivos de flores de corte en Colombia.
Aplicaciones dirigidas al suelo en drench de formulaciones y cepas de M. anisopliae en
algunos estudios reportados mostraron una reduccién de las poblaciones de F. occidentalis

provenientes de crisantemos en al menos un 72% (Brownbrigde, 1995).

Para el caso de las cepas registradas y evaluadas en el presente trabajo para el control de
F. occidentalis en flores de corte, se tiene que las eficacias son mayores a un promedio de
50% en estados pupales. En contraste, los resultados obtenidos por otros autores
presentan variabilidad en los porcentajes de eficacia por condiciones propias de los
experimentos como cepa evaluada, formulaciones y control de variables etc. Es importante
considerar que, en la implementacién en campo de estos hongos entomopatégenos,
algunas condiciones particulares pueden generar que haya una infecciéon conidial en
estados pupales que se presenten bajo un régimen de humedad alta en suelos o sustratos
y que luego también puedan causar muerte en adultos que recién emergen o cambian de
estado. Algunos autores sugieren que algunas cepas de hongos entomopatégenos
presentan mayor eficacia en estados inmaduros que en estados adultos (Ansari et al.,
2007).

En este estudio se observd una menor eficacia sobre pupas a la hallada por Thoeming et
al. (2003) quienes reportaron valores maximos de eficacia de 50,6% sobre larvas de F.
occidentalis. Lo anterior esta altamente relacionado con la condicion quiescente del insecto
durante su fase pupal y a la no ingestion del producto. El modo de accion del extracto de

Neem es por ingestion y por contacto (Ukoroije et al., 2020).

Los mismos autores (Thoeming & Poehling, 2006) evaluaron el uso del extracto vegetal de
A. indica en drench junto a los acaros depredadores Amblyseius cucumeris (Acari:
Phytoseiidae) y Gaeolaelaps aculeifer (Acari: Laelapidae) para el manejo integrado de F.

occidentalis, encontrando valores de eficacia del 70 al 98% en un esquema conjunto. Cabe
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resaltar que estos resultados de eficacia son mayores a los obtenidos en el presente
trabajo pues hay una accion de ingestion del activo por cuenta de estados larvales y
adultos de F. occidentalis, la formulacion evaluada por los investigadores fue desarrollada

para la absorcién radicular (Thoeming & Poehling, 2006).

Para la prueba realizada con el tratamiento de extracto de R. graveolens en el presente
trabajo se us6 una dosis de 10 cc/L recomendado y con reporte de eficacia del fabricante
sobre plagas del suelo como nematodos de los géneros Meloidogyne y Radopholus. Para
otros organismos plaga como Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae), la dosis
recomendada es de 2 cc/L y es por lo anterior que se considera la dosis para tratamientos
en sustrato mucho mayor. No se ha estudiado a fondo los efectos del extracto de R.
graveolens sobre estados pupales de F. occidentalis, no obstante, el activo si es reportado
con efectos insecticidas atribuidos a una alta concentracion de cetonas hidrocarbonadas
(Ayil-Gutierrez, 2015, Chaaban et al., 2019;). La presencia de estos volatiles en altas
concentraciones en espacios controlados o con bajo intercambio gaseoso como en suelos
a capacidades de campo, podrian contribuir a un aumento en la mortalidad por letalidad y
subletalidad de organismos plaga en el suelo como F. occidentalis y es por lo anterior que
se atribuyen efectos de agentes fumigantes y tratamientos dirigidos al sustrato para el

control de estos estadios (Kim et al., 2009).
Efectos sobre individuos de G. aculeifer.

El efecto en mortalidad en adultos fue mayor para hongos entomopatdgenos que para
extractos vegetales en la metodologia de superficie tratada. En el caso de inmaduros de
G. aculeifer, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. El estadio de
adulto estuvo mayormente expuesto en tiempo a los tratamientos y sus efectos derivados
dado que la duracion de esta fase es mas larga que las deméas (Rueda- Ramirez et al.,
2018).

Estos resultados coinciden con los de De Azevedo et al. (2019), quienes evaluaron los
efectos de Metarhizium sp. sobre G. aculeifer. En este trabajo, los autores encontraron una
baja mortalidad para los diferentes estadios en suelo en la misma concentracion conidial
utilizada en este trabajo. Esto es similar a las bajas mortalidades tanto por contacto directo

como por superficie tratada en el presente trabajo (De Azevedo et al., 2019). De manera
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general, los resultados de mortalidad son bajos dado el modo de accion de hongos
entomopatdgenos: se debe dar un contacto entre las estructuras conidiales y la superficie
del artr6podo para que haya una correcta adhesion e invasion de las hifas sobre el
organismo (Téllez et al., 2009). La probabilidad de contacto es mucho menor cuando se

trata la superficie que cuando se aplican los tratamientos por contacto directo.

En cuanto a efectos letales o subletales atribuidos a extractos vegetales como repelencia
o0 ingestion de metabolitos de los extractos vegetales (Thoeming et al., 2003), no aplican
para pruebas de superficie tratada del presente estudio. La mortalidad en este caso no fue
superior a 20% en ninguno de los tratamientos evaluados. En el caso de este trabajo de
investigacion, se observaron bajas tasas de mortalidad cuando se aplican extractos
vegetales u hongos entomopatdgenos sobre la superficie y luego se procede a liberar

estados moviles de G. aculeifer.

Compatibilidad de G. aculeifer con hongos entomopatégenos y extractos

vegetales.

La IOBC (Internacional Organization for Biological Control) propone una clasificacion de
toxicidad de los plaguicidas sobre enemigos naturales que se exponen a tratamientos en
distintas condiciones en las que se incluyen pruebas de laboratorio (Tabla 1-10) (Hassan,
1998, Vargas et al., 2008).

Tabla 1-10 Clasificacion propuesta IOBC (Internacional Organization for Biological Control)

toxicidad de los plaguicidas sobre enemigos naturales en condiciones de laboratorio.

Clasificacién IOBC Mortalidad (%)

Inofensivo <30
Poco perjudicial 30-79
Moderadamente perjudicial 80 -90
Perjudicial > 90

Hassan, 1998, Vargas et al., 2008. Clasificacion IOBC. Adaptada de: https://www.iobc-

wprs.org/expert groups/01 wg beneficial organisms.html

Segun esta clasificacion, los tratamientos evaluados con hongos entomopatdégenos son
catalogados como inofensivos para todos los estadios evaluados por contacto directo,

mientras que para extractos vegetales en su mayoria se consideran poco perjudiciales.
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Tabla 1-11 Clasificacion de los tratamientos evaluados en las pruebas segun la escala
propuesta por IOBC Internacional Organization for Biological Control) para diferentes

estadios de G. aculeifer.

Tratamientos Adultos Ninfas Larvas
B. bassiana Inofensivo Inofensivo Inofensivo
M. anisopliae Inofensivo Inofensivo Inofensivo
Extracto de A. indica Poco perjudicial Poco perjudicial Poco perjudicial
Extracto de R. graveolens Poco perjudicial Inofensivo Poco perjudicial

Fuente: Elaboracién propia.

Este estudio presenta bases sélidas para considerar el desarrollo de programas de manejo
integrado de F. occidentalis utilizando hongos entomopatdgenos, extractos vegetales y G.
aculeifer. Otros autores han evaluado la combinacién de algunas cepas de B. bassiana
con Stratiolaelaps scimitus (Acari: Laelapidae) para el control de estados pupales de F.
occcidentalis en sustrato encontrando reducciones importantes en la poblacion del
thysanéptero (Zhang et al., 2020). Estas combinaciones simultaneas de depredadores y
de hongos entomopatdégenos son corroboradas por los resultados de este estudio. Gracias
a una baja mortalidad de los organismos tratados ademas de una baja interaccion de las

cepas de los hongos con las estructuras de los acaros (Téllez et al., 2009).

Pese a obtener mayores valores de mortalidad, los tratamientos de extractos vegetales
han sido catalogados como poco perjudiciales para G. aculeifer. Los resultados de este
estudio coinciden con lo encontrado por Du et al. (2008) quienes reportan que el extracto
de A. indica tiene actividad acaricida. La mortalidad atribuida a algin compuesto no se
relaciona Unicamente a la ingestion de este, sino también a otros factores como a aspectos

fisioldgicos del organismo e incluso la formulacién (Du et al., 2008).

Los extractos vegetales evaluados en el presente trabajo son concentrados emulsionables
(EC) y coinciden en el tipo de formulacion evaluado por Makundi y Kashenge (2002),
guienes reportaron mayores tasas de mortalidad de los concentrados emulsionables (EC)
de extractos vegetales como el de A. indica que de los polvos mojables (WP) sobre &caros

de la familia Tetranychidae.

Efectos sobre la eclosién de huevos de G. aculeifer
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Los resultados encontrados en este estudio coinciden con los de Sun et al. (2018) para
Stratiolaelaps scimitus Berlese (Acari: Laelapidae). Los autores sugieren que no hay
efectos de B. bassiana sobre la supervivencia y eclosiéon de huevos de S. scimitus
reportando valores de eclosion superiores a 83,6% y 93.5% (Sun et al., 2018). Dados los
resultados del presente estudio se puede concluir para este caso que no hay efectos
ovicidas de los hongos entomopatdégenos evaluados sobre G. aculeifer y esto es
coincidente con lo reportado en otros estudios relacionados con otra especie de &acaro

depredador de la misma familia.

Algunos estudios realizados sobre acaros depredadores como Phytoseiulus persimilis
(Acari: Phytoseiidae) y Neoseiulus californicus (Acari: Phytoseiidae) muestran resultados
similares a los observados en este trabajo con hongos entomopatdégenos del género
Metarhizium (Dogan et al., 2017). Los autores observaron que Metarhizium sp. tiene
efectos letales sobre estados mdviles como adultos de ambas especies, pero ningun efecto
en la eclosién de los huevos. De manera general, los hongos entomopatdégenos evaluados
no tienen efectos diferenciales sobre el porcentaje de eclosion de G. aculeifer y son
similares a lo encontrado por otros autores (Mouden et al., 2017, Ajvad et al., 2020). Esta
baja mortalidad en los huevos puede ser atribuida a la baja interaccién existente entre los
huevos y el hongo entomopatégeno debido a que éstos no son una fase moévil, y la
probabilidad de contacto entre estructuras fungosas es muy baja. De manera contraria los
estadios moviles de los 4caros como las larvas, ninfas y adultos pueden tener un mayor
contacto durante los desplazamientos, lo cual aumenta la probabilidad de encontrarse con

estructuras de hongos entomopatégenos (Pucheta et al., 2006).

El mayor efecto sobre la eclosion de huevos de G. aculeifer se encontré en el tratamiento
de extracto de R. graveolens. Estos resultados pueden deberse a que los extractos de
plantas de la familia Rutaceae contienen flavonoides como poncirina, rhoifolina, naringina
y marmesina, los cuales son reportados por otros autores con efectos sobre el corién de
artropodos (Radjkumar & Jebanesan, 2008). En el caso del extracto de A. indica también
se observaron efectos similares a los de R. graveolens en el porcentaje de eclosion, lo cual
es ligeramente superior a lo observado por Dumml et al. (2011). Estos autores evaluaron
el potencial de extractos vegetales con efectos ovicidas sobre acaros encontrando que
para el caso de extractos de A. indica solo se obtuvo un porcentaje de mortalidad de 10,1%

lo cual segun la escala propuesta de IOBC puede considerarse como inofensivo.
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1.5 Conclusiones

Los hongos entomopatdégenos de las cepas evaluadas de B. bassiana y M. anisopliae
tienen efectos de control en condiciones de laboratorio sobre estados pupales de F.
occidentalis al igual que los extractos vegetales. Esto los posiciona como una potencial
herramienta complementaria para el desarrollo de programas de Manejo Integrado de
Plagas. En cuanto a los efectos de los extractos vegetales sobre G. aculeifer, se concluye
gue estos son compatibles dado sus bajos efectos en mortalidad de los diferentes estadios.
Los resultados hallados sugieren que es posible combinar tratamientos de hongos
entomopatégenos o extractos vegetales con el depredador G. aculeifer para el control de
estados pupales de F. occidentalis.
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2.Capitulo 2: Efectos de Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae y dos extractos
vegetales sobre habitos depredadores de
Geaolelaps aculeifer.

Resumen

El 4caro depredador Geaolelaps aculeifer (Acari: Laelalapidae) es un depredador natural
de estados pupales de Frankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripidae). Otros
controladores hiolégicos como B. bassiana, M. anisopliae y extractos vegetales de
Azaridacta indica (Sapindales: Meliaceae) y de Ruta graveolens (Sapindales: Rutaceae)
tienen efectos sobre F. occidentalis en sus diferentes instares. El presente trabajo comparo
los efectos de dos cepas de hongos entomopatdgenos y los extractos vegetales en los
habitos de consumo de G. aculeifer sobre presas tratadas con los tratamientos
mencionados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
promedio de pupas de F. occidentalis consumidas tratadas con los hongos
entomopatdgenos y el extracto de A. indica. En el caso del extracto de R. graveolens se
encontré un menor consumo de estados pupales (1,9 = 0,46 prepupas/pupas por dia), lo
gue puede ser atribuido a fenémenos de repelencia y cambio en el habito alimenticio por
la presencia de un agente modificador del olor. En cuanto a muerte por ingestion de presas
de F. occidentalis tratadas, se encontraron valores mas altos en los tratamientos de
extracto de A. indica y R. graveolens con valores de Probabilidad de muerte = 0,39 £ 0,15
y P=0,31 + 0,12, posiblemente atribuidas a metabolitos que pueden causar muerte por la
via de ingestion en artropodos. No obstante, se concluye que, pese a que hay efectos de
mortalidad, es factible la utilizacién conjunta de estas diferentes herramientas de manejo
de F. occidentalis. Se recomiendan estudios complementarios para determinar si en

condiciones de campo o semicampo también hay toxicidad y evaluar tiempos de carencia.

Palabras clave: G. aculeifer, tasa de consumo, habitos predatorios e ingestion.
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Abstract

Predatory mite Geaolelaps aculeifer (Acari: Laelalapidae) is a natural predator of the pupal
stages of Frankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripidae). Other biological controllers
such as B. bassiana, M. anisopliae and plant extracts of Azaridacta indica (Sapindales:
Meliaceae) and Ruta graveolens (Sapindales: Rutaceae) have effects on F. occidentalis in
its different instars. The present work compared the effects of two strains of
entomopathogenic fungi and plant extracts on the consumption habits of G. aculeifer on
prey treated with the aforementioned treatments. No statistically significant differences
were found in the average number of consumed F. occidentalis pupae treated with the
entomopathogenic fungi and the A. indica extract. In the case of the extract of R.
graveolens, a lower consumption of pupae was found (1.9 + 0.46 prepupae/pupae per day),
which can be attributed to phenomena of repellency and change in eating habits due to the
presence of an odor modifying agent. Death by ingestion of treated F. occidentalis prey,
higher values were found in the A. indica and R. graveolens extract treatments with values
of Probability of death =0.39 £ 0.15and P = 0.31 £ 0.12, possibly attributed to metabolites
that can cause death by ingestion in arthropods. However, it is concluded that, despite the
fact that there are mortality effects, the joint use of these different management tools for F.
occidentalis is feasible. Complementary studies are recommended to determine if there is

also toxicity under field or semi-field conditions and to evaluate withdrawal times.

Keywords: G. aculeifer, consumption rate, predatory habits and ingestion.
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2.1 Introduccidn

En la produccion y exportacion de productos agricolas se ha observado el aumento en las
exigencias ambientales y laborales establecidas por los diferentes mercados
internacionales (Correa—Nurfiez, 2022). Estas exigencias estan directamente relacionadas
con practicas sostenibles y, en ese sentido, el Manejo Integrado de Plagas (MIP) y la
reduccion en el uso de plaguicidas de sintesis quimica son incluidas en las agendas de

trabajo de los paises exportadores como Colombia (Alvarez et al., 2007).

Plagas como F. occidentalis causan dafios directos e indirectos a muchos sistemas de
cultivos en Colombia. En el caso particular de flores de corte para exportacion, los dafios
van desde lesiones a nivel de tejidos, transmision de virus y perjuicios econdémicos

relacionados con los eventos de interceptacion de plagas en paises destino (Vela, 2021).

En los sistemas de produccion de flores de corte, es recurrente el uso de plaguicidas de
sintesis quimica con activos como fenilpirazoles, carbamatos, organofosforados,
neonicotinoides y algunos otros relacionados con mecanismos de accion especificos para
el control de larvas y adultos de F. occidentalis (Cloyd et al., 2009). El uso recurrente de
ingrediente activos con mecanismos o sitios de accion similares, sumado a los fenémenos
de variabilidad climatica y diversidad genética de artrépodos plaga, pueden constituir un
aumento en el riesgo de aparicion de eventos de resistencia por presion de seleccion en
estos sistemas de cultivo (Zenner de Polania, 1996). Teniendo en cuenta los aspectos
normativos de los sellos de certificacion, las exigencias a nivel internacional y las
justificaciones a nivel técnico en la reduccion del riesgo de aparicion de poblaciones
resistentes, herramientas como el control biol6gico y el uso de bioinsumos vienen

complementando los esquemas de MIP (Bustillo, 2009).

Existen varios tipos de controladores biol6gicos para el control de F. occidentalis en varias
fases de su desarrollo. De los organismos que ejercen control sobre la plaga se reportan
a gran escala artropodos depredadores (Blaeser et al., 2004) y hongos entomopatogenos
(Skinner et al., 2012) los cuales en su mayoria estan dirigidos al control de adultos y larvas

en la filosfera de las plantas.
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Para el control de estados pupales de F. occidentalis que se ubican en la rizosfera, se
reportan varios tipos Agentes de Control biélogico en donde habitantes naturales del suelo
como G. aculeifer, se posicionan como potenciales depredadores de la plaga (Park et al.,
2021). En Colombia, y particularmente, en los sistemas de cultivo de rosas para
Cundinamarca, se han encontrado poblaciones de G. aculeifer que han sido descritos
como potenciales depredadores de estados pupales de F. occidentalis (Rueda-Ramirez et
al., 2018)

Se reportan otras herramientas para el Manejo Integrado de Plagas en suelos y sustratos
como lo son hongos entomopatégenos (Rios—Velasco et al., 2014) y extractos de origen
vegetal (Vera et al., 2016). Estos vienen siendo usados en mayor frecuencia dadas las

crecientes exigencias de los mercados internacionales.

Los hongos entomopatégenos B. bassiana y M. anisopliae se reportan como controladores
biol6gicos de un amplio rango de artrépodos plaga en donde se incluyen los tisandpteros
de la especie F. occidentalis (Rios—Velasco et al., 2014); por otra parte, extractos vegetales
de las familias botanicas Rutaceae y Meliaceae tienen efecto de control sobre especies de
trips a través de efectos letales y subletales sobre varios de sus instares de desarrollo
(Carrillo et al., 2001) (Bastidas, 2012).

En estudios sobre controladores biol6gicos no solo se evallan posibles efectos sobre los
organismos benéficos causados por bioinsumos, sino también, aspectos biolégicos clave
en el disefio de programas MIP (Orr, 2009). La evaluacion de factores como la tasa de
depredacién y la mortalidad por la ingestion de presas tratadas son pruebas
complementarias que pueden constituir una base de incorporacion de un artrépodo

depredador en planes de manejo de trips (De Azevedo et al., 2019).

En bldsqueda de soluciones de Manejo Integrado de F. occidentalis que involucren el uso
de Agentes de Control Biolégico y extractos vegetales, el objetivo del presente capitulo fue
estudiar el efecto de B. bassiana y M. anisopliae y dos extractos vegetales sobre los
habitos de consumo de G. aculeifer y efectos derivados de la ingesta de pupas tratadas de

F. occidentalis.
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2.2 Materiales y métodos

El estudio se realizo entre los meses de abril a diciembre de 2021 en el laboratorio de
entomologia de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, (4°38'08"N

74°04'58"0), ubicado en la Facultad de Ciencias Agrarias.

2.2.1 Efectos sobre el consumo de pupas de F. occidentalis

Se realiz6 una cria en el laboratorio de F. occidentalispreviamente identificados
taxondmicamente y corroborados como la especie en mencién sobre plantas de Cucumis
sativus L. (Cucurbitales: Cucurbitaceae), de la cual se tomaron estados pupales para el
desarrollo de las pruebas como fue descrito en Rueda-Ramirez et al. (2018).

Respecto a los individuos de G. aculeifer, se desarroll6 una cria de los &caros en
laboratorio de entomologia, previamente identificados taxonémicamente y corroborados
como la especie en mencién. Estos fueron obtenidos de muestreos realizados en campo
en cultivos de especies ornamentales de la sabana de Bogota en los municipios de Cogua
(05°03'23.3"N 073°55'44.4"W), Facatativd (04°46'39.4—40.7"N 074°19'23.9-24.8"W),
Guasca (04°50'38.3"N 073°53'07.9"W), Nemocon (05°07'03.1-03.2"N 073°51'31.7-
31.9"W) y Tocancipa (04°59'19.3"N 073°54'15.9"W). La fuente de alimentacién de los
acaros correspondié a nematodos de la especie Rhabditella axei Cobbold (Nematoda:
Rhabditidae) (Rueda-Ramirez et al., 2018, 2021).

Se evaluaron un total de tres (6) tratamientos correspondientes a lo expuesto en la tabla:

Tabla 2-1 Tratamientos evaluados para prueba de depredacion.

#Tto Tratamiento

Absoluto sin aplicacion

Agua destilada

B. bassiana cepa DSM 12256. Concentracion 1 x 107 conidias viables/mL
M. anisopliae cepa DSM 15168. Concentracién 1 x 107 conidias viables/mL

Extracto de A. indica Concentraciéon 1,2 % EC Dosis 1 cc/L

g A W N B O

Extracto de R. graveolens Concentracién 10 g/L EC Dosis 10 cc/L

Fuente: Elaboracion propia.
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Las cepas de entomopatogenos y extractos vegetales evaluados correspondieron a
produtos comerciales registrados ante el Instituto Colombiano Agropecuario ICA.

En cajas de Petri (d=4 cm y 1,3 cm de altura) se depositaron 10 pupas de F. occidentalis,
previamente tratadas por inmersion durante 3 segundos con los tratamientos (Tabla 2-1).
Luego, una hembra adulta de G. aculeifer de 15 dias de edad la cual no fue alimentada
por 24 horas, fue transferida a cada caja de Petri. Se determind el nUmero de pupas
consumidas 24 horas después de la transferencia de las hembras a las cajas de Petriy, a
partir de esto, se calculo el porcentaje de consumo con relacién a lo observado en el testigo
absoluto sin la aplicacion de ningun tratamiento. Se evaluaron y compararon los 6
tratamientos descritos previamente en un disefio en bloques completamente al azar DBCA
con un total de 7 repeticiones por cada uno, 3 bloques correspondientes a 3 réplicas totales

de experimento.

Se establecié y comparo el promedio de consumo de presas tratadas por medio de pruebas
pruebas de estadistica no paramétrica Wilcoxon/Kruskal (a = 0.05). Para los diferentes
andlisis se us6 el software libre RStudio 2022.02.1.

2.2.2 Mortalidad de G. aculeifer por ingestion de presas
tratadas
Una vez finalizadas las 24 horas de la prueba previamente mencionada, se procedio a
retirar las pupas de F. occidentalis no depredadas y a evaluar la mortalidad de G. aculeifer
por ingesta de pupas de F. occidentalis tratadas. Se evaluaron y compararon los 6
tratamientos descritos previamente (Tabla 2-1) en un disefio en blogues completamente al
azar DBCA con un total de 7 repeticiones por cada uno, 3 bloques correspondientes a 3
réplicas totales de experimento. Se calculé la probabilidad muerte (P) por la ingesta de
presas tratadas a través de una distribucion de tipo binomial teniendo en cuenta la

siguiente férmula:
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Plx=X)=+ P

'(n —X)!
En donde:
p= Probabilidad de éxito del evento
g = (1 — p) Probabilidad de fracaso del evento
n= NUmero de pruebas
X= Numero total de ocurrencia del evento.

Los tiempos de evaluacion de la mortalidad se realizaron a las 0, 24 y 48 horas posteriores
de haber retirado las pupas no consumidas. Se consideré como individuo de G. aculeifer
muerto a todo 4caro que no tuviera ninguna movilidad luego de estimulos fisicos, de luz o

temperatura.

Se establecieron y compararon los datos de la probabilidad de muerte bajo los tratamientos
establecidos haciendo analisis estadistico GLM y una distribuciéon binomial con el software
libre RStudio 2022.02.1.

2.3 Resultados

2.3.1 Efectos sobre el consumo de pupas de F. occidentalis

Se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos (Chi? = 30.65, d.f. = 5, p<
0.05). Hubo una menor depredacién y consumo de prepupas y pupas de trips por parte de
G. aculeifer después de que estas fueron tratadas extracto de R. graveolens. No se
presentaron diferencias significativas entre los testigos y los tratamientos con extracto de

A. indica, y los entomopatdégenos M. anisopliae y B. bassiana.



58 Efectos de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y dos extractos

vegetales sobre Gaeolaelaps aculeifer.

Tabla 2-2 Promedio de pupas de F. occidentalis (+ error estdndar) consumidas por

hembras adultas de G. aculeifer en un periodo de 24 horas.

Tratamiento

Promedio

Extracto de A. indica
Testigo Absoluto

M. anisopliae

B. bassiana

Agua destilada

3,9 0,59 (a)
3,8 +0,43 (a)
3,6 0,40 (a)
3,5 + 0,40 (a)
3,4 +0,20 (a)

Extracto de R. graveolens 1,9 + 0,46 (b)

Fuente: Elaboracién propia

2.3.2 Mortalidad de G. aculeifer por ingestion de presas

tratadas.

Los valores de probabilidad méas altos de muerte se encontraron en los tratamientos de

extractos de A. indica y R. graveolens. Los tratamientos de hongos entomopatdgenos no

tuvieron diferencias estadisticamente significativas con los tratamientos testigo (P= 0.99,

d.f= 3, p < 0.05).

Tabla 2-3 Probabilidad de muerte de adultos hembra de G. aculeifer en el rango de 24 a

72 horas luego de consumir pupas de F. occidentalis tratadas con B. bassiana, M.

anisopliae y dos diferentes extractos vegetales.

Tratamiento

Probabilidad

Extracto de A. indica

0,39 % 0,15 (a)

Extracto de R. graveolens 0,31+ 0,12 (a)

B. bassiana

M. anisopliae
Testigo Absoluto
Agua destilada

0,11 + 0,04 (b)
0,11 + 0,04 (b)
0,06 % 0,02 (b)
0,04 + 0,01 (b)

Fuente: Elaboracién propia.
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2.4 Discusion de Resultados

Efectos sobre el consumo de pupas de F. occidentalis

No se hallaron diferencias en el consumo de estados pupales tratados con hongos
entomopatdgenos por parte de G. aculeifer. Existe muy poca informacién sobre estudios
relacionados con presas tratadas para la especie. El presente estudio presenta resultados
gue no coinciden con los de Perez et al. 2007, quienes estudiaron el efecto del
entomopatégeno Lecanicillium lecanii Zimm (Fungi: Cordycipitaceae) sobre la actividad
depredadora de Delphastus pusillus LeConte (Coleoptera: Coccinellidae) sobre presas
tratadas de Trialeurodes vaporariorum Westwood (Homoptera: Aleyrodidae). En dicho
estudio se concluyé que si hubo una afectacion en el comportamiento de consumo por
cuenta del artropodo depredador cuando consumié presas tratadas con el hongo
entomopatogeno atribuido a cambios fisicos y fisiolégicos altamente dependientes del
tiempo de infeccién (Perez et al., 2007). No obstante, para el caso de este estudio, se
considera que 24 horas no es un tiempo suficiente para generar grandes cambios en
estados pupales de F. occidentalis que puedan afectar la actividad depredadora de G.

aculeifer.

El promedio de consumo observado en este estudio es similar a lo reportado por Bernt et
al. (2004), quienes encontraron un promedio de consumo de 3.5 instares pupales de F.
occidentalis cada 24 horas. En cuanto a otros estudios se tiene que los resultados
encontrados no coinciden con el promedio de consumo reportado por Rueda-Ramirez et
al. 2018, quienes encontraron un promedio consumo de 2.6 instares pupales luego de 24
horas. El presente estudio difiere metodolégicamente en el nimero de presas ofrecidas,
pues los autores ofrecieron 5 prepupas/pupas mientras que en este estudio se ofrecio el
doble (10 estados pupales). El nimero de presas y el tipo de presas puede ser un factor

gue aumente o disminuya el habito de consumo por cuenta de los depredadores.

Otros autores reportan tasas superiores de consumo de F. occidentalis por cuenta de G.
aculeifer comparado con otros acaros de la misma familia como Stratiolaelaps scimitus

(Acari: Laelapidae) (Park et al., 2021). Lo anterior confirma que, acaros de la familia
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Laelapidae como G. aculeifer se reportan como depredadores de estados pupales de F.
occidentalis.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo exponen que no hay efectos en los hibitos
de consumo en los tratamientos evaluados salvo por el de extracto de R. graveolens. Este
extracto contiene un alto porcentaje de cetonas hidrocarbonadas (Chaaban et al., 2019);
ademads, se ha encontrado que los aceites esenciales derivados tienen efectos alelopéticos
sobre artrépodos, incluyendo fenédmenos como repelencia e incluso muerte (Perera et al.,
2019). Lo encontrado en el presente trabajo de investigacion lleva a considerar que hay
efectos de repelencia y cambios en el habito de alimentacién bajo condiciones de
laboratorio causados por el extracto vegetal de R. graveolens dada su alta concentracién
sobre los adultos hembra de G. aculeifer (Tabanca et al., 2012). Esto debera ser revisado
para el disefio de programas de Manejo Integrado de la plaga debido a que puede llegar a
considerarse una incompatibilidad el uso conjunto de G. aculeifer y extracto de R.
graveolens; no obstante, si se manejan en diferentes momentos de aplicacién, podrian
llegar a ser una herramienta que pueda sumarse a los esquemas usados actualmente en

flores de corte. Este Ultimo punto requiere investigacion adicional.

Mortalidad de G. aculeifer por ingestion de presas tratadas.

En los resultados hallados se tiene que hay mayor probabilidad de muerte de adultos de
G. aculeifer por ingestion de presas tratadas con extractos vegetales que por el consumo
de presas tratadas con hongos entomopatdégenos. Schmutterer (1997) expone que los
extractos vegetales de A. indica no son totalmente seguros para la conservacion de la
biodiversidad de enemigos naturales, pero podrian ser considerados para ser incluidos en
programas de Manejo Integrado de Plagas. El autor concluyé esto debido a que observé
gue los extractos vegetales tienen un menor impacto que plaguicidas de sintesis quimica,
los cuales no son selectivos y que pueden presentar tasas de mortalidad mucho més alta
de artropodos benéficos (Schmutterer, 1997). Los resultados expuestos en el presente
trabajo de investigacion son similares a lo hallado por otros autores quienes reportan
efectos de mortalidad por ingestion de metabolitos de A. indica (Thoeming & Poehling
2006). No obstante, la probabilidad de muerte de organismos tratados es de apenas 0,39

+ 0,15 segun el presente estudio, lo cual puede considerarse bajo, teniendo en cuenta que
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autores reportan efectos de mortalidad importante con otros activos de sintesis quimica
como deltametrina, clorpirifos, dimetoato y cobre (Owojori et al., 2014).

De manera general, los hongos entomopatégenos no representaron un riesgo alto de
muerte por ingestion en el presente estudio. Otros autores reportan efectos de
patogenicidad sobre controladores biolégicos, encontrando que la ingestion de presas
tratadas con B. bassiana no causO porcentajes de mortalidades superiores al 5% en
adultos de coccinélidos (Sayed et al., 2021). Esto es similar a lo observado en el presente
trabajo y expone que los hongos entomopatégenos no son un factor que induzca la
mortalidad por ingestion de presas tratadas en estados larvales del depredador en instares
iniciales. Dentro del mecanismo patogénico de los hongos, se considera clave contar con
condiciones como humedad relativa, pH, intercambio gaseoso entre otras, que permitan la
formacion de los tubos germinativos sobre las estructuras de la cuticula (Keswani et al.,
2013). Estas condiciones no estan presentes en las estructuras digestivas de los
artrépodos, por lo que las enzimas que degradan las estructuras no tienen un efecto de

mortalidad por la via de ingestion (Pucheta et al., 2006)

Una cepa de hongo entomopatégeno puede llegar a tener efectos diferentes en diferentes
huéspedes, incluso si son de la misma familia (Sayed et al., 2021). Esto implica que las
cepas de los entomopatdégenos evaluadas en este estudio pueden presentar respuestas y
diferentes efectos sobre mudltiples especies de artrépodos evaluados seglin sus

condiciones especificas de patogenicidad sobre los mismos.
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2.5 Conclusiones

Las cepas de los hongos entomopatdégenos evaluados son excelentes complementos a
nivel de ensayos de laboratorio para el disefio de programas MIP debido a que presentan
una buena compatibilidad con G. aculeifer y pueden ser utilizados para el control de F.
occidentalis. Se encontraron efectos de menor consumo de presas tratadas con extracto
de R. graveolens por cuenta de G. aculeifer, igualmente, se presentaron efectos deletéreos
con el extracto de A. indica, no obstante, no se descarta el uso de los extractos de plantas
de manera conjunta con G. aculeifer para el control de estados pupales. Otras
posibilidades pueden darse en funcién del nicho en donde se usan estas herramientas. G.
aculeifer es liberado en la rizosfera y los extractos vegetales pueden ser usados tanto en
la rizosfera como en la parte aérea del cultivo para el control de F. occidentalis,
disminuyendo el riesgo de interaccion directa entre los extractos vegetales y el acaro
depredador. Es importante continuar realizando estudios complementarios relacionados
con el establecimiento de poblaciones de G. aculeifer y otras herramientas como extractos
vegetales y hongos entomopéatogenos, en aras de generar estrategias de Manejo Integrado
de la plaga.
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3.Capitulo 3: Efectos de Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae y dos diferentes
extractos vegetales en el establecimiento de
Gaeolaelaps aculeifer.

Resumen

Gaeolaelaps aculeifer Canestrini es un acaro Mesostigmata depredador de varios
organismos en el suelo en los que se incluyen trips. En blsqueda de soluciones integradas
para el manejo de Frankliniella occidentalis, se evaluaron los hongos entomopatégenos M.
anisopliae, B. bassiana y los extractos vegetales de Azaridacta indica y Ruta graveolens y
sus efectos en el establecimiento de G. aculeifer luego de una primera liberacién bajo
condiciones de invernadero en plantas de Phaseolus vulgaris. Se evaluaron dos
frecuencias de aplicacion de tratamientos: a) Quincenal y, b) Semanal. Se evaluaron 3
momentos de liberacion del acaro depredador correspondientes a 24 horas antes de la
aplicacion de los tratamientos, liberaciones simultaneas de &caros depredadores y
aplicaciones de tratamientos y 48 horas después de la aplicacion de los tratamientos. En
los resultados se encontré que el momento de liberacion no fue influyente en la densidad
poblacional de adultos y ninfas de G. aculeifer. Se encontr6 que la frecuencia de aplicacion
de tratamientos de hongos entomopatogenos y extractos vegetales influydé en una mejor
respuesta de establecimiento cuando se aplicaron estos tratamientos de manera
quincenal. Se concluye que multiples condiciones en conjunto con los factores evaluados
pueden contribuir a un establecimiento de G. aculeifer, como el momento de liberacién y

las frecuencias de aplicacion de los tratamientos.

Palabras clave: Establecimiento, G. aculeifer, hongos entomopatogenos y extractos

vegetales.
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Abstract

Gaeolaelaps aculeifer Canestrini is a Mesostigmata mite that is a predator of various
organisms in the soil, including thrips. In search of integrated solutions for the management
of Frankliniella occidentalis, the entomopathogenic fungi M. anisopliae, B. bassiana and
the plant extracts of Azaridacta indica and Ruta graveolens were evaluated and their effects
on the colonization of G. aculeifer after a first release under greenhouse conditions in
Phaseolus vulgaris plants. Two treatment application frequencies were evaluated: a)
Fortnightly and b) Weekly. Three moments of release of the predatory mite corresponding
to 24 hours before the application of the treatments, simultaneous applications of predatory
mites and treatments and 48 hours after the application of the treatments were evaluated.
In the results, it was found that the moment of release was not influential in the population
density of adults and nymphs of G. aculeifer. It was found that the frequency of treatment
application influenced a better colonizacién response when the treatments were applied
fortnightly. It is concluded that multiple conditions together with the evaluated factors can
contribute to the colonization of G. aculeifer, such as the moment of release and the
frequencies of application of the treatments.

Keywords: Release times, application frequency, population density, G. aculeifer,

entomopathogenic fungi and plant extracts.
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3.1 Introduccidn

Gaeolaelaps aculeifer es un acaro Mesostigmata de la familia Laelapidae, comercializado
y reportado como controlador natural de estados pupales de trips en la rizosfera (Manners
et al., 2013). A nivel mundial, este artrépodo se ha encontrado en diferentes sistemas de
cultivos. En Colombia, particularmente en sistemas de produccion de rosas en la Sabana
de Bogotd, este depredador se ha hallado como habitante natural del suelo (Rueda—
Ramirez et al., 2018).

Otros Agentes de Control Biolégico reportados para los estados pupales de F. occidentalis
son algunas cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, qué en condiciones
de laboratorio, humedad relativa y temperatura adecuadas, pueden alcanzar valores de
patogenicidad superiores al 80% sobre prepupas y pupas del trips occidental de las flores
(Niassy et al., 2012).

Sumado a los acaros depredadores y hongos entomopatégenos, a nivel mundial y en
Colombia se ha implementado el uso de bioinsumos como derivados de extractos
vegetales. Extractos de plantas como la ruda (Ruta graveolens) y el Neem (Azaridactha
indica) tienen efectos de control sobre plagas del suelo, ademas de ser comercializados e

incluidos en esquemas de Manejo Integrado en floricultura (Jiménez, 2010).

Diversas investigaciones y pruebas han buscado estudiar la compatibilidad de bioinsumos
y Agentes de Control Bioldgico de manera conjunta; evaluar efectos directos e indirectos
de extractos vegetales y hongos entomopatégenos sobre depredadores y parasitoides de
plagas, es un cuestionamiento comdn a la hora de establecer soluciones integradas y

establecer pardmetros de uso en campo (Sahayaraj et al., 2011).

El suelo en sistemas naturales y de cultivo, es un ecosistema Unico con amplias relaciones
entre planta - microorganismos y macroorganismos (Pedraza et al., 2010). Estas
interacciones constituyen procesos biol6gicos clave que determinan el éxito de
supervivencia de depredadores naturales en este sistema (Ruf & Beck et al., 2005);
ademas, la presencia de mdultiples organismos de manera natural o artificial a causa de
liberaciones, pueden modificar condiciones de la respuesta al crecimiento y desarrollo de

plantas de cultivo, ya sea por el efecto de control sobre artropodos plaga, o por la
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contribucién en algunos casos al equilibrio natural para el desarrollo de otros micro y
macroorganismos estrechamente relacionados con el desarrollo de raices (Socarras,
2013).

En el actual sistema de Manejo Integrado de Cultivos y teniendo en cuenta las crecientes
exigencias de los mercados para productos agricolas de exportacion como flores de corte,
se hace necesario tener en cuenta multiples herramientas que hagan posible un control de
las poblaciones de F. occidentalis para multiples fases de su desarrollo incluyendo estados

pupales que se ubican en suelos y sustratos (Zhang et al., 2021).

No se ha estudiado a fondo los efectos de extractos vegetales y hongos entomopatogenos
en la densidad poblacional de G. aculeifer y es por ello por lo que, el objetivo del presente
capitulo fue Determinar el efecto conjunto de tratamientos de Metarhizium anisopliae y
Beauveria bassiana y dos diferentes extractos vegetales sobre condiciones iniciales de
establecimiento y densidad poblacional de Gaeolaelaps aculeifer en condiciones semi-
controladas.

3.2 Materiales y métodos

El estudio se realizé en los invernaderos de propagacion de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, (4°38'08"N 74°04'58"0),
en los meses de agosto de 2021 a febrero de 2022. Se manejé temperatura promedio de
28 °C y humedad relativa > 45 %.

3.2.1 Efectos en densidad poblacional de G. aculeifer.
Individuos de G. aculeifer

Se utilizé y aumenté una cria de los acaros del laboratorio de entomologia, previamente
identificados taxondmicamente y corroborados como la especie en mencion. Estos fueron
obtenidos de muestreos realizados en campo en cultivos de especies ornamentales de la
sabana de Bogota en los municipios de Cogua (05°03'23.3"N 073°55'44.4"W), Facatativa
(04°46'39.4-40.7"N  074°19'23.9-24.8"W), Guasca (04°50'38.3"N 073°53'07.9"W),
Nemoco6on (05°07'03.1-03.2"N  073°51'31.7-31.9"W) y Tocancipa (04°59'19.3"N

073°54'15.9"W) La fuente de alimentacién de los acaros correspondié a nematodos de la
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especie Rhabditella axei Cobbold (Nematoda: Rhabditidae) (Rueda-Ramirez et al., 2018,
2021).

Material Vegetal

Para los experimentos se sembraron tres semillas de frijol arbustivo Phaseolus vulgaris L.
variedad ICA Cerinza por matera de 1 L de capacidad. Para esto, se utilizaron semillas
certificadas con un porcentaje de emergencia >90% Yy sustrato de turba organica
(Composicion Carbono 59 %, Hidrogeno 6 %, Oxigeno 33 %, Nitrogeno 2 %). Después de
quince dias de realizada la siembra, se seleccion6 una de las 3 plantas emergidas con
mejor porte y desarrollo de primeras hojas no cotiledonales, la cual se trasplanté a una
nueva matera para iniciar los experimentos. Todas las plantas estuvieron expuestas a las
mismas condiciones de luz (12 horas), radiacién, riego, fertilizacion foliar y labores

agronoémicas.

Disefio experimental y tratamientos evaluados.

La unidad experimental consistié en una matera plastica de 1 L de volumen con una planta
de frijol arbustivo sembrada en sustrato de turba organica. Se realizaron un total de dos
(2) experimentos en invernadero; en el primer experimento, se evalu6 una frecuencia de
aplicacion de tratamientos quincenal (cada quince dias y un total de 2 aplicaciones de

tratamientos durante un mes).

En el segundo experimento, se evalué una frecuencia de aplicacién de tratamientos
semanal (cada 8 dias y un total de 4 aplicaciones de tratamientos durante un mes). Se

aplicaron en ambos experimentos los tratamientos descritos en la tabla 3-1.

Tabla 3-1 Tratamientos evaluados para las pruebas en matera.

#Tto Tratamiento

Absoluto sin aplicacién

Agua destilada

B. bassiana cepa DSM 12256. Concentracién 1 x 107 conidias viables/mL
M. anisopliae cepa DSM 15168. Concentracién 1 x 107 conidias viables/mL

Extracto de A. indica Concentracion 1,2 % EC Dosis 1 cc/L

a b W N B O

Extracto de R. graveolens Concentracion 10 g/L EC Dosis 10 cc/L

Fuente: Elaboracion propia.
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Liberaciéon de G. aculeifer

Se seleccionaron de manera aleatoria veinte individuos adultos de la cria por unidad
experimental, los cuales fueron transferidos inicialmente a cajas de Petri (d=5,5cmy 1 cm
de altura). Se realiz6 una Unica liberacién de &caros veinte dias después de la siembra,
colocando abiertas las cajas de Petri sobre el sustrato de cada matera.

Fotografia 3-1 : Cajas de Petri abiertas luego de la liberacién de adultos de G. aculeifer.

Autor: Paez, A.
Afo: 2021
Lugar: Facultad Ciencias Agrarias Universidad Nacional de Colombia

Para garantizar alimento para los acaros, se suministro con una frecuencia semanal
nématodos de la especie Rhabditella axei Cobbold (Nematoda: Rhabditidae). Estos
nematodos provenian del pie de cria del laboratorio de Entomologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, previamente identificados

taxondmicamente y corroborados como la especie en mencion.
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Momentos de liberacién de G. aculeifer

Se evalu6é como primer factor a los Tratamientos (Tabla 3-1) y como segundo factor al
Momento de liberacion de adultos de G. aculeifer: (Tabla 3-2). Se evalud la interaccion
entre el momento de aplicaciéon y los tratamientos. Se evaluaron un total de tres (3)
momentos de Liberacion de adultos de G. aculeifer sometidos a todos los tratamientos

para los dos experimentos (Tabla 3-2).

Tabla 3-2 Momentos de liberacién de adultos de G. aculeifer respecto a la hora de

aplicacion de tratamientos.

Momentos de liberacién Hora

Antes 24 horas antes de aplicacion.
Durante Simultdneamente

Después 48 horas después de aplicacion.

Fuente: Elaboracién propia.
Frecuencia de aplicacion de tratamientos y experimentos

Para el primer experimento, se le aplicé el respectivo tratamiento a cada matera con una
frecuencia semanal, para un total de cuatro (4) aplicaciones totales. Para el caso del
segundo experimento, la frecuencia de aplicacion del tratamiento se ampli6 a una

frecuencia quincenal, para un total de dos (2) aplicaciones (Tabla 3-4).

Tabla 3-3 Frecuencia de aplicaciéon de tratamientos.

Numero de Frecuencia de aplicacion de  Aplicaciones totales
experimento tratamientos durante la prueba
1 Cada 8 dias (Semanal) 4
2 Cada 15 dias (Quincenal) 2

Fuente: Elaboracion propia.

Las aplicaciones se realizaron en drench con un volumen de 500 cc de solucién con una
bomba de aspersion, con boquilla de cono (presién de aplicacion: 32 PSI) garantizando

llegar a capacidad de campo.
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Extracciéon y conteo de individuos de G. aculeifer

Para los dos experimentos, cada tratamiento conté con 4 repeticiones y 2 materas por
repeticion para un total de 8 materas por tratamiento. Se realiz6 un muestreo destructivo

con la frecuencia descrita en la tabla 3-4.

Tabla 3-4 Evaluaciones realizadas para los experimentos.

Dias después de liberacion de adultos de G.

Evaluacion aculeifer (DDL)
1 15 (dias) — 15 DDL
2 30 (dias) — 30 DDL

Fuente: Elaboracion propia.

Se hicieron un total de dos conteos de los individuos de individuos, el primero a los 15DDL
y el segundo a los 30 DDL. En cada lectura se tomaron muestras del sustrato de cada una
de las materas para la extraccion de los 4caros. Cada muestra de sustrato fue tomada con
la ayuda de un cilindro plastico (@=10 cm y 5 cm de altura). Los acaros se extrajeron
mediante embudos de Berlese modificados (Oliveira et al. 2001). Con la metodologia

planteada se lograron extraer ninfas y adultos de G. aculeifer para ser contabilizados.

Andlisis estadistico

Para cada experimento se realizé un montaje aleatorio de materas en invernadero, con un
disefio factorial (Factor 1= Momentos de liberacion, Factor 2 = Tratamientos) con 4
repeticiones por tratamiento. Se realizaron pruebas de andlisis factorial y en caso de no
hallar interaccién por cuenta del factor de la combinaciébn (Momento de liberacién x
Tratamiento), se procedié a realizar una prueba de comparacion multiple de medias de
Tukey (a=0.05) con el software libre RStudio 2022.02.1.

En los casos en los que hubo interaccion de factores, fue posible determinar si existian o
no diferencias entre los tratamientos. En estos casos no se realizaron pruebas de
comparacion de medias de Tuk comparacion multiple de medias de Tukey (a=0.05) con el
software libre RStudio 2022.02.1 dada la combinacion del factor (momento de Liberacion

X Tratamiento).
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3.3 Resultados

3.3.1 Efectos en densidad poblacional de G. aculeifer.
3.4.1.1 Frecuencia de aplicacion de tratamientos: Quincenal
Adultos de G. aculeifer extraidos.

Para el caso de los adultos que fueron extraidos, se encontré que hubo interaccion entre
el momento de liberacion y el tratamiento en la primera lectura a los 15 DDL (F=6,73, d.f.=
2, p<0.05), y alos 30 DDL (Momento: Tratamiento, F= 3,56, d.f.= 2, p<0.05). La interaccién
permite concluir en este caso que la abundancia promedio de adultos fue determinada por
dos factores: 1. Momento de liberacion, 2. Tratamientos aplicados.

Para la primera lectura a los 15 dias DDL no se encontraron diferencias estadisticas en la
abundancia promedio de adultos entre tratamientos (F=3,73, d.f.= 5, p>0.05); en contraste,
para la segunda lectura a los 30DDL se encontraron diferencias estadisticas entre
tratamientos (F=3,56 d.f.=5, p< 0.05).

En la primera lectura a los 15 DDL se obtuvé que la abundancia promedio de adultos en
los tratamientos estuvieron por encima o similar a los encontrados en los testigos. Para los
tratamientos de extractos vegetales se encontrdé valores menores en el promedio de
adultos de G. aculeifer en el momento de liberacién y aplicacion simultanea, siendo este
factor el de menor promedio en el nimero de adultos. El valor més alto en el promedio de

adultos se encontro en el tratamiento 4 (Extracto de A. indica).
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Gréfica 3-1 Diagrama Boxplot del promedio de individuos adultos extraidos de las
muestras de sustrato. Se evaluaron (3) momentos de liberacion: Antes (24 horas), Durante
y Después (48 horas). A) Promedio de adultos extraidos a los 15 DDL. B) Promedio de

adultos extraidos 30 DDL.
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Ninfas de G. aculeifer extraidos.

Se obtuvo que alos 15 DDL no hubo efecto atribuido a la interaccion Momento de liberacién
X Tratamiento (F= 0,325, d.f.= 10, p> 0.05). No obstante, si hubo efecto individual atribuido
a los tratamientos (F=16.87, d. f=5, p< 0.05).

Se procedi6 a evaluar el efecto atribuido a los tratamientos para la lectura en mencion,
encontrando que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
de hongos entomopatdgenos y extractos vegetales en el promedio de Ninfas encontradas
en el sustrato (F=9,28 d.f. =3, p>0.05) (Grafica 3-2).

Gréfica 3-2 Promedio de ninfas extraidas de las muestras de sustrato a los 15 DDL dias
después de la liberacion.
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Fuente: Elaboracion propia.

Para la segunda lectura a los 30 DDL se encontré que hubo efecto en el promedio de
abundancia de ninfas atribuido a la interaccién de los factores Momento de liberacion x
Tratamientos (F= 5.6, d.f.= 10, p<0.05), concluyendo de esta manera que la combinacion

de ambos factores influy6 directamente el resultado.
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Gréfica 3-3 Diagrama Boxplot del promedio de individuos ninfas extraidas de las muestras
de sustrato evaluando (3) momentos de liberacion: Antes (24 horas), Durante y Después
(48 horas). A) Promedio de ninfas extraidos 15 dias después de liberacion de adultos. B)

Promedio de ninfas extraidos 30 dias después de liberacion de adultos.
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Se encontraron de manera general menores promedios en la abundancia de ninfas en los

tratamientos de los extractos vegetales respecto a los demas tratamientos para ambos
momentos de lectura (15 DDL y 30 DDL).
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3.4.1.2 Frecuencia de aplicacion de tratamientos: Semanal

Para la prueba en mencién se realizaron un total de (4) cuatro aplicaciones cada semana
de los tratamientos (Tabla 3-1). Luego de la extraccion y conteo de individuos se obtuvieron
los siguientes resultados:

Adultos G. aculeifer extraidos a lo largo de la prueba.

Para los adultos de G. aculeifer extraidos del sustrato se encontré que no hubo efecto de
la interaccion Momento de liberacion X Tratamiento (F=1,353, d.f. = 2, p>0.05). No
obstante, si hubo efectos Unicamente atribuidos a la aplicacion de tratamientos (F=106.9,
d.f.= 1 p<0.05). Lo anterior significé para este estudio que, la combinacion de los factores
no tuvo influencia en la abundancia promedio de ninfas en el sustrato, mientras que la

aplicacion de los tratamientos si la tuvo.

Se procedio a realizar un analisis del efecto de los tratamientos sobre el nimero de adultos
de G. aculeifer encontrados a los 15 dias de evaluacion encontrando que hay diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (F=20.03, d.f.= 5, p<0.05). El tratamiento
de extracto de R. graveolens es el de menor promedio de adultos encontrados respecto al
resto de tratamientos. De manera general los tratamientos de hongos entomopatégenos y
extractos vegetales obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con el testigo
absoluto (F=20.03, d.f.= 5, p<0.05).

Gréfica 3-4 Promedio de adultos extraidos de las muestras de sustrato a los 15 dias

después de la liberacion.

9
8
o a
£’ : {
o3 °
g °
)
€ b
sg * b
&8 3 bc
£ |
5 2 c
(]
1
0

Testigo Agua destilada B. bassiana M. anisopliae Extracto de A. Extracto de R.
Absoluto indica graveloens

Fuente: Elaboracion propia.
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Para la segunda lectura a los 30 dias, se encontraron efectos atribuidos a la interaccion
del Momento de aplicacion X Tratamientos (F=5,47, d.f.= 10, p<0.05). Lo anterior indica
gue para los 30 dias después de liberacion (30 DDL), la combinacién de factores influy6é

directamente en la abundancia promedio de adultos.

En ambas lecturas se encontr6 que el tratamiento de extracto vegetal de R. graveolens es
el tratamiento en donde se encuentra la menor abundancia promedio de adultos de G.
aculefier para los (3) momentos de liberacion. En la segunda lectura (30 DDL) el
tratamiento de B. bassiana no tuvo efectos negativos para dos de los momentos de
aplicacion: 1) Liberacion previa (24 horas antes) y Liberacion simultanea con aplicacion de
tratamientos (Durante). Respecto a la prueba de campo con frecuencia de aplicacién

guincenal, se encontraron menores promedios para la variable adultos de G. aculeifer.

Gréfica 3-5 Diagrama Boxplot del promedio de individuos adultos extraidas de las
muestras de sustrato evaluando (3) momentos de liberaciéon: Antes (24 horas), Durante y
Después (48 horas). A) Promedio de adultos extraidos 15 dias después de liberacion de
adultos. B) Promedio de adultos extraidos 30 dias después de liberacion de adultos.
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Ninfas de G. aculeifer extraidos a lo largo de la prueba.

Para la variable en mencion se encontrd que para ambas lecturas (15DDL y 30 DDL) hay
efectos atribuidos a la interaccion momento de liberacion y tratamiento (F=2,10, d.f.= 10,
p<0.05) (F=4,23, d.f.= 10, p<0.05). En los resultados se indica que el factor del Momento
de liberacion no fue influyente en el promedio de ninfas para la prueba en mencién para
ninguna de las dos lecturas (F=1,62, d.f. = 2, p>0,05) (F=0,43, d.f.=2, p>0.05).

Luego de 30 dias de evaluacion, los promedios de ninfas extraidas del sustrato
disminuyeron respecto a la primera lectura en los tratamientos de hongos
entomopatdgenos y extractos vegetales. En la primera lectura se encontré que los
promedios mas bajos de ninfas de G. aculeifer se encontraron en el tratamiento de extracto

de R. graveolens.

Gréfica 3-6 Diagrama Boxplot del promedio de individuos adultos extraidas de las
muestras de sustrato evaluando (3) momentos de liberacion: Antes (24 horas), Durante y
Después (48 horas). A) Promedio de ninfas extraidos 15 dias después de liberacion de

adultos. B) Promedio de ninfas extraidos 30 dias después de liberacion de adultos.
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3.4 Discusion de Resultados

3.4.1 Efectos en densidad poblacional de G. aculeifer. Frecuencia
guincenal.

Con una Unica liberacion, no se encontraron tendencias en la disminuciéon de adultos de

G. aculeifer para los 15 y los 30 dias de evaluacion en la mayoria de los tratamientos. Al

aplicar los tratamientos cada dos semanas, se encontraron incluso mayores nimeros de

adultos en aplicaciones simultaneas de hongos entomopatégenos y liberaciones de
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adultos de G. aculeifer. Estos resultados son coincidentes con otras pruebas de
aplicaciones simultaneas de hongos como B. bassiana con el &caro Stratiolaelaps scimitus
gue reducen significativamente las poblaciones de F. occidentalis (Zhang et al., 2021). Este
estudio encontr6 bajos efectos de los hongos entomopatogenos sobre las condiciones
iniciales de establecimiento de G. aculeifer. Wu et al. (2016) en estudios de etologia
encontraron comportamientos de limpieza de conidias del tegumento de acaros
depredadores, lo que reduce el efecto patdégenico de los hongos entomopatogenos;
paralelamente, se ha identificado una baja patogenicidad de cepas de hongos
entomopatégenos altamente virulentas a herbivoros (Wu et al., 2016). Estudios
complementarios de efectos sobre organismos benéficos del suelo corroboran el bajo
impacto de B. bassiana y M. anisopliae sobre organismos no blanco (Thungrabeab &
Tongma, 2007). Los resultados confirman que los hongos entomopatdgenos aplicados en
drench con una frecuencia de dos semanas no tienen un impacto sobre adultos de G.

aculeifer.

Este estudio es pionero en evaluar la compatibilidad de G. aculeifer con Agentes de Control
Bioldgico y extractos vegetales. No obstante, Barros et al. (2022) encontraron resultados
de respuesta funcional de Amblyseius largoensis (Acari: Phytoseiidae) a distintos tipos de
acaricidas como abamectina, azadiractina, fenpiroximato y clorfenapir; igualmente,
encontraron que la respuesta funcional de tipo Il no se vio alterada por la exposicién a
ningln acaricida (Barros et al., 2022). Es probable que los efectos de extractos vegetales
de A. indica encontrados en este estudio no hayan influido en la respuesta funcional de G.

aculeifer con el consumo de la dieta otorgada de los nematodos Rhabditella axei.

En los testigos se encontré una mayor cantidad de ninfas que en los tratamientos. Este
estudié encontr6 menores promedios de ninfas para los tratamientos de hongos
entomopatdgenos que para el testigo; no obstante, otras investigaciones en donde se
realizaron combinaciones de M. anisopliae y G. aculeifer para el control de plagas como
Lycoriella auripilla Winnertz (Diptera: Sciaridae) se encontr6 que hubo mortalidad de los
acaros en ensayos en donde también se incluy6 al hongo entomopatégeno (Advaj et al.,
2020).

El ciclo de vida reportado por algunos autores sostiene que se necesitan 19 dias 0 mas
desde que hay huevos para obtener adultos de G. aculeifer, por lo que las evaluaciones a

los 15 dias y 30 dias de liberacion pueden representar una configuraciom en la densidad



84 Efectos de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y dos extractos

vegetales sobre Gaeolaelaps aculeifer.

poblacional, coincidiendo con un mayor nimero de adultos y un menor nimero de ninfas
gue pasan transitoriamente por este estadio en un rango de 9 a 12 dias segun condiciones
como dieta consumida o temperatura (Rueda-Ramirez et al., 2018).

Los resultados del presente estudio no muestran disminuciones en la densidad poblacional
de adultos y ninfas en el tratamiento con extracto de A. indica. Esto no es coincidente con
estudios sobre el depredador Amphiareus constrictus Stal (Hemiptera: Anthocoridae) que
reportan efectos negativos en el cambio de estado de ninfas a adultos, reducciones en la
longevidad y el nimero de individuos (Gontijo et al., 2015). Los efectos atribuidos a el
extracto de A. indica estan estrechamente relacionados con el contacto directo o la
ingestion de presas tratadas; para este estudio y dada la metodologia de aplicacion, la
probabilidad de contacto y de ingestion era muy baja, lo cual puede explicar los resultados
en esquemas de liberacién. No obstante, se debe continuar investigando sobre los
diferentes efectos sobre otro tipo de artrépodos ya que las metodologias usadas por otros
autores hacen referencia a contacto directo y seguimiento a ciclo de vida y no a

liberaciones en sustratos.

Otros efectos de Azadiractina sobre formas inmaduras de depredadores son reportados
como efectos subletales y estos estan relacionados con la regulacién del crecimiento y la
supresion de picos de ecdisona y sus analogos, hormona que regula la muda. Lo anterior
no aplica de manera directa al presente estudio dado que se hace referencia a mecanismos
de accion relacionados con la ingestion del activo y en las pruebas realizadas no existié
dicho factor (Marco et al., 1990).

3.4.2 Efectos en densidad poblacional de G. aculeifer. Frecuencia
semanal.
Los resultados de este estudio registraron un mayor efecto de la utilizacion de hongos
entomopat6genos semanalmente que con una frecuencia quincenal. Este efecto sobre la
densidad poblacional es coincidente con lo reportado por otros autores, quienes atribuyen
un mayor éxito en la colonizaciéon de cepas de entomopatdégenos en suelos inoculados,
incluso de manera endofitica en raices de algunas especies de plantas de la familia
Euphorbiaceae (Greendfield et al., 2016). Estos resultados son encontrados en plantas de
P. vulgaris, en donde también se reporta accion endofitica por cuenta de hongos

entomopatdgenos (Dash et al., 2018). Un aumento en la frecuencia de aplicacién y por
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ende en el numero de conidias en el medio, puede constituir aspectos negativos para el
establecimiento de adultos y ninfas de G. aculeifer dada una mayor frecuencia en la

aplicacion de tratamientos.

En el presente estudio se evidencié una disminucion de la densidad poblacional de los
adultos y ninfas a los 30 dias de evaluacién en el tratamiento de agua destilada respecto
al testigo absoluto. Aunque todas las materas contaron con condiciones similares, estos
resultados pueden ser coincidentes con aumentos en la humedad de los sustratos
atribuidos a una mayor frecuencia de aplicacién de agua en drench. Estas condiciones
pueden favorecer la proliferacién de microorganismos que pueden interferir de manera
directa o indirecta en el establecimiento de Agentes de Control Biologico (Koehler, 1999).
Los resultados presentados coinciden con otros estudios en donde las liberaciones de G.
aculeifer se realizaron de manera aumentativa y con sustratos complementarios como fibra
de coco, aserrin y salvado de trigo para la preservacion de la poblacién de individuos

liberados (Navarro—Campos et al., 2020).

El extracto vegetal de R. graveolens presentd los menores promedios en el nUmero de
adultos y ninfas. Efectos directos e indirectos por la presencia de metabolitos secundarios
pueden tener una accién acaricida y nematicida (D’Addabbo et al., 2020). Lo reportado por
otros autores puede ser coincidente con los resultados de este estudio, pues es probable
gue a la dosis y frecuencia aplicada se hayan dado efectos de mortalidad sobre los
nematodos Rhabditella axei, el cual fue la fuente primaria de alimento de G. aculeifer. Una
reduccién en la poblacién de nematodos es un factor de dificultad en el establecimiento de
las poblaciones de G. aculeifer, ademas de otros parametros biolégicos relacionados con

la alimentacion, oviposicion y duracion del ciclo de vida.
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3.5 Conclusiones

Paoblaciones de G. aculeifer se establecieron en los tratamientos evaluados. Se realizaron
liberaciones 24 horas antes, de manera simultanea y 48 horas después de la aplicaciéon de
tratamientos, encontrando que el momento de liberacion de G. aculeifer no fue
directamente influyente en el establecimiento de sus poblaciones. En contraposicion, la
frecuencia de aplicacion de tratamientos si fue un factor influyente en la composicién
poblacional, en la medida que los tiempos o frecuencias de aplicaciéon disminuian
(aplicaciones mas seguidas) las poblaciones de G aculeifer encontraron condiciones
ambientales menos favorables para establecerse, por lo que es importante considerar

todos los factores abidticos en el establecimiento de poblaciones de G. aculeifer.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Las cepas evaluadas de los hongos entomopatégenos y los extractos vegetales
tuvieron efectos de control sobre los estados pupales de F. occidentalis. En
contraposicion, los efectos causados sobre G. aculeifer no son de alta letalidad, por lo
gue es posible considerar su uso en el disefio de planes de Manejo Integrado de F

occidentalis.

Pese a encontrar efectos en los habitos depredadores de G. aculeifer causados por
extractos vegetales de A. indica y R. graveolens, no se descarta el uso de este tipo de
bioinsumos en el Manejo Integrado de trips. Los resultados hallados sugieren que los
efectos pueden ser consideraros minimos y pueden constituir una linea base de

estudios complementarios en los habitos del acaro depredador.

El presente estudio fue pionero en evaluar aspectos relacionados con la densidad
poblacional y la capacidad de establecimiento de G. aculeifer, bajo tratamientos de
hongos entomopatdgenos y extractos vegetales. Se logré tener un establecimiento
base con una Unica liberacion para los tratamientos evaluados. Esto posiciona a las
cepas de hongos entomopatégenos de B. bassiana, M. anisopliae y los extractos
vegetales de A. indica y R. graveolens como soélidas herramientas a considerar dentro

de los disefos de programas de Manejo Integrado de trips.
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4.2 Recomendaciones

Se sugiere continuar con mas investigaciones que incluyan aspectos como la frecuencia
en las liberaciones y la variacién respecto sistemas infestados con F. occidentalis en aras
de generar mas conclusiones relacionadas con el uso de bioinsumos en los programas de
Manejo Integrado de Cultivos.

Estos estudios se deben realizar en otras especies de acaros depredadores edaficos y
otros potenciales Agentes de Control Biol6gico que puedan ser considerados en el Manejo

Integrado de F. occidentalis.
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