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RESUMEN

En el departamento del Cauca la floricultura se concentra en los municipios
de Cajibio, Piendam¢ y Silvia beneficiando a alrededor de 100 productores
de crisantemo. El cultivo de flores es afectado por diversas plagas entre las
gue se destacan los Trips, insectos picador-chupador de tamafo diminuto (1-
2mm), con altas tasas de reproduccion y caracter polifago, la infestacién de
esta plaga esta asociada a deformacion de flores y hojas, existiendo una
necesidad de buscar alternativas de control de Trips en ornamentales. La
presente investigacion se realiz6 con el fin de evaluar el potencial
entomopatégeno de 7 cepas de Penicillium sp. (Penicillium sp. 321,
Penicillium sp. 313, Penicillium sp. 121 y Penicillium sp. 129) y Trichoderma
sp. (Trichoderma sp. 311, Trichoderma sp. 323 y Trichoderma sp. 25) contra
larvas de segundo instar, adultos y pupas bajo condiciones de laboratorio y
también se evalud su actividad biocontroladora en experimentos controlados
con plantas de crisantemo en condiciones de invernadero. La cepa
Penicillium sp. 321 registr6 mayores valores de mortalidad en larvas
(66,66+7,22%) y adultos (76,67+5,77%) a la concentracion de 2.6x10°
conidios/mL y mostré6 mayores signos de micosis sobre individuos muertos
que las otras cepas. En experimentos controlados bajo condiciones de
invernadero se ajusté el inéculo a 5x10’ conidios/mL y aunque no mostré
buenos resultados en la actividad biocontroladora con similares resultados
gue el tratamiento control con plantas infestadas de Trips en la evaluacién de
calidad, el 20% de las plantas de crisantemo presentaban aun valor
comercial, sugiriendo que la cepa Pencillium sp. 321 puede influir en reducir
el nivel de dafio del Trips. Este estudio permite resaltar la importancia de
evaluar el potencial entomopatogénico de nuevas cepas contra los Trips de
las flores.

Palabras clave: Hongo entomopatégeno, Trips, crisantemo, ornamentales,
actividad biocontroladora.



ABSTRACT

In the Department of Cauca, floriculture is concentrated in the municipalities
of Cajibio, Piendamé and Silvia, benefiting about 100 chrysanthemum
growers. The cultivation of flowers is affected by various pests, among which
are Trips, tiny (1-2 mm) stinging and sucking insects, with high reproduction
rates and polyphagous character, the infestation of this pest is associated
with deformation of flowers and leaves, and there is a need to seek
alternatives for the control of Trips in ornamentals. The present investigation
was carried out to evaluate the entomopathogenic potential of 7 strains of
Penicillium sp. (Penicillium sp. 321, Penicillium sp. 313, Penicillium sp. 121
and Penicillum sp. 129) and Trichoderma sp. (Trichoderma sp. 311,
Trichoderma sp. 323 and Trichoderma sp. 25) against second instar larvae,
adults and pupae under laboratory conditions and their biocontrol activity was
also evaluated in controlled experiments with chrysanthemum plants under
greenhouse conditions. The Penicillium sp. 321 strain recorded higher
mortality values on larvae (66.66+7.22%) and adults (76.67+£5.77%) at the
concentration of 2.6x10° conidia/mL and showed greater signs of mycosis on
dead individuals than the other strains. In controlled experiments under
greenhouse conditions, the inoculum was adjusted to 5x10” conidia/mL and
although it did not show good results in biocontrol activity with similar results
to the control treatment with Trips-infested plants in the quality evaluation,
20% of the chrysanthemum plants still presented commercial value,
suggesting that the Pencillium sp. 321 strain can influence in reducing the
level of Trips damage. This study highlights the importance of evaluating the
entomopathogenic potential of new strains against flower thrips.

Key words: Entomopathogenic fungus, thrips, chrysanthemum, ornamentals,
biocontrol activity.



INTRODUCCION

En Colombia la floricultura es una de las actividades agricolas mas importantes
junto al cultivo del café y banano, genera las mayores divisas, representando el
segundo renglon de exportaciones agricolas del pais (Direccion de Cadenas
Agricolas y Forestales, 2020), ademas de tener un alto impacto social en el sector
rural por la creacion de aproximadamente 140.000 empleos directos,
especialmente madres cabezas de familia (Colombia Trade, 2019). Colombia
ocupa el segundo lugar entre paises exportadores de flores a nivel mundial,
después de Holanda, con una gran oferta y calidad de flores, siendo el primer
exportador de claveles, el cuarto en rosas y lirios y el segundo en crisantemos y el
primer proveedor al mercado de Estados Unidos, donde en 2021 se registro la
mayor cifra en exportaciones de flores con US$1.727 millones, un aumento del
22,4 % con relacion al 2020 (Direccion de Cadenas Agricolas y Forestales, 2020;
El Espectador, 2022). En el departamento del Cauca, en los municipios de Cajibio,
Piendamé y Silvia, la floricultura, especialmente el cultivo de crisantemo, es una
de las principales actividades agricolas de la region. Este cultivo involucra cerca
de 100 pequefios productores en toda la regién que se dedican a esta actividad
como su Unica fuente de ingresos (Luis Carlos, comunicacion personal, 2018).

El cultivo de flores es afectado por numerosas plagas como la arafia roja
(Tetranychus urticae Koch), la mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum) &fidos o
pulgones (Alphis spp., Myzus spp.) y el Trips (Frankliniella spp.) (Torres & Rios,
2007; Valcarcel-Calderon, 2013). Donde se destacan los Trips, pequefios insectos
picadores-chupadores, de pequefio tamafio (Hembras 1,4 mm y machos 1 mm) y
delgados que se alimentan de tejidos internos y suculentos como flores, follaje o
polen, la infestacion por esta plaga est4 asociada a la defoliacion, aborto de flores
y deformacién de hojas, incidiendo en una merma de la calidad de las flores
(Loera-alvarado et al., 2017), es de resaltar que esta es una plaga de considerable
importancia por tener ciclos de vida muy cortos y alta fecundidad (Bustillo, 2009).
Algunos autores consideran al Trips una de las principales plagas de los cultivos
ornamentales (Arévalo, Quintero, & Guillermo, 2003; Jessica M Kivett, Cloyd, &
Bello, 2015; Loera-alvarado et al., 2017) y que uno de los principales cultivos con
mayor abundancia de Trips es el crisantemo, siendo este cultivo el principal en la
floricultura del departamento del Cauca. Generalmente para su control, los
productores aplican diferentes pesticidas, sin manejo técnico de la dosificacion y
sin proteccion personal, o que conlleva a generacién de resistencia al pesticida
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por parte del insecto, afectacion al medio ambiente y a la salud de las trabajadores
y comunidades de alrededor de los cultivos. Actualmente, existe una tendencia en
el mercado internacional por "flores limpias" que garanticen la conservacion del
medio ambiente y la proteccion de la salud de los floricultores, teniendo en cuenta
que el 95% de la produccion nacional de flores va hacia la exportacién (Direccion
de Cadenas Agricolas y Forestales, 2020), un sector con enfoque en el mercado
internacional estricto en cuanto a calidad fitosanitaria, por tal razén existe la
necesidad de obtener productos biolégicos con potencial para el control de Trips
en la region productora de flores en el departamento del Cauca. El uso de hongos
entomopatdgenos es una de las técnicas mas eficaces en el control biolégico por
su especificidad en control de plagas, y la relativa sencillez de su produccién, se
caracterizan por infectar todas las etapas de la vida de los insectos y tienen
diferentes formas de accion evitando que el insecto pueda desarrollar resistencia
(Albuguergue & Albuquerque, 2009). La presente investigacion se realizé con el fin
de evaluar el potencial entomopatégeno de diferentes hongos presentes en el
cepario del grupo ASUBAGROIN de la Universidad del Cauca con potencial como
agentes de control biol6gico contra el Trips de las flores, donde se pretende
determinar y evaluar la actividad antagénica de cepas de hongos frente a
diferentes estadios de Trips como plaga del cultivo de crisantemo, bajo
condiciones In vitro y la actividad biocontroladora de los hongos seleccionados
para el control de Trips mediante ensayos In vivo como estudio preliminar en
invernadero.
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1. MARCO REFERENCIAL
1.1 LOCALIZACION

La investigacion fue dividida en dos fases: se realizaron ensayos bajo condiciones
de In vitro en el laboratorio de biotecnologia la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad del Cauca y un ensayo en condiciones de invernadero en una finca
productora de flores de crisantemo en el municipio de Piendamé. Para la colecta
de muestras se realizaron en dos fincas productoras de flores en el municipio de
Piendamd, Cauca como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Ubicacion geogréfica area de estudio.

Colecta de Trips, cultivos de
flores, Piendamé, Cauca.

Ensayo bajo condiciones de
invernadero, Piendamé, Cauca.

Pruebas in Vitro Laboratorio de

biotecnologia, Facultad de Cien-

cias Agrarias, Universidad del
Cauca, Popayan, Cauca

Fuente: Elaboracion propia.

1.2 MARCO TEORICO
1.2.1 Generalidades Crisantemo

El crisantemo (Chrysanthemun sp.) es originario de China y Japén y actualmente
existen muchas variedades alrededor del mundo, superando las 2000 variedades
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(Henao Camacho, 2019; Rodriguez, 1998) producto de cruzas y seleccién de
varias especies. Es un cultivo ornamental de la familia de las Asteraceas, de gran
importancia econdmica en flores de corte en Colombia, con diferentes variedades,
colores y flores que presentan muchas formas (margaritas, anémonas, tubulares y
pompones) (Red Agricola, 2020).

Cuadro 1. Clasificaciéon taxonémica crisantemo

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliophyta
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Chrysanthemun L.

Fuente: Sanabria Nufiez (2019).

1.2.1.1 Clasificacion Comercial Crisantemos. El crisantemo es una planta
perenne, con hojas verdes claras a oscuras y bordes ondulados o dentadas,
rugosas; presenta inflorescencia en capitulo, en racimos o abierta, con diversos
tipos de capitulos que permiten clasificarlos comercialmente segun su forma,
como se observa en el cuadro 2, tipo sencillas o margaritas, anémonas,
recurvadas. reflejas, tubulares, pompones (Infoagro; Sanabria Nufiez, 2019).

Cuadro 2. Clasificacion flores segun la forma.

Sencillas Anémonas | Recurvadas Reflejas Tubulare Pompones
e

AN p =
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Una o dos Similar a las Presenta Forma Presentan Presenta
hileras de sencillas, una forma redondeada, flores una forma
flores pero con globular, con | con flores radiales globular, con
pistiladas flores flores radiales curvasy flores
(pétalos). concéntricas radiales y doblandose tubulares. radiales
tubulares y curvadas hacia afuera cortas y
alargadas. hacia y hacia uniformes.
De un solo adentro. abajo. No presenta
color o flores
diferentes. conceéntrica.

Fuente: Sanabria Nufiez (2019).

Dentro de las empresas del sector floricultor, los crisantemos también se clasifican
de acuerdo al tipo de floracién que presentan, es decir por el nimero de flores que
existan por tallo: tipo Estandar, una inflorescencia por tallo o tipo Spray, varias
inflorescencias por tallo (Henao Camacho, 2019).

1.2.1.2 Manejo Cultivo. Los factores ambientales que influyen en mayor medida
en el crecimiento y la floracién son la luz, la temperatura y la humedad. La tasa de
crecimiento vegetativo y la floracion también se ven afectadas por la temperatura,
el rango optimo varia en funcion de cada variedad, oscilando entre 15-25°C, los
cambios bruscos de temperatura provocan malformaciones (Henao Camacho,
2019). El cultivo requiere de una humedad relativa entre 60-70%, a valores altos
de humedad se propicia la formacion de enfermedades como la Roya (Henao
Camacho, 2019; Infoagro).

El crisantemo es una planta de dia corto que en condiciones naturales florece en 8
a 9 semanas para comercializaciéon (Henao Camacho, 2019). Bajo condiciones de
invernadero se realizan acciones para alterar el fotoperiodo de las plantas como
es el uso de ldmparas LED, fluorescentes o incandescentes como fuentes de luz
artificial para evitar la induccion de floracién temprana y que la planta alcance un
tamafio optimo antes de florecer (Henao Camacho, 2019; Infoagro).

Los crisantemos se propagan vegetativamente a través de retofios, esquejes o por
micro propagacion (Henao Camacho, 2019). Para obtener por esquejes se
requiere contar con plantas para obtenerlos, a las que se denomina plantas
madres (Sanabria Nufiez, 2019).
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1.2.1.2.1 Plantas Madres. Una planta madre es un arbusto destinado a la
produccion de esquejes (Edwin & Giraldo, 2017), estas requieren 4 horas de luz
artificial durante la noche (ciclos de luz nocturnos) para mantenerlas en estado
vegetativo. Son reemplazadas cada 5 o 6 producciones de esquejes por plantas
nuevas (Gonzales & Flores, 2010).

1.2.1.2.2 Esquejes. De las plantas madres se obtienen esquejes de 12-15 cm de
altura o entre 4-5 cm de ancho, los cuales se colocan en bandejas de
multiplicacion o bancos, para favorecer el enraizamiento, donde se usan diferentes
sustratos como arena, aserrin 0 compost y también se hace uso de hormonas
estimuladoras de enraizamiento (Edwin & Giraldo, 2017). Se usa luz como apoyo
para evitar la formacion de botones florares. El enraizamiento de cada esqueje
ocurre entre 2 a 4 semanas con ayuda de nebulizacion (riego por aspersion),
retirados cuando las raices miden 1 cm, listas para sembrar (Gonzales & Flores,
2010).

1.2.1.2.3 Cultivo. La siembra de esquejes enraizados se hace de acuerdo al tipo
de variedad a sembrar, se realiza en camas de sustrato, tierra-compost,
previamente preparados con mejoradores y fertilizantes para evitar generacion de
patdogenos (Henao Camacho, 2019). Plantandose de forma superficial con el
sustrato cubriendo la raiz. Una vez sembrados, inmediatamente se debe regar en
forma abundante y mezclando el riego con la fertilizacion (Gonzales & Flores,
2010). Los esquejes sembrados deben mantenerse iluminados durante la noche
para asegurar un efecto de dia largo desde el primer dia, manteniéndolas en
estado vegetativo para obtener un rapido crecimiento para alcanzar el tamafio
deseado, asegurando que no completen 6 horas de oscuridad continuas, esto se
logra controlando los tiempos de exposicion a luz artificial (Henao Camacho,
2019). Cuando alcanzan el tamafio deseado se suspende la luz, pasando a un
tratamiento de dia corto, o usando telas oscuras si es necesario. Se realizan
despuntes para inducir la ramificacién, varias flores en un solo tallo (Tipo
Estandar). También, algunas plantas no se despuntan y se conocen como plantas
de un tallo (Tipo Spray). Las flores se cosechan con la longitud de tallo apropiadas
y el desarrollo de inflorescencia requerido (Rodriguez, 1998).

1.2.1.3 Importancia Econémica. Colombia es el segundo exportador de flores a
nivel mundial y el primero en América (Camara de Comercio de Bogota, 2015)
siendo el primer exportador de claveles, el cuarto en rosas y lirios y el segundo en
crisantemos (Colombia Trade, 2019). En el exterior los crisantemos producidos en

Colombia tienen una gran demanda debido a su gran variedad y 6ptima calidad
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(Henao Camacho, 2019). De acuerdo con cifras de ASOCOLFLORES en 2019 el
crisantemo ocup6 el tercer lugar en las exportaciones de flores colombianas, con
el 10% y mas de 40 mil toneladas de crisantemos transportadas, lo que representa
alrededor de 150 millones de délares, superado por la rosa y el clavel y en 2020
ocupd el 14,7% de las exportaciones de flores. En cuanto a los destinos
internacionales del crisantemos, el 74,9% de las exportaciones de crisantemo
fueron hacia Estados Unidos, que es el principal comprador de flores colombianas,
Reino Unido (10,32%), Chile (5,56%) y Australia (2,05%) y también se reparte en
destinos como Espafia, Rusia, Holanda y Japon (Red Agricola, 2020).

En cuanto a la produccién de flores a nivel nacional, en 2017 (Instituto Colombiano
Agropecuario, 2017) el area cultivada fue de 7.714 hectareas (Incluyendo flores y
follaje), los crisantemos ocupan el 12% de la produccion de flores a nivel nacional
(Sanabria Nufiez, 2019), principalmente son cultivados en Antioquia,
Cundinamarca y algunas regiones del Eje Cafetero. Los crisantemos tipo
exportacion, para el primer semestre de 2020, el 86,8% salieron de territorio
antioquenio, el 13,1% de Cundinamarca y el 0,02% restante, de otras regiones del
pais (Red Agricola, 2020) con una importante tendencia de crecimiento en la
produccion nacional y demanda internacional.

1.2.1.4 Principales Plagas del Cultivo de Flores. La mayoria de estas plagas
son polifagas, en el cuadro 3 se muestran las plagas mas importantes, las cuales
se destacan por dejar pérdidas econdémicas de gran importancia en cultivos
ornamentales alrededor del mundo (Torres & Rios, 2007; Valcarcel-Calderon,
2013):

Cuadro 3. Plagas de interés comercial en cultivos ornamentales.

Plaga Dafio

Tetranychus urticae Koch. (Arafia roja) Acaro polifago, destruye tejidos vegetales,
produciendo defoliacion y desecacion.

Alphis spp., Myzus spp. (Pulgones) Afidos, insectos  chupadores, para
succionar jugos de la planta, segregando
un liquido pegajosos y dulce sobre la
planta afectando su desarrollo,
debilitamiento, interrupcion crecimiento,
desecacion en ataques severos.
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Trialeurodes vaporariorum (Mosca Blanca) | Adultos y ninfas chupan la savia de las
plantas, debilitando hojas y tallos.
Causando marchitamiento, retraso
crecimiento o incluso muerte de plantas en
grandes poblaciones.

Frankliniella spp. (Trips) Son pequefios insectos  picadores-
chupadores, delgados y de tamafio entre 1-
2 mm, se alimentan de tejidos internos y
flores. Se asociacion como vectores de
enfermedades como el tospovirus vy
diseminacion de tizén del fuego, royas y
virus en los dafios del tejido.

Fuente: Torres y Rios (2007) y Valcarcel-Calderon (2013).
1.2.2 Generalidades Orden Thysanoptera

1.2.2.1 Descripcién y Ciclo de Vida. Son insectos con cuerpo alargado, cilindrico
y de tamafio diminuto entre 1-2 mm de largo. Presentan dos pares de alas largas,
angostas con flecos conformados por pelos largos. Generalmente son muy
activos, saltan y vuelan con agilidad. Las piezas bucales perforan el tejido vegetal
y extraen la savia de la planta y tradicionalmente se consideraban insectos
"raspador-chupador" y en los ultimos afios se han presentado avances dentro de
la microscopia electrénica y se ha optado por denominarlo "picador-chupador”
(Capinera, 2020).

Cuadro 4. Clasificacion taxonémica especies Trips en cultivos ornamentales

Reino Animalia
Division Arthropoda
Clase Insecta
Orden Thysanoptera
Familia Thiripidae
Género Franklinella, thrips.

Fuente: Godoy (2014)

El Trips del género Frankliniella, es uno de los géneros mas representativos del
orden Thysanoptera, presenta las etapas de desarrollo de huevo, larva | y larva ll,
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pre-pupa, pupa como se observa en la figura 2 (Cardenas y Corredor, 1989;
Servicio Nacional de Sanidad, 2019). Estos insectos en sus dos primeros estadios
(larvas de primer y segundo instar) se alimentan activamente, pero en los dos
altimos estadios son inactivos y ocurren generalmente en el suelo al dejarse caer
de la planta. (pre-pupa y pupa) (Capinera, 2020). La duracién de cada estado de
desarrollo depende de la humedad y temperatura ambiental, bajo condiciones de
laboratorio Cardenas y Corredor (1989) estudiaron el ciclo de vida de la especie
Frankliniella Occidentalis determinando el rango de duracién en dias de su ciclo de
vida: huevo 4-5, ninfa de primer instar 3-4, ninfa de segundo instar 5-8, pre-pupa
4-6, pupa 3-5 y los adultos alcanzaron una longevidad entre 60 y 121 dias. Los
estadios ninfales generalmente se asemejan a los adultos en la forma del cuerpo,
con menor tamafo y sin desarrollo de las alas. Los Trips pueden encontrarse en
las flores y en el follaje (Capinera, 2020). A pesar de su pequefio tamafio pueden
ser muy destructivos debido a su capacidad de transmision de virus en las plantas.

Figura 2. Ciclo de vida Trips Frankliniella occidentalis.

THRriPs LiFe CycLE

R d Ecc L
J (INSIDE PLANT IsT IMsTAR Larva
TISSUE) 1-2 DAYS

2-4 pars

2ND InsTAR Larva
2-4 pars  {

FoLiAGE

ApuLt
30-45 pars
Lavs 150-300 ecas f

Fuente: IPM Labs.

1.2.1.2 Afectacion de Trips en Cultivos. Los Trips de las flores F. occidentalis
se consideran una de las plagas mas importantes de cultivos alrededor del mundo
ya que tiene un amplio rango de plantas hospedantes, incluyendo pepino, cebolla,
pimenton, papa, lechuga y tomate y en cultivos de invernadero afecta varios tipos
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de cultivos ornamentales como el crisantemo, causando dafio estético y
reduciendo su valor comercial (Capinera, 2020; Skinner, et al., 2012). En cultivos
ornamentales los Trips causan dafio de manera directa, al alimentarse de la planta
con su aparato bucal picador-chupador, succionando la savia de los tejidos y
produciendo lesiones superficiales 0 manchas necroticas en pétalos y follajes
debido a que en su saliva posee sustancias fitotoxicas que generan decoloracion y
deformacion en flores y follajes (Jessica M Kivett et al., 2015). Afectando la calidad
comercial de los productos en ataques severos, ademas que muchas especies de
Trips han generado resistencia a varios insecticidas (Dong-Gang et al., 2016;
Loera-alvarado et al., 2017). El dafio indirecto se asocia a que en estado adulto los
Trips son vectores de tospovirus y pueden destruir un cultivo completo si no se
controla. El Virus del Bronceado del Tomate, TSWV (Tomato spotted wilt virus) y
tospovirus relacionados infectan mas de 1000 especies de planta incluyendo
cultivos ornamentales con gran impacto econdémico, los tospovirus son
transmitidos por Trips cuando estos se alimentan de las plantas y se encuentran
distribuidos globalmente (Rotenberg et al., 2015).

1.2.1.3 Manejo del Trips. Debido a la tolerancia cero de Trips en cultivos bajo
invernadero se hacen necesario buscar un manejo eficiente de poblaciones de
Trips en orden de producir cultivos comercialmente viables sin arriesgar la calidad
(J.M. Kivett, 2015). Sin embargo, el manejo de Trips es dificil debido a sus
caracteristicas biolégicas, su comportamiento criptico ya que los huevos se
depositan dentro del tejido de las plantas, los primeros instares larvarios se
esconden dentro de las estructuras de la flor protegidos de los productos
quimicos, los instares puparios normalmente se encuentran en el suelo y los
adultos vuelan o se dejan llevar por el viento a otras plantas. Ademas los Trips
tienen un amplio rango de plantas e hierbas hospedantes, alta tasas de
reproduccion de hembras que incluso se reproducen por partenogénesis, sin
necesidad de reproduccion sexual con un macho dando solo descendientes
hembras, corto ciclo de vida y ultimamente se han reportado resistencia a varios
insecticidas (Cardenas & Corredor, 1989; J.M. Kivett, 2015; Restrepo, 2015).

1.2.1.3.1 Control Quimico de Trips. Los insecticidas son usualmente aplicados
sobre el follaje y flores para minimizar el dafio de alimentacion y la ovoposicion e
intentar limitar la transmisién de enfermedades, sin embargo, la resistencia a
insecticidas es un efecto que se presenta a nivel global sumado al comportamiento
criptico de los Trips. Para el control de esta plaga se realizan aplicaciones de
diferentes insecticidas en un programa de rotacién, usualmente se recomienda
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realizar aplicaciones frecuentes de productos quimicos, desde dos aplicaciones,
con 5 dias de diferencia para afectar las poblaciones de Trips, teniendo en cuenta
que estadios como los huevos y estados puparios estaran protegidos del contacto
con el insecticida, en un proceso denominado "habito de encapsulado” dentro del
tejido vegetal o en el suelo (Capinera, 2020; Restrepo, 2015). Las constantes
aplicaciones ocasionan el desarrollo de mecanismos de resistencia a insecticidas,
incrementando los costos y el riesgo para operarios y organismos benéficos
(Dong-Gang et al., 2016; Restrepo, 2015).

1.2.1.3.2 Précticas Culturales. El manejo del cultivo influye en la abundancia de
Trips e incidencia de enfermedades a la planta, por ejemplo, altas tasas de
fertilizacion de nitrégeno incrementan la poblacion de Trips (Capinera, 2020).
También, la presencia de plantas o hierbas alrededor del cultivo se convierten en
un refugio para reproduccion de Trips y enfermedades de virus y su presencia
deben ser eliminadas dentro de programas de sanitizacion (desyerbe). Se
recomienda el uso de barreras para evitar el ingreso de Trips, como por ejemplo el
uso mallas finas anti-insectos (40-55 mesh) (Capinera, 2020) o bien usar barreras
bajas para reducir dispersion del insecto en el cultivo o a otros cultivos. Otra
alternativa dentro del programa de control de plagas, también se recomienda el
uso de trampas adhesivas como sistema de monitoreo, permitiendo detectar
puntos de infeccion ademas de la inspeccion visual en busqueda de sintomas del
ataque de plagas, se recomienda en cultivos ornamentales que la colocacion de
trampas adhesivas de color sea justo por encima de las plantas (Daughtrey &
Buitenhuis, 2020; Restrepo, 2015).

1.2.1.3.3 Control Biolégico de Trips. Se resalta la constante necesidad de
evaluar y desarrollar agentes de control biolégico contra los Trips. Se ha reportado
el uso de parasitoides como el Ceranisus menes y Ceranisus americensis
(Hymenoptera: Eulophidae), dos avispas que han sido investigadas para el
potencial control de Trips, con buenos resultados contra el estadio larvario del
Trips (Loomans, 2003), sin embargo, estos insectos tienen un tiempo de desarrollo
lento. Otros insectos, que han sido reportados como control biolégico contra Trips,
como el Orius laevigatus (Hemiptera: Anrhocoridae); acaros depredadores en el
follaje de los géneros Neoseiulus, Amblyseius (A.barkeri, N. cucumeris, A.
limonicus, A. swirskii, A. degenerans, A. montdorensis) y otros en este grupo
(Acari: phytoseiidae). N. cucumeis y A. swirskii se encuentran comercialmente
para aplicaciones en invernaderos; acaros depredadores en el suelo como el
Geolaelaps sp. (Acari: Laelapidae), y otros acaros que habitan en el suelo como
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Hypoaspis, Macrocheles robustulus, Stratiolaelaps scimitus; el escarabajo Dalotia
coriaria, encontrados comercialmente aunque su cria en masa resulta costosa y
nematodos entomopatdégenos (Nematoda: Heterorhabditidae y Steinernematidae)
(A.J.M., 2003; Capinera, 2020; Mouden et al., 2017). Varios hongos
entomopatdégenos comunes como Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Paecilomyces fumosroseus y Lecanicillium lecanii (Verticillium lecanii) han sido
ampliamente reportados contra Trips y también se encuentran comercialmente
(Capinera, 2020; KIRISIK y ERLER, 2017; Um et al., 2018).

1.2.3 Hongos entomopatdégenos

El uso de hongos como agentes de control biolégico contra plagas, permite reducir
la densidad de insectos, transmision de enfermedades y en consecuencia los
dafios generales al cultivo. Tienen un papel importante dentro de programas de
manejo integrado de plagas con varias ventajas en comparacion a insecticidas
convencionales, ya que reduce los impactos en el ambiente, son mas econémicos
y seguros para los operarios y organismos benéficos (Sinha, Choudhary, &
Kumari, 2016).

Restrepo (2015) menciona que las caracteristicas Optimas de un hongo
entomopatdgeno son:

e Resistente a condiciones fisicas: radiacion UV, altas temperaturas y
desecacion y compatible con otros microorganismos.

e Ser persistente y capaz de formar estructuras que resistan condiciones
adversas.

e Presentar bajos valores de DLsy (Dosis letal media) que garanticen alta
patogenicidad (>80%).

e Poseer la habilidad de causar transmitirse a mas individuos objetivos
(epizootias).

e Serinocuo.

1.2.3.1 Modos de Infeccion Hongos Entomopatdégenos. Hay hongos que
pueden invadir insectos muertos y son llamados saprofagos y hongos que infectan
insectos vivos llamados entoméfagos, y dentro de los 1,5 a 5,1 millones de
especies de hongos en el mundo aproximadamente entre 750 y 1.000 son
entomopatdégenos fangicos que se encuentran en mas de 100 géneros, pero poco
mas de 10 han sido empleadas en el control biologico de insectos comercialmente
(Araujo & Henrique, 2009; Esparza, Conteiro, & Fraga, 2017). Los hongos
entomopatdégenos atacan un amplio rango de insectos plagas de cultivos,
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pertenecientes a los érdenes Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera, Hymenoptera,
Diptera y Thysanoptera (Sinha et al.,, 2016). Aproximadamente el 80% de las
enfermedades que se producen en los insectos tienen un hongo como agente
causal. Los hongos tienen un Unico modo de infeccion, llegan al hemocele a través
de la cuticula o posiblemente a través de las piezas bucales o cavidades del
insecto. La cuticula representa el primer punto de contacto y barrera entre el
hongo y el insecto. La muerte del hongo es el resultado, de una combinacion de
factores: dafilos mecanicos resultantes de la invasion de los tejidos, agotamiento
de recursos nutritivos, micosis y produccion de toxinas en el organismo, como se
observa en la figura 3, los hongos entomopatégenos presentan varias fases en el
desarrollo de una micosis (Albuquerque & Albuquerque, 2009; Restrepo, 2015;
Sinha et al., 2016):

1. Adhesion: primer paso para la infeccién, se refiere a la unién de la estructura del
hongo a la cuticula del insecto, mecanismos no especificos de adhesion
controlado por las propiedades hidrofébicas de los conidios (En el caso de
Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces) o propiedades hidrofilicas (Verticillium
lecanii).

2. Germinacion: en condiciones favorables de humedad, temperatura y
requerimientos nutricionales en la cuticula, los conidios pueden producir
estructuras de penetracion a través de la cuticula como tubos germinativos y
apresorio, o por aberturas naturales. En los insectos, especificamente la
composicién de los lipidos epiticulares pueden jugar un rol en hacer dificil el
proceso de germinacion haciendo poco accesibles fuentes de energia para los
conidios y también pueden presentar actividad anti fangica que podria inhibir el
crecimiento de las hifas. Es en la superficie cuticular donde se decide las
interacciones que conducen a la micosis por parte del patégeno o a una defensa
exitosa por parte del huésped.

3. Penetracion: la penetracion a través de la cuticula implica la combinacion de
procesos fisicos, por la presion de la hifa sobre las areas membranosas a través
de estructuras especializadas como el tubo germinativo y quimico, secrecién de
enzimas hidroliticas, asimiladoras y desintoxicantes (proteasas, lipasas/estereasa,
quitinasas, catalizadores, citocromo Pg4s0) que facilitan la descomposicion del
tegumento. Cavidades naturales del insecto como la abertura bucal, recto,
regiones intersegmentales y tarsos son areas comunes de penetracion.
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4. Multiplicacion del hongo en el hemocele: por medido de cuerpos hifales
(blatosporas). El insecto puede dar una respuesta la infeccion a través de
mecanismos humorales (fenoloxidasas, lecitinas, proteinas y péptidos de defensa)
y/o celulares (fagocitosis, encapsulacién). EI hongo a medida que crece en el
hemocele del insecto en contacto con los nutrientes aumenta la superficie fungica
a través de la dispersion en el sistema circulatorio del insecto. Este periodo de
incubacion varia entre las especies y de diferentes factores como la humedad y la
temperatura.

5. Produccion de toxinas: Estas sustancias pueden producir la muerte del insecto
por sus propiedades biocidas e inhibidores de mecanismos de defensa.

6. Muerte del insecto: debido a la acumulacion de varios factores incluyendo el
agotamiento de nutrientes, obstruccion fisica o invasion de 6rganos y toxicosis.

7. Colonizacién total hospedante: después de su muerte, el hongo crece
saprofiticamente e invade todos los tejidos y 6rganos internos y se produce el
proceso de "momificacion”, envoltura total del insecto por el hongo

8. Emergencia del hongo al exterior: en buenas condiciones ambientales, las hifas
atraviesan el tegumento del insecto ocurriendo en regiones menos esclerosada del
tegumento (membranas intersegmentales o espiraculos).

9. Esporulacién: las hifas pueden entrar en una fase vegetativa o iniciar la fase
reproductora o de esporulacién dependiendo de factores ambientales, que influyen
en la produccion de conidios, su supervivencia y su germinacién por lo que estan
relacionados a la capacidad del hongo de causar epizootias.

Figura 3. Proceso de infeccion de Beauveria bassiana, de acuerdo con Clarkson y
Charnley (1996).
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Fuente: Sinha et al., (2016)

En general el mecanismo de infeccidbn de los hongos entomopatdégenos es
complejo y existe la necesidad de seguir estudiando el proceso de infeccion. En
los ultimos afios se ha incremento el uso de hongos entomopatdgenos en la
agricultura debido a sus ventajas de selectividad contra insectos objetivo y no
contra organismos benéficos, persistencia en el suelo o en insectos muertos para
repetir el ciclo de infeccion, tienen bajo impacto ambiental, son inocuos para el
hombre y el ambiente y son una alternativa ante la constante generacion de
resistencia a insecticidas, ademas que estos se consideran perjudiciales a la salud
de las personas y el ambiente (Esparza et al., 2017; Restrepo, 2015). La
necesidad de comprender del proceso de infeccion por diferentes cepas de
hongos permite la evaluacién y desarrollo de nuevos agentes de control biol6gico
eficaces para el uso en campo contra diferentes plagas de cultivos como el Trips.

1.3 MARCO HISTORICO

Dentro de la revision, se encontraron cepas de Penicillium sp. y Thrichoderma sp.
referenciados en estudios asociados a aislamientos y pruebas de virulencia y
patogenicidad en insectos de los oOrdenes Orhoptera, Lepidoptera, Hemiptera,
Diptera, Acari, Blattodea, Hymenoptera, Coleoptera. Se presentan algunas
referencias resaltadas a continuacion, con variacion entre los ensayos.

Mukherjee, A. et al., (2019) realizaron aislamientos y caracterizacion de cepas de
hongos nativas de suelo y evaluaron su patogenicidad contra el afido de la papaya
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Aphis gossypii Glover, de los 9 aislamientos de Penicillim sp, 5 cepas presentaron
mortalidad con valores entre 40-70%.

Pal y Ghosh (2014) realizaron aislamientos fungicos de muestras de suelo y
evaluaron su potencial entomopatégenico contra larvas de Leucinodes orbonalis
una importante plaga de cultivos de berenjena, encontrando que la cepa
Penicillium expansun presentaba micosis contra tres estadios larvarios del insecto,
sin embargo solo registré un 40% de mortalidad acumulada frente a larvas de L.
orbonalis a concentracién de 1x10° conidias/mL en 13 dias de ensayo.

Herlinda et al., (2020) evaluaron 4 aislados fungicos de la rizosfera de varias
plantas, dos de ellos eran Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, el objetivo
del estudio era confirmar la identidad y mortalidad de estos hongos
entomopatdégenos promisorios contra larvas Stodoptera litura, las otras dos cepas
resultaron en nuevos aislados entomopotagenicos, una de ellas era de Penicillium
citrinum la cual registré una mortalidad de 98,67% contra larvas de tercer instar de
S. litura, siendo la mas alta mortalidad del estudio, superior a B. bassiana y M.
anisopliae (86,67%).

Saady y Mansoor, (2021) aislaron cepas Penicillium marneffei y Verticillium lecanii
asociadas a mosquitos Culex pipeins y compararon su eficiencia contra larvas de
segundo Yy tercer instar de Culex pippeins. Encontrando que P. marneffi no tenia
diferencias significativas contra V. lecanii y presentd valores altos de mortalidad
entre 83,92% y 68,83% para larvas de segundo y tercer instar respectivamente.

Rosa et al.,, (2020) referencia varios estudios sobre hongos entomopatdégenos
entre los que incluyen cepas de Penicillium sp., que se han utilizado como
bioinsecticidas contra la mosca doméstica (Musca domestica) en fase larvaria
como control de mosquitos adultos (Aedes aegypti).

Elhakim, et al., (2020) evaluaron la virulencia de cepas entomopatégenos de
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Verticillium lecanii, y Trichoderma
harzianum, contra la arafia roja, Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae).
T. harizianum fue menos letal, pero alcanzo una mortalidad de 63,75% y no hubo
diferencias significativas entre los ensayos.

Batool et al., (2020) referencian que Beauveria bassiana y Trichoderma
asperellum estan siendo ampliamente utilizados en diferentes cultivos como
entomopatdégenos de plagas y han demostrado su eficacia en el crecimiento de las
plantas, en su estudio valuaron el potencial sinérgico de B. bassiana y T.
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asperellum, que por separado presentaban mortalidades sobre larvas de Ostrinia
furnacalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae) de 88% (B. bassiana) y de 55% (T.
asperellum), mientras que en combinacién incrementaban la mortalidad en un
98,3%.

Gracia et al., (2018) realizaron aislamientos fungicos de insectos muertos
recolectados pertenecientes a los 6rdenes Lepiddptera, Coleoptera, Hemiptera,
Hymenoptera y Diptera con signos de infeccion, cepas Thrichoderma atroviridae y
Trichoderma harzianim presentaron mortalidades inferiores a 10% similares al
testigo contra larvas de tercer instar de Duponchelia fovealis (Lepidoptera:
Crambidae) sin emabrgo, resaltan los autores es el primer registro de estas cepas
asiladas de estos insectos consideradas normalmente como saprofitos o enddfitos.

Erol et al., (2020) evaluaron la virulencia de cepas entomopatdgenos Beauveria
bassiana, Verticillium alfalfae, y Trichoderma viride y metabolitos secundarios de B
bassiana y V. alfalfae contra afidos Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae).
Al final del ensayo T. viridae logré6 mortalidades de 93,33% sin diferencias
significativas con los demas ensayos donde la mortalidad vari6 entre 73,33 a
100%.

Para el orden Thysanoptera se encontraron pocos estudios relacionados a las
cepas Penicillium sp. y Trichoderma sp. Panyasiri, et al., (2007) evaluaron el
potencial entomopatogenico de cepas flungicas para el control de plagas de cultivo
de tomate de invernadero: Trips Ceratothripoides claratris, mosca blanca Bemisia
tabaci y cochinilla Pseudococcus cryptus. Cepas de Penicillium sp. presentaron
tasas de mortalidad entre 0-13,33% para C. claratris, 6,7-23,3% para P. cryptus y
0-23,33% para B. tabaci, aun cuando las cepas de Penicillium sp. fueron
recuperados de insectos adultos muertos de Trips. Restrepo (2015) realizé
aislados fungicos de adultos Trips muertos, encontrando que el 20,29% eran
cepas de Penicillium sp. del total de aislamientos, considerado generalmente un
hongo saprofito. Muvea, A. et al., (2014) evaluaron la colonizacibn de hongos
endofitos sobre tejidos de cebollas y su impacto en la biologia de Thrips tabaci.
Plantas colonizadas con Trichoderma asperellum y Trichoderma atroviride junto
con Clonastachys rosea y Hypocrea lixii mostraban menos signos de alimentacion
y menor cantidad de ovoposicion de T. tabaci, concluyendo que estas cepas
influian en su comportamiento.
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2. METODOLOGIA

2.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DE HONGOS
PRESENTES EN LA COLECCION DEL GRUPO ASUBAGROIN DE LA
UNIVERSIDAD DEL CAUCA FRENTE A DIFERENTES ESTADIOS DE TRIPS
COMO PLAGA DEL CULTIVO DE FLORES, BAJO CONDICIONES In vitro

A continuacion, se describe la metodologia para evaluar la actividad antagénica de
cepas de hongos frente al Trips bajo condiciones de laboratorio. Las colonias de
Trips fueron obtenidas de cultivos de crisantemos en el corregimiento de Tunia, en
el municipio de Piendamd, Cauca. Los Trips fueron criados en el laboratorio de
biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca en
condiciones controladas de luz y temperatura, para obtener diferentes estadios
que fueron usados en los ensayos de laboratorio. Las cepas hongos a evaluar
estaban presentes en la coleccion del grupo de investigacion ASUBAGROIN, las
cuales fueron caracterizadas macro y microscépicamente en 4 cepas de
Penicillium sp. y 3 cepas de Trichoderma sp. Los bioensayos para evaluar la
mortalidad y el tiempo medio letal (TLsp) fueron realizados sobre tres estadios de
Trips: larvas de segundo instar, pupas y adultos. Los resultados fueron analizados
estadisticamente y con ayuda de la literatura en la discusion para escoger la mejor
cepa para utilizar en la evaluacion en invernadero.

2.1.1 Obtencion de Trips

Se realiz6é un recorrido en varias fincas productoras de flores, en el municipio de
Piendamé, debido a que reune el mayor niumero de floricultores del departamento.
Las muestras se recolectaron en cultivos de flores del corregimiento de Tunia en
plantas que presentaban sintomatologia de ataque por Trips. Para el muestreo se
utilizé una superficie de cartulina blanca de 21,6 x 27,9 cm con una abertura en el
centro de didmetro 6 cm conectada a un recipiente plastico de 7 cm de diametro y
9 cm de alto. Las flores de las plantas afectadas se sacudieron sobre la cartulina
blanca, sin arrancarlas, y con ayuda de un pincel fino (No. 00) se llevaron los Trips
al recipiente como se observa en la figura 4 (Loera-alvarado et al.,, 2017). Los
frascos plasticos con los Trips recolectados fueron llevados al laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad del Cauca.
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Figura 4. Recoleccion de Trips.

Trips adultos

e

s = /
Cultivo crisantemo \/" y Pincel fino No. 00
N /
—21,6cm _l Cartulina blanca

Recipiente plastico —7cm —

Fuente: Elaboracion propia.

2.1.2 Crianza de Trips

Se siguié la metodologia descrita por Mortazavi et al. (2015) con algunos ajustes
de acuerdo al ciclo de vida estudiado por Cardenas y Corredor (1989) y
Salamanca et al. (2010). Los Trips recolectados fueron traspasados a nuevos
recipientes en la cabina de flujo laminar y con ayuda de un pincel extrafino (No.
000) fueron traspasados a recipientes plasticos de 9 cm de alto y 7 cm de
diametro, con agujeros en las tapas de 6 cm cubiertos con tela de serigrafia para
permitir ventilacién y evitar escape de los Trips los cuales contenian una lamina de
papel filtro en el fondo para controlar el exceso de humedad, como fuente de
alimento y sitio de ovoposicidn se usaron cabezuelas de flores amarillas de
crisantemo (Chrysanthemum sp.) provenientes de un cultivo de flores,
asegurandose de que no presentaran otras plagas. Estas cabezas florales frescas
fueron lavadas 2 horas antes de su uso, sumergidas durante 15 minutos en una
solucion de hipoclorito de sodio 0.5%, para remover agentes contaminantes y
posteriormente enjuagadas en agua abundante (Buitrago, Mufoz, Bustos, &
Cantor, 2010), en cada recipiente se depositaron 70 Trips adultos entre machos y
hembras (frascos de ovoposicidén) y se mantuvieron en un régimen de fotoperiodo
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de 16:8 (luz: oscuridad) a temperatura ambiente. Luego de dos dias de incubacion
las flores ovopositadas se trasladaron a un nuevo recipiente (frascos de crianza) y
se dejé bajo las mismas condiciones descritas anteriormente hasta la eclosion de
los huevos y desarrollo de los estadios. En todos los recipientes cada 2 dias se
introdujo una flor fresca y se realizdé el cambio de las flores contenidas en los
frascos de ovoposicion a los frascos de crianza. De igual manera se aplicaron
entre 10 a 12 gotas de agua para mantener la humedad (Figura 5).

Figura 5. Crianza de Trips en laboratorio.

Los Trips son transferidos a
recipientes plasticos para la
ovoposicion.

70 Trips adultos por frasco.
Cabezuela de flor de crisan-
temo limpia y desinfectada.
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Después de 2 dias,
flores ovoposita-
das son retiradas.

Traspaso a frascos

de crianza.
Larvas 2do instar Alimentados con
) _ ] pétalos de flores
Diferentes estadios de cada 2 dias.
Trips para bioensayos:
larvas, pupas y adultos

Fuente: Elaboracién propia.

2.1.3 Obtencién de Hongos

Se seleccionaron 7 cepas de Penicillium sp. (Penicillium sp. 321, Penicillium sp.
313, Penicillium sp. 121 y Penicillium sp. 129) y Trichoderma sp. (Trichoderma sp.
311, Trichoderma sp. 323 y Trichoderma sp. 25), procedentes de la coleccion del
grupo de investigacibon ASUBAGROIN del laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca.
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2.1.4 Activacion de los Hongos

Para su activacion, los hongos mantenidos en conservacion fueron inoculados en
medio de cultivo Cloranfenicol Glucosa Agar (CGA) y se llevaron a incubacion a
25+3°C durante 12 dias. Posteriormente se realizo la identificacion taxondmica.

2.1.4.1 Identificaciobn Taxondémica de Hongos. Se analizaron caracteristicas
macroscopicas y microscopicas, las cuales se compararon con informacion
tomada anteriormente de la coleccion para constatar la identificacion de las cepas
conservadas. Para la descripcion macroscopica se verificaron caracteristicas
como color, topografia (rugosa, umbonada, verrugosa, aplanada) y textura
(algodonosa, aterciopelada, granular o polvorienta y glabrosa) (Giraldo & Villa,
2016). Para la descripcibn microscopica, se aplicdé una tincién con azul de
lactofenol y se diferenciaron las estructuras reproductivas de los hongos activados
(Arias & Perez, 2008).

2.1.5 Pruebas de Patogenicidad Bajo Condiciones de Laboratorio

2.1.5.1 Disefio Experimental. Para los bioensayos en laboratorio se plante6 un
disefio completamente al azar por triplicado con arreglo factorial 7x3, con dos
factores: cepas de hongos a evaluar y los estadios del Trips como se especifica en
el cuadro 5. Como variable de respuesta se midié el porcentaje de mortalidad y
tiempo medio letal (TLso).

Cuadro 5. Disefio experimental ensayo en laboratorio.

Factores Niveles Variables de respuesta

Hongos 7 cepas

Porcentaje de mortalidad
3 (Larvas de segundo Tiempo Letal (TLso)
instar, pupas y adultos)

Estadios de Trips

Fuente: Elaboracién propia

2.1.5.2 Preparacion de la Solucién de Hongos. Para los ensayos de

patogenicidad se preparé una suspension de esporas de los aislamientos de los

hongos identificados; para esto los hongos activados en medio de cultivo sélido

Cloranfenicol Glucosa Agar (CGA), se mantuvieron en incubacion durante 12 dias
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a 25+3°C. Posteriormente se realizd un raspado del micelio, el cual se colocé en
10 mL de agua destilada estéril y se procedi6 a cuantificar la concentracion
mediante conteo en la cdmara de Neubauer hasta alcanzar la concentracién de
2.6x10° conidios/mL.

2.1.5.3 Bioensayos en Laboratorio. Los bioensayos se basaron en la
metodologia descrita por Kivett J. (2015) con algunos ajustes teniendo en cuenta
las tres etapas de vida del Trips 1. estadios de larvas de segundo instar, 2. Trips
adultos y 3. Pupas. El experimento se desarroll6 como se describe a continuacion:
en placas de Petri de vidrio se colocé papel filtro sobre la base de la caja de Petriy
se tratd con 1 mL de la suspensién de hongos asignada o 1 mL de agua destilada
como tratamiento control, se distribuyé de manera uniforme en todo el papel filtro.
A continuacion, para el bioensayo 1 se introdujeron 10 larvas de segundo instar de
6 dias de edad, para el bioensayo 2 se introdujeron 10 Trips adultos de 2 dias de
edad y para el bioensayo 3 se introdujeron 10 pupas de 14 dias de edad. Se
proporcionaron 3 pétalos de flores (previamente desinfectados) como fuente de
alimento los cuales se reemplazaron una vez durante la duracion de los
bioensayos (Bioensayo 1: 7 dias, bioensayo 2: 9 dias y bioensayo 3: 9 dias). Las
cajas de Petri se sellaron con papel parafilm para evitar que los Trips escaparan y
poder controlar la humedad. Las cajas de Petri se mantuvieron en la incubadora a
25+3°C.

Todos los bioensayos tuvieron un tratamiento control, en las mismas condiciones
en la caja de Petri descritas anteriormente con igual numero de larvas, pupas o
adultos, segun el tratamiento. El seguimiento de los bioensayos se realiz6 hasta
que los individuos de Trips cambiaban de estadio en el tratamiento control. Para el
bioensayo 1 (larvas) se finaliz6 al dia 7, para el bioensayo 2 (adultos) al dia 9 y
para el bioensayo 3 (pupas) al dia 9.

En los bioensayos 1, 2 y 3 el nimero de larvas, adultos y pupas de Trips muertos
fueron registrados durante el tiempo de los bioensayos con inspecciones cada dos
dias, con ayuda del estereoscopio se pinchdé suavemente con un pincel de punta
fina los individuos de Trips, aquellos que no presentaron movimiento se
consideraron muertos.

Los individuos muertos fueron sumergidos en hipoclorito de sodio al 0,5% durante
cinco minutos y luego lavados con agua destilada estéril, se pasaron por papel
filtro para remover el exceso de agua (Restrepo, 2015). Posteriormente se
prepararon cajas de Petri con papel filtro humedecido con 1 mL de agua destilada
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estéril donde se depositaron los Trips muertos, se sellé la caja de Petri con
parafiim, y se llevaron a incubacion a 28°C durante 8 dias. Transcurrido este
tiempo con ayuda de un estereoscopio se hizo revision de crecimiento micelial en
los individuos muertos, de aquellos que presentaron micelio se tomaron muestras
al azar y se inocularon en cajas con medio de cultivo Clorofenicol Agar, estas
cajas se llevaron a incubacion durante 6 dias a 25°C donde se evaluo crecimiento
y se confirmaron sus caracteristicas macro y microscoépicas.

Con la informacion obtenida se determiné el porcentaje de mortalidad (Ec. 1) y el
TLso, de cada hongo sobre los tres estadios del Trips. Con los valores estadisticos
se realizd prueba de andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Duncan en el
programa estadistico SPSS. La cepa que presentd mejores resultados en los
diferentes bioensayos en laboratorio se llevé a pruebas en invernadero para su
validacion.

Trips muertos
ZTips muertos | q

%mortalidad = 00% Ec.1

Trips iniciales

2.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOCONTROLADORA DE LOS HONGOS
SELECCIONADOS PARA EL CONTROL DE TRIPS MEDIANTE CONDICIONES
DE INVERNADERO

A continuacién, se describe la metodologia para evaluar la actividad
biocontroladora de hongos seleccionados para el control de Trips bajo condiciones
de invernadero. Se adecu6 un invernadero, donde se realiz6 el manejo de las
plantas de crisantemo desde su enraizamiento hasta los ensayos, siguiendo
recomendaciones de riego y fertilizacion. Se describen las pruebas de fitotoxicidad
realizadas en plantas de crisantemo con dos hongos que obtuvieron buenos
resultados frente a diferentes estadios de Trips en condiciones In vitro en un
tiempo de ensayo de tres semanas, en este ensayo se escogieron las variables de
evaluacion de nivel dafio en las plantas: follajes y flores, para la elaboracion de
una escala de calidad para poder comparar en los ensayos en invernadero. Para
el desarrollo de la evaluacion en invernadero se construyeron jaulas de plastico
[(45,7x45,7x100 cm largo x ancho x alto)] donde se introdujeron las plantas de
crisantemo en macetas y se realizé la infestacion de Trips. Se realizaron 6
tratamientos, un tratamiento con la formulacion de hongo que mostré6 buenos
resultados en la fase laboratorio, una cepa de hongo entomopatégeno comercial,
un tratamiento quimico con un insecticida muy usado en la region, y tratamientos
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control con o sin infestacion de Trips y plantas sin aplicacion como control. La
capacidad biocontroladora de los tratamientos frente al Trips se midi6 usando
cintas adhesivas blancas durante 3 semanas, las cuales fueron analizadas en el
laboratorio de la Facultad de Ciencias Agrarias de la universidad del Cauca
haciendo conteo y revision de los Trips atrapados. Al final del ensayo se realizo
una evaluacion de calidad de las flores y el follaje en todos los tratamientos.

2.2.1 Manejo de Plantas de Crisantemo en Invernadero

2.2.1.1 Adecuacion de Invernadero. Se siguié la metodologia de manejo de
cultivo de acuerdo con la literatura revisada (Edwin & Giraldo, 2017; Henao
Camacho, 2019) y la recopilacion de diferentes recomendaciones de productores
de flores de la region; el montaje se realiz6 en la finca productora de flores: “Flores
Belén del Cauca”, ubicada en el municipio de Piendamé, Cauca. Las dimensiones
del invernadero fueron 4 metros de largo por 4 metros de ancho, encerrado en
plastico de invernadero y en los laterales con malla polisombra negra. Dentro del
invernadero se ubicaron 4 bancos de madera de 3 m de largo y 45 cm de ancho,
separados entre si por 45 cm y a una distancia de 42,5 cm de las paredes
laterales del invernadero, en estos bancos se ubicaron las jaulas con las macetas
gue contenian las plantas a evaluar (Figura 6).

Figura 6. Montaje de invernadero ubicado en Piendamo, Cauca.

Fuente: elaboracion propia

A: Invernadero y B: Bancos de madera
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2.2.1.2 Obtencién de Esquejes. Para este estudio se consiguieron los esquejes
enraizados de 15 dias los cuales tenian una longitud entre 7-10 cmy de 4 a 5
yemas. Estos esquejes fueron obtenidos a partir de las puntas de las ramas de un
cultivo de plantas madres totalmente libres de plagas y enfermedades,
provenientes de un cultivo de flores (“Finca de Flores Ana Maria”) ubicado en el
municipio de Piendamd, Cauca.

2.2.1.3 Trasplante y Manejo de las Plantas. Los esquejes enraizados se
colocaron en macetas de 15 cm de diametro, una planta por maceta, con compost
como sustrato para la planta. Las cuéles se mantuvieron durante todo el ensayo
en el invernadero de plastico evitando el ingreso de plagas y enfermedades. Para
el riego diariamente se aplicé agua directamente al sustrato usando una regadera
evitando que se humedeciera el follaje. Todas las plantas fueron fertilizadas de
acuerdo con las recomendaciones del técnico durante el proceso en las fechas
establecidas (Figura 7).

Figura 7. Manejo de plantas de crisantemo.

Fuente: elaboracion propia
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A: Esquejes enraizados, B: siembra de plantas macetas 14 cm, C: Plantas de 4 semanas
y D: plantas de 6 semanas con guadua/bambu.

2.2.2 Pruebas de Patogenicidad en Invernadero

2.2.2.1 Preparacion de los Hongos. Los hongos se activaron de acuerdo con la
metodologia descrita anteriormente en el punto 2.1.5.2 se ajusté el inéculo a 5x10’
esporas/mL. Esta concentracion se escogio para igualar la dosis recomendada
contra Trips en cultivos ornamentales usando el producto biolégico comercial
Beauveria bassiana (ADRAL®s.c.). El estudio se realiz6 desde la semana 6,
cuando ocurre el desarrollo del botdn florar en un cultivo de flores, evaludndose la
formulacion del hongo que logré buenos resultados de potencial biocontrolador
frente a Trips en condiciones In vitro.

2.2.2.2 Prueba de Fitotoxicidad. Como ensayo preliminar se evalu6 la
fitotoxicidad de dos hongos que mostraron buenos resultados en las pruebas de
laboratorio contra los estadios de Trips. Se siguio la metodologia de Kivett (2015).
Se usaron 12 plantas de crisantemo de 6 semanas tomadas de la finca “Flores
Belén del Cauca”, las cuales se traspasaron a macetas de 14 cm con una planta
por maceta. Fueron asignadas 4 plantas por hongo y 4 plantas como tratamiento
control. Cada planta fue rociada usando un espray con el hongo respectivo a una
concentracién determinada de 1x10° conidios/mL en un volumen de 30 mL. Se
realiz6 dos veces la aplicacion, dejando un espacio de una semana entre las
aplicaciones. A la semana siguiente de la ultima aplicacién se hizo la evaluacion
de fitotoxicidad de acuerdo con una escala de nivel de dafio con informacion
recolectada del estudio de fitotoxicidad sobre gerberas (Gerbera jamesonii) de
Kivett (2015), con recomendaciones de evaluacion de fitotoxicidad para cultivos
ornamentales de la Organizacion de Europa y del Mediterraneo de proteccion de
plantas (2014) y algunas consideraciones de calidad de acuerdo al CBI: Ministry of
Foreign Affairs respecto a la calidad de crisantemos tipo exportacién en Europa
(2017) en especificaciones generales para crisantemos en el mercado europeo.
Las variables de evaluacion de nivel de dafio en flores y follajes se presentan en la
tabla 1.

Tabla 1. Variables de evaluacion nivel dafio plantas: follajes y flores

Variables de evaluaciéon Valor/Escala
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Numero de flores por planta Numero
Desarrollo de botones florales semana
8 Numero
Decoloracion 0 al 100%
e Flores
e Follaje
Necrosis 0 al 100%
e Flores
e Follaje
Deformaciones/malformaciones 0 al 100%
e Flores
e Follaje
Calidad comerciable Baja, regular, alta

Fuente: CBI: Ministry of Foreign Affairs (2017) y European and Mediterranean
Plant Protection Organization (2014).

Con ayuda de esta tabla se us6 una escala de calidad de 1 a 5 teniendo en cuenta
el nivel del dafio del Trips en las plantas de crisantemos propuesta por Kivett
(2015). Siendo 1= no dafio visible (ningun dafio, efecto, apariencia similar al
testigo), 2=1 al 25% dafio (Dafo leve, leve clorosis y retardo en el crecimiento),
3=26 al 50% de dafio (dafio moderado, clorosis intensa, necrosis Yy
malformaciones pronunciadas pero el cultivo se recupera), 4=51 al 75% de dafio
(sintomas marcados, cultivo no se desarrolla bien) y 5=>75% dafio. (severo dafio,
perdida de plantas, muerte total).

2.2.2.3 Desarrollo Experimental en Invernadero. Se usaron plantas de
crisantemo desde el momento de floracion (semana 6) mantenidas en macetas de
15 cm de didmetro usando compost como medio de cultivo. Las macetas se
colocaron al azar en jaulas de plastico transparentes individuales
[(45.7x45.7x100cm largo x ancho x alto)] dispuestas en filas con un igual numero
de jaulas ubicadas en los 4 bancos del invernadero. Cada jaula tenia una puerta
con bisagras y 3 orificios (12 cm de didmetro) cubiertos con una malla antitrips. Un
orificio en la puerta y dos en cada lado de las jaulas. Estas aberturas permitian la
ventilacion, pero evitaban el escape de los Trips adultos (J.M. Kivett, 2015). El
agua se aplicé directamente sobre el suelo evitando mojar el follaje con ayuda de
una regadera sin sacar las plantas de la jaula (Figura 8).
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Figura 8. Jaulas unidades experimentales.

Fuente: Elaboracién propia

2.2.2.4 Infestacion de Trips. Cada jaula fue infestada con 35 Trips adultos de 5
dias de edad obtenidos en colonias criadas en el laboratorio de biotecnologia de la
Universidad del Cauca. Para cada tratamiento los Trips se infestaron durante la
semana 7. Para estos los Trips fueron transportados desde la Universidad del
Cauca a la finca “Flores Belén del Cauca” en recipientes plasticos. Una vez en la
finca los recipientes que contenian los Trips fueron sujetados a la guadua que
sostenian las plantas, se abrid el recipiente durante un tiempo de 2 horas y se
retiraron los frascos (Figura 9).

Figura 9. Infestacion de Trips en unidades experimentales.
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Fuente: Elaboracién propia

2.2.2.5 Disefio Experimental. Se planteé un disefio completamente al azar con 6
tratamientos y 5 réplicas por tratamiento; el factor a evaluar fue el método de
control con 3 niveles: bioldgico silvestre, bioldgica cepa comercial, quimico y tres
controles (Tabla 2). Como variable de respuesta se midi6 la capacidad
biocontroladora usando cintas adhesivas y realizando conteo y revision de Trips
adultos atrapados en las cintas y se registrd la calidad de las flores y el follaje al
final del ensayo de acuerdo a la escala de calidad establecida en el punto 2.2.2.2.

Tabla 2. Descripcién tratamientos.

Plantas
Tratam infestada | Aplicaciones de _
o Tipo s con método de Variable de
Trips control respuesta
semana 7
4 aplicaciones Actividad
T Biolégif:o silvestre Sj semanales desde biocontroladora
Penicillium sp. 321 la semana6en | gyaluacion calidad
las plantas de flores
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Biolégico comercial s:maaprlllglae c;c:jr;essde _ Actividad
T2 Beauveria bassiana Si | biocontroladora
(ADRAL®s.c.) asemanaben | Eyalyacion calidad
las plantas de flores
Quimico Insecticida Actividad
T3 . CAZ.ADOR®. Si 1 aplicacion biocontroladora
ingrediente activo semana 8 Evaluacién calidad
fipronil de flores
Actividad
T4 Control -I?Iantas con Si No se aplicé biocontroladora
infestacion de Trips Evaluacién calidad
de flores
Control: Plantas con 4 aplicaciones
T5 . a[,)llc.:acu'a'n de NoO semanales desde | Egyaluacion calidad
biolégico silvestre la semana 6 en de flores
Penicillium sp. 321 las plantas
Control: plantas sin
aplicacion productos _ .
T6 biolégicos y No No se aplico Evaluacion calidad
quimicos y sin de flores
infestacién con Trips

Fuente: elaboracién propia

Para los tratamientos T1, T2 y T5 se prepard una suspension de esporas de
Penicillium sp. 321 a una concentracién en 5x10’ conidios/mL y este se aplicé
aproximadamente 30 mL con ayuda de un espray sobre las plantas, se realizaron
4 aplicaciones como se describe en la tabla 2. Para T3 se hizo una sola aplicacion
a una dosis especificada en la etiqueta, durante la semana 8, siete dias después
de la infestacion de Trips para permitir que se establecieran por una semana. Para
evitar cualquier contaminacion cruzada entre los tratamientos, todas las plantas
asociadas con cualquier tratamiento dado se rociaron y se devolvieron a sus jaulas
antes de aplicar el siguiente tratamiento. Ademas, los guantes de latex que se
usaron durante la aplicacion del tratamiento también se reemplazaron después de
cada tratamiento para evitar la contaminacion cruzada asociada con manejo de
plantas. Todas las aplicaciones de tratamiento se realizaron a ultima hora de la
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tarde o temprano en la noche para evitar exponer las esporas de hongos a la luz
solar del medio dia.

2.2.2.7 Evaluacion en Actividad Biocontroladora. Cintas adhesivas blancas
(12.7 x 7.6 cm) fueron colocadas dentro de la jaula, aproximadamente a 8 cm
sobre la planta sujetada a la guadua que sostenia las plantas en cada maceta.
Estas cintas se colocaron durante las semanas 7, 8 y 9, dejandolas durante un
espacio de 7 dias, momento en el que se reemplazaron por una nuevay las cintas
utilizadas se retiraron y fueron transportadas en bolsas plasticas individualmente al
laboratorio de la Facultad de Ciencias Agrarias. Donde se realizé observacién con
ayuda del estereoscopio para contabilizar los adultos de Trips atrapados.
Adicionalmente, en el dia final del ensayo, las plantas fueron evaluadas en una
escala de calidad como se especifica en el punto 2.2.2.2.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DE HONGOS
PRESENTES EN LA COLECCION DEL GRUPO ASUBAGROIN DE LA
UNIVERSIDAD DEL CAUCA FRENTE A DIFERENTES ESTADIOS DE TRIPS
COMO PLAGA DEL CULTIVO DE FLORES, BAJO CONDICIONES In vitro

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la actividad antagonica
de 7 cepas de hongos frente a 3 estadios del Trips: larvas de segundo instar,
adultos y pupas bajo condiciones In vitro. Se muestra el sistema de crianza
establecido en laboratorio para Trips recolectados de fincas productoras de flores
del municipio de Piendamd, Cauca. Se detalla el ciclo biol6gico obtenido bajo las
condiciones dadas y la edad en que se usaron en los diferentes bioensayos. Se
describe las caracteristicas macro y microscopicas de lascepas de hongos dividas
en 2 géneros, 4 cepas de Penicillium sp. y 3 cepas de Trichoderma sp. Se
muestran los valores de mortalidad tiempo letal medio (TLsp) de las cepas de
hongos frente a los 3 estadios del Trips, donde se comparan estos valores con
diferentes estudios que usan hongos reconocidos como entomopatdégenos contra
el orden Thysanoptera. Se presentan los resultados obtenidos al someter los
estadios muertos en camara humeda para confirmar la muerte por accion del
hongo y el desarrollo del proceso de infeccibn. Se escogi6é la cepa P321 que
mostré los mejores resultados en la fase de laboratorio y fue llevada a evaluacion
en plantas de crisantemo para evaluar la actividad biocontroladora para el control
de Trips bajo condiciones de invernadero como estudio preliminar.

3.1.1 Obtencion de Trips

En la figura 10 se muestra un cultivo de crisantemos afectados por el Trips de la
finca productora de flores “La mina” ubicada en el municipio de Piendamo, Cauca
y se muestra el sistema de recoleccién de Trips. Se capturaron 400 Trips adultos
entre machos y hembras en 5 frascos.
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Figura 10. Obtencion de Trips de un cultivo afectado.
A -if’/r ! v‘

A: Cultivo de crisantemos, B: Flor de crisantemo con signos de necrosis e insectos de
Trips visibles y C: Bandeja usada para la recoleccién de Trips.

3.1.2 Crianza de Trips

En la figura 11 se muestra el proceso de crianza de Trips en el laboratorio de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca.

Figura 11. Sistema de crianza de Trips en laboratorio.

..........



A: Recipientes plasticos 7.5x8.5cm, B: sistema fotoperiodo luz LED 9w 16:8 h
(Luz:Oscuridad), C: Cabezuelas de flor amarilla crisantemo y D: Trips alimentandose y
opovositando en flores.

Se obtuvieron los diferentes estadios y se determiné un ciclo de vida bajo las
condiciones dadas, como se ve en la figura 12. La eclosién de los huevos ocurrié
entre el tercer y cuarto dia. Esto concuerda con Céardenas y Corredor en su
estudio sobre la biologia de Frankliniella occidentalis sobre Chrysanthemum
morifolium L. bajo condiciones de laboratorio (1989) donde la hembra coloca los
huevos dentro del tejido vegetal, al tercer dia aparecen manchas rojizas en los
pétalos del crisantemo y al cuarto dia empiezan a emerger las larvas de primer
instar.

Frankliniella occidentalis presenta dos estadios larvarios que son etapas activas
de alimentacion del insecto: larvas de primer instar (L1) y larvas de segundo instar
(L2) (Cluever, Smith, Funderburk, & Frantz, 2018; Reitz et al., 2020). Estos
estadios se caracterizan porque son pequefias, no poseen alas, son de color
blanquecino-amarillento. Generalmente las larvas de primer instar en flores son
dificiles de observar, al igual que Buitrago et al., (2010) que referencias que larvas
de primer instar debido a su pequefio tamafio quedan inmersas en la estructura de
la flor.

Las larvas de segundo instar fueron observadas en nuestro estudio en el dia 6,
con una duracion aproximada hasta el dia 14 antes de pasar a pre-pupa, lo que se
denomina larvas tardias. La duracidn de esta etapa en laboratorio concuerda con
Cardenas y Corredor (1989), que también establecieron su duracion entre 5-8 dias
a 25°C en condiciones de laboratorio en flores de crisantemo. Las larvas de
segundo instar son de un tamafo relativamente mayor a las de primer instar. En
esta etapa es posible observar la diferenciacion sexual entre machos y hembras,
los machos son mas delgados que las hembras.

El proceso de pupacion, entre el estadio de pre-pupa y pupa tuvo un intervalo de 9
a 11 dias, lo que concuerda con Cardenas y Corredor (1989), que registraron una
duracion entre 7 a 11 dias entre pre-pupa y pupa. El estado de pre-pupa se
caracteriza por tener yemas alares cortas y antenas que no se retraen sobre la
cabeza, mientras que las pupas tienen brotes alares mas largos y las antenas
estan tiradas hacia atras sobre la cabeza (Cluever et al., 2018). En estos estadios
cesan la alimentacion y son relativamente inmdviles, normalmente se dejan caer

de las plantas y caen en el suelo como sustrato para su transformacion, aunque
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pueden encontrarse dentro de flores de estructura compleja como el crisantemo
(Reitz et al., 2020).

Finalmente, los adultos empezaron a emerger alrededor del dia 23. Similar a
Cardenas y Corredor (1989), donde los adultos emergian entre el dia 19 al dia 28.
Los adultos se caracterizan por tener alas completamente desarrolladas y los
machos suelen constituir una proporcion mucho menor de la poblacién y son mas
pequefios y de color mas claro que las hembras (Cardenas & Corredor, 1989;
Cluever et al., 2018).

Una vez establecido el ciclo biolégico bajo las condiciones de laboratorio descritas,
para los bioensayos se usaron larvas de segundo instar de 6 dias desde la
eclosion de los huevos para el bioensayo 1, se usaron adultos de Trips de 2 dias
de edad, una vez emergian para el bioensayo 2 y larvas tardias entrando en pre-
pupa de 14 dias de edad desde la eclosion para el bioensayo 3. Adultos de Trips
fueron mantenidos en frascos de ovoposicion para mantener la colonia.

Figura 12. Estadios de Trips obtenidos en laboratorio.

Adultos
B Emergencia en
el dia 23

“Adultos

P Huevos
- Emergencia entre

el dia 19 - 28 4-gdias 4

Pupa Larvas 1er

3 - 5 dias A instar (L1)

V& = 3.4 dias vy Y s
(] rF 5 A
- Pre-pupa Larvas 2do Larvas 1er y
4 - 6 dias instar (L2) B instar (L1)

Pre- E -8 di
B re-pupa y 5- 8 dias 4 - 5 dias

Pupa

9 - 11 dias -3 g

B Larvas 2do
instar (L2)
8 - 10 dias
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A: Ciclo de vida del Trips de referencia (Cardenas y Corredor, 1989) y B: Ciclo de vida del
Trips obtenido en el estudio.

3.1.3 Identificacion Taxonémica de Hongos

Se identificaron taxonomicamente 7 cepas de hongos, constatando con
informacion tomada anteriormente de la coleccidon. Se registraron bajo 2 géneros,
4 cepas de Penicillium sp. y 3 cepas de Trichoderma sp. Las estructuras fangicas
encontradas son similares a las fuentes donde se describen las caracteristicas
taxondmicas de hongos de Penicllium sp. y Trichoderma sp. (Maza, Pezzlo, &
Baron, 1997; Sciortino, 2017; Watanabe, 2010) como se resume en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas macroscoépicas y microscopias del genero Penicillium sp. y
Trichoderma sp.

Penicillium sp.

WY

Morfologia colonial: las colonias se desarrollan rapidamente y en su mayoria
son de color verde, azul-verde, gris-verde, blanco, amarillo o rosa. El reverso es
amarillo, marrén claro o rojo. La superficie de la colonia es pulverulenta o lanosa.

Morfologia microscopica: Las colonias estan constituidas por micelio de hifas
delgadas septadas, tienen conidi6foros ramificados y no ramificados. Estos
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forman métulas (estructuras hifales cortas por debajo de las fialides) que dan
lugar a fialides en forma de frasco. Las fialides generan las esporas o conidios.
Los conidios son redondos, lisos 0 rugosos y no ramificados. Este género se
caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada similar a un pincel,
cuyas ramificaciones se ubican formando verticilos. El verticilo es fundamental en
la clasificacion del hongo, si hay solo un verticilo de fialides el pincel es mono
verticilado.

Trichoderma sp.

o
¥

Conidia
clusters

Singular phialides
in "Christmas-
tree" arrangement
Conidiophore

Morfologia colonial: las colonias crecen rapidamente, al principio blanco y
algodonoso y en pocos dias, se forman manchas de color amarillo a verde en la
superficie del centro, a veces en anillos anillos concéntricos. El reverso es de
color blanco a amarillo.

Morfologia microscépica: las hifas son hialinas y septadas. Los conidiéforos se
producen perpendicularmente a las hifas y luego se ramifican en forma de arbol
de Navidad. Las fidlides hialinas estan hinchadas en la base y se unen en angulo
recto a los conidioéforos. Los conidiéforos pueden ser cortos en algunas especies
pero muy largos en otras (T. longibrachiatum). Los conidios (2-5um) son ovalados
o redondos, de paredes lisas o rugosas, verdes, blancos o amarillos, y forman
racimos en las puntas de las fidlides. Las fialidas de Trichoderma son singulares,
no agrupadas como en Gliocladium. Pueden producirse clamidosporas

Las caracteristicas macroscopicas y microscopias de la cepas estudiadas del
genero Penicillium sp. y Trichoderma sp. se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Identificacion taxondémica de hongos.

Hongo Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscoépicas
Penicillium
P321 GP— i
y @l . Wil
v ‘."‘7’(— * i“q‘ : |
Fidlide T Conidicforo
Métula |
~,
Frente: Color gris con borde color | Estructura reproductiva: hifa,
blanco crema micelio septado, conidi6foros
Revés: Color amarillo ramificados métula, fialides.
Textura: Aterciopelada Conidios redondos
Topografia: Rugosa
P313 | / ». PN

Frente: Color gris con borde color
blanco crema

Revés: Centro color blanco crema
Textura: Aterciopelada
Topografia: Rugosa

[ A% \ f\ b Conic!f?rb‘ o
e\ W, AN
Métula -\.»\»\x,/ > 5’?.},&;“,; -

Fiélide_/'q"_\':\ %) ‘N

. Conidios
Lo \ 0 R
'\'K} -\‘

Estructura reproductiva: hifa,
micelio septado, conidi6foros
ramificados métula, fialides.
Conidios redondos
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P121 : \ K 3
~ 3 & Conidiéforo
Ld
Métula —p
Fialide —b '
Conidios
e
o
Frente: Color centro gris oscuro, Estructura reproductiva: hifa,
borde color blanco crema micelio septado, conidiéforos
Revés: Color amarillo, borde color | ramificados métula, fialides.
blanco crema Conidios redondos
Textura: Aterciopelada
Topografia: Rugosa
P129 " > )

Frente: Centro color blanco crema,
con tonalidades color gris parte
externa.

Revés: Centro color amarillo
crema, borde color blanco crema
Textura: Aterciopelada
Topografia: Rugosa

\ \l‘
- b, /.,
> 7 o
—_— e : P 1
P ¢ \
Conidios — _ AN

Qe A Fig -
K~ \ 5=

N //(_ LY Métula
-7\ 2N ’,&'Conidiéforo

" RARY FEATN
Estructura reproductiva: hifa,
micelio septado, conidioforos
ramificados métula, fialides.
Conidios redondos

Trichoderma
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T311

Frente: Centro color blanco-
amarillo claro

Revés: Centro color amarillo crema
Textura: Algodonosa
Topografia: Aplanada

Estructura reproductiva, tipo de
hifa septada, conidioforos
perpendiculares a las hifas.
Fialides hinchadas en la base.
Conidios redondos.

T323 ~
2 'd,i°s..~' /

Frente: Centro color amarillo claro E.structura reprodIU(_:tiva, tipo de
con tonalidades verde oliva hifa sept.ada, CONIdIOfOfQS
Revés: Color blanco con anillos perp_epdmulares alas hifas.
Textura: Algodonosa Conidios redondos.
Topografia: Aplanada

T25 g

'Cluster' de

s ~ " i, i -
' & Fialide
bt & £
-comdnqs
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Frente: Centro color café con Estructura reproductiva, tipo de
borde blanco crema hifa septada, conidiforos

Revés: centro color amarillo crema | perpendiculares a las hifas.

con borde color blanco crema Conidios redondos. Formando
Textura: Algodonoso racimos o "clusters" de conidios.
Topografia: Velloso

Fuente: elaboracién propia

3.1.4 Pruebas de Patogenicidad

A continuacion, se presentan los resultados de mortalidad en los diferentes
bioensayos en condiciones de laboratorio.

3.1.4.1 Bioensayo 1 Larvas de Segundo Instar

3.1.4.1.1 Evaluacién de Mortalidad en Larvas de Segundo Instar. En la tabla 5
se muestran los valores de mortalidad general y mortalidad corregida usando la
formula de Abbott (Ec. 2), debido a que la mortalidad en el testigo fue mayor al
10% (Brogdon & Chan, 2012). La mortalidad en larvas de segundo instar de Trips
fue de 20%, posiblemente debido a las condiciones saturadas que se generan
dentro de la caja de Petri, similar a lo que referencia Fatnassi et al. (2015), que
encuentran que las etapas de Frankliniella occidentalis son sensibles a la
humedad durante su desarrollo, siendo el rango de humedad relativa entre 65% vy
85% mas desfavorable para los estadios larvarios y mas favorable para las pupas
y adultos. La mortalidad corregida fluctué entre 75% y 0%.

%mortalidad muestra—%mortalidad testigo
100%—%mortalidad testigo

* 100 Ec.2

%mortalidad corregida =

Tabla 5. Porcentaje de mortalidad general y mortalidad corregida de larvas de segundo
instar de Trips causado por cepas de Penicillium sp. y Trichoderma sp. 7 dias después de
la inoculacion.

Género Cepa Concentracién Mortalidad Mortalidad
P conidios/mL general (%) corregida (%)

Penicillium P321 2,6 x10° 73,3345,77 66,66+7,22°
Penicillium P313 2,6 x10° 56,67+6,77 45,84+7,22%P
Penicillium P121 2,6 x10° 73,33+23,09 66,66+28.87%
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Penicillium P129 2,6 x10° 70+26,46 62,5+30,24°
Trichoderma T311 2,6 x10° 40+10 25+7,22°¢
Trichoderma T323 2,6 x10° 80410 75+12,5%
Trichoderma T25 2,6 x10° 2040 0°

Testigo Agua destilada 2040 0°

Los superindices a, b y ¢ muestran los agrupamientos obtenidos por la prueba de Duncan.
Fuente: elaboracion propia

El andlisis de varianza (ANOVA) indica que existen diferencias estadisticas
significativas entre el efecto patogénico de los hongos de genero Penicillium sp. y
Trichoderma sp. sobre las larvas de segundo instar evaluadas (p: 0,000) a la
concentracion de 2.6 x10° conidios/mL. Mediante la prueba de Duncan se logré
diferenciar los grupos, donde se destacan los hongos P321, P121, P129 y T323
gue presentaron el mayor porcentaje de mortalidad con valores entre 62,5 a 75%
(grupo a, tabla 4). Mientras que el tratamiento Trichoderma sp. 25 no mostré
mortalidad igual al testigo (grupo c, tabla 4). Al final del ensayo, la mayor
mortalidad se registr6 usando la cepa Trichoderma sp. 323 con un 75% y para las
cepas Penicillium sp. 321 y Penicillium sp. 121 con un 66,66%.

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos por otros autores relacionados
con el porcentaje de mortalidad de larvas de segundo instar por aplicacion de
hongos. Se evidencia que nuestros resultados estan entre los rangos mas altos
alcanzados por otros autores contra especies de Trips como el Frankliniella
occidentalis y Scirtothrips dorsalis presentes en cultivos ornamentales utilizando
hongos reconocidos como agentes de control biolégico como son Beauveria
bassiana, Metarhizium flavoviride, Metarhizium brunneum vy Isaria fumosorosea.
Ademas, no se encuentran estudios usando géneros de Penicillum sp. o
Trichoderma sp. contra Trips de cultivos ornamentales, solo se referencia un
estudio usando cepas de Penicillium sp. contra estados inmaduros de Trips
Ceratothripoides claratis, considerada una plaga importante de cultivos de tomate.

Tabla 6. Estudios referenciados usando hongos entomopatdégenos contra larvas de
segundo instar Trips.

Inoculo . . Mortalidad
A H . E T
utores ongo (conidios/mL) stadio Trips (%)
Geetal., Metarhizium 1,2x10° Larvas de 79 29
(2020) flavoviride Inmersién, una segundo instar ’
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aplicacion Frankliniella
occidentalis
. . 8,61x10°+1,00x10° | -arvas de
Ugine et al., Beauveria Aspersion. una segundo instar 69 - 85
(2005) bassiana P N Frankliniella
aplicacion . .
occidentalis
B. bassiana 1x10° Larvas de 50
Arthurs et al., - segundo instar
M. brunneum Aspersion, una . . 75
(2012) o Scirtothrips
I. fumosorosea aplicacion . 77
dorsalis Hood
1,25x10° Larvas segundo
Wraiht et al B. bassiana 4,85x107 insta? 83
9 ” | M. brunneum 4,75x10’ - 96
(2016) . . -, Frankliniella
M. anisopliae Aspersion, una . . 96
L occidentalis
aplicacion
Panyasiri et 1x10’ Estad.os
.. . . larvarios
al., (Panyasiri Penicillium sp. Inmersién, una o 0-13,3
o Ceratothripoides
et al., 2007) aplicacion .
claratis
Penicillium s 2,6x10° Larvas de
Este estudio P Aspersién, una . 45,84 - 66,66
o segundo instar
aplicacion
6
. Trichoderma 2’6).(,10 Larvas de
Este estudio Aspersion, una . 0-75
sp. o segundo instar
aplicacion

Fuente: elaboracién propia

Por otra parte, Thungrabeab et al., (2006) al evaluar el potencial entomopatégeno
de 41 aislados fungicos sobre larvas de Thrips tabaco Lindeman (Thysanoptera:
Thripidae) clasificaron los hongos estudiados en tres clases de acuerdo al nivel de
mortalidad sobre el estado larvario, considerando altamente patdgenos si la
mortalidad es mayor a 64,49%, moderadamente patdgenos si esta entre 64,49-
30,99% y poco patdégeno a mortalidades por debajo de 30,99%. Igualmente,
Godngora, Marin y Benavides (2009) consideran cepas con buena virulencia si
causan mortalidades cercanas o superiores al 70% sobre los insectos. De acuerdo
a los resultados obtenidos en este estudio bajo condiciones de laboratorio las
cepas Trichoderma sp. 323, Penicillium sp. 321 y Penicillium sp. 121 se catalogan
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como altamente patégenos al mostrar mortalidad desde 66,66 a 75% y la cepa
Trichoderma sp. 323 se considera de buena virulencia.

En la figura 13 se observa el registro de larvas que presentaron micelio externo
luego del tratamiento con camara humeda. En la columna A se presentan los
resultados de Penicillium sp. 321, en la columna B de Penicillium sp. 313, en la
columna C de Penicllium sp. 121, en la columna D de Pencillium sp. 129 yen la E
de Trichoderma sp. 323. En todos los casos al aplicar azul de lactofenol sobre los
Trips y llevar al microscopio al objetivo de 10x se observé presencia del hongo de
color azul y cuando se aument6 al objetivo de 40x se logr6 diferenciar hifas y
estructuras reproductivas de los hongos respectivos.

Figura 13. Registro cAmara humeda larvas de Trips muertas: observaciones de micelio
externo usando estereoscopio y tincion de lactofenol.

A
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Fuente: elaboracién propia
A: cepa P321, B: cepa P313, C: cepa P121, D: cepa P129y E: cepa PT323

En la tabla 7 se muestra el registro de larvas muertas de Trips que presentaron
micelio externo visible con ayuda de estereoscopio en la camara humeda. Se
observd que la cepa Penicillium sp. 321 presenta la mayor proporcion de larvas
muertas que mostraban desarrollo de micelio externo con un 72,73%. Mientras
gue en las demas cepas se presentaba menor proporcion de micelio externo. Es
oportuno mencionar que no todos los Trips muertos desarrollaron micelio externo
en camara humeda visible con estereoscopio, pero si mostraban desarrollo de
hifas visibles con ayuda de microscopio usando azul de lactofenol. El proceso de
infeccidn en la produccion de micelio sobre el cadaver del insecto esta relacionada
a la capacidad de esporulacion, considerada como un factor de virulencia del
hongo que le permite replicarse en el campo (Restrepo, 2015). Ademas el nivel de
infeccion esta relacionado a la dosis de aplicacién y edad del insecto, como
concluyen Arthurs, Aristizabal, y Avery (2013) quienes evaluaron cepas de hongos
entomopatégenos Beuveria bassiana, Metarhizium brunneum e Isaria
fumosorosea contra larvas de segundo instar y adultos de Trips Scirtothirps
dorsalis Hood (Thysanoptera: Thiripidae), registraron mayores tasas de
esporulaciones a dosis altas y mayor proporcién de micelio sobre los Trips adultos
muertos en comparacion a las larvas.

Tabla 7. Larvas de segundo instar muertas en cAmara himeda.

Larvas
Larvas muertas
3 Larvas .. muertas con
Geénero Cepa con micelio .
muertas externo micelio
externo en (%)
Penicillium P321 22 16 72,73
Penicillium P313 17 6 35,29
Penicillium P121 22 7 31,82
Penicillium P129 21 3 14,28
Trichoderma T323 24 6 25

Fuente: elaboracién propia
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3.1.4.1.2 Evaluacion de Tiempo Letal en Larvas de Segundo Instar. Los
valores de tiempo letal medio (TLso), se muestran en la tabla 8. Los valores de
TLso para cada cepa se hallaron por método gréfico a partir de las curvas de
mortalidad.

Tabla 8. Valores de TLsg en larvas de segundo instar Trips

Género Cepa TLso (dias)
Penicillium P321 1,73+0,232
Penicillium P313 6,67+0,67%¢
Penicillium P121 3+1,53%P¢
Penicillium P129 6,27+2,39"¢

Trichoderma T311 10+1¢
Trichoderma T323 2,43+0,432°

Los superindices a, b, ¢ y d muestran los agrupamientos obtenidos por la prueba de
Duncan.
Fuente: elaboracién propia

El andlisis de varianza (ANOVA) indica que hay diferencias significativas en el TLsg
de los hongos sobre las larvas de segundo instar de Trips (p: 0,004) y segun la
prueba de Duncan se logré diferenciar cuatro grupos, donde se destacan el P321,
que registré los menores valores de TLsg durante los bioensayos (grupo a, tabla 8).
Mientras que el T311 registré el mayor valor de TLso en el bioensayo (grupo d,
tabla 8).

La cepa Penicillium sp. 321 presento valores menores de TLso seguida de la cepa
Trichoderma sp. 323 y Penicillium sp. 121, mientras que la cepa Penicillium sp.
313 y Trichoderma sp. 311 no lograron causar la muerte del 50% de la poblacién
de larvas de Trips durante el tiempo del ensayo. Estos resultados son similares a
Ge et al., (2020), que evaluaron el TLso del hongo entomopatégeno Metarhizium
flavoviride contra larvas de segundo instar de Trips Frankliniella occidentalis
encontrando que a concentraciones de 1.2x10° conidios/mL se lograba un TLsy de
3,11 dias y una mortalidad final de los 10 dias de inoculacion del hongo del 100%
sobre las larvas.
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3.1.4.2 Bioensayo 2 Trips Adultos

3.1.4.2.1 Evaluacién de Mortalidad en Trips Adultos. En la tabla 9 se muestran
los valores de mortalidad en los ensayos de patogenicidad sobre adultos de Trips
durante los 9 dias del ensayo.

Tabla 9. Porcentaje de mortalidad general y mortalidad corregida de adultos Trips
causado por cepas de Penicillium sp. y Trichoderma sp. 9 dias después de la inoculacion.

Género Cena Concentracioén Mortalidad
P conidios/mL general (%)
Penicillium P321 2,6 x10° 76,67+5,772
Penicillium P313 2,6 x10° 76,67+25,172
Penicillium P121 2,6 x10° 60+26,46%
Penicillium P129 2,6 x10° 76,67+11,55%
Trichoderma T311 2,6 x10° 63,33+11,55%
Trichoderma T323 2,6 x10° 60+10?
Trichoderma T25 2,6 x10° 504202
Testigo Agua destilada o°

Los superindices a y b muestran los agrupamientos obtenidos por la prueba de Duncan.
Fuente: elaboracién propia

El analisis de varianza (ANOVA) muestra que hay diferencias estadisticas
significativas de todos los tratamientos respecto al testigo, indicando que los
hongos de genero Penicillium sp. y Trichoderma sp. tienen efecto patogénico
sobre los adultos de Trips en las cepas evaluadas (p: 0,001) en la concentracién
de 2.6 x10° conidios/mL. En la prueba de Duncan se logré diferenciar dos grupos,
el grupo b lo conforma el Testigo y el grupo a todos los tratamientos con las cepas
evaluadas, donde se observa un efecto similar (Tabla 8). Al final del ensayo, la
menor mortalidad se registr6 en la cepa Trichoderma sp. 25 con un 50% vy la
mayor fue de 76,67% para las cepas Penicillium sp. 321, Penicillium sp. 313 y
Penicillium sp. 129.

Los valores de mortalidad obtenidos sobre adultos de Trips bajo condiciones de
laboratorio con cepas de Penicillium sp. y Trichoderma sp. se encuentran dentro
de los rangos de mortalidad encontrados usando hongos entomopatdégenos,
reconocidos en la literatura por tener efecto patégeno sobre el orden Thysanoptera
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(Trips) (Tabla 10). En este estudio los valores de mortalidad estuvieron entre 50-
76,67% sobre adultos de Trips, indicando buenos valores de patogenicidad y
virulencia. No se encontraron estudios usando cepas de Penicillium sp. o
Trichoderma sp. contra estados adultos de Trips.

Tabla 10. Estudios referenciados usando hongos entomopatdégenos contra adultos de

Trips.

Inoculo . . Mortalidad
Autores Hongo . Estadio Trips
g (conidios/mL) P (%)
Akanth 1,9x10°%-1,9x10°
Du et al " sgmyces | i:ocula(,:ic'))(n Adultos
v . L Megalurothrips | 57,5 - 76,25
(2019) Metarhizium topica indirecta, g . P
- o usitatus
flavoviride una aplicaciéon
Hembras
adultas
tothr
. 8,61x10%2,2x10° | Scirtothrips
Zahn y Morse Beauveria Aspersién. una citri Moulton 90-98
(2013) bassiana per Scirtothrips.
aplicacion
perseae
Nakahara
B. bassiana 1x10° Adultos 100
Arthurs et al., ., . )
(2012) M. brunneum Aspersién Scirtothrips 95
I. fumosorosea Una aplicacion dorsalis Hood 85
2,18x10°-
- ’ Adul
Restrepo Lecanillium sp, 2,18x10° Frar?lgli:ﬁ:lla 64,86 - 100
(2015) Metarhizium sp. Aspersion S 70,27 - 100
Una aplicacién PP
. 2,6x10°
Este estudio Penicillium sp. Aspersion Ad#I:i()sSde 60 - 76,67
Una aplicacién P
2,6x10°
Este estudio | Trichoderma sp. Aspersion Ad#Irtiossde 50 - 63,33
Una aplicacion P

Fuente: elaboracién propia
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En la figura 14 se observa el registro de adultos de Trips que presentaron micelio
externo posterior al tratamiento con camara humeda. En la columna A se
presentan los resultados de Penicillium sp. 321, en la columna B de Penicillium sp.
313, en la columna C de Penicllium sp. 121, en la columna D de Pencillium sp.
129, en la E de Trichoderma sp. 311, en la columna F de Trichoderma sp. 323 y
en la columna G Trichoderma sp. 25. En cada ensayo al aplicar azul de lactofenol
sobre los Trips y llevar al microscopio al objetivo de 10x se observé la presencia
de hifas con coloracion azul y cuando se aumentd al objetivo de 40x se logro
diferenciar las estructuras reproductivas de los hongos.

Figura 14. Registro camara humeda adultos de Trips muertos: observaciones de micelio
externo usando estereoscopio y tincion de lactofenol.

-

Fuente: elaboracion propia
A: cepa P321, B: cepa P313, C: cepa P121, D: cepa P129, E: cepa PT311, F: cepa T323
y G: cepa T25

En la tabla 11 se muestra el registro de adultos de Trips muertos que presentaron
micelio externo visible con ayuda de estereoscopio en la camara himeda. La cepa
Pencillium sp. 321 presentd la mayor proporcion de Trips muertos con desarrollo
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de micelio externo con un 82,61% seguido de la cepa Penicillium sp. 121 con un
72,22%. Mientras que las otras cepas presentaban menor proporcion de micelio
externo. Al observar en microscopio con tincién de azul de lactofenol se observo el
desarrollo del proceso de infeccibn. Como se discutié anteriormente, el desarrollo
de la micosis esta relacionada a la capacidad esporulativa de la cepa del hongo y
la edad del insecto, en este estudio los adultos de Trips fueron mas susceptibles al
ataque de los hongos del genero Penicillium sp. y Trichoderma sp. que las larvas
registrando mayores valores de mortalidad y proporcion de micelio externo en los
insectos muertos durante el proceso en camara humeda.

Tabla 11. Adultos de Trips muertos en cdmara himeda.

. Adultos de Trips Adultos de
. Adultos de Trips Trips muertos
Género Cepa muertos con -
muertos . con micelio
micelio externo
externo en (%)
Penicillium P321 23 19 82,61
Penicillium P313 22 7 31,82
Penicillium P121 18 13 72,22
Penicillium P129 23 13 56,52
Trichoderma T311 21 7 38,33
Trichoderma T323 18 9 50
Trichoderma T25 29 11 55

Fuente: elaboracién propia

El proceso de infeccion también depende de la cepa, en este estudio al observar
los insectos muertos que no se observaba esporulacion externa pero con ayuda
del microscopio y tinciébn de azul de lactofenol si se observa el proceso de
infeccidn, indicando un posible retraso en su actividad dentro de la estructura del
insecto como sugiere, Zahn, D. y Morse, J. (2013) que evaluaron el proceso de
infeccion de Beauveria bassiana contra adultos de Trips de los citricos y Trips del
aguacate (Thysanoptera: Thiripidae), donde los insectos que no mostraban micelio
se sembraron en medio agar PDA durante 5 dias en incubacion para ser
reexaminados observando que mostraban desarrollo de micelio luego de activarse
en el medio agar, determinando que la actividad de infeccidbn mostraba un posible
retraso.
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Los sintomas de infeccion se refieren al desarrollo del hongo sobre el insecto, en
este estudio los adultos de Trips muertos desarrollaron diferentes sintomas de
infeccion que variaban de acuerdo a cada cepa, encontrando que a los 8 dias en
camara humeda en algunos adultos muertos las hifas cubrian todo el cuerpo del
insecto o solamente ciertas partes como la cabeza o el recto, cavidades por donde
el hongo hace su proceso de penetracion sobre el insecto, lo cual nos sugiere
diferentes niveles de retraso del crecimiento micelial relacionado a sus actividades
patogénicas y su capacidad de esporulacion. Este proceso de infeccion fue mas
largo en comparacion a Du et al., (2019) quien registr6 el proceso de infeccion en
medios de cultivo con insectos adultos de Megalurothrips usitatus (Thysanoptera:
Thiripidae) muertos por accion de cepas de Akanthomyces attenuatus,
encontrando que las hifas se empezaban a producir alrededor de las cavidades
del recto del insecto y luego cubrian todo el cadaver alrededor de 5 dias.
Igualmente, Restrepo (2015) evalué la capacidad de esporulacién de Lecanicillium
sp. y Metarhizium sp. sobre adultos muertos de Frankliniella spp, en camara
himeda donde se registr6 la produccion de micelio, para Lecanillium sp. se
observo la emergencia al dia 2 del hongo hasta lograr cubrir todo el insecto
muerto. Mientras que Metarhizium sp. el micelio emergid en pocas cantidades
alrededor del dia 4, indicando que hay diferencias en la capacidad de esporulacion
entre las cepas.

3.1.4.2.2 Evaluacion de Tiempo Letal en Trips Adultos. Los valores de tiempo
letal medio (TLsp) sobre adultos de Trips, se muestran en la tabla 12. Los valores
de TLso para cada cepa se hallaron por método grafico a partir de las curvas de
mortalidad.

Tabla 12. Valores de TLsg en adultos de Trips.

Genero Cepa TLso (dias)
Penicillium P321 4,67+2,08%
Penicillium P313 4,01+1,73%
Penicillium P121 6,17+2,75%
Penicillium P129 5,53+2,25?2

Trichoderma T311 6,1+2,59%
Trichoderma T323 7,03+0,72
Trichoderma T25 6,42+4,91%

Fuente: elaboracion propia
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El analisis de varianza (ANOVA) indica que no hay diferencias significativas entre
los valores de TLsp para cada cepa (p: 0,797). Sin embargo, la cepa Penicillium sp.
313 registrd6 menores valores de TLsp, mientras que Trichoderma sp. 323 presentd
el TLsp mas alto. Estos valores son similares a los que se encuentran reportados
usando hongos entomopatdégenos contra adultos de Trips como se resume en la
tabla 13.

Tabla 13. Valores de TLs, referenciados usando hongos entomopatégenos adultos de

Trips.

Inoculo . . TLso Mortalidad
Autores Hongo (conidios/mL) Estadio Trips (dias) final (%)
6
Ge etal., | Metarhizium 1’2?(,10 Adu!tqs
. Inmersién, una Frankliniella 4,94 75
(2020) flavoviride o . .
aplicacion occidentalis
Zhang et Beauveria 1x10° Adultos
al., bassiana Aspersién, una Frankliniella | 3,75+0,63 81,48
(2021) aplicacion occidentalis
6
Restrepo sP. topica Frankliniella 4,55 70,27
(2015) | Metarhizium | . '°P . . 5-5,2 70,27-
indirecta, una occidentalis
sp, o 72,22
aplicacion
1x10°
inoculacion Adultos
Du et al., | Akanthomyces . .
’ y tépica Megalurothrips | 3,5-4,9 76,25
(2019) sp. - .
indirecta, una usitatus
aplicacion
o 2,6x10°
este | Penicllumsp- | pspersion, una | A9MOS 9| 401617 | 60-76,67
estudio o Trips
aplicacion
. 2,6x10°
E Trich Y Adul
ste fichoderma |\ opersion, una | AdUtosde | o1 703 | 50-63,33
estudio sp. S Trips
aplicacion

Fuente: elaboracion propia

Como se mencion0 anteriormente, no se encuentran estudios usando cepas de
Penicillium sp. o Trichoderma sp. contra adultos de Trips. Por otro lado, se
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destacan estudios donde aislan cepas de Penicillium sp. de Trips muertos,
encontrando que el 20,29% de los hongos aislados pertenecian a ese género,
generalmente considerados saprofitos, sin embargo, este género puede llamar la
atencién al ser aislados del insecto y deben estudiarse como potenciales agentes
de control biolégico sugiriendo especificidad sobre el Trips (Restrepo, 2015).

3.1.4.3 Bioensayo 3 Evaluacion de Mortalidad en Pupas

En la tabla 14. se muestran los valores de mortalidad sobre pupas de Trips
durante los 9 dias del ensayo. La mortalidad fluctu6 entre 3,33 a 13,33% entre las
cepas.

Tabla 14. Porcentaje de mortalidad general y mortalidad corregida de Pupas de Trips
causado por cepas de Penicillium sp. y Trichoderma sp. 9 dias después de la inoculacion.

Género Cena Concentracioén Mortalidad
P conidios/mL general (%)
Penicillium P321 2,6x10° 6,67+5,77
Penicillium P313 2,6x10° 13,33+5,77
Penicillium P121 2,6x10° 6,67+11,55
Penicillium P129 2,6x10° 3,33+5,77
Trichoderma T311 2,6x10° 6,67+5,77
Trichoderma T323 2,6x10° 10+10
Trichoderma T25 2,6x10° 6,67+5,77
Testigo Agua destilada 0£0

Fuente: elaboracién propia

Se obtuvieron valores de mortalidad bajos y de acuerdo al Analisis de Varianza
(ANOVA) no hay diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo (p:
0,496), indicando que no hubo patogenicidad de las cepas contra el estadio pupal
del Trips. Por otro lado, se encuentran diferentes resultados en mortalidad sobre
pupas usando hongos entomopatdgenos como se resume en la tabla 15. Aunque
los resultados en laboratorio usando cepas de Penicillium sp. y Thricoderma sp. no
muestran efectos patogénicos, son pocos los estudios reportados bajo condiciones
de laboratorio sobre estados pupales del Trips con diferentes metodologias y
resultados entre si (Ansari, Brownbridge, Shah, & Butt, 2008; Ekesi & Maniania,
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2000) sin resultados concluyentes ya que los estudios se han concentrado sobre
los demas estadios del Trips (Tabla 15).

Tabla 15. Estudios referenciados usando hongos entomopatdgenos contra pupas de

Trips.
Inoculo . ) Sustrato de | Mortalidad
Autores Hongo (conidios/m) Estadio Trips pupacién (%)
Turba, fibra
Met.arh|z.|um %102 de coco,
anisopliae Inoculacion Estadios corcho'y
Metarhizium t6oica upales turba 53 - 96
Ansari et flavoviridae indircleocta en FranIinieIIa mezclados 50-75
al., (2008) Beauveria . . . conun 10 a 54 - 84
. media de occidentalis
bassiana i 20% de 63 -75
. cultivo, una Pergande :
Paecilomyces . residuos
aplicacion
fumosoreus verdes
compostados
. 1x10°
Ekesi, S. y 1§186 Pupas
Maniania, Metarhizium ., P . 45,6
. . Aspersion, | Megalurothrips -
N.K. anisopliae una siostedti 20,5
(2000) una )
aplicacion
2,6x10° .
. T Estad
Este Penicillium sp. Aspersion, usaallelsoje Papel filtro 3,33 -
estudio una pup . P 13,33
S Trips
aplicacion
2,6x10° .
Este Trichoderma As’ e);sién Estadios
: P ’ pupales de Papel filtro 6,67 - 10
estudio sp. una .
. ., Trips
aplicacion

Es importante entender la biologia del Trips, y su comportamiento durante el
estado pupal. Skinner, M et al., (2012) referencia varios estudios indicando que
normalmente la pupacién de Trips ocurre en el suelo, sin embargo, esto puede
depender de la especie de la planta en la que se alimenta, etapa de desarrollo de
la planta (estado de floracion) y niveles de humedad dentro del entorno de la
planta donde se alimenta, por ejemplo menciona el autor que el 90% de Trips en
plantas de crisantemos sin floracion se dejan caer de la planta y desarrollan la
pupacion en el suelo mientras que el 60% de Trips puparon dentro de la estructura
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floral del crisantemo mientras las plantas estaban florecidas. Skinner, M et al.,
(2012) también concluye que se han hecho pocos ensayos bajo laboratorio con
hongos entomopatdgenos contra el estadio pupal usando aplicaciones foliares o
rociando los medios de crecimiento de la planta, con resultados inconsistentes,
siendo necesario evaluar diferentes medios de crecimiento, dosis y métodos de
aplicacion y registrar la humedad y temperatura en las estructuras de la planta,
para profundizar mas el conocimiento sobre el comportamiento del estadio pupal
del Trips antes de llevar a evaluaciones en campo.

En la figura 15 se observa el registro de pupas que presentaron micelio externo
luego del tratamiento con camara hiumeda. En la columna A se presentan los
resultados de Penicillium sp. 321, en la columna B de Penicillium sp. 313, en la
columna C de Penicllium sp. 121, en la columna D de Pencillium sp. 129, en la E
de Trichoderma sp. 311, en la columna F de Trichoderma sp. 323 y en la columna
G Trichoderma sp. 25. En cada ensayo al aplicar azul de lactofenol sobre los Trips
y llevar al microscopio al objetivo de 10x se observé la presencia de hifas con
coloracion azul y cuando se aumentd al objetivo de 40x se logré diferenciar las
estructuras reproductivas de los hongos.

Figura 15. Registro cAmara hiumeda de pupas de Trips muertas: observaciones de micelio
externo usando estereoscopio y tincién de lactofenol registro infeccién hongo.

A D
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Fuente: elaboracién propia
A: cepa P321, B: cepa P313, C: cepa P121, D: cepa P129, E: cepa PT311, F: cepa T323
y G: cepaT25

Actualmente el Trips Frankliniella occidentalis presenta resistencia a muchos
insecticidas (Dong-Gang et al., 2016; Jessica M Kivett et al., 2015; Restrepo,
2015) y ultimamente se resalta la necesidad de evaluar y desarrollar nuevos
agentes de control biolégico, como son los hongos entomopatdgenos.
Considerando que el Trips en su estructura no presenta actividad inhibitoria contra
algunos hongos entomopatdégenos, como demuestra Golebiowski, M. et al., (2007)
quienes estudiaron la composicion lipidica cuticular de F. occidentalis, estos
lipidos epiticulares se encargan de proporcionar una barrera pasiva primaria
reduciendo la entrada de sustancias quimicas y/o toxinas, donde los autores
aclaran que la composicion quimica de los lipidos epiticulares es solo uno de los
factores que pueden estar relacionados a la resistencia a insecticidas o agentes
de control, en el estudio solo se identificaron dos grupos de compuestos en los
lipidos cuticulares de adultos y larvas de F. occidentalis: hidrocarburos y acidos
grasos libres. Se confirmé la falta de inhibidores potenciales de hongos
entomopatdgenos, referenciando que la actividad inhibitoria de los acidos grasos
encontrados también se habia evaluado frente al hongo Paecilomyces
fumosoroseus sin indicar actividad inhibitoria, como también al estar presente en
otros insectos estos tampoco reducen las tasas de germinacion de hongos
entomopatdégenos. Ademas, no se encontraron esteres de cadena larga en la
estructura del Trips que inhiben el crecimiento de hongos entomopatdégenos
comunes como Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseus.

En este estudio, en general, las cepas de Penicilium sp. y Thricoderma sp.
muestran potencial entomopatogenico contra diferentes estadios de Trips
especialmente para larvas y adultos. Sin embargo, se resalta que los adultos
fueron mas susceptibles de infeccion que las larvas y las pupas, especialmente en
las cepas de Penicillium sp. que mostraron valores mas constantes de mortalidad
en los bioensayos sobre larvas y adultos de Trips. Esto concuerda con los
resultados de Arthurs et al., (2012) donde encontraba que en Scirtothrips dorsalis,
que afecta cultivos ornamentales, los adultos eran mas susceptibles que las larvas
a la infeccion de Beauveria bassiana, Metarhizium brunneum e Isaria fumosorosea
al igual que encontraban que los Trips adultos presentaban tasas mayores de
esporulaciones y signos de micosis que las larvas muertas, esto se debe a que
durante las etapas larvarias se van generando cambios constantes a nivel de la
cuticula durante el desarrollo de los estadios, este proceso se denomina ecdisis, el
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cual es el cambio periddico de la cuticula del exoesqueleto durante el desarrollo
del individuo, considerado un factor de resistencia de los insectos a la infeccion
fungica, especialmente cuando el intervalo entre ecdisis sucesivas es corto, como
en el caso del Trips durante las etapas larvarias. Como también sugiere Ugine et
al., (2005) quienes indicaron en su estudio que la susceptibilidad al ataque
entomopatdégenos se relacionaba a la edad de las larvas de segundo instar de
Trips Frankliniella occidentalis, las larvas a medida que se aproximaban al estadio
de pre- pupa se volvian menos susceptibles de micosis de B. bassiana, debido a
que va generando cambios a nivel de la cuticula que redujo significativamente el
efecto de mortalidad, obteniendo mortalidades inferiores al 20% al realizar
aplicaciones del hongo en etapas mas tardias de larvas de segundo instar. Similar
a Ekesi & Maniania (2000) quienes observaron que los estados de pupas y larvas
fueron menos susceptibles a la infeccion de Metarhizium anisopliae que los
adultos de Trips, considerando la relacion de la interaccion de la capa externa del
insecto (tegumento) con el hongo y el proceso denominado ecdisis.

Dentro del modo de accion de infeccibn del hongo entomopatégenos, la
penetracion implica procesos fisicos y quimicos mediante el avance de las hifas y
la secrecibn de enzimas como proteasas, lipasas, quitinasas que facilitan el
proceso de infeccion. La actividad enzimatica es considerada un buen parametro
para la seleccion de potenciales agentes de control biolégico. En este estudio el
mayor registro de mortalidad se encontré en la cepa de Thricoderma T323 sobre
larvas de segundo instar y de acuerdo a Gonzalez et al.,, (2010) algunos
aislamientos de Trichoderma sp. pueden producir enzimas hidroliticas en
diferentes niveles influyendo sobre la capacidad antagénica de las cepas,
encontrando diferentes niveles de actividad enzimatica quitanasa entre los
aislamientos, lo que concuerda al encontrar diferentes niveles de mortalidad
respecto a las otras cepas de Thricoderma sp. (T311, T323 y T25). Sin embargo,
debe tenerse en cuenta que las quitinasas no son las Unicas enzimas involucradas
en el proceso de infeccion, también se encuentran enzimas hidroliticas como las
amilasas, las proteasas, las lipasas, las esterasas, las glucanasas y las catalasas.
Gharsallah et al., (2020) en su estudio de caracterizacion y potencial de control
bioldgico de aislado fungicos, encuentra que cepas del género Penicillium sp. se
destaca como un buen productor de amilasas y de lipasas. Las lipasas estan
involucradas en la adhesion de esporas a la cuticula del huésped mientras que las
amilasas encargadas de la degradacién de glicogeno del tejido del insecto para el
crecimiento y la invasién. En este mismo estudio referenciado, Gharsallah et al.,
(2020) realiza un ensayo de actividad entomopatogenica sobre larvas de Ephestia
kuehniella, cuyas larvas se utilizan ampliamente como huésped para ensayos de
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agentes de control biolégico (Kurtulus, Pehlivan, Achiri, & Atakan, 2020)
encontrando valores de mortalidad para las cepas estudiadas de Penicillium sp.
entre 25-55%. En nuestro estudio las cepas de Penicillium sp. P321, P121 y P129
muestran niveles de mortalidad mayores al 60% sobre larvas y adultos de Trips.

Ademas del potencial de produccion de enzimas como factor de virulencia que
permiten un avance eficaz de las hifas a través de la cuticula del insecto por parte
del hongo Corallo (2016) sugiere que el éxito en la utilizacion de hongos
entomopatdégeno depende entre otras factores como la patogenicidad y la
capacidad esporulativa de la cepa (Restrepo, 2015) es decir que garanticen un
proceso de micosis, como se refleja en las pruebas en cadmara humedad bajo
condiciones saturadas para confirmar la muerte del insecto por accion del hongo y
para observar el desarrollo de los hongos sobre la superficie del cadaver de los
insectos. La prueba en camara humeda permite satisfacer los postulados de Koch,
para validar la accién de un microorganismo sobre los individuos (Gharsallah et
al., 2020). Como sugieren los resultados Penicillium sp. 321 registré valores altos
de mortalidad en adultos (76,67%) y larvas de segundo instar de Trips (66,66%)
ademas de presentar mayores valores de proporcion de micelio externo en
camara humeda sobre individuos muertos de larvas (72,73%) y adultos (82,61%)
gue las otras cepas que mostraron variacion de mortalidad entre los tratamientos y
menores tasas de esporulacion sobre los estadios muertos. Por tanto, la cepa
Penicillium sp. 321 fue escogida para ensayos en invernadero, donde se evaluo de
manera preliminar si presentaba fitotoxicidad sobre plantas de crisantemo.

3.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOCONTROLADORA DE LOS HONGOS
SELECCIONADOS PARA EL CONTROL DE TRIPS MEDIANTE CONDICIONES
DE INVERNADERO

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos de evaluacién de actividad
biocontroladora de Trips en condiciones de invernadero. Se escogio la cepa P321
gue mostré los mejores resultados en la fase de laboratorio y fue llevada a
evaluacion en plantas de crisantemo para evaluar la actividad biocontroladora para
el control de Trips. Inicialmente se realiz6 un ensayo de fitotoxicidad para
confirmar su viabilidad sobre plantas de crisantemo y con este ensayo se
establecio una escala de calidad en experimentos enjaulados.

3.2.1 Ensayo de Fitotoxicidad

No se observé fitotoxicidad mediante inspeccion visual con el tratamiento de la
cepa P321 sobre plantas de crisantemo florecidas en las condiciones del ensayo
(Figura 16).
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Figura 16. Flores de crisantemo amarillo y blanco sin dafio en el ensayo de fitotoxicidad.

3.2.2 Evaluacion de la Capacidad Biocontroladora

3.2.2.1 Conteo de Trips en Condiciones de Invernadero. Los registros del
conteo de Trips en los tratamientos son presentados en la figura 17 y 18. El
andlisis de varianza de medidas repetidas entre los tratamientos y las semanas del
ensayo, mostro que no hay diferencias significativas entre los tratamientos (p:
0,596), sin embargo, entre las semanas de muestreo indica que existen
diferencias significativas (p: 0,004) con respecto a la semana 3, semana en la cual
se observa un incremento del conteo promedio de Trips en los tratamientos T1, T3
y T4 respecto a T2 que es el tratamiento con la cepa de hongo entomopatégenos
comercial Beauveria bassiana (ADRAL®s.c.) que presentdé menos valores en el
conteo de Trips. El ciclo biol6gico del Trips en este estudio fue analizado bajo
condiciones de laboratorio y teniendo en cuenta que desde la eclosion de los
huevos hasta llegar a fase adulta puede tomar aproximadamente 21 dias, este
incremento en el conteo de Trips esta relacionado con los individuos desarrollados
en las plantas bajo condiciones de invernadero. Teniendo en cuenta la biologia del
Trips Frankliniella occidentalis, como plaga importante de cultivos ornamentales y
polifaga de cultivos de hortalizas y frutales, debido a su alta fecundidad, cuyas
hembras también se pueden reproducir sin la necesidad de reproduccion sexual
con un macho realizando un proceso denominado partenogénesis, dando
descendencias hembras. Cardenas y Corredor (1989) en su estudio sobre la
biologia de esta especie, encontraron que bajo condiciones de laboratorio los
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adultos pueden tener una longevidad en promedio de 91,26 dias, y las hembras
pueden tener un promedio de 3,19 huevos por hembra por dia.

Figura 17. Conteo promedio de Trips con ayuda de cintas adhesiva en experimentos
enjaulados (T1: Biolégico silvestre Penicillium sp. 321, T2: Biolégico comercial Beauveria
bassiana, T3: Quimico insecticida CAZADOR® y T4: Control plantas con infestacion de
Trips).
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Figura 18. Cinta adhesiva blanca para el registro de Trips.
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Los tratamientos T1 (cepa Penicillium sp. 321) y T3 (Tratamiento quimico
CAZADOR® fipronil) muestran igual comportamiento que T4 (tratamiento control
infestacion Trips) en cuanto al conteo de Trips en las 3 semanas, aumentando los
valores en relacion al tiempo, indicando poca o nula efectividad de los ensayos
respecto al control. En cuanto al tratamiento quimico, se aplicé una sola vez el
producto CAZADOR® cuyo componente activo es fipronil, el cual se recomienda
para el control de Trips y actla por ingestién y contacto. El tratamiento quimico
muestra un similar compartimento al observado por Bustillo, A. (2009) quién
evalu6 la aplicacion de diferentes insecticidas para evaluar el control de
Frankliniella occidentalis en un cultivo de esparragos, incluyendo un producto
denominado REGENT® (fipronil) (dosis/tratamiento 9,6 c.c) encontrando que
reducia niveles de Trips a los dos dias de aspersion, sin embargo al quinto dia no
se observaba ningun efecto y no hubo diferencias con el testigo, con el mismo
comportamiento para el resto de los insecticidas evaluados. El autor aclara que se
siguieron las indicaciones de la etigueta sugiriendo nuevos ensayos con dosis mas
altas, ademas afirma que esta plaga requiere aplicaciones frecuentes para reducir
poblaciones. Como ocurre en la regiéon, productores de flores realizan varias
aplicaciones con insecticidas para reducir niveles de Trips, especialmente antes
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del desarrollo de la flor como medida preventiva pero también durante la floracion
como medida correctiva. Esta dltima no es recomendada, considerando la
resistencia a plaguicidas del Trips. Gao, Lei, & Reitz, (2012) referencia la Base de
Datos Resistencia de plaguicidas (The Arhropod Pesticide Resistance Database)
mantenida por la universidad estatal de Michigan (www.pesticideresitence.org),
que registra casos documentados de resistencia a insecticidas contra artrépodos.
El género Thysanoptera registra 329 casos, donde el 53% de los casos para
Frankliniella occidentalis y el 31% para Thrips tabaci, especies de importancia en
cultivos ornamentales. Estos casos de resistencia involucran insecticidas en al
menos siete de las clases quimicas actualmente reconocidas por el Comité de
Accion de Resistencia a los Insecticidas (IRAC). Frankliniella occidentalis presenta
resistencia al ingrediente activo fipronil desde 2005.

En cuanto a la eficacia del tratamiento con la cepa Pencillium sp. 321 en
condiciones de invernadero en ensayos controlados en jaulas sobre plantas de
crisantemos, aunque se aplicaron cuatro veces durante cuatro semanas, no
reflejan una reduccion en el conteo de Trips con las cintas adhesivas, contrario a
los resultados en laboratorio. Similar a Kivett, Cloyd, y Bello (2016) donde las
condiciones en laboratorio favorecieron la infeccion de los hongos
entomopatdgenos sobre las larvas y adultos de Trips Frankliniella occidentalis,
creando un escenario 6ptimo, donde se resalta la importancia de las pruebas en
laboratorio, los autores sugieren que se debe seguir trabajando con diferentes
dosis y diferentes formulaciones contra los estadios de Trips y realizar otras
pruebas preliminares de evolucién entomopatdgenos en conjunto e igualmente en
condiciones de invernadero controlando las condiciones de temperatura y
humedad antes de pasar a pruebas en campo.

En el tratamiento T2, usando la cepa comercial Beauveria Bassiana (ADRAL®s.c.)
que registré6 menores valores de Trips en el conteo con ayuda de las cintas
adhesivas y aunque se limité por la duracién del ensayo relacionada a la duracion
de la floracién de la planta, muestra una linea de tendencia de crecimiento de
niveles de Trips, que sugieren la necesidad de apoyarse en programas de rotacion
dentro del manejo integrado de plagas.

3.2.2.2 Determinacién de la Calidad de Plantas. Respecto a la evaluacion de
calidad de las plantas con ayuda de la tabla 2 para recolectar informacién del
estado de las plantas respecto al follaje y las flores los resultados de calidad con la
escala de dafio se muestran en la figura 19 y son presentadas con registro
fotografico en la figura 20. Se muestra la calificacion estimada de la calidad de las
plantas para cada tratamiento de acuerdo a la escala establecida de calidad de 1 a
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5, siendo 1= no dafio visible (ningln dafio, efecto, apariencia similar al testigo),
2=1 al 25% dafno (Dafo leve, leve clorosis y retardo en el crecimiento), 3=26 al
50% de dafio (daino moderado, clorosis intensa, necrosis y malformaciones
pronunciadas pero el cultivo se recupera), 4=51 al 75% de dafio (sintomas
marcados, cultivo no se desarrolla bien) y 5=>75% dafio. (severo dafio, pérdida de
plantas, muerte total).

Figura 19. Calificacién estimada de la calidad de las plantas para cada tratamiento (T1:
Biolégico silvestre Penicillium sp. 321, T2: Biolégico comercial Beauveria bassiana, T3:
Quimico insecticida CAZADOR®, T4: Control plantas con infestacion de Trips, T5:
Control: Plantas con aplicacion de biolégico silvestre Penicillium sp. 321 y T6: Control:
plantas sin aplicacion productos biolégicos y quimicos y sin infestacién con Trips).
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Figura 20. Registro fotogréfico calidad de las flores para cada tratamiento al final del
ensayo.

A: T1 Biolégico silvestre Penicillium sp. 321, B: T2 Biolégico comercial Beauveria
bassiana, C: T3 Quimico insecticida CAZADOR®, D: T4 Control plantas con infestacion
de Trips, E: T5 Control plantas con aplicacién de biolégico silvestre Penicillium sp. 321 y
F: T6 Control: plantas sin aplicacién productos biolégicos y quimicos y sin infestacion con
Trips).

El andlisis de varianza (ANOVA) indica que hay diferencias significativas entre los
tratamientos respecto a la evaluacion de calidad de las plantas de crisantemo (p:
0,000). La prueba de Tukey mostré dos agrupamientos, los tratamientos T2, T5 y
T6 se agrupan en el grupo a, donde T2 muestra similitud en la evaluacion de
calidad en los tratamientos control donde no se realizd infestacion de Trips.
Mientras que los tratamientos T1, T3 y T4 presentan similitud en la evaluacién de
calidad o nivel de dafio agrupados en el grupo b.

El tratamiento T4 (tratamiento control infestacion Trips) presenté el mayor indice
de dafio de acuerdo a la evaluacion de calidad de las flores, severo dafio y pérdida
de flores debido a la intensidad de la infestacion. Mientras que T1 (Formulacion
cepa P321) y T3 (Tratamiento quimico CAZADOR® fipronil) mostraron diferencias

78



en la medicion de calidad de las plantas al final del ensayo. Similar a Kivett (2015)
quien también encontr6 diferencias numeéricas en cuanto a la evaluacion de
calidad de las plantas, la autora sugiere que las evaluaciones de calidad o nivel de
dafio basadas en observaciones visuales estan sujetas a la subjetividad del
evaluador. Kivett (2015) propone que plantas con una calificacion de calidad del
follaje de 1 o 2 pueden ser consideradas por un productor de invernadero como un
producto comercializable. Segun las calificaciones de calidad de las plantas en los
tratamientos con infestacion de Trips (T1, T2, T3 y T4), solo el 25% tienen calidad
comercializable, encontrando que no es posible mantener una calidad de las
plantas incluso en presencia de poblaciones de Trips a diferencia de Kivett (2015)
donde se encontr6 que entre el 60 a 80% de las plantas infestadas con Trips
mantuvieron una calidad entre 1 o 2 en la escala teniendo en cuenta que en su
estudio se realizaron rotaciones de productos reconocidos de control biologico e
insecticidas. Sin embargo, en nuestro estudio el tratamiento T1 con la aplicaciéon
de la cepa de Penicillium sp. 321 el 20% muestra calidad comerciable contrario al
tratamiento quimico donde no hay ninguna planta con valor comerciable,
sugiriendo un efecto del hongo en mantener la calidad de las plantas influyendo en
la actividad alimenticia del Trips sobre las plantas de crisantemo y donde se
recomienda evaluar a diferentes formulaciones y condiciones.

Este estudio permite resaltar la importancia de evaluar el potencial
entomopatogenico de diferentes cepas de hongos de Penicillum sp. y
Trichoderma sp. frente al Trips, una importante plaga de cultivo ornamentales,
ademas de que no se encontraron estudios que usen estos dos géneros contra
Trips de cultivos ornamentales. Esta investigacion se alinea a la tendencia mundial
de conseguir "flores limpias", que implica mantener cultivos libres de plagas y
enfermedades, asi como de reducir y limitar el uso de agroquimicos para la
supresion de plagas en cultivos ornamentales que generan problemas ambientales
y de salud a las personas, con el fin mantener la calidad de las flores colombianas
y su reconocimiento en el mercado internacional. En este estudio se destaca la
cepa Penicillium sp. 321 que mostr6 buenos resultados frente a diferentes
estadios de Trips bajo condiciones de laboratorio, ademas de que en los ensayos
en invernadero por un lado no muestra riesgo de aplicacion en plantas de
crisantemo en los ensayos de fitotoxicidad y por otro lado, aunque no logro reducir
las poblaciones de Trips en los experimentos enjaulados, en la evaluacion de
calidad de flores y follaje de plantas de crisantemo, los resultados sugieren que es
una cepa promisoria para reducir niveles de dafio por Trips en ornamentales.

79



4. CONCLUSIONES

Se encontr6 efecto antagénico de cepas de hongos de 7 cepas de Penicillium sp.
y Trichoderma sp. presentes en la coleccion del grupo ASUBAGROIN de la
Universidad del Cauca frente a estadios de larvas de segundo instar y adultos de
Trips bajo condiciones de laboratorio, siendo més eficiente sobre adultos deTrips.

No se encontrd efecto antagonico de las cepas de Penicillium sp. y Trichoderma
sp. frente a pupas de Trips en este estudio.

Los resultados de mortalidad y evaluacion de micosis en camara humeda
demuestran que los adultos de Trips fueron mas susceptibles a la infeccion de los
hongos que las larvas y las pupas bajo una Unica aplicacion.

La cepa Penicillium sp. 321 registré6 mayores resultados de mortalidad en larvas y
adultos y mostré mayores signos de micosis sobre los individuos muertos que las
otras cepas que confirman su accién patogénica bajo condiciones de laboratorio.

Se encontrd un efecto en la actividad biocontroladora de los Trips bajo condiciones
de invernadero con el tratamiento con la cepa Penicillium sp. 321, 20% de las
plantas presentaban calidad comercializable superior a la evaluacion de calidad en
el tratamiento quimico.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar realizando diferentes ensayos en laboratorio con cepas
de Penicillium sp. y Trichoderma sp. frente a estadios de Trips, donde se evallen
a diferentes dosis para determinar la dosis letal media (DLsg) Yy metodologias de
aplicacion.

Es importante realizar una identificacion taxondmica de insectos de Trips
presentes en cultivos ornamentales en la region, para confirmar su identidad y
discutir su susceptibilidad a hongos entomopatégenos.

En futuras investigaciones bajo condiciones de invernadero se recomienda medir
variables como temperatura, humedad y luz que puedan influr en el
comportamiento del Trips.

Se recomienda ajustar una formulacion con la cepa Penicillium sp. 321 para
evaluaciones bajo condiciones de invernadero para el control de Trips.
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