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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en los laboratorios del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales
Exactas y Tecnologia, Universidad de Panam& LAMEXA y parte del ensayo en la
sede de Penonomé entre abril del 2018 a junio del 2019, con el propésito de
encontrar hongos entomopatdgenos que afecten al chinche de la viruela en los
suelos de cultivo de yuca en las provincias de Ocu y Antén-Penonomé, para intentar
minimizar y controlar el uso de compuestos quimicos como pesticidas, fungicidas
utilizados para el control de este chinche. Este patégeno es el agente causal de la
lesion en la yuca, en donde esta plaga subterranea ataca por medio de su estilete,
perfora la cuticula y corteza de la raiz. Se observan manchas oscuras alrededor de
la yuca que es indicativo de que el chinche se aliment6 de esa raiz. Estas manchas
no se ven a simple vista, sino hasta que se cosecha la raiz, ya que este patdgeno
es muy comun verlo en temporadas de lluvia, la humedad los atrae hasta la
superficie, y es comun encontrarlos en las hojas y en el tallo; mientras que en
épocas de verano es mas dificil encontrar lugares mas humedos, y terminan

enterrdndose en lo mas profundo de las raices de la yuca.

Se realizé diluciones seriadas de (101ala 107) para aislar la mayor cantidad posible
de hongos, lograndose obtener principalmente los géneros Aspergillus, Penicillium
y Fusarium como los mas prevalentes, ademas las diluciones que se tomaron en

cuenta fueron de 10° hasta la 10"

Se aislaron un total de 28 hongos en dos fincas de los cuales, 10 son de una finca
con manejo convencional (Ocu), estos fueron obtenidos de chinches infectados en
el sitio de muestreo y los otros de una finca organica Nueva Esperanza de Los
Torres (provincia de Coclé), en esta se aislaron un total de 18 hongos. Esta finca se
caracteriza por no utilizar agroquimicos, ni abonos artificiales por mas de 20 afios
(certificacion Biolatina 2018) de esta finca se tomaron los hongos mas prevalentes
como Aspergillus sp, Penicillium sp y Fusarium sp. a partir de la raiz de la yuca. Los
hongos aislados se identificaron a nivel de género, basandonos en las estructuras

reproductivas y a nivel de morfoespecie.
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Paralelamente, se realizaron pruebas bioquimicas de actividad enzimética

(Deshidrogenasa y Respiracion microbiana) en los suelos de las dos fincas en
donde se determind que hubo mayor actividad microbiana en la finca Los torres,
(provincia de Coclé) mientras que, en la segunda finca, La Menchaca (Ocu),

presenté menor absorbancia.

De acuerdo con los analisis obtenidos de la actividad bioldgica contra el chinche
Cyrtomenus bergi se obtuvo una diferencia significativa en la muestra CH5 (Chinche
de la muestra 5, Aspergillus sp.), hongo obtenido de chinches muertos infectados
del suelo, en donde se observé en los ensayos que este hongo infectaba al
patégeno, cubriéndolo con esporas hasta que este fallece. Este hongo represent6
mayor actividad biolégica que los demas, ya que los chinches morian en menor

tiempo.
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INTRODUCCION

La yuca es uno de los cultivos mas adaptados a las condiciones climéticas de Costa
Rica y en diferentes regiones tropicales, donde la raiz de yuca es utilizada para el
consumo humano y la alimentacion animal. Una de las razones que impulsan la
siembra de ese cultivo en Costa Rica y en otros paises. Se ha venido utilizando

desde hace siglos debido a sus altos beneficios nutricionales
(Aguila Brenes, et al., 2017).

El cultivo de la yuca ayuda a la subsistencia de los agricultores de estas regiones
tropicales del mundo, por lo que cabe destacar que las mismas son invadidas por
plagas que comprenden un rango amplio de artropodos. Por lo que, es necesario
disminuir el uso de plaguicidas, introduciendo metodologias alternativas para el

manejo de plagas y enfermedades (Araya Mejias, et al., 2012).

Entre las principales plagas de la yuca se encuentran la chinche subterranea de la
viruela (Cyrtomenus Bergi) hay otras plagas que podemos mencionar, pero en este
caso solamente se hablar4 de este en especifico. Es una plaga chupadora y
cavadora polifaga.

El primer registro de esta plaga se presentd en Colombia en los afios 1980;
recientemente ha sido reportada causando dafios en Panama, Costa Rica y
Venezuela (Riis, 1997).

En el cultivo de la yuca, el dafio causado por el chinche se detecta al momento de
la cosecha, y solo al pelar las raices se observan las lesiones de pudricion que
aparecen como puntos negros y marrones en el parénquima de la raiz. Este dafio
es causado tanto por ninfas como por adultos, al introducir su estilete en la
epidermis y corteza de la raiz del tubérculo, permitiendo indirectamente la entrada

de microorganismos del suelo (Araya Mejias, et al., 2012).

Las lesiones no son detectadas en el momento sino después que las raices son
cosechadas y peladas, los productores pueden perder su inversion en el cultivo, el

tiempo y uso de la tierra.
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C.Bergi tiene cinco estadios ninfales; ninfas y adultos pueden vivir mas de un afio

alimentandose de las raices de las yucas (Bellotti, 1980).

Una opcion viable consiste en la incorporacion al sistema productivo de controles
bioldgicos. La agricultura cubana cuenta con un programa consolidado a lo largo de
los afios de la implementacion de los bio-controladores en el manejo de plagas. La
Escuela de Ingenieria en Agronomia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica,
ubicada en la sede regional de San Carlos, se dio la tarea de identificar los cultivos
y plagas predominantes en las explotaciones agropecuarias de la regién
mencionada y determinar la efectividad de cinco bio-controladores (Trichoderma
harzianum, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii, Bacillus

thurigiensis), procedentes de Cuba (Araya Mejias, et al., 2012).

Como alternativa al control quimico utilizado en los cultivos, el Instituto de
Investigacion Agropecuaria de Panamé (IDIAP), desarrolla a partir del 2015 un
proyecto nacional con un enfoque hacia el control biologico, sobre todo en los 10
rubros que forman parte de la cadena agroalimentaria que contempla el Ministerio

de Desarrollo Agropecuario (MIDA).

En Panama el uso de estos organismos, como agentes de control biolégico de
enfermedades radiculares, es de gran interés en la actualidad, por lo que se requiere
realizar analisis para posibles procedimientos que permitan controlar estas plagas.
(MIDA, 2012).

Este trabajo tuvo como finalidad determinar la presencia de hongos
entomopatdégenos en contra del chinche C. Bergi en suelos de cultivos de yuca en
las provincias de Coclé y Herrera. Se espera ir generando una coleccion de
microorganismos con capacidades de control o resistencia, para posteriores
ensayos en el campo, que permitan estudios de actividad biol6gica para este

chinche.
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1. REVISION DE LITERATURA
1.1. GENERALIDADES DEL CULTIVO DE YUCA

La yuca (Manihot Esculenta Crantz) es considerada como una de las principales
fuentes de energia. Es un cultivo tropical con excelente adaptacion a las condiciones
climaticas de Costa Rica. Su siembra se realiza en numerosas unidades productivas
de asentamientos campesinos de pequefos productores (Aguila Brenes, et al.,
2017) . Se cultiva fundamentalmente en los trépicos y en terrenos considerados

marginales, infértiles, acidos y con largos periodos de sequia (Mederos et al., 2011).

La yuca pertenece a la familia Euphorbiaceae, constituidas por unas 7 200 especies
gue se caracterizan por su notable desarrollo de los vasos laticiferos, compuestos
por células secretoras llamadas galactocitos. Esto es lo que produce la secrecién
lechosa que caracteriza a las plantas de esta familia. Un género muy importante de
esta familia es Manihot, al que pertenece la yuca. Naturalmente, solo se encuentran

especies del género Manihot en las Américas (Ceballos et al., 2002).

La siembra se realiza en cualquier época del afio, pero cominmente al inicio de la
estacion lluviosa. En el transcurso del crecimiento, el terreno es limpiado
periodicamente, arrimando el rastrojo al pie de la planta, para evitar la insolacion. El
cultivo de la yuca presenta diversas ventajas para la alimentacion en zonas
tropicales: cultivo facil, resistencia a enfermedades y parasitos, rendimiento
relativamente asegurado, posibilidades de conservacion en el suelo y disponibilidad

durante todo el afio (Lopez et al., 2001).

Los diez paises con mayor produccion obtenida de yuca a nivel mundial durante
2017 en toneladas, con informacion publicada, estan: Nigeria 20.2%, Republica
Democréatica del Congo 10.7%, Tailandia 10.5%. Indonesia 6.5%, Brasil 6.4%,
Ghana 6.3%, Angola 4.0%, Camboya 3.6%, Vietnam 3.5%, Mozambique 3.0%.
siendo Nigeria el mayor productor de yuca con 59 485 947 toneladas de produccion
y capacidad de hectareas producidas (FAOSTAT, 2017).
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Fundamentalmente, con el empleo de précticas agrondmicas, el control biologico,
la resistencia de la planta hospedante y el uso de plaguicidas. Un programa exitoso
de manejo integrado de plagas debe evitar el deterioro ambiental, la posible
contaminacion de los alimentos en el futuro y estar disponible a un bajo costo para
los agricultores de paises en desarrollo EI manejo integrado de plagas (MIP) en la
yuca esta relacionado (Bellotti et al., 2002).

El hecho de mantener los insectos perjudiciales a niveles de baja importancia
econOmica significa que no siempre la presencia y el dafio de un insecto incidiran
en la reduccién de la produccion del cultivo; la planta de yuca tiene la capacidad
para soportar cierto dafio causado por los insectos y tiene habilidad para
recuperarse. Por lo que la yuca es un cultivo de ciclo largo, el uso continuo de
pesticidas es costoso y antiecondmico en relacién con su rentabilidad; por ello, este
cultivo es ideal para programas de control bioldgico, especialmente en areas donde

se cultiva sin interrupcién y en grandes extensiones (Melo et al., 2009).

Si se considerara el cultivo de la yuca como un producto estratégico y base para

el desarrollo de numerosas industrias, y se le diera el tratamiento correspondiente
en cuanto a inversiones, esta raiz, seguramente podria favorecer el desarrollo del
sector agroalimentario e industrial de los paises en desarrollo, contribuyendo a la
generacion de riqueza y de empleo rural y urbano. Sin embargo, para hacer viable
su consolidacion se deben desarrollar sistemas de produccion rentables y
sostenibles, por lo cual, es cada vez mas urgente la adaptaciéon, desagregacion o
generacion de tecnologias que, una vez incorporadas, fortalezcan la cadena
productiva y sus derivados industriales.

La cria de C. Bergi, es la via para la busqueda de sistemas de biocontrol como es
el caso de la Galleria mellonella, la cual es utilizada para las pruebas de infeccion y
produccion masiva de organismos como los entomonematodos que son utilizados
para el control biolégico de plagas terrestres como es en este caso del C. Bergi;
ellos minimizan los impactos generados por plagas en cultivos como el de yuca, de
gran importancia para el desarrollo econdmico de un pais y la alimentacién
enriquecida en proteinas para la humanidad (COTES RINCON, 2012).
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En Panama la mayor parte de la yuca es producida por pequefios agricultores en
suelos marginales e infértiles y con un nivel tecnoldgico bajo. Una de las areas de

mayor produccion es Ocu, con suelos ultisoles en su mayoria (Aguilar, 1991).

1.2. ANTECEDENTES DE CONTROL BIOLOGICO EN YUCA CONTA C. Bergi.

El Centro Internacional de Agricultura Tropical-CIAT, con el objetivo de observar y
registrar a nivel de laboratorio los diferentes comportamientos de los individuos del
chinche de la viruela (Cyrtomenus bergi) durante un periodo de 4 meses, partiendo
de un esquema alimenticio; disefid6 una metodologia como la de confinar a los
individuos de forma singular o por parejas, para medir su capacidad de oviposicion
y longevidad. Los factores temperatura y suelo, fueron debidamente controlados
para evitar alteraciones en la muestra. Para el desarrollo de la cria de C. Bergi se
tuvo en cuenta la estandarizaciéon de un nimero de manipulaciones de la muestra
de la colonia (evaluaciones de tres veces por semana), para evitar futuros procesos
de infestacion que pudiesen llegar a alterar los resultados de la investigacion
(COTES RINCON, 2012).

Las chinches excavadoras son Unicas entre las chinches verdaderas, reconocidas
por las adaptaciones morfoldégicas para excavar, e incluyen varias especies de
importancia econdmica por causar dafios en las raices y las vainas molidas. Los
registros de dafios han estado creciendo en las Ultimas dos décadas en el
Neotrépico (Caicedo, A.M et al.,2011).

La humedad del suelo actu6 como una guia importante para el movimiento, y los
insectos fueron atraidos por el suelo humedo. la mayoria de los insectos
permanecieron a niveles de humedad del suelo, muy superiores a la capacidad del
campo, pero emigraron a niveles de humedad por debajo del punto de marchitez
(Riss et al.,1998).

Para estudios de control bioldgico, en insectos, se utilizan en algunos casos hongos
entomopatdégenos que son un amplio grupo de macroorganismos que proveen

multiples servicios a los sistemas agroecoldgicos. Entre esos esta la capacidad de
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regular las plagas para mantenerlas en niveles adecuados. La determinada
presencia de estos presenta mayor utilizacion para el control biolégico de plagas, el
mecanismo de accion de estos sobre su hospedero, asi como investigaciones
realizadas sobre el comportamiento in vitro e in situ de los hongos de mayor
utilizacion para el control de ciertos insectos. De igual manera, se describe las
formulaciones que se utilizan para el desarrollo de esta biotecnologia en campo. En
el desarrollo de bioplaguicidas, los hongos entomopatégenos son una opcion viable

para disminuir el detrimento del medio ambiente (Motta- Delgado.P.A., et al., 2011).

22



1.3. GENERALIDADES DEL INSECTO Cyrtomenus Bergi

La produccion de este rubro (yuca) se concentra mayormente en las provincias de

Darién, Chiriqui, Veraguas y Colon.

El comportamiento historico de este rubro alcanzdé su mayor produccion en el
agricola 2013-14 con 573 151 quintales y en el afio 2014-15, su mas baja
produccion con 248 456 quintales. En este quinquenio a partir del afio 2014-15 se
incremento la actividad, no obstante, comparando los dos ultimos afos, se redujo
en 90 280 Q. que representa el 12%, lo que obedece a los problemas planteados

que influyeron en los rendimientos promedio ((MIDA), 2016-2017).

El control biolégico, como un método artificial que presenta limitaciones,
especialmente en cuanto al conocimiento de los organismos afectados, lo que trae
consigo una serie de ventajas e inconvenientes en su aplicacién, sobre todo si se

relaciona con los métodos quimicos de control.

El control de esta plaga por medios quimicos no es muy eficiente debido a sus
hébitos de adaptacion al suelo. El uso del control bioldgico es una alternativa, el uso
de nematodos, Steinernema carpocapsae Yy Heterorhabditis bacteriophora y del

hongo Metarhizium anisopliae han dado buenos resultados (Ceballos et al.,2006).

1.3.1. Clasificaciéon taxondmica del insecto.

Los insectos subterraneos como las chinches excavadoras (Hemiptera: Cydnidae),
presentan amplia distribucion mundial y polifagia, se alimentan de raices y frutos
presentes en el suelo, convirtiéndose en plagas muy destructivas de los cultivos

tropicales (Marrero, et al., 2012).
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Tabla # 1 Clasificacion taxondmica de Cyrtomenus Bergi.

Nombre cientifico  Cyrtomenus bergi Froeschner

Reino: Animalia
Filo: Artropoda
Clase Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Cydnidae
Género: Cyrtomenus

1.3.2. Ciclo de vida de C. Bergi.

Posee 7 estadios de desarrollo de huevo a adulto, pasando por 5 instares ninfales,
se diferencian del adulto por ser el Unico volador. Todos estos se desarrollan en el

suelo, incluyendo cépula y oviposicion (Melo et al., 2009).

En estudios de laboratorio se observo que C. Bergi pasa por huevo, cinco instares
ninfales y adulto. Cuando se aliment6 con raices con bajo contenido de cianuro
(HCN) el periodo de incubacion (Bellotti, 2000).

Huevos: son ovalados de aproximadamente 1.35 mm de longitud y 0.9 mm de ancho
la superficie es lisa, de color blanco cristalino. Tiene una duracion de 11 a 18 dias.

Las ninfas: tienen abdomen de color blanco-crema con tintes rosado a café.

Presentan 5 estadios ninfales con duracion total promedio de 112.2 dias.

Adultos: son de color café oscuro a negro brillante y las alas exteriores son

coriaceas que no cubren totalmente el abdomen, dejando ver parte de las alas

24



internas transparentes que sobrepasan el abdomen. Los adultos viven un promedio

de 293.4 dias, para un ciclo de vida total de 418.2 dias en promedio.

Tiene un ciclo de vida mas corto y una tasa de oviposicion mas alta cuando se
alimenta de brotes de maiz. Esto indica que C. Bergi puede vivir mas de un afo

alimentandose de raices de yuca (Bellotti, 2000).

En estudios de laboratorio, cuando se alimenta al insecto con raices de yuca con
bajo contenido de cianuro (HCN) el periodo de incubacion promedio de huevo es de
13,5 dias, los estados ninfales ocurren en 111,3 dias y el promedio de vida del adulto
es de 293,4 dias. Esto indica que C. Bergi puede vivir mas de un afio alimentandose
de estas raices (Bellotti, 1980).

1.4.MORFOLOGIA Y BIOLOGIA DE C. Bergi

Es una plaga subterranea que ataca a las raices por medio de su estilete, con el
gue perfora la cuticula y la corteza de la raiz, llega hasta el parénquima radical en
cuya superficie se pueden observar manchas que corresponden a los sitios donde
el insecto se ha alimentado (Herrera, et al., 2001). En las raices, entre 12 a 24 horas
después de alimentarse, resultando en reduccién del porcentaje de almidon y serias

pérdidas del valor comercial del producto fresco.

Los adultos presentan una coloracion negra, miden aproximadamente siete
milimetros de longitud, las antenas son filiformes, presentan un par de 0jos rojizos
y las tibias de las patas estan provistas de espinas. Son de movimientos muy rapidos
y simulan estar muertos cuando se les molesta. Las ninfas de esta especie son de

color blanco cremoso. (Bellotti, 2000).
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1.4.1. Distribuciéon geografica de C. Bergi

El chinche fue registrado por primera vez causando dafios en la yuca a mediados
de 1980 en Caicedonia, al norte del Valle del Cauca y hoy se encuentra en la

mayoria de las regiones yuqueras de Colombia.

Su distribucién geogréfica aun no esta bien determinada, habiéndosele encontrado
Unicamente en paises como Cuba, Surinam, Ecuador, Panama, Colombia, Brasil y
Costa Rica (Clavijo 1981; Lacerda 1983; Carballo y Saunders 1990a; Riis 1990;
Aguilar et al., 1991).

El movimiento de las plagas dentro de las Américas ha sido extenso, debido a que
la yuca se cultiva en casi todos los paises tropicales y subtropicales y a que el
intercambio de germoplasma entre agricultores ha sido, y continla siendo una

practica importante de intercambio (Bellotti et al., 1996).

Ensayos hechos en Panama, localidad de La Asuncién, corregimiento de Los
Llanos, distrito de Ocu, provincia de Herrera, al evaluar diversos germoplasmas

mostraron en toda susceptibilidad el ataque del chinche (Melo et al., 2009).

Por su amplia distribucién, presenta dafios que implican hasta el 100% de la
produccién de muchos cultivos, no siendo siempre identificado como el causante de

estos males por encontrarse camuflado en el suelo (Bellotti et al., 1996).

1.4.2. Dafos causados al cultivo de yuca por C. Bergi (Manihot Esculenta)

Al inicio, las lesiones presentan tonalidades entre crema y verde amarillento, pero
segun se desarrollan se tornan pardas, con los bordes oscuros, y pueden medir
entre 1-10 mm de longitud por 1-3 mm de ancho. Cuando se funden varias manchas

llegan a alcanzar hasta 20 mm de longitud y profundizan entre 5 -7 mm.

Asociados al dafio provocado por este chinche, se encuentran algunas especies

de hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Diplodia y Fusarium.
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El dafo lo causan las ninfas y adultos al introducir su estilete en la epidermis y
corteza de la raiz, permitiendo la entrada de microorganismos del suelo como
Fusarium, Aspergillus, Genicularia, Pytium, Phythopthora y Diplodia (Treitz, et al.,
1979-1980), solo se detecta cuando las raices son cosechadas y peladas.

La cria de C. Bergi, es la via para la busqueda de sistemas de biocontrol como es
el caso de la Galleria mellonella, la cual es utilizada para las pruebas de infeccion y
produccion masiva de organismos, como los entomonematodos, que son utilizados
para el control biolégico de plagas terrestres, como lo es en el caso del C. Bergi.
Ellos minimizan los impactos generados por plagas en cultivos como el de la yuca,
mismos que son de gran importancia para el desarrollo econémico de un pais y la

alimentacion enriquecida en proteinas para la humanidad. (COTES RINCON, 2012)

1.5.DESCRIPCION DEL SUELO

El suelo es un sistema vivo, heterogéneo y dinAmico que incluye componentes
fisicos, quimicos, biolégicos y sus interacciones. Por lo tanto, para evaluar su
calidad resulta necesario la medicion y descripcion de sus propiedades (Luters. A.,
et al, 1999).

La calidad del suelo es definida, simplemente, como la “capacidad de funcionar de
un especifico tipo de suelo”. En general, es evaluada midiendo un grupo minimo de
datos de propiedades del suelo para estimar la capacidad de este, en realizar
funciones basicas (por ej. mantener la productividad, regular y separar agua y flujo
de solutos, filtrar y tamponar contra contaminantes, y almacenar y reciclar
nutrientes). (Luters. A., et al, 1999)

El suelo es muy importante para el ser humano, en cuanto a efectos de la produccién
agropecuaria, pues su estado determina las actividades por realizar y las acciones
correctivas para alcanzar los niveles deseados de rendimiento. Los suelos que se
desarrollan bajo una vegetacion natural funcionan como sistemas en equilibrio,
activos y estables, que ademas brindan servicios ambientales. (Uribe-Gémez, et al.,
2016).
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Un manejo adecuado del suelo implica la utilizacion y preservacion de la microflora
asociada y de la materia organica (MO) que en €l se encuentra, con el fin de no
deteriorar su capacidad para regular la disponibilidad de micronutrientes (Peirano
et al., 1992; Stevenson y Cole, 1999).

Una de las areas de mayor produccion es Ocu, con suelos ultisoles, en su mayoria.

No muestran presencia de saturacidn hidrica; estos presentan vegetacion arborea.

1.6.ACTIVIDAD MICROBIANA

La actividad microbiana es importante para mantener la fertilidad del suelo y la
nutricion de las plantas. Los microorganismos del suelo conducen la biodegradacion
de la materia organica y constituyen un importante reservorio labil de C, Ny P.
(Carballas, et al., 1993).

El interés agrondmico en la actividad microbiana se debe a su potencial para reciclar
los nutrimentos, mejorar la nutricion de las plantas y disminuir o sustituir la aplicacion

de fertilizantes de origen industrial (Alarcén et al., 2002; Velasco et al., 2001).

La actividad microbiana es regulada por las caracteristicas fisicas y quimicas del
suelo, por la composicion de los materiales organicos y por la naturaleza de la
comunidad microbiana (Alexander, 1980; Alvarez-Solis y Ledn-Martinez, 1997).
Estos factores varian con los cambios en el uso de la tierra (Palm et al., 1996) y con

la fertilidad del suelo (Verstraete y Voets, 1977).

Se utilizan algunas técnicas para reflejar la actividad de individuos o grupos de
organismos especificos, mientras que otras se refieren a la actividad total de la biota
del suelo. Entre las primeras técnicas se encuentra la medicion de la actividad de
diferentes enzimas en el suelo. La actividad total de la poblacion microbiana del

suelo puede determinarse utilizando la técnica de respiracion. (Uribe, 1999).
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1.7.MICROORGANISMOS RELACIONADOS CON LA ACTIVIDAD
MICROBIANA

El microbiota del suelo desempefia una serie de funciones claves,
medioambientales y econdmicas, que resultan fundamentales para la vida, dentro
de las cuales pueden mencionarse: produccion, ambiente bidtico, almacenamiento
de nutrientes y materias primas, control de residuos entre otras. (Van der Heijden et
al.,2008., Carme Quezada Tenezaca, 2011).

Los microorganismos interactian mutuamente con las plantas de manera
beneficiosa para la solubilizacion de nutrientes, fijacién del nitrégeno, sustancias
generadoras del crecimiento vegetal, son interesantes ejemplos, la misma puede
ser neutra o perjudicial. En el Udltimo caso, algunos hongos son perjudiciales
produciendo enfermedades y la muerte del vegetal (Rodriguez-Echeverria, 2009).

La absorcion puede ser directa, a través de las raices; o indirecta, a través de los

microorganismos que forman simbiosis con las raices (hongos formadores de
micorrizas). Estos organismos cohabitan con microorganismos patégenos que

atacan a las plantas reduciendo su productividad (Rodriguez-Echeverria, 2009).

1.7.1. Hongos Filamentosos

Son microorganismos eucaribticos, aerobios facultativos, que se reproducen de
manera natural por esporas, sexual o asexualmente (Vargas y Villamizar, 2005).
Los hongos tienen como caracteristica comun la ausencia de clorofila, por tanto, no
pueden realizar fotosintesis y deben nutrirse a partir de la materia organica ya
elaborada (Arenas, 1993). Asimismo, tienen una pared celular formada por quitina
el cual es un compuesto (polisacarido) fuertemente rigido. Por lo anterior, este tipo
de microorganismos debe absorber los nutrientes simples y solubles, al contrario de

fagocitar los alimentos.
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Las esporas son cuerpos resistentes que forman los hongos en estado latente o de
reposo, que se producen de dos maneras diferentes; sexual y asexualmente.
(Moreno, 2000).

1.7.2. Aspergillus spp

El género Aspergillus, representa un grupo diverso de hongos que se encuentran
entre los mas abundantes del mundo. Puede reproducirse tanto asexualmente como
sexualmente. Para ello se producen conidiéforos y ascocarpos que forman conidios
y ascosporas, respectivamente. Los Aspergillus se caracterizan por tener micelio
vegetativo compuesto de hifas septadas, ramificadas e incoloras, estructura conidial
desarrollada como pedicelos y cabezuelas, cuyo origen son células hifales
especializadas de paredes gruesas, las cuales producen conidiéforos como ramas
aproximadamente perpendiculares al eje longitudinal de la célula del pie (Bonifaz
Truijillo, 2012).

El éxito de Aspergillus, también se explica por su eficaz dispersion. Las esporas de
este género se encuentran entre las estructuras fangicas mas dominantes en el aire

y se dispersan en distancias cortas y largas (Bennett 2010).

1.7.3. Penicillium spp

Penicillium, estd ampliamente distribuido en la naturaleza y se halla en la vegetacion
caida, el aire y el suelo. El género Penicillium pertenece a la division Ascomycota,
clase Eurotiomycetes, orden Eurotiales y familia Trichocomaceae.

Macroscopicamente las colonias son normalmente de crecimiento rapido; al
principio de color blanco y con el tiempo adquieren color azul, azul verdoso, verde,
gris oliva o tonos rosados, con reverso amarillo cremoso. La textura puede ser
plana, filamentosa, aterciopelada o algodonosa dependiendo de la especie; ademas

puede presentar gotas de exudado.

Microscopicamente presenta hifas hialinas septadas. Los conidiéforos tienen ramas
secundarias, denominadas métulas. Estas son de forma cilindrica, con paredes lisas

y portan de 3 a 6 fidlides en forma de matraz; de las cuales surgen largas cadenas
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sin ramificar de esporas o conidios, formando el penacho o pincel caracteristico del
género. (Pitt, 1988; Cepeda, 2010).

1.7.4. Fusarium spp.

Comprende un amplio y heterogéneo grupo de hongos hifomicétidos (subdivision
Deuteromicetos, division Eumicota (Navarro, 2013). Pertenece a la division
Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y familia Nectriaceae.

Crece dando una colonia blanca, la cual produce un pigmento de colores que
pueden presentar tonalidades rojo, vino, rosados que gradualmente difunde en el
medio. El micelio est4 formado por hifas septadas y los conidiéforos presentan
racimos de macro conidios falciformes, con varios septos en los que exhiben una
especie de muesca en forma de célula pie, dicha muesca se encuentra en el
extremo que se implanta en el esporéforo. Se observan también clamidosporas y

micro conidios (Bonifaz Truijillo, 2012).

La taxonomia clasica continda vigente, aunque requiere de la experiencia del
observador. Al microscopio, la fialide es generalmente fina, con forma de botella;
simple o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro
de la fidlide) o polifialidica (de varios poros). Los macro conidios presentan forma
de medialuna, hialinos y septados. Algunas de sus especies producen toxinas que
afectan al hombre y a los animales. De las mas de 100 especies de Fusarium
descritas, solo 12 de ellas pueden considerarse patégenas para el humano; entre
ellas destacan F. solani, F. oxysporum y F. verticilloides, en orden decreciente de

frecuencia.
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1.8.Hongos biocontroladores

El control biologico es el uso de organismos (0 de sus metabolitos o subproductos)
gue son enemigos naturales de una plaga o patégeno, con el fin de reducir o eliminar

sus efectos dafinos en las plantas o sus productos.

Es dificil predecir el resultado de las interacciones entre plantas y microorganismos
benéficos del suelo y, mas adn, entre las especies de microorganismos; no
obstante, las comunidades microbianas asociadas con el sistema de raices, se
considera que desempefian un papel clave en el desarrollo de practicas agricolas
sostenibles. La respuesta de las plantas a la inoculacién depende de las
compatibilidades funcionales en la fisiologia y en la bioquimica de la interaccién,
entre los componentes microbianos; asi arroja diferentes respuestas, dependiendo

de la combinacion de los microorganismos (Vazquez et al. 2000).

1.8.1. Metarhizium anisopliae,

En general los hongos entomopatdégenos desarrollan las siguientes fases sobre su
hospedante: germinacion, formacion de apresorios, formacién de estructuras de
penetracion, colonizacién y reproduccién. El proceso se inicia cuando la espora o
conidia se adhiere a la cuticula del insecto, luego desarrolla un tubo germinativo y
un apresorio, con este se fija en la cuticula y con el tubo germinativo o haustorio
(hifa de penetracion) se da la penetracidon al interior del cuerpo del insecto. La
germinacion ocurre aproximadamente a las 12 horas posinoculacion y la formacién
de apresorios se presenta de 12 a 18 horas posinoculacion (Vicentini y Magalhaes,
1996).

En la penetracién participa un mecanismo fisico y uno quimico, el primero consiste
en la presion ejercida por la estructura de penetracion, la cual rompe las areas

esclerosadas y membranosas de la cuticula.

Otra forma mediante la cual el hongo puede causar la muerte del insecto es
mediante la produccion de toxinas. Los hongos entomopatégenos tienen la

capacidad de sintetizar toxinas que son utilizadas en el ciclo de la relacion patogeno-
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hospedante. Entre estas toxinas se han encontrado dextrinas, demetildextruxina y
protodextruxina, las cuales son sustancias de baja toxicidad, pero de mucha

actividad toxica sobre insectos, acaros y nematodos (Sandino, 2003).

1.8.2. Beauveria bassiana

Los hongos como Beauveria bassiana que pueden causar enfermedades en los
insectos, son llamados entomopatdégenos. Viven naturalmente en el ambiente,
suelos o en agua, como también alojados en los mismos cuerpos de los insectos,
causando su muerte en un plazo aproximado de cinco a siete dias; con la posibilidad
de propagar la enfermedad a otros insectos bajo condiciones favorables de
temperatura y humedad. (Chiriboga P. et al., 2015).

Es un hongo deuteromicetes que en medio de cultivo especifico (PDA), crece
formando una estructura algodonosa y polvosa de color blanco, conocida como

muscardina blanca. Cuando la colonia va envejeciendo se vuelve crema amarillenta.
El revés es de color rojizo en el centro cuando esta en crecimiento y amarillo

alrededor (Chiriboga P. et al., 2015).
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1.9. Preservacion en glicerol y agua estéril

Los hongos se almacenaron en glicerol al 30%. Se realizé una suspension para
cada hongo, con el objetivo de obtener la mayor cantidad de esporas, (suficientes
para contarlas).

Se colocaron en un plato Petri los aislamientos hasta que se cubriera en su totalidad
el recipiente. Luego se le afiadi6 2 ml de agua estéril y se procedié a frotar la
superficie del plato para levantar la mayor cantidad de esporas.

Para cada aislamiento se tomaron dos crio viales, en uno se afiadié 10 pul de la
suspensién de esporas + 990 ul de agua estéril para efectuar una dilucion 1/100 y
realizar el procedimiento, sobre el cual se coloco el conteo de esporas. En otro crio
vial se agregd 700 ul de la suspensiéon de esporas + 300 ul de glicerol, y se agitd

por 1 min, para luego almacenarse a -80°C.
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CAPITULO I
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1. MATERIALES
» Equipo de laboratorio

>
>
>
>
>

Balanza analitica.
Refrigeradora
Incubadora

Camara de flujo laminar.

Autoclave

» Cristaleria

>

vV V.V V V V VYV V VY

>

Frascos de vidrio (500 ml).
Pipetas (1y 10 ml)
Propipetas

Probetas (100 ml)
Erlenmeyer (125 ml)
Platos Petri (25ml).

Cubre y porta objetos.
Viales (20 ml)

Bureta (50 ml)

Frasco de vidrio de boca ancha con cierre hermético.

Tubos pequefios con tapa rosca.

> Reactivos

Acido clorhidrico (HCI 0.01M)

Cloruro de bario Anhidro (BaCl2 20%).
Azul Bromotimol 1%

Glicerol al 100%

Metanol

2, 3,5-trifeniltetrazolium (TTC)

Alcohol al 95%

Solucién de Hidroxido de sodio (0.01M).
Azul de lactofenol.

V V V V V V VYV VYV V
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2.2. Metodologia

2.2.1. Localizacion Geografica

El trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de Microbiologia Aplicada
(LAMEXA), Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y
Tecnologia, Universidad de Panama, entre los meses de abril de 2018 a junio de
2019.

Las muestras utilizadas fueron colectadas de la raiz de la yuca (Manihot Esculenta),
en dos fincas la primera es La Menchaca — Ocu, la segunda, una finca totalmente
Agroecoldgica certificada orgéanica (Los Torres de Cabuya, distrito de Anton,
provincia de Coclé€). Se tomaron muestras de la yuca especificamente de la lesion

donde el chinche introduce su estilete en la epidermis y corteza de la raiz.

Las raices se recolectaron en los meses de abril y mayo, estas fueron colectadas
en bolsas plasticas estériles transportadas al Laboratorio de Microbiologia Aplicada
(LAMEXA) de la Universidad de Panama.

2.2.2. Coordenadas de los sitios muestreados.

Tabla 2. Coordenadas de los sitios de muestreo en los distritos de Antén y Ocu.

N° de muestra Lugar de muestreo  Latitud longitud
RI Menchaca — Ocu, 7.86667 -80.7667
R2 Anton Cabuya (Los torres) 8.56667 -80.3667

o Menchaca es un corregimiento del distrito de Ocuen la provincia de
Herrera, Republica de Panama. Herrera tiene una extension de 2.340,7 km2,
gue equivale al 3% del territorio panamefio, por lo que es la provincia mas
pequefia del pais. Se localiza en la parte norte de la peninsula de Azuero.
Con coordenadas geograficas 7°57'39" N 80°25'46" O
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El clima, con parte de la serrania de Azuero en la zona occidental de la provincia.
La provincia se sitla a sotavento de los vientos alisios, por lo que el clima en la
provincia es tropical, seco o de sabana, que en la clasificacion climéatica de Koppen
se identifica como Awi. Asi, en la zona oriental, que forma parte de las llanuras
litorales del golfo de Panama, se encuentra bosque seco premontano, bosque
hamedo premontano y bosque seco tropical. En las tierras elevadas del oeste hay
microclimas con otro entorno ambiental, como en el caso de la reserva forestal del

Montuoso en los limites con Quebro.

La temporada seca se da entre finales de noviembre e inicios de mayo, y la
temporada lluviosa se extiende el resto del afio. Al estar localizada en la zona
tropical, la diferenciacién entre estaciones puede ser incierta, con temperaturas que

varian entre los 23 °C y los 32 °C.

o El distrito de Antén Cabuya, Los Torres.

Esta finca se caracteriza por no utilizar agroquimicos, ni abonos artificiales por mas

de 20 afios (certificacion Biolatina 2018).

El distrito de Anton esta ubicado a 87 m. sobre el nivel del mar, a 150 km de la
ciudad de Panama, la capital de la republica y sus coordenadas geograficas son: 8°
31'18" Ny 80° 21' 33" W. La finca Los Torres (lugar de muestreo), esta ubicada a
una latitud de 8.56667 y longitud de -80.3667

El clima que presenta corresponde al clima tropical de Sabana, sujeto a sistemas
atmosféricos predominantes para la vertiente central de Panama y las condiciones
climaticas regionales que moldean los regimenes pluviales de la zona. Las
temperaturas oscilan entre los 25 a 27 °C, la precipitacion media anual es de 3,000-

2,000 mm (Contraloria de la Republica de Panama, 2012).
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llustracion 1 Ubicacién Geogréafica de los sitios de muestreo.

Portobelillo

PROVINC|A DE VERAGUAS
PROVINCIA ()3 HERRERA

Figura 1. Lugar de toma de muestras del cultivo de yuca

Herrera (Google. sites2019).
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Figura 2. Lugar de toma de muestras del cultivo de yuca en Cabuya el area, de Los
Torres, Anton. Localizacién geogréfica de la finca experimental Nueva Esperanza

(provincia de Coclé). (Google. sites2018)
39



2.2.3 Toma de muestra
2.2.4 Recolecciéon de la muestra:

Se tomaron aleatoriamente, dos muestras de yuca (Manihot Esculenta), las mismas
son de dos fincas diferentes. Las muestras utilizadas, fueron colectadas de la raiz
de la yuca, la primera es de la finca La Menchaca — Ocu y la segunda es de una
finca totalmente agroecologica certificada organica (Los Torres de Cabuya, distrito

de Anton, provincia de Coclé).

2.2.5 Preparacion de los medios de cultivos

Se utilizé el medio de cultivo, PDA agar papa dextrosa (hongos), preparandose
segun las instrucciones del fabricante (ALPHA biosciences, Inc.).

De las muestras obtenidas recolectadas de la lesion de la yuca, se tomo
aproximadamente 25 g de la yuca, la misma se diluy6 en 50 ml de agua peptonada,
por lo que se procedié a realizar diluciones seriadas, tomando asi, las Ultimas
diluciones. Se sembro en platos de PDA (medio para hongos) para asi obtener los

hongos que se procedieron a utilizar para este ensayo.

3. Respiracion Microbiana.

Para esta prueba se determinari, mediante el método de Anderson (1982), la
muestra de suelo que debe estar seca a temperatura ambiente y pulverizada,
evitando que tenga residuos ajenos a esta. Se hara el montaje de cada una de las
muestras, el cual consiste en utilizar frascos de vidrio con boca ancha y cierre
hermético. En estos se introducira 25g de suelo. En un envase plastico mas
pequefio, se colocara 10ml de NaOH 0.1My en otro envase 10 ml de agua destilada.
Estos se pondran dentro del frasco de vidrio que contiene el suelo y este se
humedecera con ayuda de un gotero. De la misma manera se montara en otro
frasco de vidrio con NaOH, pero sin suelo (blanco). Todas incubadas en la
oscuridad.
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Posteriormente los dias 1°, 29, 4°, 7°, y 10° de la incubacion, se procedera a titular,
se tomara 2ml de cada tratamiento de NaOH 0.1M del frasco de vidrio y se agregara
agua destilada (1-2ml aproximadamente), 1ml de Bacl2 al 20% y azul de timol al 1%
como indicador, titulando con HCI 0.1 M presente en una bureta hasta que cambie

de color, se proceder& a anotar. Lo mismo se hara con el tratamiento control.

La solucion a la cual estuvo expuesta el suelo se le valoro la concentracion de CO2
capturado. Se procedié a tomar 2ml de cada tratamiento, agregandole agua
destilada (1-2 ml aproximadamente) continuando con la siguiente reaccion:

CO?(g) + NaOH (ac) 2NaCl (ac) + NaOH (ac) sin reaccionar

Previo a la titulacion, se le afiadio 6 ml de Baclz al 20%, para que los carbonatos
que se formaron se precipitaran en forma de BaCOs como muestra la siguiente

reaccion:
Na2COs (ac) + BaCl.—>@c) 2NaCl (ac) + BaCOs3

Esta técnica implico calcular la cantidad de NaOH que queda, sin reaccionar en el
proceso de respiracién (exceso), valorandolo con HCI 0.1 MI en una bureta,
utilizando, ademas, azul de timol 1% como indicador, el CO2 emitido por el suelo,
se calculo la diferencia entre el valor de titulacién de un blanco sin suelo (NaOH) y

el de cada muestra expuesta a la actividad microbiana (NaOH+ COz2 (suelo)).

La cantidad de CO:2 desprendido de la mineralizacion se determiné mediante la

siguiente ecuacion:

CO2= (B-M) x NHCL x Peq x A x 100/ [25(ss/sh)]
Donde:

v+ CO2=mg COz2. 100g-I de suelo seco a 105°C

+  B=volumen de HCI consumido por el blanco.

+ M= volumen de HCL consumido por la muestra.

+NHCI = concentracién o normalidad exacta del acido clorhidrico.

+ Peq = peso equivalente de CO2 emitido (44/2).
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+ A= Alicuota de la muestra expuesta al suelo (10/2).

+ Ss/sh=relacion de suelo seco a 105°C y suelo humedo (en gramos).

La determinacioén de la “cinética de la mineralizacion del carbono” se realiz6 a través
de la velocidad a la que se redujo la proporcion del carbono residual durante los 10
dias de incubacion; la cual sigue, una cinética de primer orden. De la misma manera,
se calculd6 el coeficiente de mineralizacion, que es la proporcion estimada de CO:
en funcién.del C- total del suelo (%), y el cociente metabdlico o indice de CO:2 (ug.
mg-1 h-1), o la cantidad de la actividad respiratoria en el suelo por hora (ug C- COa.
h-1) relativa al C - biomasa microbiana presente (mg C- biomasa).

4. Actividad de la deshidrogenasa

La determinacién de la actividad de la enzima deshidrogenasa (ADH) en los suelos,
esta relacionada con el contenido de materia organica (MO) y puede ser usado

como indicador biologico, indice de Actividad Microbioldgica (IAM).

Se utilizé el método de casida (1964) en donde paralelamente de los suelos
procedentes de cada una de las muestras tomadas de la raiz de la yuca, se realizara
la actividad enzimatica de la deshidrogenasa con el objetivo de determinar la

actividad microbiana.

Se colocaran 6 g. de cada muestra de suelo himedo en tubos de ensayo al cual se
le agregard alrededor de 50 mg. de glucosa a cada uno, para acelerar el proceso
de activacion de los microorganismos, luego se afiadira 2 ml de agua destilada mas
1 ml de 2, 3,5- trifenitetrazolium cloruro (TTC) al 3% (Casida., et al, 1964).

La mezcla se homogenizara con ayuda del vortex, hasta tener una consistencia
lodosa. Los tubos seran cubiertos con papel aluminio e incubados en la oscuridad
a 28°C por 8 dias.

Después de 8 dias de incubacion, a cada tubo se le agregara 25 ml de metanol, se

homogenizara la muestra y se dejara reposar hasta que se precipite el suelo.
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Posteriormente se filtrara el sobrenadante con el sistema de filtrado al vacio; el
filtrado se colocara en un matraz volumétrico de 50ml hasta obtener un volumen de
25ml.

Para calibrar el espectrofotbmetro se utilizara un blanco, el cual contendra 2ml de
agua, 1ml. de TTC y 25 ml de etanol. Se concluira con la lectura de la absorbancia

de cada una de las muestras a (A485 nm. y 100 % de tramitacion).

5. Aislamiento de los hongos.

Una vez recolectadas las muestras de yuca, se procedio a extraer la parte lesionada
de la raiz. Para este proceso se pesaron 25 gramos (g) de cada una de las

muestras, luego se diluyé en 50ml de agua peptonada, y se agitd vigorosamente.

Posteriormente se realiz6 una dilucion seriada de la cual se tomo 1 ml de la muestra
del tubo madre y se procedié a diluir en tubos de ensayo con 9ml. de agua
peptonada a cada uno. Se realizaron diluciones seriadas (101,102,102,104,10°,10
6y 107). Luego se tomaron 30uL de cada una de las diluciones, se sembraron en

medio PDA y luego se incubaron a temperatura ambiente por cinco dias.

Después de los cinco dias se procedié a verificar el crecimiento del hongo, su

uniformidad, color, entre otros; para su identificacion.

ENUMERACION DE SUELO

DILUCIONE S DE SUELO I

......... Factor de
aducwn

8\@'e

ESPARCIDO EN PLATOS DE AGAR

o1mL lo.unL IonnL IO!mL Ionnl.
Medio para bacterias

Medio para hongos i == — =
Medio para actinomicetes
10+ 10+ 10+ 10+ 107

DILUCION TOTAL

Figura 3. Esquema utilizado para la dilucién seriada de suelo. Fuente: Hernandez,
B.; Cornejo, H.; F. Mejia. 2016. Manual de laboratorio del Curso de Microbiologia
Ambiental de suelos (Bio. 439).
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5.1. Técnica para micro cultivo en hongos

5.2.El micro cultivo

Procedimiento que permite la observacion e identificacion de las estructuras
microscépicas de hongos filamentosos, que se distinguen con facilidad sin
distorsion, alteracion o rompimiento de estas. Esto pasa cuando el hongo se

desarrolla directamente bajo el portaobjeto.

Este proceso forma parte de las pruebas para identificar el género y la especie de

los hongos, permiten hacer el seguimiento del desarrollo de estos.

A los hongos escogidos al azar, que utilizaron para el ensayo, se les realiz6 la
prueba del micro cultivo. Esta consiste en cortar en cuadros pequeios el medio
utilizado para el hongo, en este caso fue PDA en 0.5 cm. Con la hoja de bisturi se
colocé un cuadrado en el portaobjetos. Luego se sembré el hongo con la espatula
en las cuatro esquinas y en el centro del bloque de agar. Colocandose el
cubreobjetos sobre el bloque de agar PDA. Se generd una camara humeda dentro
del plato Petri con el objetivo de favorecer el crecimiento del hongo, y se incub6 a
28 °C. Después de 7 dias se desprendio el portaobjeto y se le colocd una gota de
azul de lactofenol y se observo al microscopio (40X y 100X) para observacion de
estructuras reproductivas (Casa, 1989; Arenas, 2003).

Tinciéon de azul de lactofenol

Es una tincion simple (un solo colorante) y como tal esta basada en la afinidad de
colorante por componentes de las células, en este caso por las estructuras fungicas.
El azul de lactofenol tiene tres caracteristicas que lo hacen especial para observar
dichas estructuras en los hongos del tipo moho obtenidos en los cultivos por

aislamiento.
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5.3. Caracterizaciéon de morfo tipos (micro cultivo).

De acuerdo con Arenas, 1993, el método de micro cultivo es el mas preciso ya que

permite observar las estructuras in situ.

Esta técnica se utiliza para detectar el tipo de forma reproductiva (esporas),
observando al microscopio: forma, tamafio, agrupamiento, color, etc. También se

describiran las caracteristicas de las hifas. (Grant, & Long, 2017).

1. Se tomaron seis hongos aislados a los cuales se les realizd la prueba de
micro cultivo.

2. Se utilizé un plato Petri con PDA estéril (medio utilizado para crecimiento de
hongos filamentosos), los mismos fueron cortados con una hoja de bisturi en
cuadrados de agar de 0,5 cm .

3. Sobre un segundo plato Petri estéril, se colocé un papel de filtro y dos
palitos cortados de un tamafio tal, como para encajar en el plato Petri y sobre
los mismos se coloc6 un portaobjetos estéril.

4. Con ayuda de un gancho o pinza estéril, se colocé el bloque de agar en la
superficie del portaobjeto.

5. Con el gancho estéril se removieron porciones pequefias de la colonia de
hongos que se desea estudiar y se inoculan los cuadrantes del bloque
de agar.

6. Luego de la inoculacion, se coloco un cubreobjetos estéril sobre la superficie
del agar y papel filtro estéril en el periodo de incubacion.

7. Se gener6 una cadmara humeda dentro del plato Petri, con el objetivo de
favorecer el crecimiento del hongo, y se incub6 a 28 °C .

8. La colonia crecera por debajo de la superficie del cubreobjetos. Se examina
el montaje periédicamente a simple vista para determinar si la colonia ha
madurado.

9. Después de 7 dias se desprendid el portaobjeto y se le coloc6 una gota de
azul de lactofenol y se observo al microscopio (40X y 100X) para observacion
de estructuras reproductivas (Casa, 1989; Arenas, 2003).
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5.4. Aislamiento

Para el aislamiento de los hongos es necesario tomar en cuenta varios puntos para

Su correcto proceso.

e Aislar el hongo

e Latoma de la muestra
e Manipulacion

e Transporte

e Procesamiento y siembra para el estudio microbiolégico del mismao.

El aislamiento de los patégenos, de cualquier tejido vegetal enfermo que se
encuentre en contacto con el suelo, presenta una serie de problemas adicionales
gue ocasionan numerosos organismos saprofitos que invaden el tejido después de

gue ha sido destruido por el patégeno.

Para aislar los microorganismos han de ser diluidos, debido al gran nUmero en que
normalmente estan presentes. La dilucion se realiza, normalmente, por uno de los

siguientes sistemas:

La suspensiéon concentrada de microorganismos que es realizada por medio de
diluciones seriadas. Este método permite que el microorganismo a estudiar sea
diluido de una concentracibn mayor a una menor, para obtener por medio de
estriado, en el plato Petri, un cultivo puro de un microorganismo que se desea
estudiar. se debe inocular o introducir, en un medio sélido previamente esterilizado;

en este caso el hongo, para luego ser identificado.

Una vez obtenido el hongo, se debe aislar en tubos estériles con su medio, en este
caso el medio utilizado es Agar de Dextrosa y Papa (PDA).
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5.5.Tubos inclinados (preservacién a corto plazo).

Al iniciar en el hongo que ha sido aislado y purificado, es necesario guardarlo para
su posterior uso. Para ello, existen varios métodos de preservacion que dependen

del nimero de cultivos a guardar, y del tiempo.

La preservacion de hongos tiene como objetivos fundamentales: mantener el cultivo

puro (pureza), que esté vivo (viabilidad) y genéticamente estable (estabilidad).
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Figura 4. Esquema de preservaciéon de bacterias en tubos inclinados.
Fuente: Rangel Osorio Hugo, 2014. Manual de técnicas y métodos de preservacion

Este esquema es utilizado para bacterias, pero tiene la misma funcion para hongos,
por lo que se necesité obtener una muestra pura del hongo a estudiar por medio de
varios pases, ya obtenido este, se tomé una pequefia muestra del centro de este,
donde se sembro, se hace una leve inclinacion para colocar la muestra en el tubo y
se flamea o esteriliza el mismo para cerrar el tubo. Este proceso se utiliza para
preservar hongos por un lapso mas largo, si mas adelante se desea obtener mas

estudios.
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6. Obtencién del insecto

El chinche C. Bergi es una plaga chupadora y cavadora polifaga, que ha sido

reportada haciendo dafo en cultivos de yuca.

Este se obtiene con mas facilidad en épocas de lluvia, se encuentra en la raiz de la
yuca, sobre las hojas, e incluso, alrededor de la planta, ya que el suelo hiumedo
proporciona las condiciones favorables para el mismo, esto hace que el chinche se

mantenga en la superficie.

En temporada seca es mas dificil capturarlo, ya que se interna en lugares mas
hamedos por lo que se encuentra a profundidades mas distantes de la raiz, y
obtenerlo se hace complicado. En este ensayo se utilizd el chinche C. Bergi en

estadio adulto.

Se debe crear las condiciones necesarias en el laboratorio a fin reproducir el
ambiente esencial de vida de este insecto, para poder realizar, posteriormente, las
pruebas de actividad bioldgica, utilizando hongos extraidos de la fuente

suministrada, en este caso, la yuca.
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7. Método de aplicacién de los hongos contra el insecto

Se procedid a colocar los chinches en una caja con ventilacion (mallas de
ventilacion), con suelo procedente de la zona de su aislamiento (manteniendo su
humedad), este sustrato esta estéril y se le agrego restos de yuca como alimento
para el insecto, de manera que mantenga su viabilidad y no se vea interrumpido su

ciclo bioldgico.

El método de aplicacion de los hongos consiste en la aspersion, que es la dilucion
de los hongos obtenidos de la yucay el tweent a -20% al 0.05 pl diluido en 50 ml de
agua destilada cada uno en platos Petri, se toma al chinche que esté con su sustrato
(suelo estéril), se agarrdé con una pinza estéril, y se sumergié de manera rapida,
para luego colocarlos en platos con sustratos estériles, debidamente rotulados. A
estos se les colocaron mallas para evitar que se salgan de los recipientes, antes

mencionados.

Se realizaron observaciones periédicas por dia, para verificar la viabilidad de los

chinches y la capacidad entomopatdégena de los aislamientos fungicos.

8. Pruebas de actividad bioldgica con el chinche C. Bergi.

Estas pruebas son utilizadas para control de plagas, enfermedades y malezas que
consiste en utilizar organismos vivos con objeto de controlar las poblaciones de otro

organismo.

En este caso se busca minimizar el impacto que produce el chinche de la viruela a
la yuca, por lo que se realizé este experimento que lleva a corroborar, si uno de los
hongos aislados puede dar positivo a esta prueba, lo que indicdé que se puede, a
futuro, realizar experimentos que busquen mejorar el rendimiento econémico y el

estado fisico de la raiz.
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8.1.Camara Neubauer

Hematimetro o hemo citdmetro, es un instrumento de laboratorio que consiste en
una placa de vidrio especial grueso. Esta camara sirve para realizar recuentos de
algunos tipos celulares como hematies, glébulos blancos y plaquetas, aunque

puede ser usado para recuento de esporas, parasitos, etc.

La camara Neubauer fue utilizada para el conteo de esporas, en este caso, el de los
hongos aislados de la yuca lesionada por el chinche C. Bergi, las mismas son
contadas por cuadrantes con una medicion de 0.1 mm de profundidad y cinco
cuadrantes medios que corresponden a 0.2 mm . Para realizar el conteo se toman
las esporas mas definidas, o solas de cada cuadrante, este a su vez se divide por
0.02 mm que es la multiplicacion de la profundidad por los cuadrantes, y el valor
obtenido es la cantidad de esporas por 20 ul de la dilucion, nos da la cantidad de

esporas obtenidas de cada hongo aislado.

En este proceso, las cAmaras de recuento se utilizan para determinar el nimero de

particulas por unidad de volumen de un liquido.

La preparacion de la muestra a medir se realizé por medio de un raspado del hongo
obtenido, ya aislado a una concentracion apta para su recuento, la formula utilizada

es:

Formula de valoracion (valida universalmente)

particulas contadas

particulas por pl volumen = -
superf. cont. {mm?) - profundidad cdmara (mm) - dilucidn
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9. DESARROLLO DE ENSAYO DE PATOGENICIDAD

La patogenicidad es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad
en un huésped susceptible. Por lo que es necesario establecer la causalidad del
hongo, como responsable de la micosis, en el tejido de la planta. (Grant y Long,
2017).

1. Se localizé la lesion en la raiz de la yuca, luego se aislé la parte afectada
para corroborar afectacion a la misma, por lo que se confirmé la lesion o
enfermedad, si esta se produjo sola, o si hay un agente causal que permite

gue la planta presente irregularidades en su estructura.

2. El microorganismo estudiado en este ensayo fue la lesiébn en la yuca,
generada por la entrada del estilete del chinche Cyrtomenus Bergi, por lo que
se tomo una muestra de este, se diluyd por el método de dilucidn seriada,

para luego ser aislado y obtener un cultivo puro.

3. Al obtener el cultivo puro, se procedio a identificar el hongo por medio de
pruebas de micro cultivo. Esta técnica es utilizada para detectar el tipo de
forma reproductiva (esporas), observando al microscopio: forma, tamario,
agrupamiento, color, y la tincién con lactofenol que es empleada para
identificar hongos. Los componentes de este tinte buscan estructuras

definidas, en este caso, las fungicas.

4. Después de ser identificado cada hongo aislado, se procedi6 a realizar las
pruebas de actividad bioldgica.

5. La prueba de actividad bioldgica consiste en permitir una evaluacion mas
centrada y focalizada del riesgo a tratar, y combatir la plaga de este,
buscando alternativas que mejoren e inhiban el crecimiento del patdogeno en

la planta.
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6. Una vez realizada la prueba de actividad biolégica que consistié en sumergir
al chinche en una solucion Tweent -20% a 0.05 pl diluido en 50 ml de agua

destilada, con el hongo seleccionado y diluido por medio de raspado.

7. Luego de haber pasado los chinches por las diluciones, estos fueron
colocados en platos estériles con su sustrato (suelo), y asi estos fueron
monitoreados por dia y verificados para confirmar la presencia de hongos

entomopatdégenos contra el chinche C. Bergi.
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10.IDENTIFICACION DE HONGOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Los hongos entomopatdgenos (HEP) constituyen actualmente una alternativa para
el control de insectos trasmisores de enfermedades, frente al uso indiscriminado de
insecticidas (Pucheta et al. 2006).

Para la identificacion del hongo, hay muchas claves disponibles y diferentes,
utilizadas para clasificarlos, segun Arenas (2014), se utilizan criterios morfolégicos
y caracteristicas como las estructuras fungicas, que constan de un complejo llamado
talo o macelo que, a su vez, esta constituido por multiples filamentos o hifas. Otra
caracteristica, son las esporas que se producen de dos estructuras reproductivas,
sexuales y asexuales, sin necesidad de tener en cuenta aspectos bioquimicos y
fisiologicos, excepto en levaduras, donde si son importante. Actualmente las
técnicas moleculares han permitido mejorar la clasificacion de los hongos y las

relaciones filogenéticas.

Varios métodos de control son utilizados para minimizar las pérdidas ocasionadas
por accion de la plaga, como el control cultural, por medio de la rotacién de cultivos
y de la siembra de variedades resistentes; ademas de estos, la actividad biolégica
utilizando hongos entomopatégenos como Metarhizium anisopliae y Beauveria

bassiana. ( Zufiga Oviedo, et al., 2016).

La necesidad de adoptar nuevas tecnologias para el control de plagas ha orientado
las investigaciones hacia el uso de bioinsecticidas que, actuando de manera similar
a los plaguicidas convencionales, no ocasionan problemas como la resurgencia de
plagas, la induccién de nuevas plagas y la contaminacion del medio ambiente, entre
otras. (CABRERA & PINEDO, 1994; ESTRADA et al., 2004; BADII et al., 2006;
CRANSHAW, 2014).

En este proyecto se tomaron cinco hongos, entre ellos, dos son de las fincas
muestreadas, y los tres restantes son de los chinches infectados por hongos en el
sitio del muestreo. Se obtuvo una diferencia significativa en la muestra CH5
(Chinche de la muestra 5), hongo obtenido de chinches muertos infectados de

hongos del suelo, por lo que se observd en los ensayos que este hongo infectaba
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al patdégeno, cubriéndolo con esporas hasta que este fallece. Este hongo representé
mayor actividad biolégica que los demas, ya que, los chinches morian en menor
tiempo. Estos resultados pueden tomarse en cuenta para utilizarlo a futuro como
prueba para métodos de control ecoldgico u organico, como la actividad bioldgica,
mediante trabajos de investigacion.

Estos hongos utilizados en este ensayo, encontrados en las muestras, son
Aspergillus, Penicillium y Fusarium, de los cuales fueron identificados por su

morfologia, por lo que se necesitd consultar con claves, para describirlos.

10.1. Preservacion de microorganismos en Glicerol.

En cuanto a los hongos puros que permanecian en tubos inclinados, se pusieron a
crecer en platos Petri, de los pequefios, por ocho dias. En un tubo esterilizado
previamente, se le agrego 300 ul de glicerol estéril con ayuda de una micropipeta.
Al plato Petri, donde se encontraba el hongo, se le agregd 1400 uL de agua estéril.
Luego se tomo 700 pl de la suspension de esporas de esta muestra y se afiadio al
tubo que contenia los 300 ul de glicerol, para homogenizarlo un minuto en el vértex,

luego fue congelado a temperatura de -80°C
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CAPITULO Il
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11. RESULTADOS

11.1. Respiracion microbiana en los suelos en los cultivos de yuca en dos
fincas
11.2. Actividad deshidrogenasa en suelos de dos fincas de yuca

El ensayo realizado, para evaluar el efecto de la actividad de la enzima
deshidrogenasa en las muestras de suelo de cada una de las fincas de yuca, dio

como resultado:

Tabla 3. Valores de Absorbancia (A485nm) de las muestras de suelo.

Sitio Absorbancia (A485nm) X=ug ml-1 TPF
La Menchaca 0.158 3.69
Los Torres 0.315 7.44
Anton

Segun resultados, Los Torres en Anton, finca agroecolégica es la que
muestra que presenté mayor valor de absorbancia, y La Menchaca la

de menor absorbancia, con respecto a las muestras evaluadas.

0.35

0.3

0.25
@ La Menchaca
0.2

0.15

OLos Torres

0.1 Antén

Absorbancia (A485nm)

0.05

DA\

Fincas tradicional y agroecologica

Figura 5. Valores de la actividad deshidrogenasa en los suelos de los cultivos de
la yuca en dos fincas, La Menchaca y Los torres.
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Caracteristicas macroscopicas

El examen macroscépico se realiza a partir de una “macro colonia”, obtenida por
sembrado de la especie fungica, en estudio en la parte central de una placa con

medio de cultivo. Esta permite observar forma, textura, color, pigmentacion, entre

otros; que permiten obtener mas informacion del hongo (Granty Long,2017).

SIGLAS Hongos filamentosos Lugar de muestreos

R1 Penicillium sp. FMO
R2 Aspergillus sp. FLT

CH2 Fusarium sp. FMO
CH5 Aspergillus sp. FMO
CH®6 Aspergillus sp. FMO.

Tabla # 4. Hongos Filamentosos encontrados en las muestras de Yucay el
chinche C. Bergi por lugar de muestreo (finca tradicional La Menchaca — Ocu
(FMO), vy finca agroecolégica, Los Torres-Anton (FLT)).
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Tabla 5. Descripcion macroscopica de los Hongos Filamentosos
SISTEMA TRADICIONAL FINCAS DE OCU

N° DE
PLATO

HONGO FILAMENTOSO

CH2

GENERO

CARACTERISTICAS
ACROSCOPICAS
(ANVERSO)

Fusarium sp.

Colonia con crecimiento
rapido, de color blanco
alrededor, hacia el centro
una textura rugosa de
color amarilla. Forma 'y
textura algodonosa
densa.

CHG6

CH5

Colonias de bordes
redondeados suave,
superficie aterciopelada,
de color blanco con el
centro ligeramente de
color verde con blanco.
De crecimiento rapido.

Aspergillus sp.

Colonias de bordes
irregulares suave,
superficie de color
amarilloso con los bordes
ligeramente de color
blanco. De crecimiento
rapido. Pulverulento.
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SISTEMA AGROECOLOGICO

N° DE HONGO FILAMENTOSO GENERO CARACTERISTICAS

PLATO MACROSCOPICAS
(ANVERSO)

4.

Colonia de margen
redondeado suave,
borde blanco con un aro
de color verde claro,
Penicillium sp. presenta hacia el centro
un color blanco con
verde, con moderado
crecimiento y textura un
poco algodonosa.

RI

Colonias con crecimiento
rapido de 3 a 4 dias, son
de color verde, blanco,
Aspergillus sp. amarillo alrededor, con
bordes irregulares
granulosos y
pulverulenta.

R2
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Caracteristicas microscopicas

En esta técnica se hicieron placas de cada aislamiento para la observacion de forma
reproductiva (esporas), observando al microscopio: forma, tamafio, agrupamiento,
color, etc. y se le aplico la técnica de tincidon con azul de lactofenol. Algunas cepas

mostraron un escaso crecimiento.
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Fusarium sp. Penicillium sp.

Aspergillus sp. Aspergillus sp.

Aspergillus sp.

Figura 7. Observaciones microscopicas de Fusarium sp, Penicillium sp, Aspergillus
sp, obtenida de la técnica de micro cultivo (objetivo de 40x).

Fuente. CAmara de Samsung J7.
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11.3. Conteo de esporas con la camara Newbauer

Al observar latabla 7 se muestran diferencias en cuanto a las cantidades de esporas
encontradas y contadas en la camara, siendo los géneros mas prevalentes
Aspergillus Penicillium y Fusarium. Los resultados obtenidos indican que el género
con mayor cantidad de esporas es Penicillium con 823 000 esporas / 20 ul obtenido
en La Menchaca-Ocu, de la raiz de la yuca, seguido de Aspergillus con 561,000
esporas / 20 yl de La Menchaca-Ocu, este fue obtenido de los chinches infectados
del suelo. Siendo este ultimo hongo el que dio mayor actividad biolégica contra el

chinche Cyrtomenus Bergi.

Hongos aislados Conteo con la camara Fincas
neubauer
Fusarium sp 285 000 esporas/20 pl Menchaca-Ocu
Aspergillus sp 561 000 esporas / 20 yl Menchaca-Ocu
Aspergillus sp 465 000 esporas / 20 pl Menchaca-Ocu
Penicillium sp 823 000 esporas / 20 yl Menchaca-Ocu
Aspergillus sp 123 980 esporas / 20 yl Los Torres-Anton.

Tabla 7 conteo de esporas de la cAmara Newbauer de los hongos aislados.

La cantidad de esporas por 20 ul de la dilucion nos dio el valor obtenido en la
cantidad de estas, cada hongo aislado. Este método microscopico fue de gran
ventaja ya que, puede brindar informacién adicional sobre el tamafio y la morfologia
de los objetos contados en este ensayo. Se observo por cuadrantes en la camara
Newbauer, al microscopio, las esporas de forma circular, tomando en cuenta que
estas estuvieran separadas. De esta forma se visualizaron con mas claridad, no se
tomd en cuenta aquellas esporas que estaban en racimos, ya que era mas dificil

contarlas o estimarlas.
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FIGURA 8 Camara Newbauer utilizada para observar las esporas de los hongos
diluidos y su procedimiento.
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1. CH2

Fusarium sp.

2. CH5

Aspergillus sp.

3. CH6

Aspergillus sp.

4. R1

Penicillium sp.

5. R2

Aspergillus sp.

49

58

92

120

48

57

163

182

108

102

65

108

63

142

128

53

60
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115

49+53+65+58+60 = 285/ 0.02
= 14,250

14,250x20 ul = 285,000
esporas/20 pl
92+112+108+120+129=561/0.02
=28,050

28,050 x 20 ul = 561,000
esporas /20 pl

48+72+63+57+78 = 465/ 0.02
= 23,250

23,250/ 20 ul = 465,000
esporas /20 pl

163+156+142+182+180 = 823/
0.02
=41,150

41,150/ 20 pl = 823,000
esporas /20 ul
108+111+128+102+115 =564 /
0.02=6,199

6,199/ 20 ul = 123,980 esporas
/20 ul
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TRATAMIENTOS Y EFICACIA CONTRA
C.BERGI

tratamiento
w

chinche

== === R3M1 - =R1M2 CH6 ==@u=(CHS e=@u=CH2

Tabla # 8. Tratamientos utilizados contra el chinche Cyrtomenus Bergi

La prueba de actividad bioldgica contra Cyrtomenus Bergi, como se explicé en la
metodologia anteriormente, en la que se toman 6 hongos posteriormente
identificados por técnicas de micro cultivo, los mismos son utilizados en este ensayo
para corroborar, si estos, pueden combatir esta plaga, buscando alternativas que

mejoren e inhiban el crecimiento del patégeno en la planta.

Segun lo observado en los tratamientos colocados a los chinches se pudo verificar
gue el hongo Aspergillus aislado de chinches infectados del suelo, encontrados en
la finca (La Menchaca — Ocu) tuvo una diferencia significativa contra el chinche,
mientras que el Penicillium de la finca Los Torres de Cabuya, distrito de Anton,

provincia de Coclé, no presento diferencias contra este, en el ensayo.

El empleo de microrganismos con capacidad biocontroladora, es una alternativa que

nace a raiz del manejo desmesurado de agentes quimicos para el control de plagas
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y enfermedades en cultivos agricolas. Hongos como: Trichoderma
inhamatum (cepa bol - 12 qd)y Beauveria bastiana (cepa bol 2 - qc), han
demostrado tener una buena capacidad biocontroladora sobre fitopatégenos y

plagas (Vallejos Sirpa, et al., 2014).

En este ensayo, no se obtuvo estos bio-controladores, pero se observo una
diferencia significativa en una de las muestras encontradas en los chinches
infectados por el hongo Aspergillus sp, en la muestra llamada CH5. Permitiendo

infectar al chinche hasta morir en menos tiempo.

PORCENTAJE DE EFICACIA EN
CYRTOMENUS BERGI

CH2
9% 0%

CH6
13%

26%

Figura # 9 Porcentaje de eficacia en los tratamientos contra el chinche C. Bergi

El excesivo e inadecuado uso de los productos quimicos en la agricultura, genera
una elevada contaminacion de los componentes del ambiente, los cuales son el aire,
agua y suelo. Es por ello, por lo que la opcion amigable con el ambiente es el uso
de hongos entomopatdégenos que actiian como controladores bioldgicos, y no son

contaminantes.
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CAPITULO IV
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12.DISCUSION

El suelo constituye uno de los recursos mas importantes para la vida en el planeta,
ya que es la base fundamental para la explotacion agropecuaria y forestal. La
produccion de alimentos depende, en un alto porcentaje, del uso que se les dé a los
suelos (Martin y Adad, 2006).

La calidad del suelo abarca los componentes fisicos, quimicos, biolégicos y sus
interacciones. Por esto, para captar la naturaleza holistica de la calidad o salud del
suelo, deberan ser medidos todos los parametros. Sin embargo, no todos tienen la

misma relevancia para todos los suelos o situaciones. (Escudero, et al., 1999).

En este trabajo se efectuaron estudios bioquimicos del suelo, como es el caso de
respiracion microbiana y produccion total de CO2 del suelo y la actividad de la

enzima deshidrogenasa.

Los suelos panamefios son pocos apropiados para el cultivo. Algunos son arables.
Existen muchos suelos no arables, porque estan afectados por la erosion,
inundaciones, salinidad, humedad, etc. En la region de Azuero se encuentran los

suelos mas aridos, los cuales van muy relacionados con la escasez de lluvias.

La determinacion de la actividad de la deshidrogenasa (ADH) es un reflejo de las
actividades oxidativas de la microflora del suelo (Ladd, 1978; Skujins, 1978). Esta
enzima intracelular est4 asociada a los microorganismos proliferantes, y no es
estabilizada por los coloides inorganicos (arcillas) y organicos (sustancias humicas)
del suelo (Rossel et al.,, 1997). Esta enzima es la encargada de la oxidacién

biolégica de los compuestos organicos mediante el proceso de deshidrogenacion.

En cuanto a las pruebas realizadas para medir el efecto de la actividad de la enzima
deshidrogenasa, se observé que la localidad de El Pilon de Ocu presentdé mayor
valor de absorbancia 0.820 (A485nm), seguido de Los Torres, Antén 0.315
(A485nm), y La Menchaca 0.158 (A485nm), con menor absorbancia con respecto a

las deméas muestras evaluadas.
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La M.O. del suelo contiene cerca del 5% de N total, pero también contiene otros
elementos esenciales para las plantas, tales como P, Mg, Ca, S y otros
micronutrientes (Bello-Amez, 2006). Las propiedades fisicas que pueden ser
utilizadas como indicadores de la calidad del suelo, son aquellas que reflejan la
manera en que este recurso acepta; con la respiracion se puede medir la tasa de
intercambio gaseoso, entre la comunidad microbiana existente en el suelo, ademas
de que con este parametro se logra obtener una relacion indirecta entre el nimero
de poblaciones de microorganismos y la biomasa microbiana. También, la
respiracion esta relacionada con los parametros fisicoquimicos como el pH y la

materia organica (Roblero, 2011).

En Colombia, a mediados de 1980, se presentd un nuevo insecto en el cultivo de
yuca, Cyrtomenus Bergi, atacando la raiz de la yuca. En CIAT, se han realizado
investigaciones hacia un manejo integrado, evaluando la resistencia varietal, control
microbioldgico y control botanico. Su amplia distribucion y diseminacion se deben al
incremento de las areas sembradas en yuca y otros cultivos como mani, cebolla
larga, arroz, maiz, entre otros. Evaluaciones en laboratorio y campo mostraron la
preferencia de C. Bergi a variedades con bajo contenido de HCN (< 100 ppm.). De
33 variedades con un potencial variable de HCN, 15 mostraron un nivel de
resistencia / tolerancia a C. Bergi. Las ultimas investigaciones se han dirigido hacia
el control microbiolégico, encontrandose en forma nativa, hongos y nematodos
sobre esta plaga. Un Heterorhabditis sp., especie nativa, resulté en un parasitismo
de 84% en todos los instares larvales. Aislamientos de Metarrhizium anisopliae,
Beauveria bassiana y Paecilomyces sp. se han obtenido de C. Bergi en campo. En
estudios de laboratorio, la mortalidad fue superior durante el quinto instar (61%), por
encima del aproximado de mortalidad de 33%. En campo se ha determinado el
efecto de la Crotalaria juncea sobre C. Bergi, bajando ataques de 61% a 4% sobre
las raices en forma de cultivo asociado con yuca. Sin embargo, los rendimientos de
yuca intercalada se redujeron en 22%; y como la Crotalaria tiene poco valor

comercial, los productores no adoptan esta tecnologia. El extracto de semilla de
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Crotalaria tiene caracteristicas de insecticida, y esto lo coloca como un producto

potencial para el control de C. Bergi. (A. C. Bellotti et al, 2001).

En este ensayo se logré obtener, principalmente los géneros Aspergillus sp,
Penicillium sp como los mas prevalentes. Ademas, se encontré en menor proporcion

y también aislado, Fusarium sp.

Los hongos del suelo de regiones aridas, semiaridas, hasta en regiones tropicales,
no han sido estudiados ampliamente (Christensen 1969, Flanagan 1981, Domsch et
al. 1980). En zonas aridas, son caracteristicos los hongos de Ilos
géneros Aspergillus sp y Penicillium sp. (Flanagan 1981).

El hongo Penicilliumsp. es abundante en temperaturas y climas frios,
mientras Aspergillus, predomina en climas templados. Sin embargo, todos los
hongos son regulados por la cantidad y calidad del sustrato (Paul 2007). En Panama
la mayor parte de la yuca es producida por pequefos agricultores en suelos
marginales e infértiles y con un nivel tecnoldgico bajo. Una de las areas de mayor

produccion es Ocu, con suelos Ultisoles, en su mayoria (Aguilar, J.A.1991).

Los resultados obtenidos coinciden con referencias bibliograficas, que destacan
que, a pesar de que muchos de los géneros aislados actian como saprofitos,
algunas especies son fitopatégenas, bajo ciertas condiciones, pero en zonas de
sabana tropical, como las estudiadas en este trabajo, son similares a las zonas semi
aridas o aridas, donde existen hongos caracteristicos, como Aspergillus y

Penicillium (Mayea et al., 1991).

En los primeros ensayos preliminares con el chinche se utilizaron platos Petri
esterilizados, sin el sustrato (suelo), y la aspersion del hongo en el insecto, dando
como resultado la mortalidad total de los chinches en estadio adulto al siguiente dia
de su revision. Esto me indica que es necesario que el insecto tenga su sustrato
para movilidad y subsistencia en el medio. Por lo que se procedi6 a realizar
nuevamente ensayos con los chinches, la aspersion y su sustrato. Este proceso se

repitid y se incluyo el sustrato en los platos Petri. Adicional, se le colocé una maya
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que serviria de barrera, impidiendo que el chinche se movilice del sitio, pudiendo

evidenciar el crecimiento del hongo en el insecto dentro del plato.

En este ensayo se utilizé la cAmara NeuBauer para el conteo de esporas de los
hongos utilizados para esta prueba, tomando las esporas mas definidas o solas de
cada cuadrante, este a su vez se divide por 0.02 mm que es la multiplicacion de la
profundidad por los cuadrantes y el valor obtenido de la cantidad de esporas por 20
Ml de la dilucion, nos da la cantidad de esporas obtenidas de cada hongo aislado,
dando como resultados que el hongo CH5 obtenido de chinches infectados tuviera
una cantidad de 561 000 esporas / 20 pl en el sistema tradicional, mientras que del
sistema agroecoldgico la muestra R1M2 obtuvo 823 000 esporas / 20 ul de lo cual

el hongo CH5 Aspergillus, tuvo mayor efecto para la prueba.
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13.CONCLUSION

1. En la prueba de respiraciéon microbiana de las fincas muestreadas, resulté con
mayor actividad, el suelo de La Menchaca, Ocu, seguido del suelo de Los Torres,
Antén.

2. En la actividad enzimatica de la deshidrogenasa, la obtuvo los Torres, con el
mayor valor de absorbancia (mayor actividad de la enzima), con un porcentaje de
humedad de (12.16 %), seguido de La Menchaca con menor absorbancia, este

suelo tenia el menor porcentaje de humedad (7.74%).

3. De los seis aislamientos obtenidos, uno presenté mayor actividad bioldgica,
siendo este el de la finca La Menchaca y los cinco restantes obtuvieron poca

actividad bioldgica, tres de estos de la finca Los Torres, Anton.

4. La finca totalmente agroecoldgica certificada organica (Los Torres de Cabuya,
distrito de Antén, provincia de Coclé). No presenté incidencia de lesion por el
chinche Cyrtomenus Bergi, ya que en este lugar no hay reportes de su presencia en

los cultivos de yuca.

5. No se encontro en los suelos de la finca agroecolégica certificada organica (Los
Torres de Cabuya), ni en los suelos de la finca La Menchaca, presencia de hongos

Entomopatégenos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.

6. Los aislamientos de hongos obtenidos, se basaron en géneros, caracteristicas
morfolégicas y microscopicas entre ellos los mas prevalentes en ambas fincas

(Aspergillus spp., Penicillium spp y Fusarium spp.,).

7. Se utilizé en el ensayo, el estadio de adulto en el chinche Cyrtomenus Bergi , ya

gue era menos complicado su manejo en el laboratorio.
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Recomendaciones
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Se sugiere realizar estudios con mas muestras de este tubérculo en diferentes
estaciones para verificar, si hay mayor abundancia de microorganismos en el

mismo y en el suelo.

Se recomienda realizar pruebas de identificacion a todas las cepas aisladas, ya
gue algunas de estas, podrian ser importantes para otros estudios en este

campo.

Realizar pruebas moleculares con resultados positivos para poder determinar el

nivel de especie de los hongos identificados.
Se recomienda hacer pruebas de campo con los organismos que resultaron

positivo para determinar, si en estas condiciones tienen un comportamiento

distinto al del laboratorio con el patdégeno.
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Figura 9. Ciclo biologico de C. Bergi en la yuca y los estadios de desarrollo de C.

Bergi, huevo, ninfas de | a V, adultos hembra y macho.

Figura 10.
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a. Esquema para realizar Estudios de Hongos Filamentosos de forma macro y
microscopica. B. Micro cultivo es un procedimiento apropiado para mantener

cepas de microorganismos guardados con poco espacio para posibles estudios.
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Figura 11. Lugar de recolecta de los chinches, forma de obtenerlos y colectarlos.

Su preparacion para utilizarlos para las pruebas.

Figura 12. Recolecta de chinches, limpieza, conteo y preparacion para llevarlos al
laboratorio.
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Figura 13. Chinches en el laboratorio para sus cuidados, alimentacién y

mantenimiento, antes del ensayo.
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Figura 14. Preparacion de material estéril, chinches recolectados para montaje del
ensayo en el laboratorio.
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Figura 15. Preparacion de micro cultivos con los hongos obtenidos en el muestreo

y el tweent-20 con uno de los hongos utilizados en el ensayo.
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Figura 16. Esquema de realizacion de ensayos en el laboratorio con el hongo
seleccionado para el chinche.
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Figura 17. Conteo con la camara Newbauer, en donde se observa las esporas del

hongo en la dilucién.

Figura 18. vista de chinche infectado por las esporas del hongo CH5 en el
laboratorio.
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R2 R3M1 R1M2 CH6 CH5 CH2
1 5 5 5 5 5 5
2 4.6 4 2.6 3.33 0.33 2.66
3 2.6 3.3 1.33 2.66 0 2.66
4 2.3 2.6 1 1.33 0 2.33
5 1.6 0 1 0 1
6 1.6 0 0.33 0 1
7 0 0 0 0 0 0

Figura 19. Cuadro de datos estadisticos de los hongos utilizados para el ensayo en

el laboratorio.
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