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Resumen: Cyrtomenus bergi es el agente causal de la lesion en
la yuca, en donde estd plaga subterrdnea ataca por medio de
su estilete, perfora la cuticula y corteza de la rafz. Se observan
manchas oscuras alrededor del tubérculo, lo que es indicativo
que el chinche se alimentd de esa raiz. Estas manchas no se
perciben a simple vista, sino hasta que se cosecha la yuca,
ya que esta plaga es muy comun observarla en la lluviosa,
pues la humedad la atrae hasta la superficie, y es comin
encontrarla en las hojas y en el tallo; mientras que en la estacién
seca es mds dificil localizarle. Con el propésito de localizar
hongos con posible capacidad entomopatégena que pudieran
controlar al chinche de la viruela, en los suelos de cultivo de
yuca en las provincias de Herrera (Octt) y Coclé (Antdn), se
llevaron a cabo bioprospecciones de hongos nativos de ambas
localidades en un intento de minimizar el uso de plaguicidas.

En la bioprospeccién se realizaron diluciones seriadas de (107!

ala 10'7) para aislar la mayor cantidad posible de hongos,
lograndose obtener principalmente los géneros Aspergillus sp.,
Penicillium sp. . Fusarium sp. como los més prevalentes, ademds

las diluciones que se tomaron en cuenta fueron de 10 hasta

la 107, Paralelamente, se realizaron pruebas bioquimicas de
actividad enzimdtica (deshidrogenasa y respiracién microbiana)
paradeterminar laactividad bioldgica en el sueloy poder orientar
nuestra estrategia de bioprospeccion; eluciddndose una mayor
actividad microbiana en la finca de Coclé. De acuerdo con los
andlisis obtenidos de la actividad bioldgica contra el chinche C.
bergi se obtuvo una mayor actividad bioldgica en la muestra CH5

(Aspergillus sp.).

Palabras clave: hongos, yuca, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, C. bergi, suelos.

Abstract: Cyrtomenus bergi is the causal agent of the lesion in
cassava, where this subterranean pest attacks through its stylet,
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URL: piercing the cuticle and root bark. Dark spots are observed
around the tuber, which is indicative that the bug fed on that
root. These spots are not visible to the naked eye, but until
the cassava is harvested, since this plague is very common to
observe in the rainy season, since the humidity attracts them to
the surface, and it is common to find them on the leaves and
stem; while in the dry season it is more difficult to locate it. To
locate fungi with possible entomopathogenic capacity that could
control the smallpox bug, bioprospecting of native fungi from
both provinces was carried out in cassava soils in the provinces
of Herrera (Octt) and Coclé (Antén). localities to minimize
the use of pesticides. In the bioprospecting, serial dilutions
of (10-1 to 10-7) were made to isolate the greatest possible
number of fungj, obtaining mainly the genera Aspergillus sp.,
Penicillium sp. and Fusarium sp. as the most prevalent, in
addition the dilutions that were considered were from 10-5 to
10-7. At the same time, biochemical tests of enzymatic activity
(dehydrogenase and microbial respiration) were carried out to
determine the biological activity in the soil and to guide our
bioprospecting strategy, elucidating a greater microbial activity
in the Coclé farm. According to the analyzes obtained of the
biological activity against the C. bergi bug, a greater biological
activity was obtained in the CH5 sample (Aspergillus sp.).

Keywords: Fungi, yucca, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, C.
bergi, soils.

INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta), es uno de los cultivos mds adaptados a las condiciones climdticas en diferentes
regiones tropicales, donde la raiz de yuca es utilizada para el consumo humano y la alimentacién animal.
Una de las razones que impulsan la siembra de ese cultivo es la posibilidad de utilizarlo como sustituto de
los cereales, como el maiz y el trigo. El alto costo de los cereales, generalmente importados, genera al pais
dependencia y aumento en los costos de produccidn, se ha venido utilizando desde hace siglos debido a sus
altos beneficios nutricionales (Aguilar et al.,2017).

La principal caracteristica de la yuca son sus raices gracias a su alto contenido de almidén, lo que le da
su gran valor econdémico (Ospina y Ceballos ,2012). Las caracteristicas morfoldgicas, permiten tipificar las
especies dentro del género Manihot, pero al ser afectadas por el ambiente puede llevar a una sobre estimacién
en el nimero de especies. El efecto que ejerce el ambiente sobre la morfologfa y arquitectura vegetal en cada
variedad de yuca puede ser bastante drastico (Sudrez y Mederos, 2010).

Este producto era poco conocido fuera de las regiones tropicales, en parte porque sus productos no eran
exportadosy porque la especie no se adapta alos climas templados, ademads el valor econdmico que brindan los
productos y subproductos que se obtienen de la yuca, ofrece ventajas como: tolerancia a la sequia, capacidad
de produccién de suelos degradados resistente a plagas y enfermedades entre otras (Ospina y Caballos, 2012).
Una opcidn viable consiste en la incorporacién al sistema productivo de controles bioldgicos. En Panama la
mayor parte de la yuca es producida por pequenos agricultores en suelos marginales e infértiles y con un nivel
tecnoldgico bajo. Una de las 4reas de mayor produccién es Oct, con suelos ultisoles en su mayorfa (Name
y Villarreal, 2003).

Entre las principales plagas de la yuca se encuentran la chinche subterrdnea de la viruela (C. bergi) hay
otras plagas que podemos mencionar, pero en este caso solamente se hablara de este en especifico, que es una
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plaga chupadora y cavadora polifaga (tabla 1). En el cultivo de la yuca, el dafio causado por el chinche se
detecta al momento de la cosecha, y sélo al pelar las raices se observan las lesiones de pudricién 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. 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. C.bergi tiene cinco estadios ninfales; ninfas y adultos pueden vivir mas de un afio alimentdndose de
las raices de las yucas (Bellotti et al., 2007).

TABLA 1
Clasificacién taxonémica de C. bergi. (Marrero, 2012)

£IT10: Anirnalia

ilo: Artropoda
lase Insecta
rder: Herniptera
arrilia; Cydnidaes
S118T0; CYTtomenus

MATERIALES Y METODOS

Las muestras utilizadas, fueron colectadas de la raiz de la yuca (Manihot esculenta), en dos fincas localizadas
en La Menchaca, Oct, Herreray Los Torres de Cabuya, Antdn, Coclé (figura 1). Se tomaron muestras de la
yuca especificamente de la lesién donde el chinche, introduce su estilete en la epidermis y corteza de la raiz,
asi como del suelo circundante.

.......
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FIGURA 1
Ubicacién geogréfica de las dreas de colecta: A) Antén; B) Ocu
Google Maps (2022)

Actividad deshidrogenasa

Se utilizé el método de Casida (Matachowska y Matyja, 2019) en donde los suelos procedentes de
cada una de las muestras se le realizé la actividad enzimdtica de la deshidrogenasa con el objetivo de
determinar la actividad microbiana. Se colocaron 6 g de cada muestra de suelo humedo, en tubos de ensayo
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al cual se le agregé alrededor de 50 mg de glucosa a cada uno para acelerar el proceso de activacion de los
microorganismos, luego se afiadié 2 ml de agua destilada mds 1 ml de 2, 3,5- trifenitetrazolium cloruro
(TTC) al 3% (Malachowska y Matyja, 2019). La mezcla se homogenizé con ayuda del vértex, hasta tener una
consistencia lodosa. Los tubos fueron cubiertos con papel aluminio e incubados en la oscuridad a 28°C por
8 dias. Después de 8 dias de incubacidn, a cada tubo se le agregé 25 ml de metanol, se homogenizé la muestra
y se dejo precipitar el suelo. Posteriormente, se filtrd el sobrenadante con el sistema de filtrado al vacio; el
filtrado se colocéd en un matraz volumétrico de SOml, hasta obtener un volumen de 25ml. Para calibrar el
espectrofotémetro se utilizé como blanco 2ml de agua, Iml de TTC y 25 ml de etanol. Se concluyé con la
lectura de la absorbancia de cada una de las muestras a (A485 nm y 100 % de tramitacidn).

-Respiracién microbiana

Para esta prueba se determiné mediante el método de Anderson (1982), la muestra de suelo debe estar
seca a temperatura ambiente y pulverizada evitando que tenga residuos ajenos a esta. Se hard 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 pequenos se colocard 10ml de NaOH 0.1M y 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 montard en otro frasco de vidrio con NaOH,
pero sin suelo (blanco). Todas incubadas en la oscuridad.

Posteriormente los dias 1°, 2°, 4°, 7°,y 10° de la incubacidn, se procedera a titular, se tomard 2ml de cada
tratamiento de NaOH 0.1M del frasco de vidrio y se agregard agua destilada (1-2ml aproximadamente), 1ml
de BaCl, 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 procedera a anotar. Lo mismo se hara con el tratamiento control.

-Aislamiento de los hongos:

Una vez recolectadas las muestras de yuca y suelo circundante se procedié a realizar diluciones seriadas.
Para este proceso se pesaron 25 g de cada una de las muestras, luego se diluyeron en 60 ml de agua peptonada,
y se agitaron vigorosamente. Posteriormente, se realizd una dilucién seriada; de la cual se tomé 1 ml de la
muestra del tubo madre y se procedié a diluir en tubos de ensayo con 9 ml de agua peptonada cada uno. Se

hicieron diluciones seriadas (10’1,10'2,10'3,10'4,10'5,10 y 107). Luego se tomaron 30uL de cada una de las
dilucionesy se sembrardn en platos con PDA debidamente rotulados y se incubardn a temperatura ambiente
por cinco dias (aproximadamente 28°C).

Para la obtencién del hongo se procedié a su aislamiento con una pinza estéril, colocindose un fragmento
de 2x2 mm de cada hongo aislado sobre la superficie de un plato Petri conteniendo agar papa dextrosa (PDA)
y se incubaron entre 25-28°C.

-Obtencidn del insecto

El chinche C. bergi es una plaga chupadora y cavadora polifaga, que ha sido reportada haciendo dafio en
cultivos de yuca. Este se obtuvo con mis facilidad en épocas de lluvia. En temporada seca fue més dificil
capturarlo, ya que se interna a mayor profundidad en el suelo. Se crearon las condiciones necesarias en el
laboratorio a fin reproducir las condiciones generales de vida de este insecto y realizar posteriormente las
pruebas de actividad bioldgica utilizando hongos del suelo.

-Método de aplicacién de los hongos del suelo contra el insecto.

Se procedié a colocar los chinches en una caja con ventilacién (mallas de ventilacidn), con suelo procedente
de la zona de su aislamiento (manteniendo su humedad) y se le agregé restos de yuca como alimento para el
insecto, de manera que mantuviera su viabilidad y no se fuera interrumpido su ciclo bioldgico (Figura 2).
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FIGURA 2
Recolecta de chinches, limpieza, conteo y preparacion para llevarlos al laboratorio

El método de aplicacion de los hongos del suelo consiste en la aspersién que es la dilucién de los hongos
obtenidos en la yuca y el tweent a -20% al 0.05 pl diluido en 50 ml de agua destilada cada uno en platos
Petri, se tomo el chinche con una pinza estéril y se sumergié de manera rdpida para luego colocarlos en platos
con sustratos estériles debidamente rotulados y se le colocaran mayas para evitar que se salgan del mismo.
Se realizaron observaciones periddicas por dia para verificar la viabilidad de los chinches y determinar la
capacidad entomopatogénica de los aislados fiingicos. Las cepas fingicas con actividad biolégica antagonista
contra C. bergi, fueron reconocidas en base a claves taxondmicas y utilizando la técnica de micro cultivo para
la induccién de estructuras reproductivas.

La cdmara Neubauer fue utilizada para el conteo de esporas en este caso el de los hongos aislados, las mismas
son contadas por cuadrantes con una medicién de 0.1 mm de profundidad y cinco cuadrantes medios que
corresponden a 0.2 mm, para realizar el conteo, se toman las esporas més definidas o solas de cada cuadrantes,
este a su vez se dividen por 0.02 mm que es la multiplicacién de la profundidad por los cuadrantes y el valor
obtenido es la cantidad de esporas por 20 pl de la dilucidn, nos da la cantidad de esporas obtenidas de cada
hongo aislado.

Las cepas fungicas con caracteristicas macroscopicas similares se agrupardn en morfotipos para su
identificacidon taxondmica, se empled la técnica de microcultivo en cdmara himeda incubdndose a 28 °C,
alternando 16 h de luz y 8 h de oscuridad, para favorecer el crecimiento de estructuras caracteristicas de
los hongos. Se observaron las estructuras microscdpicas y se clasificaron por géneros. Posteriormente, para
su identificacién molecular se amplificardin por PCR convencional los genes ribosomales 16S (ITS1 5’

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (50 - TCCTCCGCTTATTGATATGC-3").

RESULTADOS Y DISCUSION

Respiracion microbiana en los suelos en los cultivos yuca en dos fincas

Los resultados obtenidos de la respiracién microbiana (mg CO,.100 g!) en los suelos de las distintas fincas
de yuca se presenta en la figura 3.
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FIGURA 3
Valores de la respiracién (produccién de CO2) en suelos de finca convencional

(La Menchaca. Oct) y agroecolégica (Los Torres, Antdn) de la raiz de la yuca.

El'suelo con la mayor tasa de respiracion resultd ser el de la finca tradicional (La Menchaca), mostrando una
tasa de produccién de CO, de 57.2 mg CO,.100g ™", mientras que el suelo de la finca agroecolégica presenté
una tasa de respiracién de 50.1 mg COz.lOOg'l. Estos datos pueden explicarse en funcién de que fueron
tomados en estacién lluviosa, registrindose una mayor humedad del suelo en La Menchaca en comparacién
con la finca de Los Torres, es decir las condiciones acrdbicas (oxigeno disponible en suelo) en La Menchaca
fueron superiores al suelo de Los Torres (zona Himeda de montafa).

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 se presenta en la tabla 2.

TABLA 2
Valores de Absorbancia (A485nm) de las muestras de suelo

S1tio Absorbanca (A435nm) ¥X=ng mil-1 TFF
a Menchaca 0158 369

05 Torres 0.z1% 744

ntdn

La Finca agroecoldgica Los Torres en Antdn finca presentd una mayor cantidad de Trifenil formazin
(TPF) en comparacién con la finca convencional La Menchaca (Octt), como medida de la actividad
enzimdtica de la deshidrogenasa. Esto pudiera explicarse por su mayor contenido de materia orgénica en
torno al 3,5% en el andlisis fisico quimico del suelo (Los Torres), mientras que La Menchaca presenté un
1,2%. Algunas propiedades fisicoquimicas del suelo como el pH, carbono orgénico, nitrégeno total, fésforo
total y la distribucién del tamafo de las particulas son factores importantes en la actividad enzimatica de
los microorganismos. La actividad deshidrogenasa (DHA) est4 relacionada con el contenido de materia
organica en el suelo: cuanto mayor sea el contenido de materia orgénica, mayor es la actividad microbiana

(Matachowska y Matyja, 2019).
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Las principales especies fngicas encontradas en las fincas analizadas en esta investigacion se presentan en
la tabla 3 (localizacién geogréfica) y corresponden a los géneros Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium
sp. En la tabla 4 se presentan las principales caracteristicas macroscépicas de estos aislamientos fingicos
(morfotipos), los cuales corresponden a la finca de manejo convencional La Menchaca en el distrito de Oct,
provincia de Herrera.

TABLA 3
Hongos Filamentosos encontrados en las muestras de yuca y el chinche C. bergi por lugar de
muestreo (finca tradicional Menchaca — Octt (FMO) y finca agroecoldgica, Los Torres-Antén (FLT)

1 Penicillium sp. FMO
2 Aspergillus sp. FLT

H=2 Fusarium sp. FIAC
HS Aspergillus sp. FMO
He Aspergillus sp. FMO.

En este ensayo se logré obtener, principalmente los géneros Aspergillus sp, Penicillium sp. como los més
prevalentes. Ademds, se encontrd en menor proporcion y también aislado, Fusarium sp. En este sentido, los
hongos del suclo de regiones dridas, semidridas y en regiones tropicales no han sido estudiados ampliamente
en zonas dridas son caracteristicos los hongos de los géneros Aspergillus sp y Penicillium sp. (Bellotti et al.,
2007).
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En relacién a las caracteristicas macroscdpicas se hicieron placas de cada aislamiento para la observacién
de estructuras reproductivas (resporas), observandose al microscopio: forma, tamafio, agrupamiento, color,
etc; aplicindose la de tincidn con azul de lactofenol (ver figura 4).
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Técnica de micro cultivos
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FIGURA 4
Observaciones microscopicas deFusarium, Penicillium, Aspergillus,
obtenida de la técnica de micro cultivo (objetivo de 40x)

Conteo de esporas con la cimara Newbauer

Al observar la tabla 5 se muestran diferencias en cuanto a las cantidades de esporas encontradas y contadas
en la cdmara, siendo los géneros més prevalentes Aspergillus sp. Penicillium sp. y Fusarium sp. Los resultados
obtenidos indican que el género con mayor cantidad de esporas es Penicillium con 823,000 esporas / 20 ul
obtenido en Menchaca-Oct, seguido de Aspergillus sp con 561,000 esporas/ 20 pl de Menchaca-Oct aislado
del suelo, siendo este tltimo hongo el que dio mayor actividad bioldgica contra el chinche C. bergi. la cantidad
de esporas por 20 pl de la dilucién nos dié el valor obtenido en la cantidad de esporas cada hongo aislado.
este método microscépico fue de gran ventaja ya que puede brindar informacién adicional sobre el tamafio
y la morfologia de los objetos contados en este ensayo.
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TABLA 5
Conteo de esporas de la cimara Neubauer de los hongos aislados

Hongos IContec con la carmara Fincas
Rislados Meubauer
Fusariwm sp 285,000 esporas/{20pl  Menchaca-Oci
hspergillus sp 561,000 esporas [ 20 ul  Menchaca—Ocn
spergillus sp ME5,000 esporas [ 20 ul  Menchaca-Oci
Penicillium sp  [823,000 esporas [ 20 ul  Menchaca-Ocon
Aspergillus sp (123,950 esporas [ 20l [Los Torres-Anton.

En relacién con la prueba de actividad bioldgica contra C bergi, la cepa CHS de Aspergillus sp present6
una mayor tasa de mortalidad en relacién con el nimero de insectos muertos en siete dias (disminucién de

insectos por dia) (figura 5).

TRATAMIENTOS Y EFICACIA CONTRA
C.BERGI

tratamiento

chinche

—— ) = «R3M1 R1mMm2 CHE =l (HS 2

FIGURA 5
Tratamientos utilizados contra el chinche C. bergi. R2 (Aspergillus sp-Finca Los

Torres), RIM1(Aspergillus sp-Finca La Menchaca), RIM2(Penicillium sp-Finca
La Menchaca), CH6 (Aspergillus sp-Finca La Menchaca), CHS (Aspergillus sp-
La Menchaca), CH2 (Fusarium sp-La Menchaca). El eje X corresponde a dfas

En los primeros ensayos preliminares con el chinche se utilizaron platos Petri esterilizados sin el sustrato
(suelo), y la aspersién del hongo en el insecto dando como resultado la mortalidad total de los chinches en
los estados adulto al siguiente dia de su revisién, esto nos indica que es necesario que el insecto tenga su
sustrato para movilidad y subsistencia en el medio por lo que se procedié a realizar nuevamente ensayos con
los chinches, la aspersién y su sustrato. La cepa CHS fue capaz de crecer sobre el insecto tal como se observa
en la figura 6. El crecimiento del hongo en el ensayo da como evidencia de 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).
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FIGURA 6
Cepa CHS (Aspergillus sp) creciendo sobre C. bergi luego de 6 dias de inoculacién

Los anteriores resultados coinciden con los obtenidos por Sudrez y Mederos, (2010) en donde hace
una comparacioén de resultados en la efectividad de los tratamientos utilizados en el ensayo donde los
hongos utilizados para control bioldgico de C. bergi pertenecen a los géneros Fusarium sp, Aspergillus sp
y Metarhizium anisopliae fueron estadisticamente las mejores cepas para el control del chinche siendo
Aspergillus uno de los més efectivos bajo condiciones del laboratorio para estadios adulto del chinche. Los
géneros Aspergillus sp y Penicillium sp han sido reportados con efectos entomopatdgenos en bioensayos
sobre triatominos (77iatoma infestans y Panstrongylus megistus) causantes de enfermedad de Chagas (Lara
Da Costa et al., 2003). Alrededor de 100 géneros y 1000 especies de hongos entomopatdgenos han sido
reportados en el mundo incluyendo Bauveria, Metarhizium, Penicillium y Fusarium (Mascarin et al., 2019).

CONCLUSIONES

e Los aislamientos de hongos obtenidos se basaron en géneros, caracteristicas morfoldgicas y
microscopicas y moleculares, prevaleciendo los géneros Aspergillus sp., Penicillium sp y Fusarium sp.

e LaCepa CHS fue la que present6 mayor actividad bioldgica contra C. bergi.

e Los ensayos de respiracién microbiana y actividad deshidrogenasa nos permitieron comprender
como el contenido de materia orgdnica puede orientarnos sobre la bioprospeccion de
microorganismos.
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