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GLOSARIO

AISLAMIENTO: separacién de un patégeno de su huésped y su cultivo en un
medio de cultivo artificial.

CEPA: progenie de un solo aislamiento en un cultivo puro.
ESPORA: unidad reproductiva de los hongos, constituida por una o varias células.

HOSPEDANTE: planta o animal que es invadida por un parasito y de la cual este
obtiene sus nutrientes.

INOCULACION: ponerse en contacto un patégeno sobre su huésped.

INOCULO: conocido también como propagulo, es la minima unidad infectiva de un
microorganismo o patégeno, parte que ocasiona una enfermedad al entrar en
contacto con el hospedero.

ENTOMOPATOGENO: término que se aplica a los microorganismos que tienen la
capacidad de producir enfermedad o muerte a los insectos.

MICELIO: hifa 0 masa de hifas que constituyen el soma de un hongo.

PATOGENICIDAD: capacidad relativa que tiene un patdégeno para producir una
enfermedad.

CHISA: (cuzo, mojojoy o gallina ciega), término o nombre vulgar atribuido a las
larvas de los Coledpteros de la familia Scarabaeoidae.

Clsp: es la concentracion a la cual se obtiene un 50% de mortalidad en una
poblacion homogénea.
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RESUMEN

El presente ensayo se realiz6 en los meses de Junio del 2002 a Septiembre del
2003 en las instalaciones de Corpoica “C.I Obonuco”, a una altitud de 2710
m.s.n.m una temperatura media de 13°C, con el objeto de evaluar cepas de
hongos entomopatogenos de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae sobre
larvas de Astaena sp, en condiciones de laboratorio e invernadero.

Se lograron aislar cinco cepas de hongos entomopatodgenos de diferentes insectos
en distintas localidades de la Zona Andina de Narifio, mediante una preseleccion
se escogieron dos cepas, Bb.14 de Beauveria bassiana y Ma. 4 de Metarhizium
anisopliae. Estas fueron evaluadas junto a las cepas Bb. Cosmo y Ma. 1,
provenientes de la evaluacion con larvas de Ancognatha sp. realizada en Corpoica
“C.I Obonuco”

Para laboratorio se utilizé un disefio irrestrictamente al azar con arreglo factorial,
para 4 tratamientos (cepas) y 6 subtratamientos (concentraciones) y el testigo.

En esta fase fueron seleccionados los tratamientos que se evaluaron en
invernadero, los cuales se escogieron bajo un criterio de mortalidad superior a
80%. Ademas se determino mediante el analisis Probit la concentracion letal
media el cual obtuvo un valor de 2.90401 X 10° para la cepa Bb14.

Previamente al ensayo de invernadero fue necesario evaluar el tipo de sustrato
adecuado para el establecimiento de las larvas, encontrandose que el mejor fue la
mezcla de suelo mas materia organica y sembrado con trigo, por presentar indices
de mortalidad mas bajos.

El disefio utilizado para invernadero fue irrestrictamente al azar, el cual constaba
de ocho tratamientos, un testigo y tres repeticiones.

Los tratamientos evaluados a nivel de invernadero fueron: Bb. 14 1 x 10'°, Bb. 14
1 x 10°, Bb. Cosmo 1 x 10°, Bb. Cosmo 1 x 10° Bb. 14 1 x 1%, Ma4 1 x 10'°,
Ma4 1x 10°, Ma.l 1 x 10 con mortalidades de 100%,92.1%, 97.3%, 84.6%,
82.47%97.24%, 96.49%86.49% respectivamente.

Para la prueba de patogenicidad en invernadero se evaluaron los anteriores
tratamientos en materos de barro, con el sustrato seleccionado y con una
poblacion de 10 larvas por repeticion, utilizando un matero para cada larva,
adicional a esto las concentraciones se duplicaron para garantizar el
establecimiento del hongo en el sustrato y se mantuviera la concentracion
calculada en laboratorio durante un periodo de 20 dias.
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Los resultados obtenidos en invernadero demuestran que los tratamientos Bb. 14
2 x 10° y Bb. Cosmo 2 x 10% presentaron los porcentajes de mortalidad mas
altos con 40% y 35.23 % respectivamente, mientras que el porcentaje mas bajo lo
obtuvo el tratamiento Ma.1 2 x 10 con 6.15%.
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ABSTRACT

The present investigation was carried out between June 2002 to September 2003
period, into the installations of Corpoica C.I Obonuco with a altitude of 2750 meters
above sea level, a temperature mean of 13°C. with the object of evaluate fungus
strains entomopathogens of Beauveria bassianaand Metarhizium anisopliae about
larvae of Astaena spin laboratory and greenhouse conditions.

Five fungus strains with entomopathogens features were isolated from different
insects in diverse places of Andean area of Narifio, through a preselection, it was
chosen two strains, Bb,14 of Beauveria bassiana and Ma.4  Metarhizium
anisopliae . These were together with Bb. Cosmo and Ma. 1 strains, proceeded to
larvae Ancognatha sp evaluation which was made in Corpoica C.I Obonuco.

It was a random design with factorial arrangement into laboratory, focused on 4
treatments (strains) and 6 sub-treatments (concentrations) and a witness.

Into the, it was selected treatments which were evaluated in greenhouse
conditions, and which were chose under a criterion of mortality up 80%. Moreover,
it was determined through a Probit analysis, the mean lethal concentration to each
strains as a parameter to future researches.

Before doing the assay of greenhouse, it was necessary to test the type of
adequate substrate in order to obtain the establishment of larvae under this
conditions. It was found that the best assay was obtained through the soil and
organic matter mixture and with wheat grown showed the lowest mortality rates.

The design used to greenhouse was unstrictly at random, which had eight
treatments, a withess and three repetitions to each treatments.

The treatments which showed higher mortality percentages to 80% were Bb. 14 1
x 10'°, Bb. 14 1 x 10°, Bb. Cosmo 1 x 10", Bb. Cosmo 1 x 10°, Bb. 14 1 x 108,
Ma4 1 x 10°, Ma4 1 x 10°, Ma.l 1 x 10% with mortalities of 100%, 92.1%,
97.3%, 84.6%, 82.47%97.24%, 96.49%86.49% respectively.

To patogenicity assay in greenhouse, it was tested the last treatments in plot
slaughterhouse, with the substrate selected and with a larva a site, additional to it
the concentrations were duplicated in order to guarantee the fungus establishment
in the substrate and the calculated concentration inside laboratory will maintain.
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The results obtained in greenhouse show that treatments Bb. 14 2 x 10'° y Bb.
Cosmo 2 x 10'° showed the highest mortality percentages with 40% and 35.23%

respectively, while the lowest percentage, it was obtained with the treatment Ma. 1
2 x 10" with 6.15%.
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INTRODUCCION

Ruiz y Pumalpa, manifiestan que “En las regiones frias del departamento de
Narifio, las chisas Ancognatha sp y Astaena sp. (Coleoptera: Scarabaeidae) son
consideradas como limitantes de la produccibn de muchos cultivos,
principalmente cereales y leguminosas, por los dafios que ocasionan en las raices
hasta del 70%". En los Ultimos afios estos insectos se encuentran afectando entre
un 30 a 40% de los cultivos de trigo, cebada, papa y otros establecidos en el
departamento con perdidas que van desde un 80 a 100%.

Esta situacion indujo a los agricultores a establecer practicas de manejo y control
con el fin de disminuir las poblaciones larvales, utilizando como estrategia principal
la aplicacion indiscriminada de agroquimicos, incrementando los costos de
produccion y causando un desequilibrio en la entomofauna benéfica.

Actualmente las zonas que presentan mayor incidencia de esta plaga son los
municipios de Yacuanquer, Ospina, Gualmatan zona baja, Sapuyes y Tuquerres,
donde el excesivo laboreo y el inadecuado uso de los suelos han disminuido el
contenido de materia organica lo que conlleva a desequilibrio del agrosistema y en
los habitos del insecto presentandose como plaga potencial para estas zonas.

El manejo integrado de plagas, se basa fundamentalmente en el manejo integrado
gue involucra controles biolégicos, etoldgicos, culturales y quimicos. Dentro de
este, el control biolégico mediante el uso de entomopatdgenos, es una
herramienta importante en programas encaminados a disminuir la poblacion de la
plaga, el uso de cepas nativas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae,
como microorganismos entomopatdgenos de Astaena sp. representan una
alternativa ecoldgica sostenible.

Ruiz y Pumalpa, argumentan que:

Dentro del control biolégico, el uso de hongos como Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae, se constituye ayuda a disminuir el dafio de las
chisas en cultivos de papa, trigo y pastos; sin embargo, es conveniente
buscar cepas virulentas y determinar las mejores concentraciones de
esporas para obtener fundamentos técnicos necesarios para trabajos de
biocontrol en el campo. Con ello, se tienen bases para la aplicacion de
estos agentes biocontroladores, con el fin de contribuir al manejo
integrado de chisas, con lo cual se disminuye riesgos de contaminacion

1 RUIZ, Nhora. Y PUMALPA, Norberto. Conozca las chisas y su control. En : Boletin Informativo. Instituto Agropecuario.
Colombia. 1987. p.3
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ambiental, se reducen los costos del control, aplicandolos cuando las
condiciones de clima y del suelo favorezcan la dispersion y sobre vivencia
de los hongos biocontroladores?.

Buscando alternativas de solucion a estos problemas, se desarrollé este trabajo
cuyo objetivo principal fue encontrar a nivel de laboratorio e invernadero cepas
altamente virulentas de los hongos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Y
Metarhizium  anisopliae (metch.) Sorokin, aislados de insectos afectados en
campo, para el control de chisas Astaena sp, ademas la evaluacion de diferentes
concentraciones de esporas de las cepas seleccionadas de mayor virulencia bajo
condiciones controladas de laboratorio e invernadero y establecer un ClLsy en
condiciones de laboratorio para futuras investigaciones

2 Ibid., p.1.
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1. MARCO TEORICO
1.1 GENERALIDADES DE Astaenasp.

CORPOICA manifiesta que “en el departamento de Narifio, la chisa, mojojoy 0
cuzo es una de las plagas que mayor dafio econémico ocasiona en los sistemas
de produccion, atacando cultivos de trigo, papa, maiz y pastos. Las larvas son
rizéfagas, es decir atacan la raiz de los diferentes cultivos™.

1.2 CICLO BIOLOGICO

Ruiz y Pumalpa, en este aspecto, afirman que:

1.2.1 Huevos. Los huevos de Astaena sp miden en promedio 1.5 mm de
largo por 1,1 de ancho. Son depositados en grupos en forma de racimos
con un promedio de 50 huevos por grupos, a una profundidad de 5.15 cm.
Al remover el suelo las posturas de estas especies se observan a simple
vista.

1.2.2 Larvas. Las larvas de esta especie tienen forma de “c”, tres pares de

patas diferenciadas y funcionales, se encuentran a una profundidad de 5 —
20 cm, dependiendo de la disponibilidad de alimento. Completamente
desarrollada la larva de Astaena sp. miden 2.5 cm de longitud y la cabeza
es de color amarillo marrén. El estado larval es muy largo dura
aproximadamente 18 meses, presentandose solamente una generacion
cada dos afios.

1.2.3 Pupas. Las pupas son de tipo exarata y de color ambar. Para

empupar las larvas se profundizan de 30 a 50 cm y, elaboran una camara
redondeada que los agricultores llaman “olla” 4.

% CORPOICA . Manejo integrado de chisas en el departamento de Narifio. En : Boletin divulgativo N* 19, San Juan de Pasto,
2003. p.5

4 Ruiz, Opcit., p. 3.
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1.2.4 Clasificacion taxondmica. Segun Borror y Delong, la clasificacion
taxonomica es:

Orden: Coleoptera
Familia: Scarabaeidae
Subfamilia: Melolonthinae
Género: Astaena
Especie: Astaena sp.°.

CORPOICA manifiesta que:

El adulto se caracteriza por presentar una forma rectangular y alargada,
su tamafio varia entre 1 y 1.2 cm, el cuerpo presenta una coloracion café
rojiza, la cabeza se torna mas oscura que el cuerpo. El cucarrén vuela al
empezar la noche, los adultos se presentan en mayor cantidad cuando
comienzan las temporadas de lluvias, Marzo, Abril, Noviembre vy
Diciembre. Los cucarrones después de volar se entierran en el suelo
donde ponen un promedio de 40 huevos °.

1.2.5 Distribucién. Asi mismo, CORPOICA afirma que “El género Astaena sp esta
ampliamente distribuido en Sur y Centroamérica; Para Colombia se registra

principalmente la especie tarsalis Moser “’.

Ruiz y Pumalpa, argumentan que:

Su habitat, son las regiones de clima fri6. En el departamento de Narifio,
se han encontrado cinco especies de chisas, y los municipios afectados
son: Yacuanquer, Ospina, Sapuyes, lles y Pasto, considerados como
productores de cereales y otros cultivos afectados por chisas, pero donde
mayor dafio se ha observado es en Yacuanquer y Ospina, encontrandose
poblaciones abundantes de Ancognatha scarabaeoidae y Astaena sp. En
la primera localidad, mientras que en Ospina predominan Astaena sp°.

1.2.6 Dafios. El dafio lo causan las larvas del dltimo instar, dependiendo de la
edad del cultivo, el atague se manifiesta de tres formas

® BORROR, Donal. An introduction to the study of insects. Nueva york : Mc Graw Hill, 1971. p. 10

® CORPOICA, Op cit., p. 16.
7 Ibid., p. 16.

8 Ruiz, Op cit., p.3.

24



? Como trozadores de plantulas; en este caso las larvas cortan la plantula a la
altura del cuello de la raiz, debajo de la superficie del suelo; causando el
amarillamiento de la planta pero sin caerse®.

? Ruiz y Pumalpa, dicen que “Como comedores de raices; caso en el cual

reduce el sistema radicular hasta en un 70%, por lo cual las plantas pierden
anclaje, el grano se vanea y hay volcamiento de la planta para el caso de

cereales; ademas, perfora los tubérculos de papa°.

? En pastos mejorados tales como: manawa, tetralite y los raigrases se
producen un amarillamiento por que una vez aflojada la tierra por el insecto, el
pisoteo del ganado causa desprendimiento del cespedon y las raices no vuelven a
sujetarse, lo que no sucede con el Kikuyo que posee un sistema radicular
profundo que le permite recuperarse facilmente después de un ataque™'.

Estos dafios son especialmente severos en cultivos localizados en lotes
nuevos, que anteriormente fueron dedicadas a pastos o a cereales menores 2,

1.2.7 Hospedantes. Las chisas atacan a cultivos de clima frig, los principales
hospedantes de las chisas son los pastos, pero también afectan a otros cultivos
tales como cereales menores, maiz, frijol, fresa y papa®®.

Los adultos se vuelven activos volando durante la noche y alimentandose del
follaje de los cultivos antes mencionados, y hojas de otras plantas. A los primeros
indicios de amanecer ellos regresan con rapidez al suelo**,

1.3 CONTROL Y MANEJO
1.3.1 Control bioldgico

? Generalidades sobre control biolégico en chisas. Dentro de las estrategias
posibles, el control biolégico con hongos entomopatdgenos ofrecen buenas
alternativas para el manejo integrado de chisas, debido a que estos
microorganismos en condiciones ambientales favorables reducen las poblaciones

® Ibid., p.3.

10 hid., p.3.

1 CASANOVA, W. Aspectos biolégicos de las chisas Ancognatha Scarabaeoidae. Pasto, 1991, 80 p. Trabajo de grado
(Ingeniero agronomo) Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Agricolas.p.3-4.

12 1hid., p.3-4.
13 1bid., p. 4-5.

bid., p.5.
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de la plaga hasta en un 50%. Se dice que la utilizacion de hongos
entomopatdégenos como control biolégico es rentable, por b accion natural no
toxica para otras formas de vida, el relativo grado de especificidad de la mayoria
de los patégenos, la compatibilidad de muchos patégenos con los insecticidas, la
aparente lentitud de resistencia que desarrollan las plagas frente a un agente
microbial, los bajos costos, las facilidades existentes para la produccion masiva y
las dosis relativamente bajas que se requieren para el control*®,

Stheinhaus, afirma que hay casos en que el hongo emite conidioforos al exterior,
desarrollandose asi cuerpos fructiferos que estan en capacidad de infectar otros
hospederos. En general las especies son mas susceptibles en laboratorio y en
gran medida su eficacia depende de las condiciones ambientales que se
presenten en el momento y los dias siguientes a la aplicacién; sin embargo,
existen especies mas susceptibles que otras °.

El mismo autor afirma que es de especial importancia conocer en resumen las
ventajas y desventajas del control microbiano asi:

Ventajas

? Poca o minima patogenicidad para los animales benéficos y minima

destruccion del balance natural; no son peligrosos para los mamiferos incluido el
hombre.

? Existen pocos reportes de especies de plagas resistentes a los patdgenos.

? Pueden ser persistentes en la naturaleza después de su aplicacion; sin
embargo, hay muchos patégenos que no persisten en la naturaleza.

? Especificidad, no todos los patégenos son especificos frente a sus
hospedantes.

Desventajas

? La velocidad con que producen efecto es muy lenta, son muy pocos los
patégenos que producen un efecto de choque.

? Existen problemas para mantener la virulencia en el tiempo, la eficiencia de los
patdgenos se ve limitada en gran medida por las condiciones ambientales.

15 PAZOS, Inesy CHECA, Eduardo. Reconocimiento e identificacién de hongos entomopatogenos en chisas Ancognatha
sp. yAstaena sp (Coleoptero: Scarabaeidae) en la zona cerealera del departamento de Narifio. Pasto, 1990, 85 p. Trabajo
de grado (Ingeniero Agrénomo). Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Agricolas. p.6.

16 STEINHAUS, eduard. Insect microbiology. Nueva York : Mc Graw -Hill, 1977. p.60.
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? La calidad de los productos comerciales es variable.
Alves S, citado por Salazar J Y Salazar J, afirma que:

En general, la germinacion de Beauveria bassiana ocurre en un periodo
de 12 horas posterior a la inoculacién, penetrando al insecto por una
accion mecanica de efectos enzimaticos; después de 72 horas de la
inoculacién, el insecto esta totalmente colonizado con una gran cantidad
de conidioforos y conidias caracteristicas de la especie. La duracion de las
diferentes fases del ciclo, de la relacion patdégeno — huésped, depende de
la especie del insecto y de las condiciones ambientales predominantes*’

En el cuadro 1 se muestra en forma aproximada y teniendo en cuenta la
experiencia obtenida en la estacion experimetal obonuco, se detalla la estructura
de costos de una botella de 750 g., de sustrato de Beauveria bassiana o0
Metarhizium anisopliae y el precio al productor estimando un margen de utilidad
del 20%.

Para el agricultor que los produce en forma artesanal y teniendo en cuenta que
Unicamente tiene que adquirir el envase, el PDA con muestra y el agua, los costos
en efectivo solo son de $ 154 por botella de 750 g., esta situacion es un aspecto
muy favorable para impulsar la produccion y uso de entomopatdgenos y justifica la
intensificacion de actividades de concientizacion y capacitacion.

1 SALAZAR, Juan y SALAZAR, James. Efecto patogénico de cepas nativas de Beauveria bassiana (bals) Vull. Sobre larvas
de Astaena s p bajo condiciones controladas. Pasto, 1997, 92 p. Trabajo de grado (Ingeniero Agrénomo). Universidad de
Narifio. Facultad de Ciencias Agricolas.
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Cuadro 1. Costos de producciéon de entomopatégenos (botella de 750 g.).

CONCEPTO VALOR ($)
Costos variables
Trigo (300g.) 150
Botella de vidrio 100
PDA (Papa— Agar — Dextrosa) con muestra 50
Energia 8
Agua 4
Mano de obra 600
Total costos variables 912
Costos Fijos:
Depreciacion de equipos 60
Arrendamiento, Administracién y servicios publicos 438
Total costos fijos 498
TOTAL COSTOS 1410
Margen de utilidad (20%) 282
Precio de venta al agricultor 1692

FUENTE: CORPOICA. Boletin técnico N. 3.
? Clasificacion taxonémicay estructural de hongos entomopatdégenos
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.

Las especies del género Beauveria son principalmente parasitas de insectos, con
amplio rango y distribucion geogréafica. La primera especie de Beauveria se

conocié con el nombre de B. globulifera. ( Speg) Picard, la cual se denomina

actualmente B. bassiana En 1834 Agustino Basi identific6 al hongo como el

causante de la “muscardina blanca del gusano de seda™.

Rodriguez, describe las colonias de Beauveria bassiana de color blanco parpura y
al envejecer se tornan de un amarillo palido, uniforme y polvoso®®.

Taxondmia

Las especies de Beauveria que atacan mas frecuentemente a los insectos son
Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii y Beauveria tenella. En medio de

18 ALVEZ, S. Epizootrologio de controle microbiano de insectos. Sao Paulo : Manole.1986. p.105.

19 RODRIGUEZ, Dora. Control microbiolégico del gusano blanco de la papa Premnotripex vorax (Coleoptero:

Curculionidae). EN XII Congreso Sociedad Colombiana de Entomologia. Resimenes. Medellin, SOCOLEN. 1975. p.10.
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cultivo forman un micelio blanco o ligeramente coloreado y de apariencia
polvosa®.

La clasificacién taxonomica de B. bassiana es la siguiente:

Clase: Deuteromycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.*

El hongo Posee hifas septadas que forman conidioforos cortos, llevando fialides
simples o en grupos, cortos, con la base hinchada y que generalmente termina en
Zig — zag. Las conidias son uniceladas, hialinas y generalmente globosas.

Metarhizium anisopliae (metch.) Sorokin

Las infecciones con Metarhizium anisopliae causan la “muscardina verde”,
enfermedad descubierta por Metchnikoff en 1879 atacando larvas del escarabajo

del trigo. Este investigador vislumbré la posibilidad de que el hombre lo usara en
el control bioldgico??.

Taxondmia

La especie mas importante es Metarhizium anisopliae la cual posee dos
especies : anisopliae y major.

Clase: Deuteromycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Metarhizium
Especie: Metarhizium anisopliae®

El género Metarhizium forma sobre los insectos afectados un micelio polvoso de
color verde, compuesto por conidioforos y conidias. Los conidioforos son cortos,
septados, simples o con dos ramificaciones, llevando en los extremos filides

20 SANUDO, Benjamin; CASTILLO, Guillermo. Papel de los microorganismos en el control biolégico de plagas. Universidad
de Narifio, Facultad de Ciencias Agricolas. San Juan de Pasto, 1994. p.15.

21 SANUDO, Benjamin et al. Fundamentos de micologia Agricola. Universidad de Narifio. Pasto - Colombia. 2001. p.73.
22 CASTANO, C. El diagnostico de las enfermedades de los insectos fitfilo. México : s.n, 1968. p.17-36.

23 SANUDO, Op cit., p.70.
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simples o0 en grupos, con cadenas de conidias de nacimiento bacipétalo. Estas
son ovoides, uniceladas, ligeramente pigmentadas o hialinas.

Entomopatégenos de chisas. Segin Fuertes y Chamorro®*, la mortalidad de
larvas de Ancognatha scarabaeoides Burm, estuvo en relacion directa con la
concentracion de esporas del hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae
Sorokin. El hongo Metarhizium anisopliae afecta huevos, larvas y adultos de
Ancognatha scarabaeoides, obteniendo en todos los casos, altos porcentajes de
mortalidad.

Ademas la eficiencia en el control fue mayor del 90% a partir de la cuarta
evaluacion (55 dias) con las tres concentraciones, utilizando como sustrato el
kikuyo, aserrin y tamo de trigo.

Pazos y Checa, reportan que en ensayos de campo empleando Metarhizium sp.
Beauveria sp. para el control de Ancognatha scarabaeoides, y Astaena sp. Se

observé de 10.2 a 33.03 % de control de plagas, usando arroz como sustrato?°.

Alomia y Céardenas, determinaron que Metarhizium sp. presentdé mayor

patogenicidad sobre larvas de Ancognatha scarabaeoides, causando entre 18 y
30 % de mortalidad?®.

Pazos y Checa, identificaron los hongos entomopatdégenos Metarhizium anisopliae
(Merch.) Sorokin, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. Cordiceps sp. afectando
chisas en los municipios de Pasto, Sapuyes, Ospina y Yacuanquer del
departamento de Narifio. El primero se encontré6 en todas las zonas sobre

Ancognatha scarabaeoides, en tanto que los otros dos fueron especificos de
Astaena sp. siendo registrada en pocas regiones la presencia de . Cordiceps sp?’.

Pazos y Checa, determinaron que el medio de cultivo a base de arroz himedo y
estéril, fue el mejor para el crecimiento de los hongos entomopatégenos y su
esporulacion Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. presentdé el mejor crecimiento y
Metarhizium anisopliae (Merch.) Sorokin, las mas altas esporulaciones?®.

24 FUERTES, Edgar y CHAMORRO, Jose. Control microbiano de las chisa Ancognatha scarabaeoide con el hongo

entomopatogeno Methariziun anisopliae. Pasto, 1994, 80 p. Trabajo de grado (Ingeniero Agrénomo). Universidad de
Narifio. Facultad de Ciencias Agricolas.

25 pazOS, Op cit., p.93.

ZGALOMIA, Eduardo. y CARDENAS, Wiliam. Evaluacion de tres hongos entomopatogenos y dos insecticidas en el control
de chisas ( Ancognatha_ Scarabaeidae B. y Astaena sp) en Narifio. Pasto, 1990, 138 p. Trabajo de grado (Ingeniero
agrénomo) Universidad de Narifio. Facultad de Ciencias Agricolas. p.76-78.

27 pAZOS, Op cit., p.93.

28)bid., p.93.
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Existe especificidad por los hospedantes, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. tiene
capacidad patogénica sobre Astaena sp. mientras Metarhizium anisopliae (Merch.)
afecta preferentemente A. Scarabaeoides?®.

Estudios encontrados en otros paises han demostrado que existen bacterias
como Bacillus popilliae, atacando larvas y adultos de insectos de la familia

Scarabaeidae®°.

Modo de infeccién. A diferencia de las bacterias y los virus que infectan al
huésped por el tubo digestivo, después de la ingestion del alimento, los hongos
penetran en el insecto a través del tegumento, esta es su caracteristica
fundamental. Las esporas al ponerse en contacto natural o artificial con el
tegumento sensible a la micosis y en condiciones favorables para la germinacion,
desarrollan un tubo germinativo, que a través de las capas cuticulares, y por varios
procesos fisicos y enzimaticos, avanza hasta encontrar la cavidad general. Dentro
de esta cavidad el huésped presenta fendmenos de defensa que fagocitan y
enquistan los elementos miceliales, los que llegan a dominar la reaccion, para la
emisién de sustancias téxicas que provocan la muerte del insecto™.

Diagnéstico de micosis. Kuno y Mulett, indican que “Beauveria bassiana

produce una toxina de alto peso molecular llamada (Beauverin), que es un
antibiético. Segun estudios realizados se demostré que esta toxina no tiene nada

que ver con la patogenicidad del hongo™2.

Los mismos autores manifiestan que:

Metarhizium anisopliae es patégeno de méas de 200 especies de insectos
en 7 ordenes, es un parasito autbnomo que crece también como
saprofito. El ciclo de vida es de tipo imperfecto con reproduccion asexual
(conidias), puede entrar por la cuticula o por ingestion, el insecto muere
por toxinas y por invasion de organos de micelio, en otros casos libera
sustancias letales en el insecto, llamadas destruxinas y compuestos
como citocalasina D y E, en estos casos aparentemente no germinan>.

29 hid., p.93.

3OBOLANOS, F. Bacillus popilliae como organismo entomopatogeno. IICA. Ecuador. Citado de: Biological control a guide to
natural enemies in North American (Universi de Cornell) www.iicasaninet.net/pub/sanveg/html/biocontrol/patogenos/b-

popilliae. html. google.com

81 pAzOS, Op cit., p.5.

32 KUNO, Goro; MULETT, José y HERNANDEZ, Martha. Patologia de insectos con énfasis en las enfermedades
infecciosas y sus aplicaciones en el control biolégico. Cali, 1982, 212 p. Trabajo de grado (Ingeniero Agrénomo).

Universidad del valle, Dpto de biologia.

%3 |bid., p.126.
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Segun DeBach, citado por Alomia y Cardenas. “Los sintomas iniciales de ataque
son similares a los ocasionados por grupos microbiales diferentes, pues los
insectos enfermos son poco activos y dejan de alimentarse, pero usualmente
conservan la forma y el color. Al final es caracteristico el secamiento y
momificacién del cuerpo, el cual puede tornarse quebradiza’.

El diagnostico mas importante de una micosis es la aparicion de unas estructuras
reproductivas o una masa micelial algodonosa y polvosa sobre todo el cuerpo o en
las areas donde la pared de éste es mas delgada, como en las membranas entre
segmentos. En condiciones secas es necesario colocar los insectos momificados
en un lugar himedo para obtener el crecimiento fungoso™.

Safiudo. et al*®, Describen que la mayoria de las micosis, se caracterizan por el
crecimiento de las estructuras hifales de colores verdes o blanco acompafiadas de
esporulacién y cubrimiento sobre los individuos muertos, las cuales permiten una
aproximacion a la identificacién del género del hongo parasito.

Condiciones ambientales. Estudios realizados a fines del siglo pasado,
demuestran la importancia de la temperatura y la humedad relativa en el

crecimiento de los hongos entomopatdgenos, encontrandose los éptimos entre 23
y 28°C y 60% respectivamente.®’

Pazos y Checa, Afirman que en arroz el crecimiento y esporulacion de
Metarhizium anisopliae (Merch.) Sorokin, y Cordiceps sp. fue mejor a 25°C, en
cambio Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. tuvo mejor comportamiento a la
temperatura ambiente de laboratorio a 20°C. En esta temperatura la mayor
esporulacion la tuvo Metarhizium anisopliae (Merch.) Sorokin, y la mas baja
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill®8.

Alves; citado por Salazar y Salazar, afirman que “el insecto es capaz de secretar
ceras, que provocan resistencia a la penetracion del hongo, lo cual esta
directamente relacionado con las condiciones climaticas existentes”>°.

34 ALOMIA, Op cit., p.12.

% CcASTANO, Op cit., p.17-36.

3 SsANUDO, Benjamin et al. Fundamentos de micologia Agricola. Universidad de Narifio. Pasto - Colombia. 2001. p.32.
37 PAZOS, Op cit., p.71.

%8 |bid., p.93.

39 SALAZAR, Op cit., p.15.
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Condiciones de tipo abidtico como la humedad temperatura, radiacion, pH,
cantidad de nutrientes y aplicaciones de pesticidas son factores que predisponen
el desarrollo y prevalencia de los hongos en el suelo.

Por esta razén, los programas de control biolégico deben tener en cuenta estas
condiciones nutricionales y microambientales, ya que son factores determinantes
en la accion efectiva y fijacion de hongos entomopatégenos en el suelo*!.

Efecto del origen de las cepas sobre el control de insectos. Roberts y
Humbre, citados por Mena J, recomiendan:

Utilizar aislamientos nativos extraidos del insecto ya que existen
modificaciones especificas en la superficie de conidias hacia el
hospedero; Aunque estas sugerencias no incluyen el hecho de que
puedan existir hongos mas virulentos que los nativos en otras zonas.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de encontrar hongos exéticos
gue actiuen efectivamente en determinados insectos. Para ello, es
condicion basica que exista compatibilidad entre el medio ambiente del
area original del parasito y el clima del area de introduccién ya que los
hongos son susceptibles a los factores climaticos *2.

Teniendo en cuenta lo anterior se puede afirmar que los aislamientos pueden no
resultar especificos y que la seleccion de estos es importante antes de iniciar un
programa de control biolégico con un entomopatégeno no estudiado.

A partir de recolecciones de materiales de campo, CORPOICA Obonuco, aislé 6
cepas de Beauveria bassiana y una de Metarhizium anisopliae, que ejercen control
natural en Premnotrypes vorax (Hustache), en diferentes zonas donde se cultiva la
papa en el departamento de Narifio, pero las dosis letales no han sido
invesgigadas como para pensar en recomendaciones a nivel comercial Arteaga y
Pena™.

? Concentracion letal media CLsy. Para este tipo de patdgenos la

concentracion letal, es la cantidad de conidias necesarias para causar la muerte a
un 50% de una poblacion homogénea y no se puede hablar de una dosis general.

4% MENA, Jacqueline. Patogenicidad y variacién de efectividad de Beauveria bassiana (bals) Vull y Metharizium anisopliae
(Metch) en diferentes condiciones ambientales, en poblaciones naturales de Premnotripex vorax (Hustache). Cali, 1999, 200
p. Trabajo de grado (maestria en biologia). Universidad del valle. Facultad de ciencias. p.66.

“ sANUDO. Fundamentos de micologia agricola. Op cit., p.32.
42 MENA, Op cit., p.28.

43 ARTEAGA, Ry PENA, L. “Evaluacién del control de gusano blanco mediante la utilizacién del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana.” En: Informe preliminar N1 PRONATTA (datos sin publicar), Pasto. 1996. p37.
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Por lo tanto, hay que evaluar el efecto de varias concentraciones en cada especie
para detectar pardmetros como la concentracion letal media CLso™,

1.3.2 Control fisico. Otra forma de control de la chiza es el uso de trampas de luz
para captura de adultos, las cuales se colocan en los lotes infestados o en las
viviendas y en las épocas de mayor precipitacion; por lo general, en los meses de
octubre y noviembre cae la mayor cantidad de adultos aproximadamente 15000
insectos semestrales, estas trampas se colocan sobre una fosa, donde
previamente se ha colocado tamo de trigo o residuos de cosecha y con la ayuda
de una malla se cubre la fosa para evitar que los adultos de chisa escapen®.

Figura 1. Trampa de luz y fosa donde caen los adultos

Fuente: CORPOICA. Boletin divulgativo N, 19

En el cuadro 2 se relacionan los materiales y mano de obra y su costo para la construccion, el cual
asciende a $38.700. Si se estima una vida Util de 5 afios, el costo anual es $ 7.740, mas el consumo de

energia por tres horas diarias durante los meses de octubre, noviembre y diciembre por $ 4.600, el co sto
anual es de $12.340, considerado bajo, si se relaciona con el beneficio econdmico que se obtiene a través

de ella.

Cuadro 2. Costos paralaconstrucciony uso de unatrampa de luz

44 KUNO, Op cit., p.63-70.

45 CorPOICA, Op cit., p.3.
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Concepto Unidad Cantidad | Vr. Unitario| Vr. Total
Plastico color negro de 3 m. De ancho Metro 0,5 2500 1250
Varengas de 4x4 cm. X 2.5 m. De largo Varenga 2 1500 3000
Bombillas de 60 w, color azul Bombilla 2 800 1600
Boquillas de 4 puntos en porcelana Boquilla 2 500 1000
Vidrio de 3 mm, recortados a 54x18 cm. Vidrios 4 1500 6000
Clavija en caucho Clavija 1 700 700
Toma corriente en porcelana Toma 1 500 500
Cable duplex No. 14 Metros 10 400 4000
Alambre galvanizado No. 10 Metros 3 150 450
Alambre galvanizado No. 14 Metros 2 100 200
Balde plastico, capacidad 12 galones Balde 1 500 5000
Mano de obra 15.000
Total 38.700

FUENTE: CORPOICA. Boletin técnico N. 3.

1.3.3 Control quimico. Antes de aplicar cualquier medida de control, es
necesario hacer un muestreo con el fin de conocer el estado predominante
de la plaga, su abundancia y la distribucién en el lote, debido a que los
ataques de esta plaga son en parches

Por lo tanto, los muestreos deben hacerse en zig-zag, utilizando un
cuadrado de 30 x 30 cm y cavando hasta 20 cm de profundidad. De cada
submuestra se debe anotar el nimero de lo encontrado ya sean huevos,
larvas, pupas o adultos. Cuando se encuentre la mayoria de la poblacion
en larvas que miden de 2 a 3 cm de largo y en numero mayor a 20 por
metro cuadrado, se justifica aplicar control quimico, cuando se encuentren
menos de 20 larvas / metro cuadrado, el control se debe efectuar en los
parches donde se ha localizado la plaga®®.

Ruiz y Pumalpa. Recomiendan la incorporacion a 20 cm de profundidad, 30 dias
antes de la siembra, de cualquiera de los siguientes productos: clorpirifos 2.5 p,
ethoprop 20G e isazofos 5G en dosis de 30 — 40 kilos de p.c./ha®’.

46 RUIZ, Op cit., p.2.

Mbid., p.2-3.
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2. DISENO METODOLOGICO
2.1 LOCALIZACION

Los trabajos de laboratorio e invernadero se realizaron en las instalaciones de la
Corporacién Colombiana de Investigacion C.| - Obonuco. Ubicada a 5 Km del sur
occidente de la ciudad de San Juan de pasto, a una altura de 2710 m.s.n.m,
temperatura promedia de 13°C y una humedad relativa promedia de 87.45%,
durante enero de 2002 y diciembre de 2003.

? Coleccion de larvas infectadas. La recoleccion de chisas afectadas por los
hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae se realizaron en el
Municipio de Yacuanquer en la vereda de Mejia a una altitud de 2.690 m.s.n.m,
con una temperatura media de 13°C y una precipitacion anual de 900 mm y en
Pasto en la vereda Obonuco. A una altura de 2710 m.s.n.m, con una temperatura
de 13°C, y una precipitacion pluvial 840 mm/ afio.

? Coleccidén de larvas para la evaluacion. Las larvas de Astaena sp. utilizadas
para los ensayos de laboratorio e invernadero se recolectaron en las mismas
localidades. Donde se han detectado cultivos principalmente de trigo y papa
atacados por la plaga, se realizaron visitas en las épocas de mayor presencia de
chisas. Se seleccionaron las larvas que estaban en 4 y 5 instar y se las llevé a una
fosa con tierra y materia organica durante un periodo que garantizara obtener
larvas sanas, para posteriormente ser utilizadas en la evaluacion.

La identificacion de la especie se hizo mediante el uso del estereoscopio,
observando la distribucion de las setas en el raster de la larva y caracteristicas
propias de la especie como el tamafio de 2 a 2.5 cm y color de la cabeza, segun lo
planteado por Ruiz y Pumalpa®.

2.2 FASE DE LABORATORIO

2.2.1 Aislamiento y purificacién de cepas. Los insectos que presentaban
micelio en su cuerpo fueron llevados a laboratorio para realizar su respectivo
aislamiento, para ello se puso en practica la metodologia propuesta por Safiudo y
Castillo. La cual consistié en sembrar directamente, con una aguja estéril esporas
de los hongos a partir de insectos muertos afectados traidos de campo,
sembrando en el medio de cultivo (PDA), el cual contiene 100 g de papa, 17 g de
agar, 20 g de dextrosa, 9 gotas de acido lactico y 1 ml de &cido sulfdrico y usar un
asa de transferencia impregnada de micelio o esporas, para hacer rayados en zig
— zag sobre la superficie del medio contenido en las cajas de petri.

8 1hid., p.2.
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Después de la labor de aislamiento, las cajas petri se dejaron a temperaturas
ambiente de laboratorio, o en estufas de incubacién a 20-30°C, hasta la aparicion
de las colonias. Luego, se procedid a purificar e identificar los hongos. Haciendo
uso del microscopio, se tomd una pequefia muestra y se monté en un portaobjeto
fragmentos de micelio para realizar la identificacion con ayuda de claves
taxonémicas propuestas por Safiudo y Castillo*®; determinandose el aislamiento
de 5 cepas de Metarhizium anisopliae y 4 de Beauveria bassiana. (Cuadro 3).

Cuadro 3. Procedencia de las ce pas de entomopatégenos utilizadas para la
preseleccion en laboratorio.

ENTOMOPATOGENO | CEPA | HOSPEDANTE | LUGAR DE PROCEDENCIA
ORIGINAL MUNICIPIO VEREDA

Metarhizium anisopliae | Ma 4 | Ancognatha sp | Yacuanquer Mejia

Beauveria bassiana Bb 13 | Ancognatha sp | Yacuanquer Mejia

Beauveria bassiana Bb 14 | Astaena sp Pasto Obonuco

Beauveria bassiana Bb 15 | Premnotrypes Pasto Obonuco
sp

Beauveria bassiana Bb 17 Yacuanquer Mejia
Ancognatha sp

2.2.2 Preseleccién de las cepas. De las anteriores cepas mencionadas se realizo
un lavado micelial del hongo y se llevé a un volumen 50 ml con agua destilada,
posteriormente con ayuda del microscopio y la camara de Neubawer se realizé el
conteo de las esporas para determinar la cantidad por mililitro, se realizaron
diluciones en tubos de ensayos a partir de la solucibn madre hasta obtener la
concentracién deseada (1 x 10 "y 1 x 10°). Segun la metodologia planteada por
CENICAFE® para determinar la concentracién de esporas.

Se realizd la inoculacion de las chisas sumergiéndolas durante 30 segundos en
Sus respectivas concentraciones posteriormente se introdujeron en recipientes
plasticos de color blanco con la tapa perforada y en el fondo papel toalla himeda
con (PDA) para favorecer el desarrollo del hongo y la supervivencia del insecto.

Se realizaron lecturas cada 48 horas para identificar las larvas muertas con
presencia de signo del patégeno durante 20 dias.

Este fue montado con el objeto de seleccionar solo dos de las mejores cepas
aisladas de campo para la segunda fase de la investigacion, con el fin de mejorar

49 saRuDO. Papel de los microorganismos en el control biolégico de plagas. Op cit., p.25.

50 CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION DEL CAFE. Técnicas para el control de calidad de formulaciones de hongos
entomopatogenos. Bogota : CENICAFE. 1995. p10.
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la metodologia del ensayo. Posteriormente, se enfrentaron a las dos mejores
cepas evaluadas sobre Ancognatha sp en la primera fase.

? Fases de evaluacion. La primera fase fue desarrollada por Corpoica en el C.I
Obonuco, donde se realizaron evaluaciones de cepas de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae que CORPOICA previamente evalué con larvas de
Ancognatha scarabaeoides, y seleccioné las cepas Bb. Cosmo y Ma. 1, como las
de mejor comportamiento, los cuales se enfrentaron a las cepas procedentes de
esta investigacion con larvas de Astaena sp la cual denominamos fase 2. (cuadro
4)

Cuadro 4. Cepas seleccionadas para las pruebas de patogenicidad en larvas
de chisas Astaena sp en la fase de invernadero.

Cepas Epoca
seleccionadas de
evaluacion
Bb 14 Fase 2
Ma 4 Fase 2
Bb cosmo Fase 1
Ma 1l Fase 1

2.2.3 Pruebas de patogenicidad. Para la prueba de patogenicidad en laboratorio
se escogieron las cajas petri de mayor esporulacion de las cepas seleccionadas
Beauveria bassiana (Bb.14) y Metarhizum anisopliae (Ma 4) mas las cepas
Beauveria bassiana (B.b cosmos) y Metarhizum anisopliae (Ma 1). (cuadro 2)

Para la determinaciébn de las concentraciones de esporas para realizar las
inoculaciones, se hizo una dispersion de ellas en un volumen conocido de agua
destilada (100 ml) mas una gota de Twin 80, se filtr6 por medio de un tamiz para
colar particulas de sustrato y asi obtener una adecuada suspensién de esporas.

Figura 2. Cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae utilizadas
en el ensayo para el control de larvas de Astaena sp

Obtenido el lavado micelial sé procedié a hacer diluciones seriadas en tubos de
ensayo, adicionando 1 ml de la solucion madre en 9 ml de agua destilada
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esterilizada (A.D.E) (dilucién 10 ), este procedimiento se repitido hasta llegar a la
dilucién 10°, donde fue posible hacer un conteo de manera precisa mediante la
utilizaciéon de la cAmara de NEUBAWER y un microscopio de luz, en el objetivo
(40x) con un ml de la dilucion.
Se hizo el recuento de las esporas en el cuadro central de 25 cuadrantes, se
tomaron 5 lecturas al azar para finalmente sacar un promedio; el cual se multiplicd
por el factor de correccién de la cdmara de conteo (4x10°) y por el reciproco de la
dilucién que se utilizé para el conteo (10%) determinando la concentracién de la
solucion madre, mediante la formula

X = 4x10°* 10" * Y
X = Concentracién de solucion madre
4x10° = Factor de la cAmara
10% = Reciproco de las diluciones
Y = Numero promedio de conidias encontradas
Una vez identificada la concentracion de la solucion madre se realizaron diluciones
de esta en A.D.E , hasta obtener concentraciones de (1x10° hasta 1x10%° esporas
/ ml).
Para realizar las inoculaciones seguimos las siguientes consideraciones:
- Se utilizé una poblacibn homogénea de chisas recolectadas en campo.
- Se trat6é de que las chisas estuvieran en el cuarto o quinto instar.
- Se emple6 un nimero minimo de 10 individuos por tratamiento

- Se determind mortalidad por medio de la siguiente formula:

Mortalidad larval (%M). Con base en la poblacion original (10 larvas) y la
poblacion afectada por el hongo

%M = Po—-Lv 4 100
Po

Po: Poblacién inicial

Lv: larvas muertas por el tratamiento
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Eficacia de cada tratamiento (%E). Se utilizaron los resultados obtenidos en la
variable anterior (%M) y ajustados mediante la aplicacion de la formula de Abbott.

WE=_P — C 4 100
100 -C

P : 9% de mortalidad en el tratamiento
C: % mortalidad del testigo

Las chisas se lavaron con agua y se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 0.5
%, posteriormente se lavaron nuevamente con A.D.E y se realizaron las
inoculaciones sumergiendo los insectos por 30 segundos en la suspension de
esporas.

Estas se colocaron en la unidad experimental, que correspondié al tarro plastico
de 5cm de alto por 4cm de diametro y en el fondo de éste se coloco un circulo de
papel toalla el cual fue impregnado con un milimetro de agua destilada para
mantener una humedad alta. Luego se procedio a colocar una chisa por cada tarro
y como alimento para las chisas se agregd 2 ml de PDA y 2 ml de agua destilada.

Figura 3. Unidad experimental para la prueba de patogenicidad en
laboratorio para el control de larvas de Astaena sp con cepas de Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae

Se realizaron observaciones cada 48 horas los primeros 25 dias después de la
inoculacion, para evaluar la mortalidad y presencia de sintomas del patégeno.

Las chisas muertas se llevaron a cdmaras humedas en cajas de petri para
recuperacion de signos del patdgeno y verificar si fueron muertas por el hongo o
por otras condiciones adversas.

2.2.4 Disefio experimental en laboratorio. Se trabajé con un disefio

irrestrictamente al azar con arreglo factorial, donde el factor A correspondi6é a 4
tratamientos (2 cepas de Beauveria bassiana y 2 cepas de Metarhizium
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anisopliae) y el factor B correspondié a los 6 subtratamientos que consistieron en
diluciones de 1x10° esporas / ml hasta 1x10'° esporas / ml y un testigo absoluto.
La interpretacion estadistica de los datos recolectados, se realiz6 mediante el
andlisis de varianza y para la comparacion de medias se realizé la prueba de
Duncan al 0.5%. Los datos fueron transformados mediante la formula Arco seno
?%.. Ademas para cada cepa se determiné la CLsp mediante el andlisis Probit para
futuras investigaciones.

Multiplicacién masiva de hongos entomopatégenos. Para la fase de
invernadero fue necesario una multiplicacion masiva de estos hongos debido a
gue la cantidad de in6culo proporcionado era mayor.

Se trabaj6 con los sustratos organicos arroz para Metarhizium anisopliae y granos
de trigo para Beauveria bassiana, los medios de arroz y trigo fueron sometidos a
coccion, posteriormente se llenaron botellas de vidrio rotuladas con capacidad de
750 g. cada una, se utlizaron tapones de algoddén limpios, para hacer la

esterilizacion en autoclave a 120°C de temperatura y 20 Ib. de presion durante 15
minutos.

En cada frasco con el respectivo sustrato se sembré cada cepa del hongo en
forma individual, colocando una pequefa porcion del hongo esporulado sustraido
de las cajas petri, sobre la superficie del medio. La siembra se realiz6 con asepsia
en presencia de un mechero y empleando un aza metalica esterilizada, el
desarrollo del hongo se hizo bajo condiciones de temperatura ambiente del
laboratorio de sanidad vegetal de CORPOICA.

Figura 4. Cria masiva en botellas de las cepas Ma. 1, Ma. 4, Bb. Cosmo, Bb.
14 para el control de larvas de Astaena sp, con cepas de Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae
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2.3 FASE DE INVERNADERO

Mediante pruebas de comparaciéon de medias de Duncan se escogieron los
tratamientos de mayor eficacia con un criterio de mortalidad (>80%)

2.3.1 Ensayo preliminar de sustratos para el establecimiento de larvas de
Astaena sp en invernadero. Se realizd6 un ensayo preliminar para determinar
condiciones favorables de habitat bajo invernadero de las larvas de Astaena sp,
con cuatro tratamientos y 3 repeticiones, las unidades experimentales fueron de 5
materos de barro en los cuales se depositdé una larva, para un total de 60 unidades
experimentales llenandolos con los sustratos que se describen a continuacion.

= suelo
= suelo mas materia organica
= suelo mas trigo

= suelo mas trigo adicionando materia organica

2.3.2 Prueba de patogenicidad en invernadero. Las concentraciones de los
tratamientos escogidos en la fase de laboratorio se duplicaron para aumentar la
capacidad de in6culo; segin trabajos realizados por Mena. F*. quién recomienda
doblar las concentraciones que se evaluarian en esta fase, debido a que en
condiciones menos controladas pueden existir factores que disminuyan la
viabilidad de las esporas como humedad, microorganismos, pH y temperatura. El
hecho de incrementar la dosis garantiza que la concentracion que se fija al suelo
se aproxime a la calculada en laboratorio.

Como unidad experimental se utilizaron 400 materos de barro con capacidad de
30 onzas, cada matero fue llenado con dos partes de suelo y una parte de materia
organica (tamo de trigo descompuesto), en los cuales se sembro trigo con el fin de
dar las condiciones favorables para la supervivencia de las larvas, de acuerdo al
ensayo preliminar de sustrato establecido para la fase de invernadero. En cada
matero se colocé una larva de tercer a cuarto instar de Astaena sp. a una
profundidad de 5cm.

2.3.3 Disefio experimental en invernadero. Se estableci6 un disefio
irrestrictamente al azar con 8 tratamientos (Bb. 14 2x10'°, Bb. Cosmo 2x10°,
Bb. 14 2x10°, Bb. Cosmo 2x10°% Bb. 14 2x10°, Ma. 4 2x10'°, Ma. 4 2x10°, Ma.
1 2x10'°%) y tres repeticiones por tratamiento; cada repeticion constd de 10
materos.

51 MENA, Op cit., p.37.
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Inoculaciéon. Para la determinacion de las concentraciones se siguid la misma
metodologia planteada en la fase de laboratorio.

Establecida la concentracion de la solucion madre se realizaron las respectivas
diluciones para obtener las concentraciones evaluadas, teniendo en cuenta que
estas fueron duplicadas para aumentar su capacidad patogénica.

Una vez desinfestadas las larvas estas se colocaron en los materos a una
profundidad de 5 cm cubriéndolas con suelo para luego aplicar 50 cc de la
suspension de esporas por drench para cada tratamiento.

Una vez establecido el ensayo se mantuvo una humedad constante aplicando
riego diario en horas de la mafana.

La evaluacion se llevd a cabo a los 20 dias después de realizado el montaje. Se
hizo el conteo de larvas vivas y afectadas determinando el porcentaje de
mortalidad corregida mediante la formula de Abbott.

Para los datos recolectados, se realizO un analisis de varianza y para la
comparaciéon de medias se realiz6 la prueba de Duncan al 0.05%.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Descripciéon de sintomas. Una vez montados los ensayos, se realizd un
seguimiento descriptivo de las larvas, los primeros sintomas comenzaron a
observarse alrededor del cuarto al quinto dia de la inoculaciéon, presentandose
poca movilidad de estas y una pérdida del apetito, posteriormente después de 12
a 36 horas estas mueren, las larvas muertas se recolectaron y se llevaron a
camara humeda para favorecer la esporulacion o recuperacion de signos y
determinar si su muerte fue causada por el hongo o por otros factores. La
aparicion de los primeros signos ocurre a partir de las 48 horas en promedio
después de la muerte del insecto.

3.1 FASE DE LABORATORIO

3.1.1 Preseleccién de las cepas aisladas. En la (Figura 5) se ilustra el
comportamiento de las cepas para el ensayo preliminar.

De acuerdo con este ensayo se seleccionaron las cepas que presentaron mayor
mortalidad. Las cepas seleccionadas corresponden a Bb. 14 y Ma. 4, las cuales
presentaron los mas altos porcentajes de mortalidad con un 75y 80 % para Bb. 14
y un 70 y 75 % para Ma 4. en concentraciones 1x10’ esporas /ml y 1x 10® esporas
/ml respectivamente. (anexo A)

Figura 5. Ensayo preliminar para la seleccion de cepas de Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill y Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, para el
control de Astaena sp (Coleoptera: Scarabaeoidae) en condiciones de
laboratorio.
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1x10(7) | 1x10@) | 1x10(7) | 1x10(8) | 1x10(7) | 1x10(8) | 1x10(7) | 1x10(8)

1x10(7) | 1x10(8)

Bb 13 Bb 14 Bb 15 Bb 17 Ma 4

Cepas



3.1.2 Pruebas de patogenicidad para laboratorio. El andlisis de varianza
(anexo B) presenta diferencias altamente significativas para las cepas,
concentraciones y la interaccidn cepa por concentracion.

Teniendo en cuenta lo anterior y la prueba de rangos mdltiples de Duncan, se
encontré que la cepa Bb. 14 presento el mayor porcentaje de mortalidad con 56.56
%, sin diferencias significativas con la cepa Bb. cosmo la cual dio una mortalidad
de 53.80 % pero si hay diferencias significativas con las cepas Ma 4 y Ma 1, las
cuales presentaron una mortalidad de 51.55 y 41.00 % respectivamente (Figura 6).

Esto pudo deberse a la especificidad de Beauveria bassiana sobre Astaenaspy a
que es un aislamiento de la cepa nativa, adquiriendo mayor patogenicidad,
fendmenos que pueden ser atribuidos a componentes de origen genético que
permiten la variacion en la eficacia entre las diferentes cepas de los
entomopatdgenos . Lo cual concuerda con lo demostrado por Salazar y Salazar®?,
donde encontraron que los mejores resultados en el control de larvas de chisas
Astaena sp con cepas de Beauveria bassiana estan relacionados con la
especificidad de estas hacia esta especie y adaptacion de los aislamientos.

los mejores comportamientos entre cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae fueron Bb. 14 con respecto a Bb. cosmo y Ma 4 con respecto a Ma 1,
esto se debié a que las dos primeras cepas (Bb. 14 y Ma 4) por ser aisladas
directamente de insectos afectados para esta evaluacién, presentaban una mayor
actividad y capacidad patogénica, mientras las dos ultimas (Bb.. cosmo y Ma 1)
se encontraban aisladas y almacenadas en cajas de petri en laboratorio lo cual
pudo disminuir su capacidad patogénica al no realizar una reactivacion del hongo.
Hecho que de acuerdo al estudio adelantado por Gonzéles, citado por Mena J*3.
incrementa la patogenicidad del entomopatégeno en un 11.12%.

Otro factor que incidié en el comportamiento de las cepas de una misma especie
puede deberse a lo reportado por, Fargues y Doberski citado por Alomia y
Cardenas®* sefialando que el efecto de las diferentes cepas del hongo
entomopatdgeno sobre su huésped depende directamente del grado de virulencia
de cada uno, cuando trabajaron con diferentes biotipos del mismo hongo actuando
contra diferentes insectos. Esto explicaria las diferencias presentadas entre las
dos cepas de Beauveria bassiana, las que se obtuvieron de dos especies
diferentes. (figura 6)

En cuanto a las concentraciones en la figura 7 se puede observar que para esta
variable todas presentaron diferencias entre si, donde 1 x 10" esporas /ml|,

52 SALAZAR, Op cit., p.49.
S3MENA, Op cit., p.30.

54 ALOMIA, Op cit., p.45.
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demostro ser la mas efectiva con un porcentaje de mortalidad del 95.26%, siendo
la mas baja 1 x 10° esporas /ml con 22.13% de mortalidad.

Figura 6. Porcentajes de mortalidad obtenidos en la evaluacion de 2 cepas
de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y dos cepas de Metarhizium anisopliae

(metch) Sorokin, para el control de Astaenasp (Coleoptera: Scarabaeoidae)
en condiciones de laboratorio

% mortalidad

Bb 14 Bb cosmo Ma 4 Mal

Cepas

Este efecto se debe a que existe una relacion directa entre la cantidad del in6culo
y la efectividad del patdégeno, garantizando una mayor oportunidad para que las
esporas causen infeccidn, observandose una respuesta directamente proporcional
entre el incremento de la dosis y la mortalidad de los individuos estudiados. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Pazos y Checa®, quienes reportan
gue en la prueba de patogenicidad de hongos entomopatégenos encontraron que
la mayor concentracion de esporas del hongo Metarhizium anisopliae 1 x 10°
esporas / ml presenté mayor mortalidad larval de chisas.

La relacién de la dosis y la mortalidad también dependen de la calidad patogénica
de la cepa, ya que al aumentar la concentracion adquieren mayor esporas viables
ejerciendo una presion de tipo patogénico a la infeccion de las larvas.

En la interaccion cepa por concentracion se observa que la cepa Ma. 1 presento

diferencias significativas para las concentraciones empleadas, el mayor porcentaje
de mortalidad fue de 86.48%, el cual se obtuvo con la concentracién de 1x 10™°

55 pAzOS, Op cit., p.91.
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Figura 7. Porcentajes de mortalidad obtenidos en la evaluacion de 6
concentraciones dos cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y dos cepas
de Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, para el control de Astaena sp
(Coleoptera: Scarabaeoidae) en condiciones de laboratorio.
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Concentraciones

eporas/ml, Los menores porcentaje de mortalidad se dieron con 1 x 10° esporas
/mly 1 x 10° esporas /ml con 18.16 y 10.63 respectivamente sin presentar
diferencias significativas entre estos, (Figura 8).

Aunque hubo diferencias entre concentraciones, los porcentajes de larvas
afectadas no superaron el rango aceptable para nuestro ensayo de mortalidad (>

80%), a excepcion de la concentracién 1 x 10'° esporas /ml la cual clasificé para la
fase de invernadero.

En la cepa Ma 4 se di6 una mortalidad del 97.24% con la concentracion de 1 x
10% esporas/ml, sin presentar diferencias significativas con la concentracion 1 x
10° esporas/ml, la cual dié una mortalidad de 96.49%. Pero si hay diferencias
significativas con las demas concentraciones empleadas, siendo la mas baja 1 x
10> esporas /ml con un porcentaje de mortalidad de 24.91% (Figura 8).

En la misma fgura se observa que para la cepa Bb. 14, la concentracion de 1 x
10'° esporas/ml, dio una mortalidad del 100%, presentando diferencias
significativas con las demas concentraciones, siendo la mas baja 1 x 10° esporas
/ml con un porcentaje de mortalidad de 38.65%.

En la misma figura también se aprecia que para la cepa Bb. Cosmo, el mayor
porcentaje de mortalidad fue de 97.30% y se dio con la concentracién de 1 x 10*°
esporas/ml, con diferencias significativas respecto a los demas tratamientos,
presentando menor efectividad la concentracién 1 x 10° esporas /ml con un
porcentaje de mortalidad de 14.32%.

47



Figura 8. Porcentajes de mortalidad de la interacciobn de seis
concentraciones de dos cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y dos
cepas de Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, para el control de Astaena
sp (Coleoptera: Scarabae oidae) en condiciones de laboratorio.
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Concentraciones

El orden de efectividad presentado en esta fase fue el siguiente Bb. 14, Bb.
cosmo, Ma. 4 y Ma. 1, existiendo en general para la fase de laboratorio una
relacion directa entre las concentraciones aplicadas y la mortalidad obtenida. Esto
concuerda con lo afirmado por Fuertes y Chamorro® quienes anotan que al
comparar los promedios de las concentraciones de esporas del hongo

Metarhizium anisopliae, se encontré que a mayor concentracion de esporas/ml fue
mas alta la eficacia.

En general el testigo para la fase de laboratorio resultd ser el de mas bajo
porcentaje de mortalidad con un promedio de 5%. La mortalidad encontrada en
este se pudo deber principalmente a la manipulacién de las larvas en el momento
de la recoleccion y transporte de campo hasta laboratorio, ya que estas larvas a
diferencia de Ancognatha sp presentan menos rusticidad y agresividad entre ellas.

3.1.3 Determinacién de la ClLsp en laboratorio. Los resultados obtenidos
presentaron una relacion positiva concentraciorn/mortalidad permitiendo establecer
las CLso utilizando el analisis Probitt.

Se determiné este parametro con el fin de dar bases para futuras investigaciones,
los resultados muestran una relacion directa entre la efectividad de la mejor cepa y
la CLsp mas baja. Por lo tanto, la cepa Bb.14 fue la mas efectiva a nivel de
laboratorio con una mortalidad de 56.56% y una ClLsp correspondiente a

56 FUERTES, Op cit., p.59.
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2.90401 x 10° esporas / ml como la mas baja, y la menor eficacia fue para Ma. 1
con una mortalidad del 41% y la CLso de 7.4264 x 10" esporas / ml, siendo la méas
alta (anexo F)

Al graficar las lineas de las CLso log concentracion sobre porcentaje de mortalidad
para todas las cepas evaluadas se observo que todos los datos se ajustaron a una
linea de regresion con un nivel de confianza del 87% donde las cepas Bb. 14 y
Bb. Cosmo presentaron pendientes mas elevadas, lo que hizo que los rangos de
las concentraciones medias fueran estrechos, para el caso de Ma. 4 y Ma. 1, las
pendientes fueron mas bajas y concentraciones letales medias mas altas.

Figura 9. Concentracion letal media para 2 cepas de Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill y dos cepas de Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, para el
control de Astaena sp (Coleoptera: Scarabaeoidae) en condiciones de
laboratorio
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No se debe descartar la posibilidad de hacer pruebas con la cepa Ma. 4 ya que su
concentracion letal media fue alta, mas no existié diferencias en el promedio de
mortalidad con las otras dos cepas.

En la figura 9 se ilustra el comportamiento de las cuatro cepas utilizadas en la
evaluacion mediante una escala logaritmica y un porcentaje de mortalidad
progresivo, donde cada punto de la curva representa una concentracion letal
especifica para una mortalidad deseada, para ello es necesario aplicar el
antilogaritmo para cada punto en la curva, se observé que todos los datos se
ajustaron a una linea de regresion.
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El bajo porcentaje de mortalidad obtenido en el testigo demuestra, que en el
montaje y el proceso de evaluacion del ensayo el error experimental es bajo
aportando confiabilidad en este trabajo.

3.2 FASE DE INVENADERO

La figura 10 muestra en forma descendente el comportamiento de las
conc entraciones seleccionadas las cuales presentaron una mortalidad superior al
80%

Figura 10. Tratamientos seleccionados para la fase de invernadero

(mortalidad > 80%), para el control de Astaena sp (Coleoptera:
Scarabaeoidae)
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Bb141x10(9)Bbcos1x10(9)Bbl41x10(8) Ma4 1x 10(10) Ma4 1x10(9) Mallx10(10)

Tratamientos

3.2.1 Ensayo preliminar de sustratos para el establecimiento de larvas de
Astaena sp en invernadero. La figura 11 muestra los resultados obtenidos en el
ensayo preliminar para la seleccion de un sustrato adecuado, en el cual se
depositaron las larvas, y se escogié el tratamiento que menor porcentaje de
mortalidad presentd, determinandose que el mejor sustrato para garantizar la
supervivencia de larvas en las unidades experimentales, fue suelo, materia
organica con trigo sembrado, el cual present6 una mortalidad de 13.3% seguido
de los tratamientos de suelo con 26.7%, suelo mas materia organica con 40% de
mortalidad y suelo mas trigo sembrado con una mortalidad del 66.7%.

Esto se debe a que este tipo de sustrato suministran en gran medida las
condiciones éptimas que naturalmente encontrarian las larvas en su habitat. Lo
que se puede explicar con lo citado por Pefa, L. y Mafla, A “donde la chisa es uno
de los insectos plagas de mayor importancia econémica, especialmente en suelos
que han sufrido un proceso de degradacion por la pérdida de materia organica’™”’.

57 PENA, Op cit., p.3.
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Figura 11. . Ensayo preliminar de sustratos para el establecimiento de larvas
de Astaena sp en la fase de invernadero.

100
g 80 66,7
=
S 60 2
S 40 26,7
=1

0 . . .

A B C D

Tratamientos

A: suelo

B: suelo mas materia organica

C: suelo més trigo sembrado

D: suelo mas materia organica mas trigo sembrado

3.1.5 Pruebas de patogenicidad en invernadero. El analisis de varianza (anexo
), muestra diferencias altamente significativas entre tratamientos

Con base en el analisis de varianza y la prueba de rangos mdultiples de Duncan, se
encontré que los tratamiento Bb. 14 aplicado en concentraciones de 2 x 10%°
esporas /ml y Bb. Cosmo 2 x 10%° esporas/ml, presentaron los porcentajes de
mortalidad mas altos con 40.0 y 35.23% respectivamente, sin presentar
diferencias significativas entre si, pero se encontré diferencias significativas con
los tratamientos Bb. 14 en concentraciones de 2 x 10° esporas /ml, Bb. Cosmo en
concentracién de 2 x 10° esporas /ml, Ma 4 en concentracion de 2 x 10%° esporas
/ml'y Ma 1 en concentracion de 1 x 10%° esporas/ml, el cual presenté el menor
porcentaje de mortalidad con 6.15% (anexo J).

Los tratamientos Bb. 14 en concentraciones 2 x 10'° esporas /ml y Bb. Cosmo 2 x
10'° esporas /ml causaron los mayores porcentajes de mortalidad. Es posible que
estos tratamientos hayan logrado una mejor adaptacion a las condiciones
climaticas del invernadero, lo cual se reflej6 en un mejor crecimiento y desarrollo
permitiendo una mayor actividad patogénica en los tratamientos. (Figura 12)

La aplicacion de altas concentraciones, la especificidad que presenta Beauveria
bassiana sobre larvas de Astaena sp y el aislamiento de la cepa Bb. 14 de un
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insecto de la misma especie, también fueron factores que influyeron en la eficacia
de estos tratamientos, lo que no ocurri6 con los otros tratamientos. Segun
Montealegre, citado por Alomia y Céardenas, “la capacidad infectiva de un
patdégeno sobre un huésped depende de la raza o cepa utilizada. La cepa nativa
es importante para determinar la especificidad de los agentes microbiales, por
tanto una raza entomopatdégena aislada de cierta especie de insecto serd mas
efectiva al aplicarla a insectos de la mismas caracteristicas morfologicas y
fisiolégicas ™.

Es importante destacar que los porcentajes de mortalidad obtenidos en laboratorio
son realmente altos con respecto a los obtenidos en invernadero. Esto puede ser a
que las condiciones en laboratorio de humedad, temperatura, y una fuente
constante de alimento, proporcionan a las larvas condiciones Optimas para su
supervivencia, y para los hongos un medio adecuado para su germinacion.
Mientras que en invernadero estas condiciones son menos controladas. Esto se
ajusta a lo encontrado por Jojoa, la cual afirma que “bajo condiciones de
laboratorio el picudo del algodon Anthonomus grandis, es altamente susceptible a
la infeccion por Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, lograndose
infecciones del 82.22%, de igual forma no se obtuvo al nivel de campo accion
efectiva de los entomopatdgenos sobre el insecto a excepcion de Beauveria
bassiana que logro infectar un 8.94% y 3.62% después de 20 aspersiones”™®

Figura 12. Porcentaje de mortalidad obtenidos en la evaluacion de 8
tratamientos de cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y Metarhizium

anisopliae (metch) Sorokin, para el control de Astaena sp (Coleoptera.
Scarabaeoidae) en condiciones de invernadero.

% Mortalidad

Bb142x10(10) Bbcos2x  Bbl42x10(9) Bb cos2x 10(9) Bbl4 2x10(8) Ma4 2 x 10(10) Ma4 2x 10(9) Mal 2 x 10(10)
10(10)

Tratamientos

%8 ALOMIA, Op cit., p.45.

59 JOJOA, Gloria. Evaluacién de los hongos entomopatogenos Beauveria bassiana (bals) Vull. Y Metharizium anisopliae
(Metch) Sorokin para el control de Anthonomus grandis (Boherman) en el Valle del Cauca. Pasto, 1995, 74 p. Trabajo de
grado (Ingeniero Agrénomo). Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Agricolas.p.63.
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Ilgualmente estudios realizados por Narvaez®, indican que bajo condiciones de
laboratorio las cepas de Beauveria bassiana permitieron los mas altos porcentajes
de mortalidad sobre larvas de Sagalassa valida w, mientras que los menores
fueron para las cepas de Metarhizium. anisopliae, situacibn inversa a la
encontrada bajo condiciones de campo.

Figura 13. Larvas de Astaena sp afectadas por la cepa Beauveria bassiana
14, en prueba de patogenicidad en condiciones de invernadero

La efectividad del hongo en invernadero se pudo ver afectada por condiciones
adversas, presentes en el sustrato utilizado en los materos como es la
competencia de otros microorganismos, pH y efectos antagOnicos que estos
pueden causar. De acuerdo con Sosa y Mansur, citados por Narvaez, (1993), el
suelo ejerce un efecto desfavorable sobre los hongos entomopatégenos,
ocasionando un bajo nivel de germinacién debido a los compuestos fungistaticos

producidos por los actinomiceto y bacterias, que viven saprofiticamente en el
suelo.

60 NARVAEZ, Ernesto. Evaluacion de Beauveria bassiana (bals) Vull. Y Metharizium anisopliae (Metch) Sorokin sobre
larvas de Sagalassa valida walker (lepidoptero: Glyphipterigidae) en Tumaco. Pasto, 1993, 70 p. Trabajo de grado
(Ingeniero Agronomo). Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias Agricolas. p.60.
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4. CONCLUSIONES

Todas las cepas presentaron actividad patogénica contra larvas de Astaena sp
bajo condiciones de laboratorio destacandos e las concentraciones 1 x 10° esporas
/mly 1 x 10'° esporas /ml, en condiciones de laboratorio.

A pesar de que todas las cepas estudiadas fueron patogénicas para larvas de
Astaena sp se han encontrado diferencias entre la mortalidad causada por los
diferentes tratamientos.

Bajo las mismas condiciones de laboratorio e invernadero existid6 mayor actividad
patogénica de Beauveria bassiana que de Metarhiziun anisopliae sobre larvas de
Astaena sp

Para todas las concentraciones empleadas, se encontrd6 que las mas altas
obtuvieron mayores porcentajes de mortalidad, ademas de presentar una relacion
directamente proporcional entre el incremento de esporas y la mortalidad larval.

Al establecer la ClLsy bajo condiciones de laboratorio, se presentd una relacion

inversa entre la cantidad de esporas determinada por este parametro y la
efectividad de la cepa, donde Bb. 14 presentd el mejor porcentaje de control y la

Clsp més baja.

Bajo condiciones de invernadero se presenta mortalidad significativa para cepas
de Beauveria bassiana y Metarhiziun anisopliae en el control de larvas de Astaena
sp. aunque la baja eficacia de las cepas en el control, pudo verse afectada por
factores de tipo biéticos y abiéticos en el establecimiento del ensayo.

Para el establecimiento de larvas de Astaena sp bajo condiciones de invernadero

se encontré que el mejor sustrato fue la combinacion de suelo, materia organica y
trigo sembrado.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar la patogenicidad de Metarhizium anisopliae sobre larvas de Astaena sp
mediante la utilizacibn de aislamientos obtenidos del mismo insecto bajo
condiciones de invernadero y campo. Buscando una mayor especificidad mediante
la implementacion de cepas nativas, determinando para cada una la concentracion
letal media (Clso).

Se recomienda realizar un analisis economico del control y manejo de las chisas
con la utilizacion de hongos entomopatdégenos en condiciones de campo.

Para futuros estudios en invernadero se sugiere tener un mayor cuidado en la
manipulacion de los insectos y el control de la temperatura, las cuales pueden
ejercer condiciones adversas para la efectividad de las cepas.

Se recomienda evaluar los mejores tratamientos obtenidos en este ensayo bajo
condiciones de campo mediante la utilizacion de diferentes sustratos para su
incorporacion

Integrar la utilizacién de hongos entomopatdégenos con las diferentes practicas de
control planteadas por el MIP.

Evaluar diferentes tipos de inoculacion y nimero de aplicaciones de estos hongos
bajo condiciones de invernadero y campo.
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ANEXOS
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Anexo A. Mortalidad obtenida con cuatro cepas de Beauveria bassianay una
de Metarhizium anisopliae en chisas Astaena sp

CEPAS | CONCENTRACIONES |INDIVIDUOS |PORCENTAJE DE
EVALUADOS [ MORTALIDAD
CORREGIDA EN %

1x10° 20 45

Bb. 13
1x 10° 20 50
1x10° 20 75

Bb.14 Tx 10° 20 )
1x10° 20 55

Bb. 15 .
1x 10 20 60
1x10° 20 45

Bb. 17 Tx 10° 2 %
1x10° 20 70

Ma. 4 1x 10° 20 7
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Anexo B. Analisis de varianza para la evaluacién de cepas de Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill y Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, empleadas
en el control de Astaena sp (Coleoptera: Scarabaeoidae) en condiciones de
laboratorio.

F.v G.L Suma de Cuadrados F.C Pr>F
cuadrados medios

Cepa 3 3350.68 1115.89 21.91** 0.0001

Concentracion 5 49624.09 8270.68 162.92%* 0.0001

Cep * Conc 15 1726.52 3591 1.88** 0.0372
Error 46 2855.08 50.98

Total 71 57556.39

CV (%) 14.31

** Diferencias altamente significativas a 95%
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Anexo C. Porcentajes de mortalidad obtenidos en la evaluacion de 2 cepas
de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y dos cepas de Metarhizium anisopliae
(metch) Sorokin, para el control de Astaena sp (Coleoptera: Scarabaeoidae)
en condiciones de laboratorio.

CEPA Porcentgje de mortalidad + E.S
B. bassana 14 56.56 + 6.64 A
B. bassiana cosmo 53.80 + 7.46 AB
M. anisopliae 4 5155+7.22B
M. anisopliae 1 41.00+7.18C
E.S (Error estéandar)

* valores con lamismaletra no presentan diferencias significativas entre si (Duncan P<0.05)
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Anexo D. Porcentajes de mortalidad obtenidos en la evaluacion de 6
concentraciones dos cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y dos cepas
de Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, para el control de Astaena sp
(Coleoptera: Scarabaeoidae) en condiciones de laboratorio.

CONCENTRACIONES Porcentge de mortalidad + E.S
1x 107 95.26 A

1x 10° 85.31 +13.10 B

1x 16 7092+ 342 C

1x 10 57.20+5.36 D

1x 1P 46.79 + 5.89 E

1x 10 2213+352F

E.S (Error estandar)
* valores con lamismalletra no presentan diferencias significativas entre si (Duncan P<0.05)
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Anexo E. Porcentajes de mortalidad de la interaccion de seis
concentraciones de dos cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y dos
cepas de Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, para el control de Astaena
sp (Cole optera: Scarabae oidae) en condiciones de laboratorio.

cepas
Concentracion M. anisopliael M. anisopliae 4 B. bassanal4 B. bassiana cosmo
Espora/ ml Porcentgje de mortalidad + E.S

1x10° 1063+050E 2491+061C 3865+296E 1432+043E
1x10° 1816 +228E 6084+264B 6552+069D 4266 +216D
1x 10/ 3095+320D 6374+324B 7682+158CD 57.30+320CD
1x10° 53.71+163C 7534+316B 8247+116BC 7215+1.02BC
1x 10° 67.99+078B 96.49+177A 9211+171B 8466+211B
1x 10" 86.48 A 97.24 A 100 A 97.30 A

E.S (Error estandar)
* valores con lamismaletra no presentan diferencias significativas entre si (Duncan P<0.05)
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Anexo F. Concentracion letal 50 calculados por medio del andlisis probit
para dos cepas de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill y dos cepas de
Metarhizium anisopliae (metch) Sorokin, para el control de Astaena sp
(Coleoptera: Scarabaeoidae) en condiciones de laboratorio.

(T° 13°C, HR 78%)

CL 50 (esporas/ ml)

Cepas
M. anisopliae 1 4.74264 x 10’
B. bassiana 14 2.90401 x 10°
B. bassiana cosmo 1.21545 x 10°
M. anisopliae 4 5.04970 x 10°
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Anexo G. Tratamientos seleccionados para la fase de invernadero
(mortalidad > 80%), para el control de Astaena sp (Coleoptera:
Scarabaeoidae).

Tratamientos? Porcentajedemortalidad + E.S
B. bassiana 14 2x10™ 100
B. bassiana cosmo 2x10'° 97.30
B. bassiana 14 2x10° 92.11
B. bassianacosmo 2x10° 84.66
B. bassiana 14 2x1C° 82.47
M. anisopliae 4 2x10% 97.24
M. anisopliae 4 2x10° 96.49
M. anisopliae 1 2x10™ 86.48

aConcentraciones en esporas/ ml
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Anexo H. Resultados obtenidos en el ensayo preliminar de sustratos para el

establecimiento de larvas de Astaena sp en la fase de invernadero.

Tratamientos N°delarvas/rep Larvas muertas % mortalidad

5 2

A 5 0 26.7
5 2
5 3

B 5 1 40
5 2
5 1

C 5 1 13.3
5 0
5 4

D 5 3 66.7
5 3

A Sudlo

B Suelo + materia organica
C Sueo + trigo sembrado
D Suelo + m.o + trigo sembrado
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Anexo |.

condiciones de invernadero.

Andlisis de varianza para la evaluacion ocho tratamientos,
empleadas en el control de Astaena sp (Coleoptera: Scarabaeoidae) en

F.Vv G.L Sumade  Cuadrados F.C Pr>F
cuadrados medios
Tratamientos 7 1335.27 190.75 137.21** 0.0001
Error 16 22.24 1.39
Totd 23 1317.51
CV (%) 14.03

** Diferencias atamente significativas a 95%
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Anexo J. Porcentajes de mortalidad obtenidos en la evaluacion ocho
tratamientos, para el control de Astaena sp (Coleoptera: Scarabaeoidae) en
condiciones de invernadero.

Tratamientos? Porcentaje de mortalidad + E.S
B. bassiana 14 2x10™° 40.00+ 1.55 A
B. bassiana cosmo 2x10*° 35.23 + 0.46 AB
B. bassiana 14 2x10° 31.48 +0.87 BC
B. bassiana cosmo 2x10° 27.09 +0.75 CD
B. bassiana 14 2x10° 2357 +0.79D
M. anisopliae 4 2x10™° 1848+ 121 E
M. anisopliae 4 2x10° 1652+ 0.53 E
M. anisopliae 1 2x10" 6.15+0.79 F
aConcentraciones en esporas/ ml
E.S (Error estandar)

* valores con lamismaletra no presentan diferencias significativas entre si (Duncan P<0.05)
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