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ARTiCULO TECNICO
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Luis Alberto Pefia?,
Ranulfo Gonzalez3

Title: CLg() and pathogenic power of
Beauveria bassiana and Metharizium
anisopliae isolates infecting Premnotrypes
vorax populations

ABSTRACT

In order to evaluate an “ecologic” alter-
native for the control of the white worm
potato (Premnotrypes vorax), were stud-
ied six Beauveria bassiana and one of
Metharizium anisopliae isolates, native
of Narifo, Colombia. Their pathogenici-
ty and variability were observed under
laboratory conditions using a concentra-
tion of 1x107 spores.ml-1. All the bio-
control densities evaluated were pato-
genic to P. vorax; however, there were
big differences among the mortality
caused by the isolates (F; 14 = 4.64;
P<0.0001), they varied from 13.3% for
Bb2 up to 96.6% for BbS. Later, on
lethal concentration made by Probit -
Raymon’s analysis (1985), was estab-
lished for each isolate in two develop-
ment phases of P. vorax (larve and
adults). The results presented a positive
relation concentration/mortality and the
calculated X2 proved that the data were
homogeneous and adjusted to the linear
regression with a 95% level of confi-
dence. The higher mortality percentage
was found in the two phases of the iso-
lates Bb4, Bb5, Bb7 and Bb8, for that,
there was security to establish the mor-
tality base line; on the other hand, the
CLgg where smaller, reason why they
were pre selected for a future field
study.

Key words: Biological control, ento-
mopathogenic fungi, Premnotrypes
vorax, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae.
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(L5 y variacion de la patogenicidad en aislamientos
de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
evaluados en poblaciones de Premnotrypes vorax

RESUMEN

Con el fin de evaluar una alternativa "ecoldgica" para el control de gusano blanco de
la papa (Premnotrypes vorax), se trabajé con seis aislamientos de Beauveria bassiana
y uno de Metarhizium anisopliae, nativos del departamento de Narifio, Colombia.
Inicialmente se estudié su patogenicidad y variabilidad en condiciones de laboratorio
usando una concentracién de 1x107 esporas.ml‘l, observandose que todos los ais-
lamientos fueron patogénicos para el gusano blanco. Sin embargo, se presentaron
diferencias significativas entre la mortalidad causada por éstos (F; 14 = 4.64; P<0.0001)
pues la mortalidad varié desde 13.3% para Bb2 hasta 96.6% para BbS5. Posteriormente,
se establecieron las concentraciones letales mediante Probit - Analysis de Raymons
(1985), para cada aislamiento y en dos estadios de desarrollo de P. vorax (larvas y adul-
tos). Los resultados obtenidos presentaron una relacién positiva concentracién/mor-
talidad, y los X2 calculados demostraron que los datos fueron homogéneos y se ajus-
taron a la linea de regresién con un nivel de confianza del 95%. En ambos estadios, los
aislamientos Bb4, Bb5, Bb7 y Bb8 presentaron los porcentajes de mortalidad més altos;
por esto, la linea base de mortalidad pudo ser establecida con mayor confianza y las
CLyg fueron las mds bajas, razén por la que fueron preseleccionados para un futuro

estudio en campo.

INTRODUCCION

EN NARINO, Colombia, se cultivan
anualmente de 25.000 a 30.000 hectareas
de papa que generan una produccién de
550.000 a 660.000 ton/afio, que abastece
el consumo de los departamentos del Va-
lle del Cauca, Risaralda, Quindio y Cal-
das (Calvache y Alvarado, 1980; Gonza-
lez, 1996; Pefia y Bolaiios, 1997). Gene-
ralmente, los dafios que sufre el tubércu-
lo son causados principalmente por
Premnotrypes vorax y Naupactus sp., los
cuales tienen un impacto negativo en la
calidad del producto, pues deterioran y
llegan a reducir la calidad del tubérculo
hasta en un 40%, afectando su calidad y
competitividad en los mercados regiona-
les y nacionales. De ahi, la necesidad de
continuar los estudios encaminados a
ampliar las técnicas para el control de es-
tas plagas (Cerdn, 1990; Gonzilez, 1996;
Peiia y Bolafios, 1997).

El gusano blanco de la papa P. vorax
es un insecto dificil de manejar; para lo-
grar reducir su poblacién a niveles que
no causen dafio econdmico, se recomien-
da utilizar diferentes estrategias de ma-
nejo; sin embargo, el control quimico es
actualmente el método comtinmente uti-
lizado por los productores narifienses,

quienes realizan entre dos y cuatro apli-
caciones de insecticidas (a base de carbo-
furdn) para el control de la plaga, segin
la frecuencia e intensidad de las lluvias
(Valencia y Bohdrquez, 1994). Lo ante-
rior ocasiona altos niveles de contamina-
cion en el tubérculo, danando también la
salud humana, el medio ambiente, las
fuentes de agua, la fauna, la microflora
del suelo y generando incrementos en los
costos de produccion (Delgado y Agui-
lar, 1980). Los costos que implica este ti-
po de control representan alrededor del
8% de los costos directos del cultivo.
Alternativas como el control biol6gi-
co, mediante el uso de hongos entomo-
patégenos, es una medida complementa-
ria importante en programas de manejo
integrado de la plaga (Delgado y Agui-
lar, 1980). El uso de aislamientos nativos
de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae como organismos entomopa-
tégenos de P. vorax, puede representar
una alternativa ecoldgica sostenible para
el control del gusano blanco y mejorar la
calidad del producto comercial (Rodri-
guez, 1984). Ademas, se considera de su-
ma importancia, estudiar aislamientos de
hongos entomopatégenos regionales, ya
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que algunos estudios recomiendan uti-
lizar aislamientos nativos extraidos del
insecto, pues existen modificaciones
especificas del hongo hacia el hospedero
que pueden mejorar su accioén patogénica
(Roberts y Humbre, 1984).

En el presente estudio, a partir de re-
colecciones de material de campo, se ob-
tuvieron seis aislamientos de B. bassiana
y uno de M. anisopliae,los cuales ejercen
control natural de P. vorax. Sin embargo,
las concentraciones letales no habian si-
do investigadas como para pensar en dar
recomendaciones a nivel comercial. Se
evalud la patogenicidad de siete aisla-
mientos nativos en condiciones de labo-
ratorio, y se estableci6 la concentracion
letal media para cada uno de ellos, selec-
cionando los que presentaron mayores
tasas de mortalidad para una posterior
evaluacién en diferentes condiciones am-
bientales.

Materiales y métodos

El trabajo se realizé en Narifio, Co-
lombia, en los laboratorios del Centro de
Investigacion Obonuco de CORPOICA,
ubicado a una altura de 2710 msnm, con
una temperatura promedio de 13°C, y
una precipitaciéon promedia anual de 840
mm. Los aislamientos Bb2, Bb3, Bb4,
BbS, Bb7, Bb8 de B. bassiana y Mal de
M. anisopliae, purificados previamente
de insectos infectados, asi como los espe-
cimenes de P. vorax requeridos para el
estudio, obtenidos de cultivos de papa in-
fectados, fueron proporcionados por
CORPOICA.

Biovaloracion preliminar

Para determinar la variabilidad en la
patogenicidad de los seis aislamientos de
B. bassiana y uno de M. anisopliae en P.
vorax, se utilizé, con algunas modificacio-
nes, la metodologia propuesta por Gon-
zalez et al. (1993), y se usé un disefio com-
pletamente aleatorio. Se evaluaron ocho
tratamientos y tres repeticiones; los trata-
mientos estuvieron formados por seis ais-
lamientos de B. bassiana (Bb2, Bb3, Bb4,
Bb5, Bb7, Bb8), uno de M. anisopliae
(Mal) y un testigo. La poblacién de P.
vorax fue constituida por 10 larvas por
cada repeticioén para un total de 240 lar-
vas evaluadas. Para realizar el experi-
mento los insectos se desinfectaron con
hipoclorito de sodio 0.5% (NaClO, 0,5%)
durante dos minutos y lavados tres veces
con agua destilada para eliminar el exce-
so de hipoclorito.

El proceso utilizado para la inocula-
cién con los aislamientos de hongos con-

sisti6 en colocar en inmersion el nlimero
total de larvas en una caja Petri (en la
cual previamente se colocé una suspen-
sién de 1x107 esporas.ml™1), agitando du-
rante cinco minutos. Al cumplir el tiem-
po de exposicidn se retir6 de las larvas el
exceso de suspensién mediante inversion
de la caja de Petri sobre una toalla de pa-
pel seco. Cada insecto inoculado se colo-
c6 en un recipiente plastico previamente
esterilizado, semitransparente, de 25 ml
de capacidad, con tapa, y el fondo recu-
bierto con papel filtro al que se le agre-
garon 500 pl de una solucién de PDA
(Papa-dextrosa-agar) + agua destilada
estéril (ADE) 1:10000, favoreciendo el
desarrollo del hongo, y se agregd una
porcién pequeifia de papa para evitar la
muerte de las larvas por inanicion.

La evaluacién de mortalidad de lar-
vas de P. vorax se realiz6 cada 48 h. du-
rante 20 dias después de la inoculacién,
utilizando para esto un estereoscopio
que permitié discriminar la mortalidad
total y la mortalidad causada por el hon-
go; ademads, durante cada observacion se
adicionaron 0,5 ml de la solucién PDA +
Agua 1:10000 a cada uno de los frascos
manteniendo asi la humedad relativa al-
ta (T=15°C + 4°C; H.R.=90%). Final-
mente, se realizé un analisis de varianza
para un disefio completamente al azar,
para determinar si existian diferencias
significativas en la mortalidad total de
larvas de P. vorax, la cual se obtuvo en
cada uno de los aislamientos estudiados.

Establecimiento de la linea base
de mortalidad

Se utiliz6 un disefio completamente
al azar con ocho tratamientos y cinco re-
peticiones; los tratamientos estuvieron
formados por seis aislamientos de B. bas-
siana (Bb2, Bb3, Bb4, BbS5, Bb7, BbS),
uno de M. anisopliae (Mal) y un testigo.
Cada aislamiento se evalué en cinco con-
centraciones diferentes (con cinco repe-
ticiones para cada concentracién), y en
dos estados diferentes de desarrollo de
P. vorax (larvas y adultos), con cinco re-
peticiones cada una. Con base en traba-
jos previos, también realizados por COR-
POICA, para el estudio con las larvas se
utilizaron cinco concentraciones: 1x 109,
5x 109, 1x107, 5x107, 1x108 esporas.ml-l, y
para el caso de los adultos las concentra-
ciones se ajustaron a 1x108, 5x108, 1x109,
5x10%, 1x1010 esporas.ml-l, en cada uno
de los aislamientos a evaluar. Cada con-
centracion se probd con colonias de 10
individuos (larvas y adultos) de P. vorax
con cinco repeticiones, para un total de

4000 individuos evaluados. Cada colonia
se ubic6 en una matera de barro de 1000
¢ de capacidad.

Las materas se llenaron hasta la mi-
tad (500 g) con una mezcla estéril de sue-
lo, arena y lombricompuestos en partes
iguales. En cada matera se sembraron
tres tubérculos de Solanum tuberosum
var. Parda pastusa de un peso aproxima-
do de 150g. Las larvas se ubicaron junto
a los tubérculos recién sembrados y se
realizaron las respectivas aspersiones en
la superficie, con 50 ml de la suspensién
y con diluciones de los aislamientos en
las concentraciones preestablecidas; des-
pués de ocho dias se repitieron las asper-
siones en cada matera usando la misma
concentracion inicial. En el caso de los
adultos, se depositaron 10 individuos en
cada matera después de que los tubércu-
los habian germinado, y se cubrieron con
una manga entomoldgica para evitar que
se trasladaran a otras plantas; la primera
aspersion se realizé en el momento en
que se depositaron los individuos, y se hi-
zo una segunda aspersion cinco dias des-
pués. Todos los individuos (larvas o adul-
tos), fueron previamente desinfectados
con una inmersion en solucién de hipo-
clorito de sodio al 0.5% durante dos mi-
nutos, y luego lavados dos veces con ADE
para remover el exceso de hipoclorito.

En el caso de las larvas, una vez que
brotaron el 90% de los tubérculos, se
destaparon los recipientes y se realizé la
primera evaluacion, repitiendo la evalua-
cién quince dias después, la cual consis-
tié en el recuento de larvas discriminan-
do aquéllas que estuvieron afectadas por
la accién del hongo entomopatdgeno, y
las que no presentaron dafio. Con los
adultos se realiz6 una primera evalua-
cién a los quince dias de la primera apli-
cacién y se repiti6 nuevamente a los
quince dias. En cada ensayo realizado
con los diferentes aislamientos, se inclu-
y6 un testigo en el cual se adiciond tni-
camente el sustrato (trigo precocido),
con cinco repeticiones y en condiciones
similares a las de los aislamientos estu-
diados. La construccién de la linea de re-
gresién para establecer las concentracio-
nes de mortalidad, asi como las diferen-
tes concentraciones letales, se calcularon
por medio del programa Probit Anélisis
(Raymons, 1985). Este andlisis es utiliza-
do para la evaluacién de insecticidas qui-
micos, y en este caso, el objetivo principal
fue el de calcular la concentracién reco-
mendada para cada uno de los diferentes
aislamientos de estos entomopatdgenos
(Who, 1996).
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Resultados
Variabilidad de la patogenicidad en lar-
vas de P. vorax

En la bio-valoracién preliminar, to-
dos los aislamientos fueron patogénicos
para larvas de gusano blanco; sin embar-
go, ésta fue variable a pesar de que las
pruebas de viabilidad realizadas previa-
mente a las suspensiones de conidias de
todas las aislamientos de hongos ento-
mopatdgenos, mostraron porcentajes de
viabilidad del 90%, lo cual, segtin Gonza-
lez et al. (1993), indica una buena calidad
bioldgica de los patégenos evaluados en
el experimento. De otra parte, el porcen-
taje de mortalidad obtenido varié desde
16.6 % para Bb2, hasta 96.6 % para Bb5
(Tabla 1). El testigo present6 una tasa de
supervivencia del 93.4%, la mortalidad
atribuida a factores diferentes a la accién
de los entomopatdgenos evaluados que
tuvieron una media de 4,4% para los tra-
tamientos con los diferentes aislamientos
y de 6.6% para el testigo. Las diferentes
etapas de desarrollo de los hongos ento-
mopatdgenos, en larvas de P. vorax (ino-
culacién a muerte, muerte a cubrimiento
micelial, muerte a liberacion de coni-
dias), presentaron rangos entre 236 y 460
h, datos que se muestran en la Tabla 2.

El andlisis de varianza para un disefio
completamente al azar, con los datos co-
rrespondientes a la mortalidad total al-
canzada por cada uno de los aislamientos
estudiados, mostré diferencias significa-
tivas (F7 14 = 4.64; P<0.0001); de otra
parte, la prueba de medias de Tukey per-
miti6 establecer que los tratamientos

BbS, Bb4, Bb8 y Bb7 diferian del testigo,
mientras que los demds tratamientos
fueron comparables con éste. De acuer-
do a los resultados, los aislamientos BbS5,
Bb7, Bb4 y Bb8 que fueron selecciona-
dos para un posterior trabajo de campo,
presentaron una mortalidad superior al
50% (Tabla 3).

Tabla 1. Mortalidad producida por siete aislamientos nativos de B. bassiana y una de M. anisapliae sobre
larvas de Pvorax en el estudio de bio-valoracion preliminar (T=17°C+4°C;H.R.=90%) con una
concentracién de 1x107esporas.ml-!

MORTALIDAD / REPETICION
AISLAMIENTO N Mortalidad Rango X DS (A2 %
total (No. individuos)
Mal 30 6 1-3 2.00 0.40 20.00 20.0
Bb2 30 5 0-3 1.66 0.39 23.40 16.6
Bb3 30 13 3-6 433 1.02 23.50 433
*Bb4 30 23 6-9 7.66 1.24 16.19 76.6
*Bb5 30 29 9-10 9.66 0.47 487 96.6
*Bb7 30 16 4-8 533 0.88 16.51 533
*Bb8 30 16 3-7 533 0.69 12.94 533

Aislamientos seleccionados para evaluaciones en campo
N Ndmero total de individuos evaluados

X Media

DS Desviacién estdndar

(V. Coeficiente de variacion (Porcentaje)

%  Porcentaje de mortalidad corregida

Tabla 2. Duracion (en horas), de las etapas de desarrollo de la infeccion en la bio-valoracién preliminar de seis aislamientos de B. bassiana y una de M. anisapliae, en
larvas de P vorax en condiciones de laboratorio (T=17°C+4°C; H.R.=90%). Los datos corresponden tinicamente a los individuos que alcanzaron la mortalidad con

los diferentes aislamientos

TIEMPO (HORAS)
AISLAMIENTO Inoculacion a Muerte Muerte a Cubrimiento Micelial Muerte a liberacion de Conidias TOTAL
Rango X DS (&) Rango X DS (&) Rango X DS (&) Rango X DS (&)

Ma’ 240-288 280,00 32,98 11,77 | 48-96 56,00 1088 1942 | 96-144 10400 17,88 17,19 | 384-432 38400 27,71 7,21
Bb2 240-288 249,60 19,20 7,69 48-96 57,60 11,20 1944 | 96-144 11520 2351 20,40 | 336-384 36480 23,51 644
Bb3 288-336 306,46 2335 7,60 48-96 59,07 1022 1730 | 96-144 110,76 22,15 19,99 | 384-432 417,23 22,15 530
Bb4 288-336 308,86 23,79 7,70 48-96 56,34 1219 21,63 | 96-144 11686 23,79 20,35 | 384-432 42573 16,16 3,79
Bb5 240-336 268,13 32,18 12,00 | 48-144 62,89 1553 24,69 | 96-192 12082 27,09 22,42 | 336-432 388,96 26,27 6,75
Bb7 288-336 303,00 22,24 7733 48-96 57,00 1273 2233 | 96-144 111,00 2224 20,03 | 384-432 41400 23,23 561
Bb8 288-384 330,00 37,46 11,35 | 48-96 60,00 20,78 34,63 | 96-144 108,00 20,78 19,24 | 384-480 438,00 37,46 855
X Media DS Desviacion estandar C.V Coeficiente de variacion (porcentaje)
Tabla 3. Prueba de medias de Tukey sobre la mortalidad total causada )

TRATAMIENTO MORTALIDAD (PROMEDIO INDIVIDUOS) AGRUPACION SEGUN TUKEY

por Ma1 (M. anisopliae), Bb2, Bb3, Bb4, Bb5, Bb7 y Bb8 (B. bassiana) en
larvas de P. vorax en la bio-valoracion preliminar (T=17°C+4°C;

H.R.=90%) con una concentracién de 1x107esporas.ml-!

REVISTA CORPOICA * VOL 4 » N°1 « SEPTIEMBRE 2003

Bb5 9.66 A

Bb4 7.66 AB
Bb3 533 BC
Bb7 533 BC
Bb3 433 BCD
Ma1 2.00 @)
Bb2 1.66 @)
Testigo 0.33 D

Minima diferencia significante (Valor Tukey)= 0.411
*Letras diferentes presentan diferencias significativas para P<0.05
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Establecimiento de la linea base
de mortalidad

Los resultados obtenidos mostraron
una relacién positiva: concentracion-
/mortalidad y permitieron establecer la
linea base de mortalidad utilizando el
programa Probit - Andlisis (Raymons,
1985) (Figuras 1 y 2). Inicialmente se in-
tentd establecer la linea base de mortali-
dad de adultos utilizando las mismas con-
centraciones empleadas para el estudio
con larvas, sin embargo, después de reali-
zar una prueba preliminar, se observé
que la mortalidad causada con las con-
centraciones iniciales era minima (alcan-
zaba una media total de 4/50 especime-
nes en las concentraciones mas eleva-
das), y no se podia establecer a partir de
ellas una linea base de mortalidad, razén
por la que las concentraciones se incre-
mentaron a 1x108, 5X108, 1x109, 5x109 y
1x1010 esporas.ml'l.

Linea base de mortalidad para larvas
de P. vorax. Al calcular las lineas base de
susceptibilidad log. concentracién/por-
centaje de mortalidad para todos los ais-
lamientos evaluados en el control de lar-
vas de P. vorax, se observo que todos los
datos se ajustaron a una linea de regre-
sion, correspondiente a los valores con
un nivel de confianza del 95%:; entre tan-
to, segin Raymond (1985), los X2 calcula-
dos seflalaron que los valores de mortali-
dad obtenidos experimentalmente, per-
mitieron establecer una regresion lineal
confiable con el programa utilizado (Fi-
gura 1). Bb2 y Mal lograron un porcenta-
je de mortalidad de 21.8% y 22.1% res-
pectivamente, con la concentracion maés
alta; los porcentajes de mortalidad alcan-
zados fueron muy bajos, lo que hace me-
nos confiable el cdlculo de las concentra-
ciones letales. Los aislamientos Bb4, BbS,
Bb7 y Bb8 presentaron los porcentajes
de mortalidad mas elevados y sus CLgg
fueron las méas bajas (Tabla 4). Estos re-
sultados permitirdan hacer mas efectiva la
aplicacién de los insumos en el campo.

Linea base de mortalidad para adultos
de P. vorax. Los X2 obtenidos demostra-
ron que en todos los casos, se presentaron
datos homogéneos que se ajustaron a la
linea de regresiéon con un nivel de con-
fianza del 95%. En este caso, en las grafi-
cas de susceptibilidad, las pendientes de
Bb4, Bb8, Bb7 y Bb5 fueron las més ele-
vadas; las pendientes de Mal y Bb2 fue-
ron més bajas y representaron concentra-
ciones medias letales mas altas (Figura 2).

Los aislamientos Bb2, Mal y Bb3 pre-
sentaron porcentajes bajos de mortalidad
con la concentracién mds alta, razén por

la cual se descartaron para posteriores
estudios en campo. En su orden, los ais-
lamientos Bb8, Bb4, Bb7 y Bb5 presenta-
ron porcentajes de mortalidad superio-
res al 70% y la linea base de mortalidad
pudo ser establecida con mayor confian-
za (Tabla 4).

Discusion

En la bio-valoracién preliminar, la su-
pervivencia en el testigo fue alta, lo que
demuestra que la practica de desinfec-
cién superficial de las larvas mediante el
tratamiento con hipoclorito de sodio no
caus6 su mortalidad, ni inhibi6 los proce-
sos de germinacién de las esporas en los
tratamientos, esto coincide con lo obser-
vado por Jiménez (1992) y Gonzalez et
al., (1993). Las posibles causas de esta
mortalidad son atribuidas por los auto-
res mencionados, a la manipulacién de
las larvas y a problemas fisiolégicos co-
mo la inanicidn.

Las diferentes etapas de desarrollo de
los hongos entomopatdgenos en larvas
de P. vorax, (inoculacién a muerte, muer-
te a cubrimiento micelial, muerte a libe-
racion de conidias), presentaron rangos
mas amplios (entre 14 y 20 dias), (Tabla
2), que los reportados por Reyes en 1995
(citado por Torres y Lopez, 1997), res-
pecto al parasitoide de la broca del café
Cephalonomia stephanoderis, usando los
mismos hongos entomopatégenos, cuan-
do todas la etapas se cubrieron en un
promedio de 11.11 dias, y el caso de B.
bassiana para el control de Hypothene-
mus hampei, donde el desarrollo total de
estas etapas se realizé en un promedio

de 8.2 dias (Gonzilez et al., 1993). La tar-
danza podria deberse al tiempo requeri-
do por estos hongos entomopatdgenos
para lograr el desarrollo del ciclo normal
de la infeccién en larvas de P, vorax,y no
a la calidad del insumo biolégico, ya que
los datos obtenidos coinciden con los re-
portes de Torres y Lopez (1997), quienes
en un estudio realizado en laboratorio
con B. bassiana y larvas de P. vorax, ob-
servaron que el periodo de iniciacién de
los sintomas de ataque del entomopatdge-
no oscil6 entre cinco y siete dias,y de ahi a
la esporulacién, hubo un periodo de ocho
a trece dias, para un total de 20.5 dfas.

A pesar de que todas los aislamientos
fueron purificados de individuos de P.
vorax infectados y resultaron patogéni-
cos para las larvas de gusano blanco, se
observé una amplia variabilidad en la ta-
sa de mortalidad, fendmeno que puede
ser atribuido a componentes de origen
genético, el cual permite la variacién en
la eficacia entre los diferentes aislamien-
tos de los entomopatdgenos.

De esta manera, se confirma la nece-
sidad de realizar estudios mas amplios
para encontrar el aislamiento mds agresi-
vo para el manejo de P. vorax. Por otro
lado, pese a que las condiciones de hu-
medad y temperatura en laboratorio fue-
ron aparentemente “ideales” para el de-
sarrollo de estos hongos (Gonzalez et al.,
1993; Safiudo y Castillo, 1994; Safiudo et
al., 1994; Torres y Lopez, 1997), posible-
mente no sean las mds adecuadas para
todos los aislamientos y algunos requie-
ran condiciones diferentes de humedad y
temperatura, que dependeran de las con-

Tabla 4. Concentracién letal 50 y 99, calculadas por medio del andlisis Probit para el estudio con larvas y
adultos de P vorax en condiciones de invernadero. (T=18°C+2°C; H.R.=88%)).

LARVAS
Aislamientos Porcentaje de Mortalidad X2 CLgq (esporas/ml)  Clgg (esporas/ml)
mortalidad corregida esperada calculado
Ma1 22.10% 13.50 6.5495 2.54946 x 109 2.93539x 1013
Bb2 21.80% 10.94 2.3794 2.55345 x 1010 137034 x 1077
Bb3 72.40 36.89 1.0151 477886 x 100 1.17354 x 1010
Bb4 87.30 40.41 6.8607 1.16179 x 107 4.76425x 109
Bb5 85.20 4).35 0.7740 7.81919 x 106 3.14436 x 109
Bb7 87.20 4313 0.5179 7.66316 x 106 2.23265 x 109
Bb8 95.70 46.30 47097 469652 x 100 7.20673 x 108
ADULTOS
Ma1 30.60% 14.81 0.41141 1.3628 x 101 5.0603 x 101
Bb2 22.50% 12.00 0.20194 1.3879x 1012 5.3295x 1018
Bb3 34.80% 18.69 2.8633 3.1344x 1010 5.7594x 1013
Bb4 93.90 44.68 1.0022 1.2841x 109 6.1639x 1010
Bb5 76.70 36.78 3.4150 2.5809 x 109 56814 x 101
Bb7 93.90 46.21 29614 1.1830 x 101 3.8918x 1012
Bb8 89.80 45.00 3.7556 1.0818 x 109 6.3547 x 1010

* Los porcentajes de mortalidad alcanzados fueron muy bajos por lo que el cdlculo de las concentraciones letales (CL) es menos confiable
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Figura 1. Linea base de mortalidad de las cepas Ma1 de M. anisopliae, Bb2,Bb3, Bb4, Bb5 y Bb8 de B bassiana estudiadas en el control de larvas de P vorax en
condiciones de invernadero (T = 18°C; H.R.88%).
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Figura 2.Linea base de mortalidad de las cepas Ma1 de M. anisopliae, Bb2, Bb3,Bb4,Bb5 y Bb8 de B bassiana estudiadas en el control de adultos de £ vorax en
condiciones de invernadero (T = 18°C + 2°C;H.R.88%)).
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diciones ambientales del lugar de proce-
dencia de cada uno de ellos, viéndose
afectada, por consiguiente, la efectividad
del control de larvas.

Con relacion al tiempo requerido pa-
ra causar mortalidad en larvas de P, vo-
rax,Agarwal (1990), en un estudio similar
para determinar la CL5, de B. bassiana
sobre H. armigea, observé que al incre-
mentar la concentracion del insumo, el
tiempo requerido para causar la mortali-
dad del insecto disminuye; sin embargo
ese fendmeno no se observo en este estu-
dio, y para todos los aislamientos en las
diferentes concentraciones, el tiempo re-
querido para causar mortalidad a los in-
sectos y el consecuente cubrimiento mi-
celial y conidiogénesis, se mantuvo entre
los 15 y 23 dias. Esto puede confirmar la
calidad biolégica de los aislamientos apli-
cados, pues se vio que todas las esporas pu-
dieron desarrollar la infeccion efectiva-
mente en un rango de tiempo mas 0 menos
similar y coincidiendo con los resultados
obtenidos previamente en laboratorio.

Respecto a la relacion concentracién-
/respuesta, se observo una respuesta di-
rectamente proporcional entre el incre-
mento de la concentracién del insumo y
la mortalidad de los individuos en estu-
dio, de manera similar a lo planteado por
Agarwal (1990). Esto confirma nueva-
mente la calidad del insumo biolégico, ya
que al incrementar las concentraciones,
el medio adquiere mayor cantidad de es-
poras viables capaces de causar infeccién
y la probabilidad de que los insectos pla-
ga se infecten, 16gicamente aumenta.

Con relacién al incremento de las con-
centraciones requeridas en adultos para
poder establecer una linea base de mor-
talidad adecuada, es importante recordar
que las larvas de P. vorax poseen una cu-
bierta delgada integumentaria, que ade-
mads en condiciones favorables de hume-
dad (similares a las que se presentaron en
laboratorio), se torna mas facil de ser pe-
netrada por las esporas de hongos ento-
mopatdgenos; por otro lado, el adulto po-
see una cubierta quitinizada que le pro-
porciona una barrera de proteccién adi-
cional, dificultando la fijacién de esporas
y la posterior formacion del tubo germi-
nativo de los diferentes aislamientos eva-
luados. Esto confirmé la observacion de
Agarwal (1990), quien afirma que la sus-
ceptibilidad al ataque de hongos en dife-
rentes estados del ciclo de vida del insec-
to difiere considerablemente.

Al graficar las lineas para las Cls,, en
el caso de las larvas, se observé un grupo
conformado por los aislamientos BbS,

Bb5, Bb4, Bb7 y Bb3 (Figura 1), que pre-
sentaron pendientes mads elevadas, lo
que hizo que los rangos de las concentra-
ciones medias y letales fueran estrechos,
aportando una varianza baja a la CLs; lo
que ademas indic6 que los resultados fue-
ron homogéneos. Para el caso de Mal y
Bb2, las pendientes fueron maés bajas, pe-
ro los datos siguieron siendo homogéneos
a pesar de que los rangos de confianza
fueron mdas amplios. Para adultos, en las
gréficas de susceptibilidad las pendientes
de Bb4, Bb8, Bb7 y BbS fueron las mds
elevadas, y correspondieron a los aisla-
mientos seleccionados para el estudio en
campo. Las pendientes de Mal y Bb2 fue-
ron mds bajas y representaron concentra-
ciones medias letales mds altas (Figura 2).
Los resultados obtenidos en los ensa-
yos de invernadero (larvas y adultos),
coinciden con los generados previamen-
te en la fase de laboratorio, donde Bb2,y
Mal presentaron las tasas mds bajas de
mortalidad. Este caso podria estar evi-
denciando que, a pesar de que fueron
aislados de individuos de P. vorax infec-
tados y recolectados en campo, esa infec-
cién podria haber sido eventual, tenien-
do en cuenta que las larvas o adultos de
P. vorax podrian haber estado en contac-
to con otros insectos que también son
susceptibles al ataque de los mismos en-
tomopatdgenos, y haberse contaminado
accidentalmente. Al respecto, Bolafios et
al. (1998), en un estudio realizado en tri-
go encontraron que diferentes especies
de chizas (A. scarabaeoides, Phillophaga
sp., Astaena sp.), presentaron infecciones
naturales de M. anisopliae y B. bassiana.
Estas especies igualmente, se encuentran
en las mismas zonas agroecoldgicas de P.
vorax en el Departamento de Narifio.
De otra parte, tanto en el caso de lar-
vas como en el de adultos, no se debe
descartar la posibilidad de realizar prue-
bas con el aislamiento Bb3, ya que sus
pendientes fueron elevadas a pesar de
que su CLgg fue més alta, y de que en la
bio-valoracién preliminar no alcanzé un
50% de mortalidad, las pruebas en inver-
nadero superaron este porcentaje.
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