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ABSTRACT

Title: Evaluation of the biocon-

trol activity of Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, on larvae of
Ancognatha scarabaeoides (Coleoptera:
Scarabaeidae).

High grub populations of coleopteran,
frequently attack crops of wheat and
potato in the Department of Narifio,

Colombia. Reports indicate that infesta-
tions levels reach more than 350 larvae/

m’, which severely reduce crop yields.

Use of biological control measurements
as fungal entomopathogens seems to be
a promising alternative for management
of this pest. The present work aimed to
evaluate the effect of Beauveria bassiana
and Metarhizium anisopliae on larvae of
Ancognatha scarabaeoides both in labora-
tory and greenhouse conditions. Isolates
of entomopathogen fungus were obtai-
ned from infected larvae in the muni-

cipalities of Yacuanquer and Ospina. A

sample of 5 isolates, which previously

had shown to cause mortality rates
higher than 50%, was selected in the
laboratory: Mtl, Bb cosmo, Mt2, Bb4
and Bb10. Isolates concentrations from
1x10° to 1x10" spores/ml were tested.
The cumulative mortality percentage
(at 18 days after the inoculation) ranged
from 100% with Bb cosmo, Mtl and Mt2
at concentrations of 1x10" spores/ml to
90% with Bb4 and Bb10 at concentra-
tions of 1x10° spores/ml. Lethal doses
90 (LD%) of 1.1x10", 7.3x10%, 2.2x10",
3.9x10" and 4.3x10" spores/ml were
calculated for each isolate, respecti-
vely. An evaluation of the biocontrol
activity of the isolates was carried out
under greenhouse conditions. Mortality
percentages obtained reached 76%,
67.5%, 63.5%, 59% and 53.5% for Mtl,
Bb cosmo, Mt2, Bb4 and Bb10, respecti-
vely. These results suggest that the use
of native biocontrolers is a promising
alternative to be included in the inte-
grated management for white grubs in
Narino.
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Evaluacion de la actividad biocontroladora

de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae
sobre larvas de Ancognatha scarabaeiodes
(Coleoptera: Scarabaeidae)

RESUMEN

Actualmente, en los municipios del departamento de Narino (Colombia), en los
cultivos de trigo y papa que son los principales sistemas de produccion, se presen-
tan altas infestaciones de poblaciones de chisas encontrandose hasta 350 larvas/m’,
representando un factor limitante para la produccion de los cultivos. Una alternativa
promisoria para el manejo de esta plaga es la utilizacion de métodos bioldgicos que
incluyen el uso de hongos entomopatdgenos. El objetivo del presente trabajo fue
el de evaluar el efecto de Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae sobre larvas de
Ancognatha scarabaeoides en laboratorio e invernadero. Los aislamientos de hongos
se obtuvieron de larvas infectadas en los municipios de Yacuanquer y Ospina. En el
laboratorio, se seleccionaron 5 de 9 aislamientos de hongos: Mt1, Bb cosmo, Mt2, Bb4
y Bb10 que presentaron mortalidades superiores al 50%, éstas se evaluaron a concen-
traciones de 1x10° a 1x10" esporas/ml. El porcentaje acumulado de mortalidad a los
18 dias después de la inoculacién fueron: del 100% para Bb cosmo, Mtl y Mt2 en la
concentracién de 1x10" esporas/ml y del 90% para Bb4 y Bb10 en la concentracién de
1x10” esporas/ml, presentando concentraciones letales 90(CL,) de 1.1x10", 7.3x10’,
2.2x10", 3.9x10" y 4.3x10" esporas/ml respectivamente. En invernadero se evaluaron
los mismos microorganismos con sus respectivas concentraciones letales 50(CL,,)
y 90(CL,,), encontrandose porcentajes de mortalidad del 76.00%, 67.50%, 63.50%,
59.00% y 53.50% para Mtl, Bb cosmo, Mt2, Bb4 y Bb10. Estos resultados indican la
posibilidad de incluir estos biocontroladores nativos en el manejo integrado de las
chisas en Narifio.

Palabras claves: hongos entomopatdgenos, Beauveria bassiana (Bb), Metarhizium aniso-
pliae (Mt) , Ancognatha scarabaeoides.

INTRODUCCION

Los cultivos de trigo y papa ocupan
un lugar muy importante dentro de
los sistemas de produccién agricola del
Departamento de Narifio, no sélo por
los aspectos econémicos que involucran,
sino por los sociales, pues son los princi-
pales cultivos de la zona. Esta actividad
involucra especialmente a pequefios pro-

Ancognatha scarabaeoides (Coledptera:
Scarabaeidae), se considera como una de
las plagas mas importantes del cultivo
de papa y trigo, si se tiene en cuenta su
amplia distribucién en las zonas pro-
ductoras y el costo que su control impli-
ca, lo cual ocasiona pérdidas en areas
cultivadas que pueden ir entre 75% y

ductores quienes dedican sus propieda-
des, que generalmente no sobrepasan las
cinco hectéreas, al desarrollo de dicha
actividad derivando de ésta su bienestar
y calidad de vida, pues es su principal
fuente de ingresos. El trigo y la papa a
pesar de su gran importancia econémi-
ca, social y de ser productos basicos de
la dieta narifiense, se ven amenazadas
por una serie de problemas fitosanita-
rios cuyo control incrementa los costos
de produccion y afecta directamente el
presupuesto de los productores y consu-
midores (Safiudo y Castillo, 1994).

100% (Pumalpa, 1987; Yépez, 1994). En la
actualidad el control de la chisa se reali-
za por medio de practicas culturales y la
aplicacion de diferentes insecticidas qui-
micos. Debido al incremento e incidencia
de la plaga, la frecuencia en la aplicacién
de los insecticidas se ha intensificado,
lo que ha incrementado los costos de
produccién, la contaminaciéon ambien-
tal y, en general, un desequilibrio en
los agroecosistemas (Londono y Pérez,
1994; Safiudo y Guzman, 1995). Esta
problematica ha generado la necesidad
de buscar otras alternativas de control
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de la plaga, como el uso de microorga-
nismos entomopatégenos; los hongos
Beauveria 'y Metarhizium han mostrado
buenos resultados en el control de otras
plagas tropicales (Fuertes y Chamorro,
1994; Ruiz y Posada, 1985; Salazar y
Salazar, 1997).

El presente trabajo se realizd con el
proposito de evaluar el control de la
plaga mediante el uso de biocontrola-
dores, como una alternativa eficaz y
econdémica para el beneficio del sector
productivo y el ecosistema en general;
se recurrio a los aislamientos de hon-
gos entomopatogenos regionales, ya que
algunos estudios recomiendan utilizar
aislamientos nativos extraidos del insec-
to, puesto que existen modificaciones
especificas del hongo hacia el hospedero
que pueden mejor su accién patogénica
(Roberts y Humbre, 1984).

Para el control microbioldgico de las
chisas, se buscaron alternativas dirigidas
al estado larval, mediante la utiliza-
cion de los hongos entomopatdgenos
Beauveria bassiana 'y Metarhizium aniso-
pliae, realizandose pruebas a nivel de
laboratorio e invernadero.

Materiales y métodos

El presente trabajo se desarrollé en
el Centro de Investigacion Obonuco-
Corroica en el Departamento de Narifio,
ubicado a una altura de 2710 m.s.n.m,
con una temperatura promedio de 13° C
(Plan de Desarrollo de Narifio, 2001).

Los aislamientos de los hongos utili-
zados fueron obtenidos a partir de larvas
infectadas en campo de los municipios
de Ospina y Yacuanquer. Las larvas reco-
lectadas se montaron en camaras htime-
das, a una temperatura aproximada de
23° C, entre 5 y 8 dias, al cabo de los
cuales se observo el crecimiento micelial
sobre el tegumento larval; su aislamiento
se realizd en agar-agua y la identifica-
cion siguiendo las claves taxondmicas de
Samson et al., (1988).

Activacion y seleccion de cepas de
Beauveria bassiana y Metarhizium aniso-
pliae sobre larvas de Ancognatha scarabaeoi-
des. Las cepas de Beauveria y Metarhizium
fueron cultivadas durante 10 dias en
agar papa—dextrosa (PDA), acidificado
al 1% con acido lactico suplementado
con antibidtico (estreptomicina) para
evitar la contaminaciéon bacteriana. La
remocion de las esporas de los cultivos
se realizo con Tween 80 al 0.05%; a partir
de esta suspension se hicieron diluciones
seriadas y, con ayuda de un hemoci-

tometro y un microscopio de luz con
aumento de (40x), se realizo el recuento
de propagulos infectivos por mililitro,
a fin de calcular la concentracion de la
suspension madre.

La activacion de cada una de las cepas
se realiz6 sobre 10 larvas de Ancognatha
scarabaeoides. Antes de infectar las larvas
con el hongo, éstas fueron desinfesta-
das en hipoclorito de sodio al 0.5% y
lavadas 3 veces con agua destilada esté-
ril. La activaciéon se realizé de acuerdo
con algunos parametros enunciados por
Lopez, (1994): una vez obtenida la con-
centracién de la suspension madre para
cada una de las 9 cepas, se ajusto a la
concentracién de 1x10" propagulos/ml.
Posteriormente, las larvas previamente
desinfestadas se sumergieron en la sus-
pension durante dos minutos y luego se
colocaron en cdmara humeda a tempe-
ratura ambiente durante un periodo de
10 dias, y dia de por medio se registro la
mortalidad, durante este periodo no se
les suministr6 alimento a las larvas para
que fuera mas agil la infeccién y proli-
feracion del hongo en el cuerpo de las
mismas. Las larvas muertas se llevaron
a camara himeda a 23°C observandose
el crecimiento del hongo sobre el cuerpo
larval. Terminadas las observaciones se
seleccionaron las mejores cepas respecto
a la mortalidad de las larvas.

Produccion masiva del inéculo. Para la
multiplicacion masiva de Metarhizium
se tomaron las pautas mencionadas por
Torres y otros (1993), empleando arroz
precocido, y la multiplicaciéon masiva
de las cepas de Beauveria, se realizd en
granos de trigo, empleando la metodo-
logia reportada por Pefia y otros (2000)
y Londono (1993). Una vez se presentd
crecimiento de los hongos, se calculé la
concentraciéon de esporas presentes en
un gramo de sustrato.

Pruebas de patogenicidad de los hongos
entomopatégenos en laboratorio sobre larvas
de Ancognatha scarabaeoides. Las pruebas
de patogenicidad en laboratorio se lle-
varon a cabo utilizando los aislamientos
monosporicos de Beauveria, Bb4, Bb10, Bb
cosmo y de Metarhizium Mtl y Mt2. Los
cuales fueron seleccionados de los nueve
aislamientos incluidos en las pruebas de
activacion sobre larvas de la plaga.

Cada uno de los cinco aislamien-
tos, fue cultivado durante 10 dias en
cajas petri con agar Papa-dextrosa (PDA)
acidificado al 1% con acido lactico y

suplementado con (estreptomicina) para
evitar la contaminacion bacteriana.

Una vez cultivados los aislamientos,
se obtuvo el indculo, de acuerdo con
la metodologia explicada anteriormente.
Obtenida la concentraciéon de las sus-
pensiones madres, se ajustaron todos los
aislamientos, a las concentraciones de:
1x10” a 1x10" propagulos/ml. Cada con-
centracion se ajustd en un volumen de
25ml donde se suspendieron los insectos
de cada tratamiento durante un minuto
y medio (1'30”).

Para el desarrollo de las pruebas
de patogenicidad en el laboratorio, se
utilizé la metodologia propuesta por
Gonzalez y otros (1993) con algunas
modificaciones, con el fin de determinar
la variabilidad en la patogenicidad de
los tres aislamientos de B. bassiana y dos
de M. anisopliae.

Se utilizé un disefo experimental
completamente al azar, con 35 tratamien-
tos, tres repeticiones por tratamiento, 10
unidades experimentales por repeticion,
para un total de 30 unidades experimen-
tales por tratamiento.

Los tratamientos estuvieron formados
por tres aislamientos de B. bassiana (Bb4,
Bb10, Bb cosmo) y dos de M. anisopliae
(Mtl, Mt2) y cada tratamiento con su
respectivo testigo. Cada cepa se evalud
en 6 concentraciones diferentes (con tres
repeticiones para cada dosis).

Para realizar el experimento las larvas
se desinfestaron con hipoclorito de sodio
(0.5%) durante dos minutos y luego fue-
ron lavados tres veces con agua destilada
para eliminar el exceso de desinfectante.

La metodologia utilizada para la ino-
culaciéon de los tratamientos consistid
en colocar en inmersiéon determinado
numero de larvas en una caja petri en la
cual previamente, se colocd la suspen-
sion de esporas/ml, agitando durante
cinco minutos. Cumplido el tiempo de
exposicion, se retiro el exceso de indculo
de las larvas por inversién, de la caja
petri sobre una toalla de papel seca.

Cada larva de segundo instar inocu-
lada se coloco en un recipiente plastico
previamente esterilizado, semitranspa-
rente, de 25 ml de capacidad con tapa
que posee una ventana circular en el
centro facilitando el intercambio gaseo-
s0, y el fondo recubierto con papel filtro
al que se le agregd 0.5 ml de una solu-
cién de papa + dextrosa + agua 1: 10000,
favoreciendo el desarrollo del hongo y la
supervivencia de la larva.

La evaluacién de la mortalidad de
las larvas de Ancognatha scarabaeoides, se
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realizd cada 48 horas (dos dias) durante
18 dias después de la inoculacién, uti-
lizando para esto un estereoscopio que
permite observar la mortalidad causa-
da por el hongo; ademas durante cada
observacion se adiciond 0.5 ml de la
solucién papa-dextrosa +agua 1: 10000 a
cada uno de los frascos manteniendo asi
la humedad relativa alta dentro de éste
(T=15° C + 4° C; H.R. = 90%).

Los datos obtenidos de la mortalidad
se sometieron a un andlisis de varianza
y prueba multiple de Duncan y por el
método estadistico Probit se encontraron
las concentraciones letales media (CL,))
y 90 (CL,,) para cada uno de los aisla-
mientos en estudio.

Pruebas de patogenicidad con tres aisla-
mientos de Beauveria bassiana y dos aislamien-
tos de Metarhizium anisopliae sobre larvas de
Ancognatha scarabaeoides en invernadero. Para
la realizacion de las pruebas de patogeni-
cidad bajo condiciones de invernadero, se
utilizaron tres cepas de Beauveria bassiana
y dos cepas de Metarhizium anisopliae. Las
cuales se aislaron de larvas de Ancognatha
scarabaeoides, infectadas en campos ubi-
cados en las regiones de Yacuanquer y
Ospina. Las cepas mencionadas fueron
designadas como Beauveria bassiana (Bb4,
Bb10 y Bb cosmo) y Metarhizium anisopliae
(Mtl y Mt2) respectivamente y correspon-
den a las cepas que mostraron los mejores
resultados en la mortalidad de las larvas
en las pruebas de patogenicidad en el
laboratorio.

Las pruebas de patogenicidad en
invernadero, se llevaron a cabo en mate-
ros con suelo estéril, empleando plantas
de Solanum tuberosum variedad Diacol
Capiro y Triticum variedad Obonuco-
Obando 98 que poseian una altura de
15 cm, 5 parejas de larvas de Ancognatha
scarabaeoides y la aplicaciéon liquida de
los entomopatogenos de Beauveria bassia-
na (Bb4, Bb10, Bb cosmo) y Metarhizium
anisopliae (Mtl y Mt2) para un total de
12 tratamientos, incluyendo los testigos.
Cada tratamiento tenia 4 repeticiones, 5
materas por repeticion, para un total de
20 materos por tratamiento.

La aplicacion del inéculo en estas
pruebas fue en una solucion de 40ml de
Tween 80 al 0.05% a las concentraciones
letales 50 y 90 respectivamente para cada
aislamiento. La suspension del indculo
se obtuvo a partir de la filtracion de los
granos de trigo y arroz donde fue culti-
vado cada uno de los aislamientos.

Una vez aplicados los entomopatoge-
nos, se contabilizd el niimero de indivi-
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duos muertos, durante un periodo de 21
dias. Dichas observaciones se realizaron
alos 7, 14, 21 dias después de aplicados
los tratamientos.

Los datos obtenidos de mortalidad
se analizaron estadisticamente mediante
analisis de varianza y prueba de compa-
racion multiple de Duncan.

Resultados y discusion

Activacién 'y seleccion de cepas de
Beauveria y Metarhizium sobre larvas de
Ancognatha scarabaeoides. Los resultados
de mortalidad de los nueve aislamien-
tos empleados en el estudio, registrado
durante un periodo de 10 dias, se pre-
sentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de las
larvas de Ancognatha scarabaeoides tratadas
con los aislamientos de Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae.

Aislamientos (%) Mortalidad

Bb cosmo * 80
Bb 7 40
Bb 8 40
Bb 5 30
Bb 10* 60
Bb 12 40
Bb 4* 60
Mt 1* 90
Mt 2* 70

*Aislamientos con los mayores porcentajes de mortalidad.

Los aislamientos que presentaron los
mayores porcentajes de mortalidad en
las larvas tratadas fueron: Bb cosmo con
un 80%, Bb4 y Bb10 con un 60%, Mt1 con
un 90% y Mt2 con un 70%. Ademas estos
aislamientos fueron, los que presentaron
mejor esporulacion sobre el cuerpo de las
larvas infectadas. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que existieron diferencias
en el desarrollo y esporulacion de los
aislamientos de Beauveria y Metarhizium.
Las esporas de los aislamientos de
Metarhizium cubrieron uniformemente el
cuerpo de las larvas infectadas; ademas,
fue mas facil remover las esporas de los
aislamientos de Metarhizium del cuerpo
de las larvas infectadas con dicho ais-
lamiento, en comparacién con las lar-
vas infectadas con los aislamientos de
Beauweria, los cuales presentaron esporas
con mayor adherencia al cuerpo de la
larva. Esto podria deberse a la variabili-
dad natural de los aislamientos (Evans,
1986 y Ferron, 1967).

Produccion masiva del indculo. La con-
centracién de esporas por mililitro pre-
sentes en un gramo de arroz donde se
cultivé el hongo, fue para Mtl de 2.0 x
10° esporas/ml y para Mt2 de 1.4 x 10°
esporas/ml.

Las cepas de Beauveria, aprovechan-
do los nutrientes que le proporciono el
trigo, crecieron cubriendo totalmente
el sustrato con hifas y esporas, y pre-
sentaron las siguientes concentracio-
nes de esporas por gramo de trigo: Bb
cosmo de 5.0 x 10° esporas/g, Bb4 de
3.0 x 10" esporas/g y Bb10 de 2.5 x 10°
esporas/g.

Lo anterior podria deberse a que la
capacidad de adherencia de las espo-
ras a los sustratos difirié entre las
cepas (Bustillo, 1984; Evans, 1986).

Pruebas de patogenicidad de los hon-
gos entomopatdégenos en laboratorio sobre
larvas de Ancognatha scarabaeoides. La
toma de datos de la mortalidad se rea-
lizd cada 48 horas (2 dias) durante 18
dias, tiempo en el cual se alcanzo el
100% de mortalidad en las larvas con el
tratamiento correspondiente a la cepa Bb
cosmo, Mtl y Mt2 evaluadas a la concen-
tracién de 1 x 10" esporas/ml. Se observd
que a mayor concentracion aplicada a las
larvas, fue mayor el porcentaje de morta-
lidad obtenido.

Al someter a un analisis de varian-
za, los datos de mortalidad acumulada
obtenidos para cada uno de los trata-
mientos en los ensayos, se encontraron
diferencias significativas entre aisla-
mientos x concentraciones, con respec-
to a la mortalidad de las larvas (Pr >
f 0.0001) (Tabla 2). Es asi, que cuando
se aplico Bb cosmo a una concentra-
cién de 1x10" esporas/ml, se obtuvo el
100% de la mortalidad hacia el dia 18
(Figura 1). En contraste, con los trata-
mientos restantes se obtuvieron por-
centajes de mortalidad por debajo del
50% a excepcion del correspondiente
a la concentracién 1x10° esporas/ml
que produjo una mortalidad del 70%.
Tales porcentajes fueron del 10%, 16%,
33% y 40% respectivamente para las
concentraciones 1 x 10°, 1 x 10°, 1 x 10/,
1 x 10° esporas/ml.

Con Mtl a la concentracién de 1 x
10" esporas/ml, se obtuvo el 100% de la
mortalidad de las larvas tratadas hacia el
dia 18. Sin embargo, con los tratamientos
correspondientes a las concentraciones
de 1x10°,1x 10% 1 x 10’, 1 x 10° esporas/
ml, se alcanzaron en este tiempo porcen-
tajes inferiores al 50% siendo éstos de
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Tabla 2. Andlisis de varianza para el promedio acumulado de mortalidad de larvas
de Ancognatha scarabaeoides en condiciones de laboratorio.

Fuente de variacion GL CM F Pr>F
Aislamiento 5 4581.89*** 610.58 0.0001
Concentracion 5 6397.53*** 852.53 0.0001
Aislamientox Concentracion 25 296.68™** 39.54 0.0001
Error 70 7.50

(A% 7.24

R? 0.99

C.V = Coeficiente de variacion
R’ = Coeficiente de determinacion mltiple
*** =P <001

20%, 23%, 43% y 46% respectivamente.
En el tratamiento restante, se encontro
un porcentaje de mortalidad del 80%
para la concentracion 1 x 10° esporas/ml.

Con Bb4, se obtuvieron los siguien-
tes porcentajes de mortalidad en las
diferentes concentraciones: 1 x 10’
esporas/ml: 16%; 1 x 10° esporas/ml:
20%; 1 x 107 esporas/ml: 30%; 1 x 10°
esporas/ml: 40%; 1 x 10’ esporas/ml:
73% y 1 x 10" esporas/ml: 90% de
mortalidad.

Con Mt2, a la concentracion de 1
x 10" esporas/ml, se obtuvo el 100%
de mortalidad hacia el dia 18; con la
concentraciéon de 1 x 10’ esporas/ml
se presentd el 70% de mortalidad. Sin
embargo, con los tratamientos corres-

pondientes a las concentraciones 1 x
10°, 1 x 10°%, 1 x 10" y 1 x 10° se alcanza-
ron en este tiempo porcentajes inferio-
res a 50%, siendo estos de 16%, 23%,
33% y 36%.

Con Bb10, se obtuvo el 90% de
mortalidad a la concentracién 1 x 10"
esporas/ml; en las demas concentra-
ciones se obtuvieron porcentajes de
mortalidad del 13%, 16%, 30%, 40% y
70% para las concentraciones 1 x 10°, 1
x 10% 1 x 107, 1 x 10° y 1 x 10’ esporas/
ml respectivamente. Fue notorio que
la infeccion y posterior muerte de las
larvas tratadas aumentd en propor-
cién con la cantidad de esporas infec-
tivas del indculo aplicado. Explicacion
que concuerda con los estudios reali-

zados por Storey and Gardner (1988),
Ferron (1978), Rodriguez y Fargues
(1983), que confirmaron lo descrito
anteriormente.

Al aplicar la prueba multiple de
Duncan, se encontré que los aislamien-
tos Mt2, Bb cosmo y Bb4, no presentaron
diferencias significativas en sus porcen-
tajes de mortalidad correspondientes al
dia 18, después de la inoculaciéon de
las larvas (Tabla 3). De igual manera
sucedié cuando se comparo el porcen-
taje de mortalidad correspondiente a los
aislamientos Bb cosmo, Bb4 y Bb10. En
contraste, si presentaron diferencias sig-
nificativas (P=0.05) entre el aislamiento
Mt1 y el testigo con respecto a los demas
aislamientos. El testigo presenté una
media de mortalidad del 1.0%.

Al analizar los resultados obteni-
dos por el método estadistico Probit
con grados de significancia de 0.95,
se encontrd para la cepa Bb cosmo
una concentracién letal 50 (CL,)) de
6.1 x 10" esporas/ml y una concen-
tracién letal 90 (CL,) de 1.1 x 10"
esporas/ml. Para Mtl éstos fueron
2.0 x 10" y 7.3 x 10’ esporas/ml, res-
pectivamente. Bb4 present6 una con-
centracion letal 50 (CL,,) de 8.0 x 10
esporas/ml y una concentracion letal
90 (CL,,) de 3.9 x 10" esporas/ml. Mt2
presentd concentraciones letales de
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Figura 1. Efecto biocontrolador de las diferentes concentraciones de los entomopatdgenos seleccionados sobre larvas de Ancognatha
scarabaeoides, determinado a los 18 dias después de haber sido inoculadas con Bb cosmo, Mt 1, Bb 4, Mt 2 y Bb 10, respectivamente,

en condiciones de laboratorio.
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50 y 90 de 4.9 x 10" y 2.2 x 10" espo-
ras/ml respectivamente. Finalmente,
Bb10 registré una concentracion letal
50 (CL,,) de 8.8 x 10”esporas/ml y una
concentracion letal 90 (CL,,) de 4.3 x
10" esporas/ml.

Los limites de confianza para las
concentraciones letales 50 (CL, ) y para
las concentraciones letales 90 (CL,),
correspondientes a cada aislamiento,
se encuentran en las Tablas 4 y 5.

Pruebas de patogenicidad de los
hongos entomopatogenos sobre larvas
de Ancognatha scarabaeoides en inver-
nadero

La mortalidad de las larvas de
Ancognatha scarabaeoides sometidas a los
18 tratamientos fue evaluada durante
21 dias, periodo en el cual se llevaron
a cabo tres registros después de apli-
cados los tratamientos. La mortalidad
acumulada de cada uno de los registros
fue evaluada estadisticamente por un
analisis de varianza, encontrandose dife-
rencias significativas entre aislamientos
por concentraciones con respecto a la
mortalidad de las larvas (Pr > F 0.0001)
(Tabla 6).

De acuerdo con la prueba de com-
paraciéon mdultiple de Duncan, los pro-
medios de mortalidad acumulada a los
21 dias de aplicados los tratamientos se
presentan en la Tabla 7. Encontrandose
que los aislamientos Mtl y Bb cosmo,
no presentaron diferencias significati-
vas en sus porcentajes de mortalidad
correspondientes al dia 21, después de
la inoculacién de las larvas (Tabla 7). De
igual manera sucedié cuando se compa-
r6 el porcentaje de mortalidad corres-
pondiente a los aislamientos Bb cosmo,
Mt2 y Bb4. Los aislamientos Mt2, Bb4 y
Bb10 tampoco presentaron diferencias
significativas en sus porcentajes de mor-
talidad. Solamente el testigo presentd
una diferencia altamente significativa en
su porcentaje de mortalidad (2.8%) res-
pecto de los demas aislamientos.

El mayor porcentaje de mortali-
dad de larvas lo presenté Mtl. Entre
los factores que pudieron favorecer
la efectividad de este tratamiento se
pueden mencionar: la alta produccién
de metabolitos secundarios por parte
del aislamiento, los cuales pudieron
influir sobre la actividad insecticida,
y a los cuales se les atribuy¢ la fuer-
te coloracion y compactacion de los
granos de arroz donde se cultivo el
aislamiento correspondiente a Mtl.
(Safiudo y Castillo, 1994; Torres y
Lopez, 1997).
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Las larvas que se encontraron muer-
tas en el suelo fueron llevadas a camaras
hiimedas, donde se observd el creci-
miento de los entomopatdgenos.

hongos entomopatdgenos, siete de
ellos correspondientes a Beauveria
bassiana y dos a Metarhizium aniso-
pliae.

e En los medios de multiplicaciéon
masiva a base de trigo y arroz esté-
riles, los hongos entomopatégenos
Beauveria bassiana y Metarhizium ani-

Conclusiones
e Se recolectaron a nivel de campo
nueve aislamientos nativos de

Tabla 3. Prueba multiple de Duncan de los aislamientos estudiados a nivel de laboratorio.

Aislamientos (%) mz(:tlglsidad Diferencias
Mt 1 52.22 A
Mt 2 46.66 B
Bb cosmo 45.00 BC
Bb 4 45.00 BC
Bb 10 43.33 C
Testigo 1.00 D

Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas a nivel de P=0.05.

Tabla 4. Concentracion letal media (CL,,) para los aislamientos Bb cosmo, Mt1, Bb4, Mt2 y

Bb10.
. . CL, Limite inferior Limite superior
Aislamientos (espor:;g/ml) (esporas/ml) (esporas/ml)
Bb cosmo 6.1x10 1.2x10 3.8x10°
Mt 1 2.0x10 3.0x10° 1.3x10°
Bb 4 8.0x10 1.3x10’ 7.3x10°
Mt 2 4.9x10 7.9x10° 3.9x10°
Bb 10 8.8x10 1.4x10 8.2x10°

Tabla 5. Concentracion letal 90 (CL,,) para los aislamientos Bb cosmo, Mt1, Bb4, Mt2 y Bb10.

CL, Limite inferior Limite superior

Aislamientos

(esporagg/ml) (esporas/ml) (esporas/ml)
Bb cosmo 1.1x10" 1.3x10° 1.6x10"
Mt 1 7.3x10° 7.2x10° 2.0x10"
Bb 4 3.9x10" 2.7x10° 3.3x10"
Mt 2 2.2x10" 1.7x10° 1.4x10"
Bb 10 4.3x10" 2.9x10° 4.0x10%

Tabla 6. Andlisis de varianza para el promedio acumulado de mortalidad de larvas
de Ancognatha Scarabaeoides en pruebas de patogenicidad en el invernadero.

Fuente de variacion GL CM F Pr>F
Cultivo 1 32.54 ns 0.95 0.3331
Aislamiento 5 3125.73*** 91.17 0.0001
Concentracion 1 10695.007**  311.95 0.0001
Cultivo x aislamiento 5 18.80 ns 0.55 0.7388
Cultivo x concentracion 1 0.22 ns 0.01 0.9359
Aislamientox concentracion 5 391.20*** 11.41 0.0001
Error 74 34.28
C.V 16.48
R? 0.91

C.V = Coeficiente de variacion.

R’ = Coeficiente de determinacion maltiple.
% =P <001

ns = No significativo.
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Tabla 7. Pruebas de comparacion maltiple de Duncan cepa por concentracion (CL,, y CLy,)
para el promedio acumulado de mortalidad de larvas de Ancognatha scarabaeoides después de
21 dias de aplicados los tratamientos en pruebas de patogenicidad en invernadero.

Concentracion letal media (CL,)

) ) Media de . )
Aislamiento (%) mortalidad Diferencias
Mt 1 36.50 A
Bb cosmo 23.00 B
Mt 2 21.00 B
Bb 4 19.00 B
Bb 10 16.50 B
Testigo 212 C
Concentracion letal 90(CL,,)

. ) Media de . )
Aislamiento (%) mortalidad Diferencias
Mt 1 76.00 A
Bb cosmo 67.50 BA
Mt 2 63.50 CB
Bb 4 59.00 CB
Bb 10 53.50 C
Testigo 2.87 D

Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas a nivel de P=0.05.
soplize presentaron un buen creci- | BIBLIOGRAFIA
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