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Resumen. Se evalué la actividad biocontroladora de cepas nativas de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae, sobre Tecia solanivora (Povolny). Se estandarizaron métodos de desinfecciéon de huevos y lar-
vas de 3° instar, utilizando hipoclorito de sodio [0.5%] y enjuagues con agua destilada estéril. Las larvas de
1° instar y huevos fueron inoculados por inmersiéon en una suspension fangica de 108propagulos/ml, du-
rante 5 y 60 segundos, respectivamente. Se utilizaron ocho tratamientos asignados al azar con cinco repe-
ticiones por tratamiento, conformados por las cepas, un testigo absoluto y tres tratados: 1) Tween 80
[0.1%], 2) Hipoclorito de sodio [0.5%]+ADE y 3) Baculovirus phthorimaea. Para los huevos, se encontraron
diferencias entre los testigos y tratamientos (p= 0.0003), no existiendo diferencias significativas dentro de
estos tltimos (p= 0.0747); para las larvas también se encontraron diferencias en la mortalidad (p= 0.0001),
siendo las cepas BvOO6 y BvOO7 las que produjeron mayor mortalidad (12%). Los huevos fueron mas
susceptibles. Las cepas de M. anisopliae fueron mas efectivas para reducir el nivel de consumo. Los méto-
dos de desinfeccién de huevos y larvas, y el tratamiento con Tween, no afectaron la eclosién de huevos ni la
viabilidad de las larvas y pueden ser usados para ensayos futuros. Los porcentajes bajos de mortalidad
indican una baja actividad biocontroladora de las cepas, por lo que no seran seleccionadas para el progra-
ma de control biolégico de la plaga. Se confirma el bajo potencial de los hongos entomopatégenos para el
control de T. solanivora, por lo que se recomienda probar otras alternativas de control con parasitoides o
virus.

Palabras clave: Control biologico. Hongos entomopatégenos. Beauveria bassiana. Metarhizium anisopliae.
Polilla guatemalteca. Tecia solanivora.

" Summary. The biocontrol activity of native isolates of the enthomogenous fungi Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae on Tecia solanivora was evaluated. A method for disinfecting the eggs and third
instar larvae using sodium hypochloride [0.5%] and various rinses with sterile distilled water was standardized.
First instar larvae and eggs were inoculated by immersion in a conidial suspension of 10® propagules/ml,
during 5 and 60 seconds, respectively. Eight treatments with a random design and five replica per treatment
were used. They were conformed by strains, an absolute control and three treated controls: 1) Tween 80
[0.1%], 2) Sodium hyphocloride [0.5%] + sterile distilled water and 3) Baculovirus phthorimaea. There
were differences among controls and treatments for eggs (p= 0.0003), without significant differences among
treatments (p= 0.0747). We also found mortality differences in larvae (p= 0.0001), the BvO06 and BvO07
strains exhibiting the highest mortality (12%). The eggs were more susceptible to fungal isolates. M. anisopliae
strains were more effective in reducing the level of consumption of the larvae. Desinfection methods for
eggs and larvae and treatment with Tween, did not affect the eclosion of eggs or the larvae viability and
could be used in future studies. The low percentage of mortality showed a low biocontrol activity by strains
and for this reason these strains could not be selected for the control of this pest. We confirmed the low
general potential of entomogenous fungi towards T. solanivora and therefore suggest that other control
alternatives, using other organisms such as parasitoids or viruses be sought.

Key words: Biological control. Entomopathogenous fungi. Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae.
Guatemalan moth. Tecia solanivora.

Introduccién malteca, T. solanivora (Lepidoptera: Gele- se dispone de una serie de tecnologias o

chiidae), que afecta la calidad del tubérculo  practicas de Manejo Integrado de Plagas que

Una de las plagas de insectos mas dafina  ocasionando pérdidas en campo y almace-  incluyen el monitoreo de las poblaciones
de los ultimos 10 anos en el cultivo de la  hamjento hasta del 100% (Arias et al. 1996).  mediante trampas con feromona sexual, la
papa en Colombia es la polilla guate-  para el manejo de la polilla guatemalteca  destruccién de fuentes de infestacion y la
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interrupcion del ciclo de vida por medio de
practicas culturales, biolégicas y quimicas.
Las técnicas quimicas no han mostrado
efectividad, razén por la cual los producto-
res han aumentado la frecuencia de las
aplicaciones, elevando los costos de pro-
duccioén, la contaminaciéon ambiental y al-
terando atin mas el agroecosistema. Incluso
en algunos casos, debido a la no-efectivi-
dad de las medidas de control, se han re-
ducido las areas sembradas.

Dentro de las alternativas MIP de control
biolégico se requiere conocer el potencial
de los hongos entomopatégenos que se
presentan en las zonas donde se encuen-
tran las plagas y que en muchos casos han
sido registrados como activos sobre plagas
importantes del suelo y de los tubérculos,
como es el caso del gusano blanco Premno-
trypes vorax (Coleoptera: Curculionidae).
Igualmente, dentro de la exploracién del uso
de cepas flingicas es til la evaluacion de
material con actividad sobre insectos cer-
canos filogenéticamente al insecto que se
desea controlar.

La adaptacion de biotipos patégenos a una
area climatica en particular y la capacidad
controladora de éstos son cruciales en el
éxito de los entomopatégenos para el con-
trol de insectos. Por lo anterior, se decidié
evaluar el potencial de cepas de B. bassiana
y M. anisopliae nativas del ecosistema
papero y con actividad biolégica sobre
Prenmnotrypes vorax (Hustache) y aisladas
de diferentes hospederos como Cargolia
arana (Lepidoptera: Geometridae) y Antaeo-
tricha spp. (Lepidoptera: Oecophoridae)
para el control de huevos y larvas de 1°
instar de T. solanivora (Lepidoptera: Ge-
lechiidae), debido a que estos estadios es-
tan directamente relacionados con el dano
econémico. Ademas, estudios de patogeni-
cidad de B. bassiana y M. anisopliae sobre
huevos en condiciones de laboratorio han
mostrado porcentajes de mortalidad del 94-
100% a los 3.3 dias con una concentracién
de 1x10® conidios/ml sobre Spodoptera
frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Zuniga y Redolfi 1981; Fernandez y Colme-
nares 1997).

Materiales y Métodos

En el C.I. Tibaitata se evaluaron cuatro ce-
pas de B. bassiana y cuatro de M. anisopliae,
provenientes del Banco de Germoplasma
de Microorganismos del Laboratorio de
Control Biolégico de Corpoica y del Labo-
ratorio de Entomologia de Cenicafé. La se-
lecciéon se hizo de acuerdo con la mayor
virulencia que presentaron sobre el gusa-
no blanco de la papa F vorax (Bv025, BvO03,
Bv006, BvO0O7, MtOO1, MtOO4, MtO15) y con
base en la accion patogénica sobre insec-
tos del orden Lepidoptera (BvO44 y Mt019).

Cada uma de las cepas se activd sobre 15
larvas de 3° instar de T. solanivora, previa-
mente desinfectadas por inmersién en una
solucion de hipoclorito de sodio [0.5%] du-
rante 5 segundos con dos enjuagues con
agua destilada estéril (ADE) por 30 segun-
dos cada uno; asi mismo, los tubérculos se

desinfectaron por inmersién en una solu-
cién de hipoclorito de sodio [0.05%] durante
1 minuto con tres enjuagues con ADE de 5
minutos cada uno. Posteriormente, se rea-
lizé la inmersion de las larvas por 30 se-
gundos y de los tubérculos por 5 minutos
en una suspension fungosa a una concen-
tracion de 108 propagulos/ml, la cual fue
obtenida mediante conteo en camara de
Neubauer. Se realizaron montajes confor-
mados por un tubérculo y cinco larvas de
3° instar en un recipiente de poliuretano
estéril. A los 15 dias del montaje, las larvas
que presentaron mortalidad se llevaron a
camara humeda a 27°C durante 15 dias. Una
vez obtenido el hongo esporulado sobre el
cuerpo de las larvas, se aislé en Papa Dex-
trosa Agar (PDA) y se incubd a 27°C durante
15 dias. Luego, se hizo un segundo pase
para tener el inéculo suficiente para las
pruebas de patogenicidad.

Para la prueba de patogenicidad de huevos
de T. solanivora se utilizé un diseno com-
pletamente al azar con cinco repeticiones
por tratamiento, conformados por las dife-
rentes cepas en estudio; ademas, se utili-
zaron los testigos tratados Tween 80 [0.1%],
hipoclorito de sodio [0.5%] + ADE y testigo
absoluto. La unidad experimental estuvo
constituida por 20 posturas de tres dias de
incubacién desinfectadas por inmersién en
una solucién de hipoclorito de sodio [0.5%)]
por un minuto, con dos enjuagues con ADE
por 30 segundos cada uno. Posteriormen-
te, se hizo la inmersién de las posturas en
15 ml de una suspension flingica a una con-
centracion de 1x10® propagulos/ml, por 1
minuto, y luego se colocaron en una caja
de Petri estéril. Diariamente a las posturas
se les adicion6 250 ul de ADE y cuando com-
pletaron 11 dias de incubacién, se hizo la
lectura del niimero de huevos infértiles, fér-
tiles eclosionados y no eclosionados; los
huevos y las larvas se llevaron a camara
himeda a 27°C durante 8 dias para deter-
minar la causa de la mortalidad. Para el
analisis de los resultados se tomé como
variable respuesta el nimero de huevos
fértiles no eclosionados y los datos se trans-
formaron con la raiz cuadrada. La compa-
racion se realizé mediante un analisis de
covarianza y una comparacion por contras-
tes ortogonales con el 5% de significancia.

La prueba de patogenicidad sobre larvas de
1° instar de T. solanivora se realizé con un
disenno completamente al azar con 10 re-
peticiones por tratamiento (cinco para la
evaluacién de la patogenicidad y cinco para
la estimacion del nivel de consumo), con-
formados por las diferentes cepas en estu-
dio. Ademas, se utilizaron los testigos
tratados con Baculovirus phthorimaea, con
Tween 80 [0.1%] y un testigo absoluto. Pos-
teriormente, se hizo la inmersién de las lar-
vas en 15 ml deuna suspension fliingica con
una concentracién de 1x108 propagulos/ml
durante 5 segundos y la de los tubérculos
durante 5 minutos. La unidad experimental
estuvo constituida por 10 larvas de 1° instar,
colocadas en la parte superior de un
tubérculo depositado en un recipiente de
poliuretano estéril. A los 30 dias del mon-

taje de la prueba, se cont6 el nimero de
larvas que puparon y el nimero de larvas
muertas encontradas fuera del tubérculo.
Estas ultimas se colocaron en camara hu-
meda a 27°C durante 8 dias, para determi-
nar la causa de la mortalidad.

Para la estimacion del nivel de consumo,
cada tubérculo se dividié en ocho partes
iguales, para cada una de las cuales se asig-
né un porcentaje de dano, de acuerdo con
una apreciaciéon visual. Se calculd el volu-
men del tubérculo danado, con el promedio
de las ocho partes y se promediaron los da-
tos para cada una de las cinco repeticiones
por tratamiento. Los porcentajes de morta-
lidad de larvas y los promedios de nivel de
dano se compararon mediante un analisis
de varianza, de contrastes ortogonales y una
prueba de rango muiltiple de Duncan, todas
con el 5% de significancia.

Resultados y Discusion

El efecto de las cepas de B. bassiana y M.
anisopliae sobre huevos de la polilla
guatemalteca registrado como el nivel de
eclosion de huevos fue bajo (Tabla 1). El
porcentaje de huevos infértiles se mantuvo
dentro de los rangos de fertilidad segun
Herrera (1997); sin embargo, el nimero de
huevos infértiles se concentré hacia el tes-
tigo tratado Tween 80 [0.1%]. A pesar de
que las posturas utilizadas en cada trata-
miento provenian de una mezcla al azar, es
posible que en el testigo con Tween hayan
quedado las posturas provenientes de hem-
bras infértiles. Garcia (1980) claramente
identifica una accién ovicida como un hue-
VO que no eclosiona ya que ocurre el desa-
rrollo de la larva pero no su salida, por su
muerte poco antes de la eclosion. De acuer-
do con lo anterior, se descarta la accion
ovicida del Tween debido a que en los hue-
vos infértiles no se observé el embrién y
ademads, no se apreciaron chupados o
semichupados como ocurre por accién de
ovicidas.

Los huevos fértiles no eclosionados se to-
maron como la variable respuesta de la ac-
cién de los tratamientos biolégicos. El
analisis para el numero de huevos fértiles
no eclosionados no mostré diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos con
controladores biolégicos (p= 0.0747) y tam-
poco entre testigos (p= 0.1893). Las dife-
rencias son significativas unicamente
cuando se compara el grupo de testigos con
el de controladores biolégicos (p= 0.0003).
En la figura 1 se muestra la mortalidad co-
rregida del niimero de huevos fértiles no
eclosionados. Las diferencias registradas no
son importantes desde el punto de vista de
potencialidad para control biolégico, pues
en procesos de seleccion de cepas en labo-
ratorio se espera que los porcentajes de
mortalidad sean mayores al 75%. En este
trabajo, con los tratamientos biologicos se
encontré un porcentaje maximo de control
de 15.72% y minimo de 7.84% para las ce-
pas MtOO1 y BvOO6, respectivamente.

La mortalidad de larvas de 1° instar que no
entraron al tubérculo y que se trataron con
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Tabla 1. Eclosién de huevos de Tecia solanivora bajo el efecto de cepas de Beauveria bassiana

y Metahrizium anisopliae

% Fértiles % Fértiles
Tratamiento % Infértiles *
Sclosisn® no eclosionados *
Testigo Absoluto 10 90 0
Tween 80 [0.1%] 23 77 0]
Hipcl.Na [ 0.5%)] 8 80 2
Bv025 5 83 12
Bv003 2 86 12
Bv006 3 90 7
BvOO7 S 83 12
MtOO1 2 82 16
MtOO4 ‘5] 77 18
MtO15 4 88 8
MtO19 1 80 10

* Porcentajes de eclosién de huevos a los 11 dias de incubacién
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Figura 1. Mortalidad de huevos fértiles de Tecia solanivora bajo el efecto de cepas de
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, en comparacion con los controles tratados y

negativo.

diferentes cepas de B. bassiana y M.
anisopliae se muestra en la figura 2, en la
cual se aprecia una baja accién de las ce-
pas sobre las larvas de T. solanivora, en-
contrandose porcentajes de mortalidad
inferiores a los cuantificados en la activa-
cién de las cepas. Bosa (comunicacién
personal, 1999), al activar los hongos Pae-
cilomyces fumorosus-roseus, Trichoderma
koningii y Penicillium spp. sobre larvas de
3° instar de T. solanivora, obtuvo porcenta-
jes de mortalidad de 36%, 7.9%y 5.2%, res-
pectivamente. Estos niveles bajaron a 5.8%,

5.8% y 0%, al evaluar las cepas en larvas
de 1° instar, a pesar de que las cepas ya
estaban activadas. Las diferencias en la sus-
ceptibilidad a la infeccién entre ambos
estadios puede relacionarse con diferencias
nutricionales reflejadas en la composicion
de la epicuticula o con un mayor nimero
de setas que aparecen en las larvas de 3°
instar y que estan directamente relaciona-
das con la adhesion del conidio a la cuticu-
la (Boucias et al. 1988). También pueden
estar asociadas a la existencia de un mayor
contacto entre los conidios del hongo en

suspension y la superficie de una larva de
mayor tamano, como la de 3° instar com-
parada con la de 1° instar.

Se ha observado que la reactivacion mejo-
ra la respuesta enzimatica. Valdés y Vélez
(1998), al comparar la actividad enzimatica
de aislamientos de B. bassiana no activa-
dos y reactivados a través de la broca del
café, encontraron diferencias significativas
en el tiempo medio de reacciéon enzimatica,
y ademas, comprobaron que enzimas que
no se presentaban antes de la reactivacion,
se comenzaban a expresar después de ésta.
Sin embargo, no siempre la activacién pue-
de promover una mejor respuesta enzi-
matica, ya que ésta depende principalmente
de la especificidad entre el patégeno y su
hospedero y de la virulencia de la cepa.

El analisis de varianza para el namero de
larvas muertas fuera del tubérculo mostro
que existen diferencias en la mortalidad
para las cepas de B. bassiana y M.
anisopliae (p= 0.0001); ademas, se encon-
traron diferencias significativas entre las
cepas de B. bassiana (p= 0.0026). De acuer-
do con !a prueba de rango miltiple de
Duncan, se determind que existian diferen-
cias entre la mortalidad causada por la cepa
Bv025, y las cepas BvOO6 y BvOO7, no en-
contrandose diferencias significativas entre
las dos ultimas.

La patogenicidad baja hacia huevos y lar-
vas de 1° instar de T. solanivora puede ex-
plicarse en términos de especificidad de
cepas; la literatura indica que los hongos
entomopatdgenos pertenecientes a la cla-
se Hyphomycetes atacan un amplio rango
de hospederos. Sin embargo, los aislamien-
tos de B. bassiana aisladas de especies par-
ticulares de insectos, probados sobre un
rango de especies en laboratorio, tienen un
estrecho rango de hospederos, pudiendo
ser relativamente especificos (McCoy et al.
1988). Los hongos entomopatégenos tie-
nen la capacidad de especializarse en su
accién patogénica en los insectos a los cua-
les se les aplica el control (Valdés y Vélez
1998), planteandose la existencia de cierta
especificidad entre el hospedero y el hon-
go. Para Evans (1992), el mayor grado de
infeccion de los hongos entomopatoégenos
se debe a que éstos han sufrido un proce-
so de selecciéon natural y coevoluciéon con
su hospedero.

En este trabajo las cepas provenientes de
especies del orden Lepidoptera, no ocasio-
naron mortalidad sobre larvas de T.
solanivora. Hasta el momento no ha sido
posible establecer una relacion clara entre
la virulencia de la cepa y el tipo de hospe-
dero, aunque en algunos casos, la cercania
filogenética origina una mayor virulencia.
Maurer et al. (1997), encontraron que ce-
pas de B. bassiana aisladas de Ostrinia
nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae) presenta-
ron alta mortalidad (65-100%) sobre indi-
viduos del mismo hospedero y niveles de
solo el 30% para aislamientos de otros
Pyralidae, con excepcién de un aislamiento
proveniente de Sitona spp. (Coleoptera), el
cual present6 una alta mortalidad atribuida
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Figura 2. Mortalidad de larvas de 1° instar de Tecia solanivora fuera de tubérculo bajo el
efecto de cepas de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, en comparaciéon con los

controles tratados y negativo.

a la estrecha relacion genética de esta cepa
con los aislamientos altamente virulentos.
Castro (1997) encontré que cepas de B.
brogniartii, aisladas de Premnotrypes
latitorax, a pesar de pertenecer al mismo
género del gusano blanco, fueron menos
patogénicas en larvas de 1° instar de F vorax
que las cepas provenientes de homopteros.
Varela y Morales (1996) senalan que aisla-
mientos de B. bassiana de Coleoptera,
mostraron menor virulencia contra
Hypothenemus hampei que los aislados de
materia organica en descomposicién, lo que
sugiere que el origen del hospedero pro-
bablemente no es un buen indicador de la
virulencia de un aislamiento.

La especificidad de cepas de hongos ento-
mopatégenos también se ha asociado con
la composicién quimica de la cuticula de los
insectos. En Lepidoptera se han identifica-
do compuestos como el aldehido (E)-2-
decenal, que a pesar de servir como puente
entre la cuticula y el conidio del hongo, no
es un elicitor de la germinacién. En muchos
casos la actividad fungistatica se ha asocia-
do con la presencia de lipidos téxicos y com-
puestos fendlicos (Sosa et al. 1997).

Respecto al nivel de consumo de las larvas,
se encontraron diferencias en las tratadas
con cepas de B. bassiana en comparacion
con las tratadas con M. anisopliae (p=
0.0008). No existen diferencias significativas
entre los testigos tratados (p= 0.76); las di-
ferencias fueron significativas cuando se
compar6 el grupo de testigos con los trata-
mientos de hongos controladores (p=
0.008). Finalmente, las cepas de M.
anisopliae son mas efectivas para atacar al
insecto que las de B. bassiana (p< 0.05), por
lo cual se reduce el nivel de consumo del
tubérculo, lo que contrasta con los resulta-
dos de la prueba de patogenicidad de larvas
de 1° instar. Esto sugiere que no existe una
relacion directa entre el niumero de larvas
que atacan el tubérculo y el nivel de consu-
mo que ocasionan en el mismo, cuando exis-
te la accion del entomopatdgeno. Aunque las

cepas de B. bassiana ejercieron una accién
inmediata sobre un mayor niimero de lar-
vas de 1° instar, las larvas que sobrevivieron
causaron un mayor dano que las larvas tra-
tadas con M. anisopliae; posiblemente en
éstas se manifestd en una menor actividad
larval debido a que la larva posiblemente
utiliza gran parte de su energia en respues-
tas de defensa contra el hongo.

Conclusiones

* Existe una baja actividad biocontroladora
de las cepas de B. bassiana y M. anisopliae
evaluadas sobre la polilla guatemalteca.

* Las técnicas de desinfeccion y el trata-
miento con Tween no afectan la eclosion de
huevos fértiles y la viabilidad de larvas de
1°y 3° instar de T. solanivora. Estas técni-
cas pueden ser empleadas para ensayos y
estudios futuros con esta especie plaga.

* Los huevos presentan mayor susceptibili-
dad a las cepas de B. bassiana y M. ani-
sopliae, que los otros estadios de T.
solanipora evaluados.

* Las larvas de 1° instar de T. solanivora
son mas susceptibles a cepas de B. bassiana
que a cepas de M. anisopliae, siendo las
cepas BvOO6 y BvOO7 las que ocasionan
mayor mortalidad.

* Las cepas de M. anisopliae son mas efec-
tivas para reducir la actividad larval de T.
solanivora que las de B. bassiana; sin em-
bargo, estas dos especies presentan me-
nor actividad patogénica que Baculovirus
phthorimaea, altamente efectivo sobre lar-
vas de 1° instar de T. solanivora.
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