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RESUMEN

El gusano blanco (Premnotrypes vorax Hustache.) es una plaga clave en el cultivo de papa en Colombia,
debido a las pérdidas en calidad del tubérculo las cuales pueden llegar hasta el 100% dependiendo del
nivel de poblacion y manejo del cultivo. La investigacion tuvo como finalidad evaluar in vitro aislamientos
autoctonos de Beauveria sp. sobre P. vorax . Los aislamientos fueron obtenidos de larvas y adultos infectados
de Premnotrypes vorax, Tecia solanivora, Phthorimaea operculella, Aepytus sp., Hypotenemus hampei
y Rynchophorus palmarum, colectados en campo vy aislados con técnicas In vitro. De ocho aislamientos
obtenidos de Beauveria sp, se seleccionaron cinco (BvO1, Bv02, Bv05, Bv07 y Bv08) por presentar un
porcentaje de mortalidad superior al 60% sobre larvas de P. vorax. La evaluacién de eficacia se realizé en
diez larvas de P. vorax . Las larvas se desinfectaron y sumergieron en una suspensién de 1x107 esporas.mL”,
se realizaron observaciones por 16 dias, cada 48 horas evaluando porcentaje de mortalidad. Se empled un
disefio completamente al azar, con seis tratamientos y cuatro repeticiones. Los resultados mostraron que 16
dias después de la inoculacion, se present6 el 100% de mortalidad de las larvas para los cinco aislamientos,
siendo el aislamiento Bv07 el que presenté la mayor actividad patogénica sobre P. vorax In vitro.

Palabras clave: hongos, larvas, entomopatégeno, mortalidad, cultivo de papa.

ABSTRACT

Andean potato weevil Premnotrypes vorax Hustache is a very important potato pest in Colombia, sometimes
causing until 100% of damage. The objective of this research was to evaluate native isolates of Beauveria
spp. against P. vorax In vitro. Entomopathogenetic isolates were obtained from infected larvae and adults of
P. vorax, Tecia solanivora, Phthorimaea operculella, Aepytus sp., Hypotenemus hampei and Rynchophorus
palmarum. Five of eigth isolates (BvO1, Bv02, BvO5, BvO7 y Bv08), with mortality higher than 60% and
greather conidia production, were selected in vitro.. The efficacy of each isolate was evaluated on 10 P. vorax
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larvae. Larvae were disinfected, and submerged in a suspension of 1x107espores.mL™". Mortality was assessed
each 48 hour during 16 days. A completely randomized design, with six treatments and four replicates was
used. All isolates reached an accumulative mortality of 100%, sixteen days after inoculation.. However, the
isolate BvO7 showed the highest entomopatogenic activity against P. vorax In vitro.

Key words: Fungus, larvae, entomopatogenic, mortality, potato crop.

INTRODUCCION

En Colombia la papa se cultiva en las zonas altas
de las tres cordilleras, siendo Cundinamarca,
Boyacd y Narino los mayores productores, con
el 80% del area sembrada y de la produccion
nacional (Alarcén et al. 2011). Esta actividad
integra especialmente a pequenos productores
quienes derivan de ésta su principal fuente de
ingresos, su bienestar y calidad de vida. Dentro
de los insectos plaga que afectan este cultivo,
se destaca el gusano blanco de la papa (GBP),
Premnotrypes vorax Hustache (Coleoptera:
Curculionidae) debido a su amplia distribucion
en las zonas productoras. El dafo en el cultivo
estd relacionado con la pérdida de calidad
del tubérculo y el aumento de los costos de
produccién por el uso de insecticidas de sintesis
quimica que pueden llegar hasta al 100%
dependiendo del nivel de infestacion y manejo
del cultivo (Cotes et al. 2003). La especie se
encuentra distribuida en Colombia, Ecuador,
Venezuela y Pert (Alcézar y Cisneros 1999).
En su estado adulto se alimenta principalmente
de las hojas, pero el dafio de importancia
econdmica es ocasionado por las larvas, que al
alimentarse de los tubérculos hacen galerias
afectando la calidad del producto (Nifo et al.
2004). Con el fin de disminuir los danos
causados por P. vorax, se ha orientado la
la  dindmica
de
entomopatdgenos, barreras vegetales, practicas

investigacion al estudio de

poblacional, al  empleo hongos

culturales y validacién del Manejo Integrado
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de Plagas (MIP) (Cotes et al. 2003; Torres et
al. 2004; Bastidas 2005; Zapata et al. 2006;
Espitia 2010; Alarcon etal. 2011). Sin embargo,
la medida de control mas utilizada por los
agricultores es el uso de insecticidas quimicos
como carbamatos, organofosforados 'y
piretroides, que representan un alto porcentaje
dentro de los costos directos e incrementan los
costos totales de produccion del cultivo (Torres
et al. 2004).

En la mayoria de los casos son aplicados sin
tener en cuenta un monitoreo para generar
umbrales de afectacién econémica, y solo se
tiene el criterio de proteger la cosecha contra
el eventual ataque del insecto, originando
de

resistencia de la plaga, aumento de plagas

problemas contaminacion ambiental,
secundarias y efectos nocivos para la salud
de agricultores y consumidores del tubérculo
(Yanggen et al. 2003).

Frente a este panorama se genera la necesidad
de buscar alternativas de control de la plaga, de
bajo impacto ambiental y que tengan una alta
eficacia en su control. Una de éstas es el uso
de microorganismos entomopatégenos. Entre
los géneros mds conocidos estan Paecilomyces,
Hirsutela, Beauveria y Metarhizium (France et
al. 1999).

Beauveria sp. y Metarhizium sp. han mostrado
eficacia insecticida in vitro y en campo sobre
P. vorax (Cotes et al. 2003; Mena et al. 2003;
Torres et al. 2004; Garcia et al. 2006, Espitia
2010; Guapi 2012), asi como también se
han encontrado evidencias del control que
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ejercen estos hongos sobre otro tipo de plagas
tropicales (Giraldo 2001; Pariona et al. 2007;
Gobngora 2008).

En la presente investigacion se recurrié a
aislamientos autéctonos de Beauveria spp.
procedentes de diferentes zonas del pais.
teniendo como base los procesos de seleccion
natural y coevolucion del hongo con el insecto,
factores que pueden generar en las cepas una
mayor especificidad en la infeccion del insecto
(France et al. 1999).

Con base en las anteriores consideraciones se
evalu6 en condiciones In vitro la capacidad
patogénica de aislamientos autéctonos de
Beauveria sp. sobre el control de P. vorax.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El presente trabajo se desarrollé en
el Laboratorio de control biol6gico del Grupo
de Manejo Biolégico de Cultivos (GMBC)
del Programa de Ingenieria Agronémica de
la Universidad Pedagégica y Tecnoldgica de
Colombia sede Tunja, ubicado a una altura de
2680 msnm y temperatura promedio de 13°C.

Obtenciéon de aislamientos de Beauveria
spp-
de Beauveria sp. obtenidos de larvas vy
del

(Premmotrypes

Se evaluaron aislamientos autéctonos

adultos
(GBP)
Curculionidae), polilla guatemalteca (Tecia
Gelechiidae),
polilla de la papa (Phthorimaea operculella)

Gusano Blanco de la Papa
vorax) (Coleoptera:

solanivora) (Lepidoptera:
(Lepiddptera: Gelechiidae), barrenador del
tallo del curubo (Aepytus sp.) (Lepidoptera:
Hepialidae), broca del café (Hypotenemus
hampei) (Coleoptera: Scolytinae), y picudode la
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palma (Rynchophorus palmarum) (Coleoptera:
de
en campo por hongos entomopatogenos y
procedentes de diferentes sistemas agricolas

Curculionidae), con signos infeccion

de los municipios de Ventaquemada, Soata,
Siachoque, Umbita, Coper (Boyacd) y San Gil
(Santander).

El material colectado se ubicé en camaras
himedas, a una temperatura aproximada de
13°C, durante ocho dias, al cabo de los cuales
se observo el crecimiento micelial en adultos
y larvas de los diferentes insectos-plaga
colectados en los sistemas agricolas (Gonzalez
et al. 1993). Posterior a la esporulacién se hizo
siembra directa del micelio desarrollado sobre
el cuerpo del estado insectil infectado en cajas
Petri las cuales contenian medio de cultivo Agar
Papa Dextrosa (PDA® ASIMEL). El medio se
acidul6 al 1% con 4cido lactico suplementado
con antibidtico (i.a. cloranfenicol) para evitar
la contaminacién bacteriana, las cajas se
incubaron a 23°C (Lucero et al. 2004) durante
diez dias (Garcia et al. 2006). Del borde
del crecimiento de la colonia se realizaron
repiques en PDA hasta lograr colonias puras
de los aislamientos. Para su reconocimiento
en las pruebas, a cada uno de los aislamientos
se asignd un codigo compuesto de dos letras
seguido de un nGmero.

Coleccion de larvas de P. vorax para pruebas
in vitro. Previo a las pruebas de preseleccién
y evaluacién in vitro se hizo colecta directa
en campo de larvas de GBP en la finca Santa
Helena seleccionada por la presencia de la
plaga y por la existencia de monocultivo de
papa, ubicada en la vereda Chaine, municipio
de Soracd (Boyacd), colectando larvas de P.
vorax con peso promedio de 0,030g, las cuales
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fueron dejadas por 30 dias en suelo estéril
recolectado de la misma finca para probar que
estaban libres de patégenos y alimentadas con
trozos de papa hasta el inicio del ensayo.

Identificacion de aislamientos. Los aislamientos
del hongo se sembraron en cajas Petri con
medio PDA. Se incubaron a 23 °C por 15 dias,
durante los cuales se observé el color de las
colonias utilizando la tabla Munsell, aspecto,
superficie y crecimiento para su identificacion

(Barnett y Hunter 1998); fueron caracterizados
hasta género de acuerdo a caracteristicas
morfolégicas descritas por Rehner et al. (2011)
(Tabla 1y 2).

Preseleccion de aislamientos autdctonos de
Beauveria spp. Por la mortalidad sobre larvas
de P. vorax, la preseleccion se hizo mediante
evaluacion de ocho aislamientos autéctonos de
Beauveria sp. Se us6 un diseno completamente
aleatorio, se evaluaron nueve tratamientos y

Tabla 1. Caracterizacién macroscépica de aislamientos autctonos de Beauviera spp.

Aislamiento Crecimiento Crecimiento completo Aspecto Superficie
autoctono colonia en PDA (dias) colonia Color colonia
BvO1 circular con bordes 13 polvoriento amarillo crema plano
definidos
Bv02 circular con bordes 12 polvoriento amarillo crema plano
definidos
Bv03 circular 14 algodonoso amarillo claro  semielevada
Bv04 circular 15 algodonoso blanco semielevada
Bv05 circular 13 algodonoso blanco elevada
Bv06 circular 15 algodonoso blanco semielevada
BvO7 circular 12 algodonoso amarillo crema  semielevada
Bv08 circular 15 algodonoso blanco semielevada
Tabla 2. Identificacién y caracterizacién microscépica de aislamientos autéctonos Beauveria spp.

Aislamiento ¢ i sforos Conidias Fialides Raquis Tamafio

autéctono q conidia
BvO1 irregulares globosas globosas largo pequena
Bv02 irregulares globosas globosas largo pequena
Bv03 Sencillos elipsoides subglobosas largo grande
Bv04 Sencillos elipsoides subglobosas largo grande
BvO5 Sencillos elipsoides subglobosas largo grande
Bv06 Sencillos elipsoides subglobosas largo grande
Bv07 Sencillos elipsoides subglobosas largo grande
Bv08 Sencillos elipsoides subglobosas largo grande
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cuatro repeticiones; los tratamientos estuvieron
formados por ocho aislamientos autéctonos
de Beauveria sp. (BvO1, Bv02, Bv03, Bv04,
Bv05, Bv06, Bv07, Bv08) y un testigo negativo
compuesto por larvas de GBP tratadas con
agua destilada estéril (A.D.E) (Vélez et al.
1997) (Tabla 3). La poblacién de P. vorax fue
constituida por 10 larvas por cada repeticion
(Mena et al. 2003) para un total de 360 larvas
evaluadas. Para realizar el experimento 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 exceso del producto desinfectante
(Mena et al. 2003).

Obtencion de la concentracion de conidias.
Se prepar6 una suspension de cada uno de los
aislamientos aut6ctonos en A.D.E en un patrén
de 9 mL, utilizando 1g de PDA colonizado
por el entomopatégeno y una alicuota de 10
pL de Tween 80® al 0.1% (ASIMEL), para la

dispersion de las conidias (Vélez et al. 1997).
De esta suspension se hicieron diluciones
seriadas hasta 1x10?, tomando de ésta una
alicuota de 10pL para hacer los conteos en
camara neubauer con ayuda de un microscopio
Nikon®.
de esporas se contaron cinco cuadros del

Para estimar la concentracion
cuadrante central de la cdmara (Vélez et
al. 1997). La densidad de la suspension de
cada uno de los aislamientos fue ajustada a
1x107conidias.mL" (Mena et al. 2003).

Inoculaciéon. La inoculacién con los
aislamientos autéctonos de Beauveria sp.,
consisti6 en poner en inmersion 40 larvas
de P. vorax por cada aislamiento en una caja
Petri (en la cual previamente se colocd una
suspension de 1x107conidias.mL"), agitando
suavemente por dos minutos (Vélezetal. 1997).
Al cumplir el tiempo de exposicién cada insecto
se retir6 de forma individual con un pincel

(Posada y Vega 2005) e incubd por separado

Tabla 3. Mortalidad causada por aislamientos autéctonos de Beauviera spp. sobre larvas de P. vorax en pruebas

de preseleccion In vitro.

Mortalidad en dias (%)

Tratamientos 6 8 10
*T1. BvO1 63,2+06c 61,7£09c 63,0£12b
*T2. Bv02 61,2+05c 61,0+£0,7¢c 62,0+£0,8b
T3.Bv03  52,0+0,4d 51,5+06d 53,0+1,2c
T4.Bv04 482 +06e 462+05e 48,0 +0,8dc
*T5. BvO5 72,0£08b 71,7+0,8b 71,0+173a
T6. BvO6 47,0+£08e 470+09e 470+0,8d
*T7. Bv07 76,0£08a 760+08a 750+12a
*T8. Bv08 61,2+06c 600+£08c 592=+14b

Testigo 0 0 0

Mortalidad
12 14 Acumulada (%)
640+1,6c 63,0=x1,6b 63,0+04c
63,0x12c 62,0£12b 61,8 £0,4 dc
52,5+1,3d 505+1,0c 51,9+05e
49,7+0,5d 480+0,8c 48,0+0,2 f
71,0+0,8b 72,0+0,8a 71,5+0,7b
50,0+0,8d 49,0+0,6c¢c 48,0+0,2f
77,0+x08a 760x0,8a 76,0 +0,5 a
60,0+x12c 600=12b 60,1 +0,5d
0 0 0

*: Aislamientos preseleccionados para pruebas de evaluacion In vitro. Promedios seguidos por letras distintasindican diferencias

significativas segtin la prueba de Tukey (P<0.05). Valores a la derecha de la media indican el error estandar. n=4.
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en un vaso plastico semitransparente de 25mL
de capacidad previamente esterilizado, y tapa
con orificios y el fondo recubierto por 1 cm de
suelo estéril + A.D.E a razén de 0,3 mlL/vaso.
Luego estos fueron dejados a temperatura
ambiente, protegidos de la exposicién solar
directa (Garcia et al. 2006).

Como variables de respuesta se determiné la
produccion de conidiasy lamortalidad delarvas
de P vorax cada 48 horas (Mena et al. 2003),
durante 14 dias después de la inoculacion,
utilizando para esto un estereoscopio que
permitié discriminar la mortalidad total y la
mortalidad causada por el hongo; ademas,
durante las observaciones se adicionaron 0,2
mL de A.D.E a cada uno de los vasos. Por el
tiempo del ensayo no se proporcioné alimento
para evitar contaminacién por hongos (Posada
y Vega 2005). De acuerdo con Posada (1998),
los insectos pueden sobrevivir por largos
periodos de tiempo sin alimento. Terminadas
las observaciones se preseleccionaron los
mejores aislamientos respecto a la mortalidad
de las larvas (Mena et al. 2003) (Tabla 3).

Produccion de conidias. De cada una de las
cajas Petri de 15 dias de desarrollo obtenidas
para la identificacion de aislamientos, se
extrajo cuatro discos de 0,5 cm de didmetro
y se mezclaron en 10 mL de Tween 80 al
0,01% estéril. Se contabiliz6 en camara de
Neubauer el nimero de conidias (Vélez et al.
1997; Marin y Bustillo 2002) y se prepararon
diluciones seriadas hasta 107. Para estimar la
concentracion de esporas se contaron cinco
cuadros del cuadrante central de la camara
(Vélez et al. 1997). El ensayo se organiz6
bajo un disefo experimental completamente
aleatorio con cuatro repeticiones por cada

uno de los ocho aislamientos autdctonos.
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La variable de respuesta fue el nimero de
conidias.mL™".

Evaluacién de aislamientos preseleccionados
de Beauveria spp. por la mortalidad sobre
larvas de P. vorax. Las pruebas de patogenicidad
en laboratorio se llevaron a cabo utilizando
los aislamientos autéctonos de Beauveria
spp. BvO1, Bv02, Bv05, BvO7 y Bv08 (Tabla
4), los cuales fueron seleccionados de los
ocho aislamientos incluidos en las pruebas de
preseleccion sobre larvas de P. vorax (Tabla
3). Cada aislamiento fue cultivado durante
10 dias (Garcia et al. 2006) en 5 cajas Petri
con medio PDA acidulado al 1% con éacido
lactico suplementado con antibiético (i.a.
cloranfenicol) e incubado a 23°C (Lucero et
al. 2004). Se us6 un disefio completamente
aleatorio, se evaluaron seis tratamientos
y cuatro repeticiones; la poblacién de P
vorax fue constituida por 10 larvas por cada
repeticion (Mena et al. 2003), para un total
de 240 larvas evaluadas. El testigo estuvo
compuesto por larvas de GBP tratadas con
A.D.E (Vélez et al. 1997). La desinfeccion de
los insectos se hizo siguiendo la metodologia

expuesta anteriormente.

Obtencion de la concentracién de conidias.
Se obtuvo siguiendo la metodologia de Vélez
et al. (1997), explicada en las pruebas de
preseleccion. La densidad de la suspension
empleada para cada uno de los aislamientos
fue de 1x107conidias.mL' (Mena et al. 2003).
Inoculacién. La inoculacién con los cinco
aislamientos autéctonos de Beauveria spp.,
consistié en poner en inmersién 40 larvas de P,
vorax por cada aislamiento en una caja Petri (en
la cual previamente se coloc6 una suspension
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de 1x107conidias.mL"), agitando suavemente
por dos minutos (Vélez et al. 1997). Al cumplir
el tiempo de exposicion cada insecto se retir6
de forma individual con un pincel (Posada y
Vega 2005) e incubd en grupos de a 10 larvas
en una caja pldstica transparente previamente
esterilizada, con orificios por todos sus lados
de 0,1cm de didmetro y medidas de 8 cm de
ancho x 10 cm de largo y 3 cm de alto, provista
de una capa de suelo estéril de 4 cm + A.D.E a
razén de 2 mlL/vaso. Las cajas fueron dejadas
a temperatura ambiente, protegidas de la
exposicion solar directa (Garcia et al. 2006).

Como variables de respuesta se determiné la
produccion de conidiasy lamortalidad delarvas
de P vorax cada 48 horas (Mena et al. 2003),
durante 16 dias después de la inoculacién,
utilizando para esto un estereoscopio que
permitié discriminar la mortalidad total y la
mortalidad causada por el hongo; ademas,
durante las observaciones se adicionaron 1,5
mL de A.D.E a cada una de las cajas. Por el
tiempo del ensayo no se proporcioné alimento
a los insectos para evitar contaminacién por
hongos (Posada y Vega 2005), los cuales
pueden sobrevivir por largos periodos de
tiempo sin alimentos (Posada 1998).

de Se
procedimiento utilizado en las pruebas de

Produccion conidias. siguio el
preseleccion. El ensayo se organizé bajo un
disefo experimental completamente aleatorio
con cuatro repeticiones por cada uno de los
cinco aislamientos autéctonos. La variable de
respuesta fue el nimero de conidias.mL™".

Andlisis estadistico. Los datos obtenidos
fueron sometidos a andlisis de normalidad y

homogeneidad de varianza para cada variable,
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mediante la prueba de Shapiro-Will y Levene.
Comprobados los supuestos, se realizé analisis
de varianza (ANOVA) y test de comparacién
miultiple de Tukey (P<0.05) (Gémez y Gémez
1984), utilizando el paquete estadistico SAS v.
9.2e0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de aislamientos. Se caracterizaron
morfolégicamente ocho aislamientos autctonos
como Beauveria spp. Los aislamientos mostraron
colonias inicialmente blancas de aspecto
algodonoso y polvoriento que al madurar se
tornaron color amarillo claro a crema; superficie
plana, elevada a semielevada y crecimiento
moderado (Tabla 1).

Conidi6foros  sencillos o agrupados
irregularmente y conidios hialinos globosos o
elipsoides (Tabla 2). Las caracteristicas de los
aislamientos coinciden con lo descrito por
Barnett y Hunter (1998) y Rehner et al. (2011)
para Beauveria sp.

Mortalidad. El analisis de varianza indicé
diferencias estadisticas entre tratamientos

(P<0.05), al igual que el test de Tukey (P<0.05).

Se observé que el tratamiento T7 (Bv07)
present6 la mayor mortalidad sobre larvas de
P. vorax seguido del T5 (Bv05), sin diferencias
significativas entre estos para los dias 10 y
14, pero si, frente a los demas tratamientos.
Los tratamientos T1 (BvO1), T2 (Bv02) y T7
(Bv08) evidenciaron en su orden los mejores
porcentajes de mortalidad, sin diferencias
durante los 14 dias de evaluacién. Los
aislamientos autéctonos de Beauveria sp. Bv05
y Bv07 causaron mortalidades acumuladas

superiores al 70% con diferencias comparativas
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sobre la poblacién de larvas tratadas de P. vorax
14 dias después de la inoculacion, seguido de
los aislamientos BvO1, Bv02 y BvO8 con 60%
sin diferencias estadisticas (Tabla 3).

De los ocho aislamientos autéctonos de
Beauveria spp. evaluados, cinco mostraron
actividad patogénica sobre la mortalidad
de larvas de P. vorax a una concentracién
de 1x107 esporas.mL" (Tabla 3). Lo anterior
concuerda con Mena et al. (2003) quienes en
pruebas de preselecciéon usaron las mismas
de B.
bassiana sobre larvas de P. vorax alcanzando

concentraciones con aislamientos
mortalidades superiores a 50% a los 14 dias
de evaluacion y con Torres y Lépez (1997),
al probar en laboratorio aislamientos de
Beauveria spp. sobre larvas de P vorax
logrando mortalidades superiores al 70% a los
13 y 15 dias de evaluacién; lo que sugiere una
buena calidad biolégica de los aislamientos
evaluados en las pruebas de preseleccién In

vitro (Gonzdlez et al. 1993).

Quesada et al. (2007) estudiaron la ocurrencia
de M. anisopliae y B. bassiana en diferentes
ecosistemas y encontraron una mayor
frecuencia en cultivos agricolas que en habitat
naturales. De acuerdo con esto se puede
observar que la patogenicidad esta claramente
relacionada con las cepas aisladas, ya que no
todas poseen la misma capacidad de llevar
a cabo su ciclo infeccioso en un mismo
hospedero generando diferentes niveles de

mortalidad (Kassa et al. 2002).

Produccion de conidias. El andlisis de varianza
(P<0.05)
entre tratamientos, asi como la prueba de

indico diferencias significativas

Tukey (P<0.05). Los valores de la produccion
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de conidias.mL' para cada tratamiento
fueron: T1:2.1x108, T2:4.5x108, T3:2x108,
T4:0.5x108, T5:2.9x108, T6:3.9x108,
T7:6.7x108 y T8:4.7x108. Los valores mas
altos corresponden a los aislamientos con
mayor actividad patogénica sobre larvas de P.

vorax.

La figura 1, muestra que los tratamientos
T7 (Bv07) y T8 (Bv08) presentaron la mayor
produccion de conidias con diferencias
significativas respecto a los demds tratamientos;
mientras que los tratamientos T1 (BvO1),
T3 (Bv03) y T4 (Bv04) mostraron la menor
produccion de conidias, con diferencias

estadisticas frente a los demds tratamientos.

De los 5 aislamientos de Beauveria spp. que
causaron la mayor mortalidad sobre larvas de
P. vorax, cuatro (BvO5 y Bv07, Bv02 y Bv08)
se destacaron por la mayor produccién de
conidias, con una concentracién variable de
2,1 a 6,7x108 conidias.mL" (Figura 1).

Resultados semejantes han sido demostrados
por Mena et al. (2003), con el aislamiento B.
bassiana Bb8 evaluado sobre larvas de P. vorax
el cual mostr6 una produccion de 7.2x108
conidias.mL". Los aislamientos que presentan
en ensayos de preseleccion valores altos en
la produccién de conidias son candidatos a
evaluar en pruebas In vitro para corroborar su
potencial entomopatégeno sobre el insecto
(Lucero et al. 2004).

Evaluacion de aislamientos preseleccionados
de Beauveria spp. por la mortalidad sobre
larvas de P. vorax.

indico

Mortalidad. El andlisis de varianza
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Figura 1. Produccién de conidias de aislamientos preseleccionados de Beauveria spp., sobre larvas de P. vorax. Letras
distintas indican diferencias significativas segtin Tukey (P<0.05), n=4. Los intervalos sobre cada barra representan

el error estandar.

diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.05), al igual que el test de Tukey (P<0.05)
eneldia8, 10y 12.

La tabla 4, mostr6 que a partir del dia diez
(Bv07) y T4 (Bv05),
presentaron el mayor porcentaje de mortalidad

los tratamientos T5

sobre larvas de P. vorax, provocando la muerte
en el dia 12 del 100% de la poblacion de
larvas tratadas, con diferencias significativas
frente al T3 (Bv08). Para el dia 16 todos los
aislamientos de Beauveria spp. ocasionaron el
100% de mortalidad en las larvas de P. vorax.
EIT5 present6 la mayor mortalidad acumulada,
seguido del T4 sin diferencias comparables
respecto a los demas tratamientos.

Los aislamientos autéctonos de Beauveria sp.
Bv0O7 y BvO5 evaluados In vitro, presentaron
el mejor efecto patogénico sobre larvas de P.
vorax 12 dias después de la infeccién (Tabla 4).
Resultados similares han sido reportados por
Landdzuri et al. (2005), donde aislamientos
de Beauveria spp. provocaron el 100% de
mortalidad de larvas de P. vorax a los 13 dias de
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inoculacion. Lo cual coincide con lo reportado
por Barriga et al. (2002), quienes registraron
mortalidades del 100% sobre adultos de P.
vorax 10 dias después de la activacion de
aislamientos autéctonos de Beauveria spp.,
provenientes de adultos del GBP, colectados en
campo y evaluados en grupos de 20 individuos
en cajas pldasticas usando suelo estéril como
sustrato. Las mayores mortalidades acumuladas
sobre P. vorax mostradas por los aislamientos
Bv07 (75,6%) y Bv05 (74,1%) 16 dias después
de la inoculacién, concuerdan con Garcia
et al. (2006) quienes documentaron eficacia
entomopatégenica de 96,4% sobre larvas de
GBP 18 dias después de la activacién usando
la cepa B. bassiana Bv025. Al respecto Torres
et al. (1993) y Barriga (2003), evidenciaron In
vitro 65% y 78% de mortalidad sobre adultos
de P. vorax 15 dias después de activar
aislamientos autéctonos de Beauveria sp.

Produccion de conidias. El andlisis de varianza
(P<0.05)
entre tratamientos, asi como la prueba de

indic6  diferencias  significativas

Tukey (P<0.05). Los valores de la produccién
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de conidias para los tratamientos fueron:
T1:2.3x108, T2:4.8x108, T3:5x108, T4:3.2x108 y
T5:7x108. Los valores mas altos corresponden a
los aislamientos con mayor actividad patogénica
sobre larvas de P. vorax.

En la Figura 2, se observa que el tratamiento
T5 (Bv07) present6 la mayor produccion de
conidias con diferencias significativas respecto

a los demas tratamientos, seguido del T3 (Bv08)
con diferencias frente al T1 (BvO1) y T4 (BvO5).

EIT1 mostré la menor produccién de conidias,
siendo estadisticamente diferente a los demas
tratamientos.

El aislamiento de Beauveria sp. Bv07 se
destacé por la mayor produccién conidial,

Tabla 4. Mortalidad causada por aislamientos autéctonos de Beauveria spp. sobre larvas de P. vorax en pruebas de

evaluacion In vitro.

Mortalidad en dias (%)

Mortalidad
Tratamiento 6 8 10 12 14 16 Acumulada (%)
T1.BvO1 11,8+06a 67+2,8a 72,6 +48bc 943 +3,2ab 972+1,6a 100a 73,8+73a
T2.Bv02 11,6 +05a 454+2,9b 851 +2,6ab 92,9 +2,4ab 94,8+2,0a 100a 71,6 £4,3a
T3.Bv08 11,8+09a 402+2,4b 672+42c 87,4+1,4b 91,7+21a 100a 66,4 +1,9a
T4.Bv05 12,1+0,8a 457+2,5b 87,0 +3,0ab 100 a 74,1+ 6,2 a
T5.Bv07 12,1+£0,8a 50 +4,0b 91,9+2,1a 100 a 75,6+ 2,2 a
Testigo 0 0 0 0 0 0 0

Promedios seguidos por letras distintas indican diferencias significativas segtin la prueba de Tukey (P<0.05). Valores

a la derecha de la media indican el error estandar. n=4.

Produccién de conidas (x10")

ol

Biwiil B2

B3 Bullh Bull7

lratlamientos

Figura 2. Produccién de conidias de aislamientos evaluados de Beauveria spp., sobre larvas de P. vorax. Letras distintas
indican diferencias significativas segiin Tukey (P<0.05), n=4. Los intervalos sobre cada barra representan el

error estandar.
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con una concentracién de 7x108 conidias.
mL" (Figura 2). Estos resultados concuerdan
(2012),
aislamiento preformulado de B. bassiana

con Guapi quien evalué un
sobre larvas y adultos de P. vorax obteniendo
una produccion media de 7.8x108 conidias.
mL'. De acuerdo con Posada y Vega (2005)
la seleccion de aislamientos con un buen
potencial genético en cuanto a produccion
conidial, es un aspecto basico en la
producciéon a escala comercial de hongos

entomopatogenos.

El mayor porcentaje de mortalidad acumulada
y la mayor produccién de conidias presentes
en el aislamiento Beauveria sp. BvO7 aislado
de Aepytus sp. (Lepiddptera: Hepialidae),
son caracteristicas deseables en el control
de calidad de formulaciones de los hongos
entomopatégenos (Vélez et al. 1997). La
variabilidad en las caracteristicas evaluadas
demuestra la importancia que tiene la
caracterizacion de aislamientos y manifiestan
el potencial del hongo estudiado para pruebas
posteriores bajo condiciones de campo
(Posada y Vega 2005). Los aislamientos de
hongos entomopatégenos que proporcionan
una muerte rapida y producen un alto nimero
de esporas pueden desempefar un papel
importante en causar epizootias naturales
(Lacey et al. 2001), por lo tanto intervienen
en la reduccion de las poblaciones de P.
vorax y favorecen un sistema agricola mas
sostenible.

del

Bv07 podria estar evidenciando, que la

El efecto patogénico aislamiento

infeccion de Aepytus sp. pudo haber sido
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eventual, teniendo en cuenta que las larvas
o adultos de P. vorax podrian haber estado
en contacto con el insecto que también es
susceptible en estado larval al ataque de
B. bassiana (Joy y Sherin 2013), y haberse
contaminado accidentalmente. Aepytus sp.
se encuentra en la misma zona agroecolégica
del GBP en Boyacd, como lo demuestra el
aislamiento Bv05 de Ventaquemada aislado
de P. vorax con actividad patogénica sobre
la mortalidad de larvas de P. vorax (74,1%)
en esta investigacion. Al respecto, Bolafos et
al. (1998), en un estudio realizado en trigo
encontraron que diferentes especies de chizas
(A. scarabaeoides, Phillophaga sp., Astaena
sp.), presentaron infecciones naturales de
M. anisopliae y B. bassiana. Estas especies
igualmente, estdn presentes en las mismas
zonas agroecolégicas de P vorax en el
Departamento de Narino.

Es importante senalar que los hongos
entomopatégenos tienen la capacidad de
especializarse en su accién patogénica
sobre los insectos a los cuales se les
aplica el control (Zimmermann 2007),
debido a que la virulencia y especificidad
de Beauveria sp. varia considerablemente
entre aislamientos (Lecuona 1996), por la
existencia de diferentes especies (Berreta
et al. 1998). Cruz et al. (2006) y Arrubla
(2010),

de cepas de B. bassiana con capacidad

et al. registraron la existencia
virulenta sobre H. hampei, obtenidas de
diferentes insectos presentes en cultivos
colombianos y de otros paises; lo cual
concuerda con los resultados obtenidos

en este estudio.
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CONCLUSIONES

Existen aislamientos regionales de Beauveria

sp.
patogénica sobre larvas de P. vorax In vitro.

en Boyaca que muestran actividad

Se identificaron ocho

aislamientos autéctonos de Beauveria spp.,

morfolégicamente

obtenidos de larvas y adultos de diferentes
insectos-plaga de los cuales cinco mostraron
actividad patogénica sobre larvas de P. vorax,
sin diferencias significativas respecto a la
mortalidad acumulada.

Con base en el mayor porcentaje de mortalidad
acumulada y mayor produccién de conidias,
el aislamiento con el mejor potencial de
utilizacion en el manejo del GBP en las zonas
productoras de Boyaca, fue Beauveria sp. Bv07
aislado de un lepidoptero, el cual puede ser
evaluado en condiciones de campo para el
control de P. vorax.
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