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EVALUACION DE LA PATOGENICIDAD DE ONCE AISLAMIENTOS DE Metarhizium anisopliae
(Metsch) Sor. SOBRE GUSANO ALAMBRE Dipropus spp. (COLEOPTERA: ELATERIDAE) BAJO
CONDICIONES DE LABORATORIO

PATOGENICITY OF ELEVEN ISOLATIONS OF Metarhizium anisopliae (Metsch) Sor. AGAINST
WIRE WORM Dipropus spp. (COLEOPTERA: ELATERIDAE) UNDER LABORATORY
CONDITIONS

RESUMEN

Dentro del complejo de plagas de la cafia de azicar, las del suelo, ocupan un lugar importante, donde el gusano
alambre, Dipropus spp., es considerado una de las plagas de la raiz de la cafia de azicar mas importantes. Debido a las
grandes extensiones de este monocultivo y gracias a un agroecosistemna propicio para su desenvolvimiento se encuentra
ampliamente distribuido en la zona cafiera de la costa sur de Guatemala, provocando dafios de importancia econémica

para este cultivo.

Para el manejo de las poblaciones de esta plaga se ha recomendado el uso de las tacticas del Manejo Integrado
de Plagas, con el proposito de hacer un uso racional de las tacticas de control, debido a la alta capacidad tolerante que
esta plaga ha mostrado a los productos agroquimicos, asi como contar con mecanismos para mantener las poblaciones
por debajo de los niveles de dafio econdomico. Razon por la cual, el uso de agentes bioldgicos, como los hongos
entomopatogenos, se ven como una alternativa viable, por su alta especificidad y eficiencia para la produccion de
epizootias, haciendo especial énfasis en la utilizacion de la diversidad bioldgica presente en el ambiente, mediante la
buasqueda, caracterizacion y utilizacion de especies nativas e introducidas para el desarrollo de biopesticidas especificos

para insectos plagas propias de un lugar.

El presente trabajo consisti6 en evaluar la patogenicidad de 11 aislamientos del hongo M. anisopliae
provenientes de la coleccion de la Unidad de investigacion en proteccion vegetal del Laboratorio de Planta, Suelo y
Nutricion de la Universidad de Cornell E.E.U.U., los cuales fueron aislados de hospedantes plaga en diferentes partes
del mundo, adquiridos con el objetivo de evaluar su potencial patogénico sobre las diferentes especies del complejo de

plagas del suelo de la cafia de azicar en Guatemala.

El experimento se realizé en los laboratorios de Metarhizium y Plagas del Suelo de Ingenio La Unidn S.A.,

ubicado en la finca Belén jurisdiccion de Santa Lucia Cotzumalguapa en el departamento de Escuintla.

Para la multiplicacion de los aislamientos se procedié como se realiza en forma comercial en el laboratorio de
Metarhizium de Ingenio La Union S.A. La evaluacién de la patogenicidad de los aislamientos de M. anisopliae sobre
gusano alambre se realizé mediante Prueba Maxima. Se utilizé un disefio completamente al azar con 12 tratamientos v

5 repeticiones. Cada unidad experimental cont6 con 13 larvas. Las lecturas se realizaron cada 24 horas a partir del
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momento de la inoculacion. Las larvas que fueron encontradas muertas se les practicd un lavado y fueron colocadas en.
camaras hiimedas para confirmar que su muerte fue causada por el hongo. De las larvas que resultaron parasitadas se-
procedi6 a aislar el hongo y se hicieron comparaciones culturales morfoldgicas con los aislamientos inoculados

inicialmente para corroborar que correspondian al mismo hongo.

La variable respuesta fue la incidencia, medida a través de la mortalidad producida sobre las larvas de gusano
alambre por cada aislamiento, encontrandose diferencias significativas entre ellos, donde 4 de los 11 evaluados; los
aislamientos 23, 472, 2136 y 3621 fueron los que mostraron ser materiales con alto potencial patogénico sobre el
gusano alambre. Asi mismo se determinaron los tiempos letales 50 mediante curvas de mortalidad como una medida
para evaluar la virulencia de estos aislamientos, determinandose que su comportamiento responde a un modelo
cuadratico con valores de TLs, entre 11 y 24 dias. A estos aislamientos se les procedi6 a determinar la existencia de
algtin efecto de la revigorizacion, donde para el caso de mortalidad, se obtuvieron incrementos significativos entre 18
al 20 porciento, a excepcion del aislamiento 472 que solo mostro un incremento del 3 porciento, mientras que para el

TLsp no se encontrd diferencia significativa para ninguno de los aislamientos.

Los valores de mortalidad y tiempo letal son de gran importancia para poder seleccionar materiales que
provoquen una alta mortalidad en el menor tiempo posible, es por ello que los aislamientos 23, 472, 2135 y 3621 se
consideran como materiales‘promisorios para el manejo del gusano alambre Dipropus spp, por mostrar un alto
potencial patogénico en el laboratorio, por lo que se considera valioso que sean tomados en cuenta en futuras
evaluaciones. Ademds, es importante tomar en cuenta la evaluacion de un mayor niimero de cepas, que permitan

nuevas y mejores alternativas para obtener resultados efectivos sobre el gusano alambre en su habitat natural.

La modernizacién del campo agricola apunta aitimamente hacia el logro de una agricultura sostenible, mas
independiente y menos contaminante. Reducir la dependencia del uso de agroquimicos por el uso de agentes naturales
sin reducir los rendimientos, en bisqueda de la calidad y la cantidad de la produccion, puede asegurar la produccion

por medio de la estabilidad que confieren las practicas que promueven la existencia de una mayor biodiversidad en el

agrosistema.




1. INTRODUCCION
El gusano alambre por sus habitos alimenticios produce serios dafios al cultivo de la cafia de azicar,

Saccharum spp., tanto en plantia como en soca, lo cual obliga a realizar resiembras que aumentan los costos del
establecimiento del cultivo. Solo en Ingenio La Union S.A., se reportan alrededor de 700 ha afectadas por gusano.

alambre en forma focalizada (16, 17, 29).

Para el manejo de esta plaga se recomienda utilizar criterios del Manejo Integrado de Plagas (MIP),
implementando todas las técnicas, con el proposito de hacer un uso racional de las tacticas de control asi como contar
con un mecanismo para mantener las poblaciones por debajo de los niveles de dafio econémico, donde el empleo de
hongos entomopatdgenos se muestra como una estrategia viable para el manejo de plagas que habitan en el suelo (17).
Estos han adquirido gran importancia en el manejo de plagas, la mayoria por su especificidad y eficiencia en la
produccion de epizootias, sin afectar insectos benéficos y al hombre, dificilmente crea resistencia en el insecto y la
ausencia de residuos en el ambiente (20, 39). Investigaciones de laboratorio han mostrado que diferentes patdgenos
pueden infectar a un mismo insecto y que un mismo patdgeno puede infectar a diferentes insectos, auque la virulencia
o especificidad puede presentar variaciones extremas para cada uno de los hospedantes (3, 8, 16). En el caso de M.
anisopliae se sabe que es un hongo con un amplio rango de hospedantes, para 1975 ya se tenia reportado que podia
atacar a mas de 200 especies de insectos (5). Actualmente en el laboratorio de Metarhizium de Ingenio La Unién S.A.,
ubicado en la finca Belén jurisdiccion de Santa Lucia Cotzumalguapa en el departamento de Escuintla, se cuenta con
varios hongos entomopatdgenos aislados de plagas en otros paises, los cuales provienen de la coleccion del Plant
Protection Reaserch Unit, U.S. Plant, Soil and Nutrition Laboratory of Cornell University, adquiridos con la finalidad
de tener alguna posible alternativa para el manejo del complejo de plagas de la cafia, de los cuales alin se desconocen

sus potencialidades patogénicas sobre dichas plagas en Guatemala.

Lo anterior marca el interés y la importancia de nuevas investigaciones bajo condiciones que permitan
mantener controladas todas las variantes de los factores involucrados, ya que solo de esta manera se puede llegar a
conocer a cabalidad las potencialidades de dichos aislamientos. Considerando la importancia artifice de las pruebas de
laboratorio, se evalud la patogenicidad de 11 aislamientos de M. anisopliae con la finalidad de determinar los efectos
patogénicos potenciales sobre el gusano alambre, considerando su importancia por dar la pauta a futuras
investigaciones sobre dosificacion, medios de multiplicacion, el disefio de diferentes prototipos de formulacion, efectos
colaterales con el ambiente, entre otras, que daran solidez al emprendimiento de una serie de pruebas de campo
conducentes a la evaluacion y validacion de la actividad biopesticida de estos aislamientos en condiciones de cultivo,
para que finalmente se pueda dar un proceso de industrializacion y registro ante las autoridades competentes para
garantizar la seguridad de las aplicaciones comerciales. Permitiendo de esta manera el desarrolio de productos que

empleen agentes naturales como los hongos entomopatdgenos, con el 4nimo de presentar una alternativa de manejo

implementable dentro de un manejo integrado plagas de importancia econémica como el gusano alambre.




2. DEFINICION DEL PROBLEMA

El gusano alambre es una de las plagas de la raiz de la cafia de azicar mas importantes, produciendo serios
niveles de daiio, por lo que su manejo es de suma importancia. El dafio lo causan las larvas, destruyendo las yemas
germinativas, produciendo una reducida germinacion, dafio del rebrote, haciendo perforaciones en brotes, puntos de
crecimiento en tallos jovenes y volcamiento de cafia ya desarrollada. Esta plaga se caracteriza por estar presente en el

todo el ciclo del cultivo (17).

El manejo de esta plaga normalmente se ha realizado con productos quimicos, lo cual ha adquirido gran
importancia por las repercusiones que puedan tener dichas aplicaciones en la contaminacion del ambiente y el gasto

economico que representa su manejo (28, 38, 46).

En estudios recientes se ha observado que el uso de insecticidas quimicos han resultado ser una medida poco
eficiente para el manejo de las poblaciones del gusano alambre, a pesar de la utilizacién de altas dosis, se ha observado
que el uso de insecticidas quimicos no producen efectos significativos en el gusano alambre, mostrando una alta
capacidad tolerante a estos, 1o cual ha venido a ser cada vez menos rentable para su manejo. Evaluaciones internas de
Ingenio La Unién S.A. han mostrado que las practicas de volteo antes de la siembra reducen significativamente las
poblaciones de gusano alambre, auque estas todavia permanecen por arriba de los niveles de dafio econémico, ademas
de que en cafia soca esta actividad no puede realizarse, permitiendo que las poblaciones de esta plaga se incrementen;
razdn por la cual, se ha prestado mucha importancia al control biologico, donde el empleo de hongos entomopatégenos

se muestra como una estrategia viable para el manejo de plagas que habitan en el suelo (15, 19, 28, 29, 34, 35, 38).

Sabiendo que actualmente no se poseen mecanismos efectivos para el manejo de esta plaga, y que se cuenta
con materiales con patogenicidad potencial en plagas del suelo, cuya efectividad sobre gusano alambre aun se
desconoce, se hace necesario iniciar con investigaciones que evalien la patogenicidad de estos aislamientos sobre

plagas de importancia como esta, para en un futuro determinar la posibilidad de poder incluir alguno de ellos como una

nueva alternativa para su manejo (28).




3. MARCO TEORICO

3.1. Marco conceptual
3.1.1. Plagas del suelo en caiia de azicar

Una de las principales actividades agrondmicas en el manejo de la cafia de azicar Saccharum spp, es el
combate de plagas insectiles y entre estas, las denominadas plagas del suelo juegan un papel importante en la
produccion. En el cuadro 1 se muestra la importancia histdrica de las principales plagas del suelo de la cafia de azicar,
donde una de ellas es el gusano alambre, el cual en Guatemala se ha identificado taxondémicamente dentro de los
géneros Agriotes y Conoderus (Coleoptera: Elateridae) (8, 33, 35, 38, 44). Pero en la determinacion taxonomica de
una muestra de las larvas utilizadas en este trabajo, utilizando una clave para la identificacion de larvas de géneros de
Elateridae traducida por el Ingeniero Agronomo M.Sc. Entomélogo Taxonomo Samuel Cordova, del Centro de
Diagnostico Parasitologico de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, se encontrd

que pertenecian al genero Dipropus, que es como se nombra al gusano alambre en este trabajo.

Cuadro 1. Importancia historica de las principales plagas del suelo en la cafia de azicar.

PLAGA 1991 1994 1996 1997
GUSANO ALAMBRE 2 2 2 2
GALLINA CIEGA 1 2 ] 2
CHINCHE HEDIONDA 3 1 2 2

Primaria = 1; Secundaria =2; Terciaria = 3; Fuente: Salguero 1998 (45)

La abundancia del gusano alambre esta marcada segin las condiciones climaticas y tipo de suelo de cada
estrato de la zona cafiera guatemalteca. Los muestreos recientes realizados por el Centro Guatemalteco de
Investigacion y Capacitacion de la Cafia de Aziicar (CENGICANA) indican que las poblaciones de gusano alambre son
mayores en el estrato bajo con 18,09 larvas/m’, seguido por el estrato medio y alto con 6,39 y 3,16 larvas/m’, en
promedio (12). Estos promedios podrian considerarse como bajos, lo cual es debido a que con estos se generaliza toda

el area de muestreo, mientras que el drea real de dafio esta dada en forma focalizada, donde se pueden encontrar hasta

mas de 100 larvas por m’ (26).

Asi mismo se menciona que el control para estas plagas se hace dificil debido a que las mismas se refugian en
las raices, los estratos mas profundos del suelo y en restos de cosecha. Signos de infestaciones severas pueden
identificarse por sintomas de amarillamiento externo y crecimiento retardado del cultivo. Por lo que el CANAMIP ha
considerado que su control debe basarse en criterios del Manejo Integrado de Plagas (MIP), implementando técnicas de

caracter bioldgico, para evitar infestaciones sorpresivas, por medio de monitoreos, con el propdsito de hacer un uso

racional de insecticidas, utilizandolos solo como mecanismo para mantener las poblaciones por debajo de los niveles de

dafio econémico (17, 35).




3.1.2. Gusano alambre

Se conoce comGnmente a las larvas de la familia Elateridae (Coleoptera), como gusanos alambre, llamados asi
porque son de cuerpo duro, alargado, cilindrico y de color café rojizo, lo cual asemeja a un pedazo de alambre de cobre
o bronce. El dafio lo causan las larvas, mediante la destruccion de las yemas germinativas, perforaciones en brotes de

cafia y del punto de crecimiento de los tallos jovenes (37).

Garza (23) indica que el dafio causado por el gusano alambre se intensifica en terrenos donde anteriormente
eran pastizales, aunque en general, estan ampliamente distribuidos y catalogados entre los insectos mas destructivos y

dificiles de combatir.

3.1.2.A. Ciclo de vida
El ciclo de vida del gusano alambre varia de 4 a 5 afios, auque generalmente se menciona que el ciclo de los
elateridos varia de 2 a 6 afios. La ubicacion en el suelo puede variar segin las condiciones de humedad y temperatura

principalmente (23, 37).

3.1.2.B. Huevo
Este estadio varia de 7 — 30 dias puesto en el suelo hiimedo, generalmente bajo el zacate o las malezas. Estos
son pequefios, blancos, esféricos o un poco ovalados llegando a medir 0.5 mm de longitud; eclosionando tras unos dias

0 unas cuantas semanas, dependiendo de la temperatura y del sitio de postura (23, 37).

3.1.2.C. Larva

Este estadio varia de un mes a varios afios dependiendo de la especie. Es elongada, cilindrica u oval en seccién
transversal, amarilla a café, con una cuticula dura brillante, 3 pares de patas cortas, pobremente desarrolladas con
segmentacion bien marcada. El Gltimo segmento abdominal (noveno) puede ser largo y/o esculturado, su forma se

puede usar para distinguir entre las especies y para distinguirlo de las larvas de tenebrionidae, en la cuales este

segmento es corto y romo (23, 37).

Las larvas varian en longitud de 1.25 a 3.75 cm cuando estan desarrollados. Las larvas que incuban siempre
viven en el suelo, pasan de 2 a 6 afios en el suelo alimentandose de las raices de los pastos y otras plantas, hasta que se
transforman en pupa. A medida que el suelo se vuelve caliente y seco, las larvas emigran hacia abajo, de tal manera
que a veces es dificil encontrarlas durante los veranos secos, aun en los campos infestados severamente. La mayoria de

las especies cambian a una pupa desnuda, suave, y en unas semanas mas al estado adulto alcanzando su desarrollo
completo (23, 35, 37).




3.1.2.D. Pupa
El estadio varia entre 6-14 dias, es de color blanca a amarillo pélido, delicada, en el suelo, dentro de una

camara pupal débil. Después de 3 a 4 semanas, emergen como adultos (37).

3.1.2.E. Adulte
Las especies varian de 3 a 10 mm de longitud; todos son escarabajos duros, elongados, los élitros se juntan en
punta, el pronoto es ancho, con margenes a menudo proyectados hacia atras en puntas café o naranja. Estos cuando se

les coloca de espaldas pueden dar un salto de varios centimetros y producir al mismo tiempo un fuerte “cric” (35, 37).

Los adultos, que cominmente miden mas o menos 1.25 cm de largo, permanecen enterrados en el suelo hasta
la primavera siguiente. El invierno es pasado principalmente en los estadios larvarios, pupal y adulto, en el suelo. A
principio de la primavera los adultos se vuelven activos y vuelan, algunas especies son atraidas fuertemente por lo
dulce; estos se pueden capturar en grandes cantidades colocando unas cuantas gotas de jarabe en la parte de arriba de
los postes de las cercas, u otros lugares expuestos a los exteriores. Ellos son escarabajos de concha dura, generalmente
de color café, grisaceo o casi negro, un tanto alargados, aerodinamicos con el cuerpo adelgazandose mas o menos hacia
los extremos. La cabeza y el torax se ajustan cercanamente contra la cubierta de las alas, lo que protege la parte
posterior del abdomen. La union justamente en el frente de las cubiertas de las alas es fuerte y flexible, y cuando los
escarabajos son volteados o caen sobre sus dorsos, ellos golpean la parte media del cuerpo contra el suelo, de tal
manera que se lanzan hacia el aire por varios centimetros. Las hembras de las especies que son mas perjudiciales,
hacen galerias en el suelo y ponen sus huevos principalmente alrededor de las raices de los pastos. Los adultos viven de
10 a 12 meses, la mayor parte de este tiempo, y todo el de los otros estados, es pasado en el suelo. Poco después de
aparearse mueren los machos y las hembras durante la primavera o a principios del verano, cuando la oviposicion ha
terminado (37). Muy pocos gusanos alambre pasan al estado de adulto en un afio, esto depende de las condiciones
favorables de alimentacion, suelo y temperatura (35, 37). Los adultos aparentemente no se alimentan mucho pero

pueden comer una cierta cantidad de partes de hojas y flores (polen) (27).

3.1.2.F. Importancia y tipo de daifio
En la zona templada los gusanos alambre se encuentra entre los insectos mas dificiles de combatir, los cuales
estan catalogados como las plagas mas destructivas y mas ampliamente distribuidas en el maiz (Zea mays), caiia
(Saccharum spp), granos pequefios, pasto, papa (Selanum tuberosum), hortalizas y flores. Los cultivos que son
atacados por los gusanos de alambre, a veces fallan en su germinacion, puesto que los insectos comen el germen de las
semillas o las ahuecan por completo, dejando solo la cuticula, en el caso de la caiia destruyen las yemas germinativas,
perforaciones en brotes de la cafia en soca y del punto de crecimiento de los tallos Jovenes, produciendo una reducida

germinacion que obliga a realizar resiembras que aumentan los costos de establecimiento del cultivo. El cultivo puede



no brotar bien, o puede empezar bien y después volverse ralo y desigual a medida que los gusanos alambre barrenan en
las partes subterraneas del tallo, ocasionando que la plantilla se marchite y muera, aunque ellos no la corten

completamente. (35, 37).

Sus dafios son generalmente mas severos en los cultivos sembrados en terreno de césped (pastizales) o al
segundo afio después de este (37). Tenhet y Howe citados por Garza (23) mencionan que el dafio de gusano alambre
varia en las diferentes especies de gramineas, en caiia de azicar, debido a que el tallo es duro, fibroso, raramente es
atacado, el dafio es principalmente a las raices, donde las raices pequefias son las mas atacadas, ya que las cortan tan
rapido como se desarrollan, por lo que dejan a la planta literalmente sin crecer por falta de alimento y agua, por lo que

en muchos caso las plantas atacadas mueren y disminuye el tonelaje.

3.1.2.G. Control de gusano alambre

Las practicas culturales de combate son dificiles de aplicar para el gusano alambre, debido a su ciclo de vida
relativamente grande y a la necesidad de adaptarlas a cada region y cultivo. Ciertas especies de gusano alambre son
abundantes solo en los suelos mal drenados. El drenaje adecuado de dichos suelos, puede evitar por completo el daiio
por estas especies. En los lugares irrigados, todos los estados de los gusanos alambre pueden ser aniquilados inundando
la tierra, de manera que el agua se estanque a unos cuantos centimetros de profundidad durante una semana en la época
de calor, cuando ia temperatura del suelo a una profundidad de 15 cm promedia 21°C o mas. Permitiendo que los 45
cm superiores del suelo se sequen mucho durante varias semanas en el verano, cuando menos una vez cada 6 afios. Las
rotaciones mas, los métodos de barbecho, las fechas de siembra y otras practicas agricolas, deben ser-estudiadas para

cada region agricola, con referencia especial a las especies de plantas deseadas y las especies particulares de gusanos

alambre presentes (23).

Bateman citado por Rodriguez (43) indica que el uso de estos insecticidas convencionales que en su mayoria
afectan al ambiente, representan un peligro para la salud humana y naturaleza en general. Actualmente se presenta

como una alternativa ecologica, la utilizacion de hongos entomopatogenos para el control de estas plagas.

3.1.3. Uso de insecticidas

El empleo de insecticidas granulados en el momento de la siembra, es una practica comin, sin embargo, solo
permite proteger las yemas germinativas de la accién del gusano alambre. El uso de nuevas formulaciones con

caracteristicas de liberacion lenta o sistémico aplicado al pie de las cepas, pueden ser opciones que mejoren la eficacia

de los insecticidas (35).

3.1.4. Control biologico

Se han iniciado investigaciones respecto de los factores de mortalidad natural con microorganismos como:




Bacillus popilliae, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Beauveria brogniartii, nematodos de los géneros
Steinernema y Heterorhabditis entre otros. Actualmente en Guatemala se investigan varias cepas de hongos
entomopatégenos en los laboratorios de los ingenios La Union, Santa Ana y Pantaleén. El monitoreo de estos agentes
de control, su aislamiento y las pruebas de virulencia en laboratorio y campo son parte del proyecto de investigacion

de CENGICANA (35).

El control biologico es definido por Buenaventura y Goémez (14) como la utilizacion racional de los
organismos parasitoides, depredadores y patogenos enemigos naturales de las plagas a fin de mantenerlos a niveles de
poblacién inferiores al nivel de dafio econdmico. Se basa ecologicamente en mantener niveles inferiores del patogeno

del que pudiera ocurrir en la ausencia de los organismos parasitos, depredadores o enemigos naturales de la plaga.

El control biolégico es uno de los métodos mas antiguos de control de insectos, aunque Buenaventura y
Goémez (14) consideran al control bioldgico como una ciencia aplicada dentro del control de plagas de reciente
creacion. La National Academy of Sciences (39) informa que los primeros reportes sobre control bioldgico fue con el
hongo Beauveria bassiana parasitando al gusano de seda de la uva. Ademas informa que la idea de utilizar agentes
microbianos para el control de insectos se concibio en el siglo XVI1II, al producir masivamente el hongo Metarhizium
anisopliae (Metch) Sor. para el control del gorgojo de la remolacha azucarera Cleonos punctiventur Ger. Los
primeros intentos para utilizar el control microbiano en los Estados Unidos en el siglo XIX fracasaron debido a la
poca habilidad de los investigadores para controlar el medio y el poco conocimiento sobre los hongos utilizados. En la

década de los afios 20's se realizaron otros intentos fallidos en Canada, Francia y Hungria.

En National Academy of Sciences (39) se menciona que actualmente se han encontrado 1165
microorganismos relacionados con los insectos, casi todos patdgenos. De estos, 90 especies y variedades
corresponden a bacterias, 260 especies de virus y ricketsias, 460 especies de hongos, 255 especies de protozoarios y
100 especies de nematodos. Asi mismo se indica que las ventajas del control biologico son:

A. Permanencia: Existe perpetuacion entre ellos mismos.

B. Seguridad: La mayoria no tienen efectos secundarios sobre el hombre y otros animales.

C. Economia: Se reducen las aplicaciones de productos plaguicidas.

D. Especificidad: Conservan los enemigos naturales presentes en el campo.

E. Control asociado: Pueden usarse con insecticidas selectivos en dosis bajas para un control mas rapido y
eficiente de la plaga.

F. Aplicacién: Puede usarse el mismo equipo de aplicacion de productos quimicos.

G. Resistencia: Los insectos dificilmente pueden desarrollar resistencia a estos productos.

H. Efectos secundarios: Pueden afectar generaciones siguientes al disminuir la oviposicion y la viabilidad de los

huevos.




Debido a que el control quimico es poco eficiente debido a que requiere hacer contacto con el insecto que esta
en el suelo a profundidades entre 25 y 60 cm. Investigaciones en otros paises han indicado que el control biol6gico de

tipo microbial tiene una alta probabilidad de éxito (12).

3.1.5. Entomopatégenos, una alternativa para la obtencién de biopesticidas

Segun Devoto ef al. (20) el término "entomopatogeno” designa a aquellos microorganismos (bacterias, hongos,
nematodos y virus) que son capaces de matar insectos. Los biopesticidas, por otro lado, son aquellos productos
utilizados para controlar plagas que tienen como ingrediente activo un organismo vivo o una particula viral.

A. Ventajas y desventajas de los hongos entomopatégenos (HEP)

Los HEP segiin Devoto ef al. (20) se conocen desde que el hombre utiliza insectos para su beneficio, como el
gusano de seda y las abejas. Sin embargo, el rapido desarrollo de una agricultura altamente demandante de insumos,
requeria de productos de facil disponibilidad y de efecto inmediato, caracteristicas que cumplian los insecticidas
sintéticos. Los organismos entomopatdgenos, entonces, fueron desplazados debido a la falta de conocimiento sobre la
interaccion entre el patogeno, su huésped y el ambiente. El interés hacia esta area se renovd a medida que se fue
demostrando los efectos negativos que tienen los insecticidas sintéticos en la salud de las personas y en la calidad del
entorno. Algunas de las ventajas de los HEP son:

A. Especificidad: parasitan sdlo una especie o un grupo de especies muy relacionadas, sin afectar especies que no

son plaga ni a los enemigos naturales.

B. Persistencia: si el entomopatégeno encuentra las condiciones adecuadas para parasitar a su hospedero, se

reproduce y renueva en forma continua, haciendo innecesarias nuevas aplicaciones.

C. Compatibilidad: se puede aplicar mezclas de HEP o bien, combinaciones de entomopatégenos con dosis

subletales de insecticidas para lograr efectos superiores a los logrados con aplicaciones por separado de cada
producto.

D. Inocuidad ambiental: no contaminan el medioambiente ni afectan al hombre y otros animales superiores.

Segin Devoto er al. (20) algunas de las desventajas que han limitado el desarrollo de esta técnica en afios
pasados son:
A. Factores ambientales: son sensibles a temperaturas extremas, desecacion y luz ultravioleta. Estas limitantes
estan siendo contrarrestadas mediante el uso de aditivos (protectores solares, aceites, antidesecantes).
B. Almacenamiento: requieren de condiciones de almacenamiento mas exigentes que las moléculas inorganicas.
C. Menor velocidad de accion: en general, los biopesticidas no matan instantineamente. Alcanzan buenos niveles
de control entre una y tres semanas, después de la aplicacion, dependiendo de la plaga y del ambiente, sin

embargo, el insecto deja de alimentarse mucho antes de morir, disminuyendo el dafio.




B. Modo de accién

Los HEP, al contrario de la mayoria de los insecticidas, practicamente no actiian por via digestiva sino que
deben adherirse al insecto. Esto explica la especificidad de las diferentes especies de hongos e incluso, de diferentes
razas dentro de la misma especie, dado que el hongo lograra atravesar la cuticula del insecto solo si dispone del

conjunto adecuado de enzimas (20).

Una vez adherido el conidio al insecto, éste germina y produce una estructura (apresorio). Cuando el apresorio,
gracias a sus enzimas, penetra el tegumento y alcanza el interior del insecto, se extiende, se ramifica y produce toxinas.
El insecto modifica su comportamiento, deja de alimentarse, reduce su movimiento y finalmente muere. El cadaver del
insecto es rapidamente colonizado por el hongo, interiormente, y luego el micelio sale por aberturas naturales
(espiraculos, boca y ano) y zonas blandas. El micelio, que varia de color segin la especie, cubre el insecto, impide €l

desarrollo de otros hongos y le da una apariencia momificada (20).

C. Situacion mundial de los HEP
El estudio de los hongos ha dado posibilidad de avanzar en el conocimiento relacionado con el manejo de
éstos, de ahi que otras especies sean consideradas en agroecosistemas agricolas por su gran capacidad para producir

epizootias naturales (6).

La clase Hyphomycetes, dentro de la division Deuteromicotina, la cual se caracteriza por producir sus conidios
libres, en lugar de estar encerrados dentro de un cuerpo fructifero, esto les permite quedar inmediatamente disponibles
para repetir el ciclo a partir de los insectos parasitados. Ademas, los Hyphomycetes son mas productivos, de ciclos mas
cortos y relativamente faciles de reproducir en forma masiva, por lo cual no es casualidad que géneros como

Metarhizium y Beauveria sean los mas frecuentemente citados en patologia de insectos (22).

A nivel mundial, las dos especies mas frecuentes y estudiadas son Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae. Estos hongos se conocen comunmente como "muscardin”" blanco y "muscardin” verde, respectivamente,
debido al color que toma el micelio una vez que ha terminado de producir conidios. El nombre "muscardin” se debe a

la semejanza que adquiere el insecto parasitado con un confite italiano de ese nombre, muy comun en el siglo XIX,

cuando se inicio su estudio (20).

Se ha demostrado la susceptibilidad de mas de 200 especies de insectos pertenecientes a los 6rdenes Coleoptera
(escarabajos y gorgojos), Lepidoptera (mariposas y polillas), Orthoptera (langostas), Himenoptera (hormigas),
Hemiptera (chinches), Homoptera (langostinos y pulgones). El conocimiento adquirido hasta hoy ha permitido la
aparicion de empresas que producen y comercializan HEP. La mayoria se localiza en paises europeos (Alemania,

Suiza, Holanda, Francia, Bélgica, Inglaterra, Rusia, Dinamarca), pero también existen en América (EE.UU., México,
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Brasil, Colombia, Cuba, Costa Rica, Guatemala, Nicaragua), Asia (China, India, Japon, Israel), Oceania (Australia y
Nueva Zelanda) y Africa (Sudafrica, Benin). El gran niimero de paises involucrados en su produccion se explica por la
gran especificidad de los aislamientos, por lo que un producto que funciona bien para una determinada plaga,

dificilmente lograra el mismo éxito contra una plaga diferente e, incluso, contra la misma plaga, pero en un ambiente
distinto (20).

D. Perspectivas para el uso de entomopatogenos en la agricultura
El control de plagas segiin Devoto et al. (20) mediante HEP aumentara en la medida que se conozca mas sobre
la interaccion huésped-patégeno-ambiente. El nimero de investigadores ligados a esta area ha aumentado
considerablemente en el mundo, al punto que la Patologia de Insectos se ha transformado en una especialidad en varias
universidades estadounidenses, brasilefias y europeas. Entre los factores que han presionado por nuevas alternativas de
control se puede mencionar:
A. Aparicion de resistencia de algunas plagas hacia los insecticidas de origen quimico.
B. Surgimiento de nuevos sistemas de produccion agricola, como la produccion organica.
C. Necesidad de productos inofensivos para otros organismos no perjudiciales.
D. Ineficacia de los tratamientos actuales para controlar larvas de habito subterraneo o aquellas que viven en
galerias horadadas en tallos y raices.
E. Comprobacion de los efectos negativos de algunas moléculas sintéticas sobre la salud de los aplicadores y
consumidores.
F. Legislacion mas estricta en relacion a la presencia de residuos en los productos agropecuarios.
Las razones antes expuestas conducen a pensar que los hongos entomopatdgenos lograran ocupar un espacio

propio en el control de plagas y que pasaran a constituir, como ya ocurre en otros paises, una herramienta eficaz en la

agricultura (20).

De acuerdo a Lezama (1992) (31), las propiedades de los hongos entomopatdgenos que los hacen interesantes
como una alternativa mas de uso en el control de plagas son:

A. Sualto poder patogénico.

B. La conservacion de la virulencia en la preparacion, antes de su aplicacion y después de un periodo de
almacenaje.

C. La especificidad que presentan (definida como la adaptacion reciproca entre el entomopatogeno y su
hospedante, en relacion con las condiciones del medio en el cual se encuentran).

D. Sus posibilidades de multiplicacién y conservacion en condiciones econdémicamente rentables.

E. Su gran poder de persistencia.

F. Suinocuidad para insectos parasitoides, depredadores, peces y vertebrados.
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E. Algunos criterios para la seleccion de candidates para el control biolégico (46)

A. Los primeros candidatos deben ser las plagas introducidas produciendo control bioldgico.
B. El impacto econémico de la plaga en la region.

C. Evaluacion del éxito de biocontrol en otros paises. -

D. Plagas donde otros métodos de control han fracasado.

=

Plagas que no estén bajo cuarentenas.

=

Plagas con un umbral econdmico alto y que no son vectores de enfermedades.

a

Plagas dnicas del cultivo.

=

Plagas con reconocidos enemigos naturales efectivos en otros paises.

L4
o]
.

Analisis de costos y beneficios.

F. Modo de acciéon de los hongos entomopatiégenos (6)

De manera general presentan las siguientes fases de desarrollo sobre los hospederos:

A. Germinacién: encontrando condiciones favorables de humedad y temperatura el hongo germina sobre el
insecto produciendo un tubo germinativo, la cual ocurre en un minimo de 12 horas a una temperatura de 23
a 30 °C y humedad relativa mas o menos elevada.

B. Formacion de apresorios: en la extremidad del tubo germinativo ocurre una dilatacion de hifas formando
una estructura denominada apresorio.

C. Formacion de grampa de penetracion: en la parte inferior del apresorio aparece la formacion de estructura
punteada la cual penetra la epicuticula y procuticula del insecto. No todos los hongos presenta esta
estructura.

D. Penetracion: se involucran dos procesos principales: uno fisico debido a la presién de las hifas que rompe
las areas membranosas o esclerosadas y un quimico, resultado de la elaboracion de enzimas que facilitan la
penetracion mecanica en el area de la procuticula aparecen sintomas de histélisis (descomposicién de tejido
por accion enzimatica).

E. Colonizacién: a partir de la penetracion inicial se da el proceso de colonizacion del hospedero por el
hongo. Las hifas que penetran sufren un engrosamiento y se ramifica, inicialmente por el tegumento del
insecto y posteriormente en la cavidad general del cuerpo, a partir de ese momento se forman las colonias
del hongo y otros cuerpos hifales, antes de la muerte del insecto. Después de la muerte del insecto el hongo
crece dentro del cadaver y todos los tejidos internos son penetrados por las hifas filamentosas mas no ocurre
la desintegracion del insecto ya que este segrega sustancias antibacterianas. - El tiempo de colonizacion
puede variar entre 76 a 120 horas dependiendo del insecto, el patdgeno y las condiciones ambiéntales.

F. Reproduccion del patégeno: 48 a 60 horas después de la muerte del insecto que ocurre 4 6 5 dias
después de la inoculacion, las hifas comienzan a emerger por las partes mas fragiles y luego la cuticula

utilizando la presion mecanica (La boca, el ano, las regiones intersegmentales y tarsos, son las areas de
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salida del hongo). La produccion de conidios ocurre entre 24 y 48 horas después de la emergencia de las

hifas, bajo condiciones de elevada humedad y temperaturas entre 20 a 30 °C, (dependiendo del patégeno).

G. Principales vias de infeccion de los agentes entomopatégenos:
(segan la National Academy of Science (1987) (39).
A. Oral: ingerido con el alimento. Principalmente virus, ricketsias, bacterias, nematodos, protozoarios y
algunos hongos .
B. A través del tegumento integro o traquea. Principalmente hongos y algunos nematodos.
C. Parenteral. Invasion por mordedura o lesion al tegumento del insecto.

D. A través del hueve. Ya sea adentro o por encima. Principalmente virus, ricketsias, espiroquetas y

protozoarios.

Rodriguez (1993), enumera las siguientes estrategias para el uso de entomopatogenos:

A. Considerar la interaccion entre el patégeno, huésped y ambiente (incluido el cultivo principal). Los patégenos
en control bioldgico son de alta especificidad (no daiia insectos benéficos y/o al hombre ni a otros invertebrados).
La virulencia del patogeno determina la concentracion requerida para infectar al huésped y el tiempo para producir
mortalidad (42).

B. En general, se considera el control natural como el mantenimiento de las fluctuaciones de la densidad de un
organismo dentro de un tiempo mayor 0 menor en un periodo, por la accion de los factores bidticos y/o abidticos
del medio. Huffaker y Messenger (1964) citados por Buenaventura y Gomez (14) consideran que el control natural
es permanente.

C.- Es muy importante conocer las vias de infeccion de los patgenos, normalmente los hongos penetran via
tegumentos, a través de la actividad enzimatica o presién mecanica producida por el tubo germinativo (apresorio).

Principalmente en regiones intersegmentales, tarsos y espiraculos. (6)

3.1.6. Caracteristicas generales del entomopatégeno Metarhizium anisopliae

A. Historia

Metchnikov (1879) sefialé6 al hongo por primera vez, siendo Sorokin (1879) quien instituyé el género
Metarhizium. Fue Hart el primer investigador que encontré Metarhizium parasitando Aeneolamia sp (42). Las
primeras técnicas de cuitivo de Metarhizium a gran escala fueron desarrolladas en el instituto Ucraniano de proteccion
de plantas, Kiev, URSS. Fue el primer hongo utilizado en la lucha biolégica contra insectos dafiinos (6). En
CODECAP (Brasil) se inicio la multiplicacion comercial del hongo. Rodriguez (42) indica que la informacion

generada en Brasil sobre la produccion masiva del hongo ha servido para que diversos paises tengan producciones a

nivel semicomercial.
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B. Clasificacion sistematica
Reino: Mycetea
Division: Amastygomicota
Subdivision: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Metarhizium

Especie: Metarhizium anisopliae (2,4,32).

C. Principales caracteristicas fisicas

Bernal (1994) indica que el hongo se caracteriza por presentar conidiéforos que forman capas de esporas, las
cuales se producen en cadenas basipétalas compactas en columnas, de forma ovoide a cilindrica y unicelulares. Los
conidios son uninucleados, alargados, de color verde, formando usualmente un solo tubo germinativo en el area polar.
Presentan una pigmentacion verde y su tamaiio diferencia a las especies. El micelio es hialino y los conidioforos
sencillos o ramificados. Se ha observado buen crecimiento del hongo en medios artificiales orgénicos e inorganicos;
principalmente en PDA (Papa-Dextrosa-Agar) y medios de arroz. La rapidez de reproduccion del hongo (mayor a la
del insecto) imposibilita que se desarrolle resistencia al hongo. El hongo se encuentra en forma saprofitica en el suelo

y como parasito en insectos (9).

M. anisopliae es un hongo con un amplio rango de hospederos, para 1975 se tenia reportado que podia atacar

mas de 204 especies de insectos (5).

Toledo y Badilla (48) mencionan que la seleccion de razas es fundamental para el desarrollo de un buen
programa, debido a que este entomopatogeno presenta diferencias marcadas de patogenicidad y virulencia entre

aislamientos de una determinada especie lo cual ha sido demostrado por varios autores.

Debido al bajo impacto que produce en el ambiente y fauna, durante los Gltimos afios se ha ido incrementando
el uso del hongo Metarhizium anisopliae, como parte del manejo integrado de plagas, por sus caracteristicas
patogénicas contra muchas plagas, su factibilidad de reproduccion en forma artificial y la rentabilidad de su uso, lo cual

representa una alternativa viable para el combate de plagas en algunas regiones cafieras (43).

3.1.7. Sintomatologia de la micosis en insectos por Metarhizium spp (36, 40)
A. Cambios de conducta: pérdida del apetito, apatia, movimientos débiles y descompasados debido a paralisis

parciales, finalmente pierde el reflejo de enderezamiento permaneciendo encorvado.
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B. Decoloracion: los cambios de color que ocurren en insectos atacados pueden deberse al color del mismo
hongo, 6 a pigmentos que éste produce.

C. Cambios de estructura interna y externa: el hongo en el hospedante perfora las membranas
intersegmentarias del abdomen, las hifas invaden ademas del tejido adiposo, los sistemas musculares y
nerviosos, la presencia del propio hongo llenando el cuerpo del hospedante da la caracteristica rigidez
post-mortal del insecto.

D. Alteraciones fisiolégicas del insecto: Aumento exagerado de oxigeno, pérdidas de peso, histdlisis producto

de la actividad enzimatica.

Estos sintomas se pueden presentar a un mismo tiempo o de modo sucesivo. En 4 a 7 dias se presenta la

mayor mortahidad.

3.1.8. Identificacion de la enfermedad — postulados de Koch

(Tomado y adaptado de Agrios) (2).

1. El patogeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todos los insectos enfermos que se examinen.

2. El patégeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios nutritivos y se deben describir sus
caracteristicas (parasito obligado), o bien debe permitirse que se desarrolle sobre un hospedante susceptible
(parasito obligado) y registrar su presencia y los efectos que produzca.

3. El patogeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en insectos sanos de la misma especie en
que aparecio la enfermedad y debe producir la misma enfermedad en los hospederos inoculados.

4. El patogeno debe aislarse una vez mas en un cultivo puro y sus caracteristicas deben corresponder a las

anotadas en el segundo punto.

3.1.9. Parasitismo, Patogenicidad, virulencia y agresividad

Un parasito es el organismo que vive ya sea dentro o fuera de otro organismo, del cual obtiene su alimento, y a
la relacion entre un parasito y su hospedante se denomina Parasitismo, el cual se encuentra estrechamente relacionado
con la Patogenicidad, que se refiere a una caracteristica genética de un microorganismo, que lo lleva a penetrar en un
insecto y causar la enfermedad, es decir; la alteracion que ocasiona un parasito sobre una o varias de las funciones
esenciales del insecto, debido a la capacidad que tiene el parasito de invadir y establecerse en su hospedante, que por lo
general provoca el desarrollo de una enfermedad en el hospedante. El factor que permite el desarrollo de una cierta
enfermedad en un hospedante es la presencia, en el patdgeno, de uno o mas genes que determinan la especificidad o
virulencia sobre el hospedante en particular; ademas, se piensa que el hospedante tiene ciertos genes que determinan su
susceptibilidad y especificidad para cierto patogeno. La virulencia es entonces “el grado de patogenicidad” de los

aislamientos hacia un hospedero especifico. Asi, para una misma especie de hongo puede haber diversas cepas o
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aislamientos con distintos grados de virulencia, cuando son aplicados en las mismas dosis y condiciones ambientales
2, 6).

De hecho, algunos patogenos son capaces de atacar a muchas clases (a veces cientos) de insectos hospedantes.
Al parecer, esos patogenos pueden atacar a varios hospedantes debido a que tienen muchos genes diversos para la
virulencia o bien debido a que estos genes para la virulencia de alguna manera tienen un espectro mucho mas amplio
de especificidad hacia el hospedante que los que generalmente tienen los patogenos mas especializados. Sin embargo,
cada especie insectil quiza es susceptible a un nimero variable de patogenos. Esto significa que una sola especie
insectil tiene genes para la susceptibilidad que le permitirian ser infectada por cualquiera de los patogenos a los que es

susceptible (2).

El gen o los genes que determinan la virulencia en el patogeno generalmente son especificos para uno o varios
tipos relacionados de insectos hospedantes. Asi mismo, los genes que hacen que un insecto hospedante sea susceptible
a un determinado patdgeno sélo existen en ese insecto y quiza también en algunos tipos relacionados de insectos
hospedantes. Por lo tanto, lo que determina el inicio y desarrollo de las enfermedades en los insectos es la presencia e
interaccion concurrente de genes especificos que determinan la virulencia en el patogeno y la susceptibilidad en el
insecto hospedante. Asi, el patdgeno posee un juego de genes para la virulencia que existen especificamente en €l y
que actda especificamente sobre su hospedante u hospedantes. Por otra parte, cada hospedante tiene un juego de genes
que determinan su susceptibilidad contra un patogeno en particular, y esos genes solo existen en ese hospedante en
particular y, al parecer, sélo son especificos de un determinado patogeno. La especificidad de los genes que
determinan las caracteristicas de virulencia o susceptibilidad explica el por qué un patdgeno que es virulento sobre un
hospedante no es virulento sobre los demas tipos de insectos hospedantes y por qué un insecto hospedante que es

susceptible a un patogeno no es susceptible a todos los demas patogenos de otros insectos hospedantes (6, 26).

La especificidad es una de las caracteristicas mas importantes de estos hongos, lo que representa una ventaja al
no dafiar organismos benéficos. Entre las variables que afectan la especificidad de algunos aislamientos de hongos
entomopatogenos hacia un determinado hospedero, estan la habilidad de las conidias para adherirse al tegumento y una

vez que el hongo ha penetrado en la cavidad corporal, su capacidad para producir toxinas (6, 26).

Los términos de virulencia y agresividad son empleados como sinonimos en patologia de insectos, ¢ indican
niveles de dafio provocado por los patdgenos. Se dice que un patégeno es virulento cuando este incide sobre un gran
nimero de individuos produciendo una epizootia, asi mismo se relaciona a la virulencia con la velocidad con que un
patoégeno se introduce en un hospedante y lo mata en un Tiempo letal medio (TLso) que no es mas que el plazo que

media entre la administracion del agente X y la muerte del 50 % de los individuos experimentados (6, 16, 17).

Se ha sefialado que el alto grado de diversidad genética de M. Anisopliae estaria relacionado con la localizacién
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geografica y grupos de patogenicidad, el aislamiento geografico y la capacidad de dispersion de las esporas,
especialmente para M. anisopliae, pueden ser importantes en la evolucion de los diferentes genotipos. Sin embargo,
consideran que la variabilidad intraespecifica de los hongos ha sido ademés caracterizada por diferencias en
patogenicidad, y que los casos documentados de variabilidad en la susceptibilidad del hospedero al patégeno
demuestran la ocurrencia potencial de coevolucion entre el insecto hospedante y el hongo patdgeno.
Ademas, su capacidad patogénica es afectada debido a la presion de seleccion que ejercen factores bidticos y abioticos
(6, 26).

Un patdgeno que presenta alta virulencia y una alta capacidad de diseminacion puede ser llamado como
patégeno epizodtico y sin duda que debe ser seleccionado para control microbiano. La virulencia de un patégeno
puede ser aumentada por medio de estudios de ingenieria genética provocando mutaciones por cruzamientos de
patdgenos, utilizando otros caracteres de interés como resistencia a la luz ultravioleta, temperatura, humedad, tiempo
de almacenamiento, de esta manera la raza mejorada pueda competir mejor bajo las condiciones ambientales que se

presenten (6).

3.1.10. Condiciones para los patégenos

La primera barrera que pone el insecto a la penetracion del patégeno es la cuticula, la cual difiere
marcadamente entre ¢l estadio en que se encuentre el insecto, por lo cual no necesariamente un buen aislamiento de un
entomopatégeno para adulto, va a ser igualmente efectivo para la larva. Esta diferencia debera tenerse presente en las

futuras evaluaciones de susceptibilidad de especies de insecto (6).

La presencia de un amplio rango de hospedantes en el patogeno puede explicar las adaptaciones patologicas
para producir enfermedad en diferentes hospedantes. Ademas las condiciones bajo las cuales se encuentren los
patégenos para la ocurrencia de las epizootias son muy importantes. Estas deben coincidir con un periodo favorable

para la susceptibilidad del hospedante para el desenvolvimiento del patogeno y ocurrencia de la epizootia (22).

3.1.11. Capacidad de reproduccion

Para desencadenar epizootias el patdogeno debe presentar una alta capacidad de reproduccion. Todos los
grandes grupos de patdgenos en forma general presentan una elevada capacidad de reproduccion, lo que los diferencia

es su capacidad de diseminacion (6).

3.1.12. Diseminacion del inoculo

Una alta capacidad de diseminacion del patdgeno es una caracteristica favorable para la ocurrencia de
epizootias. Un patégeno puede ser virulento y poseer un elevado potencial de reproduccién, pero si no tiene capacidad
de diseminacio6n, dificilmente conseguira provocar la muerte de insectos, ya que la mayoria de entomopatogenos son

incapaces de atacar hospedantes por su propia cuenta, por lo que los agentes fisicos de diseminacién son muy
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importantes (lluvia, viento, etc) (6).

3.1.13. El Parasitismo del hongo
El hongo se transmite de hospedante a hospedante por medio de conidios, infectando al insecto a través de la
pared del cuerpo o cuticula (algunas veces a través de los espiraculos). Al ingresar el hongo al hemocele, este crece
hasta que el insecto se satura de micelio. En este punto, el insecto regularmente muere mientras el hongo continua

creciendo hasta producir estructuras que sobresalen a través de la cuticula. (6)

3.1.14. Potencial del inéculo

Para la ocurrencia de epizootias es necesario un potencial de indculo minimo, lo cual se entiende por un
numero de esporas viables sobre 6rganos susceptibles del hospedante, capaces de iniciar el proceso infectivo, ya que se
requiere una cantidad minima de estructuras del patogeno para causar la enfermedad en un insecto o poblacion de

insectos (6).

3.1.15. Efecto de los factores climaticos en los hongos entomopatogenos

Estos influyen en mayor medida en las fases de diseminacion, germinacion y penetracioén del patogeno, que
durante la fase de colonizacién, cuando el patdgeno esta en pleno desenvolvimiento en el interior del cuerpo del insecto
(6).

A. Temperatura

Es uno de los factores de mayor importancia, afectando principalmente su estabilidad y eficiencia, ya que de
modo general los patogenos no poseen un sistema de regulacion de temperatura por lo que se ven altamente afectados

por ella. Por lo que para analizar la temperatura en el control microbiano se debe tomar en cuenta el efecto de la

temperatura en el hospedero y el microorganismo (6).

Durante la fase de produccion de hongos entomopatogenos es importante la temperatura para la germinacion de
conidios, crecimiento vegetativo y esporulacion. Dentro del rango de los 20 a 30 °C se encuentra la temperatura ideal
para cada fase de desarrollo del patogeno. Temperaturas de 27 + 1 °C han sido ideales para la produccién artificial de
diversos linajes de Metarhizium anisopliae, o cual es de gran importancia en la fase de almacenamiento, ya que

dependiendo de esta asi se prolonga su tiempo de almacenamiento (6).

B. Humedad

La humedad se puede manifestar a través de la lluvia, la humedad del suelo y del aire. Este factor no solo
Jjuega un papel importante para el insecto sino para el patégeno. Los insectos se ven afectados en sus actividades en

ambientes con niveles de humedad relativa inferior al 40% y no solo los insectos de pequeiio porte sino ios que viven
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en el suelo por faita o exceso de lluvia. En el caso del patogeno la humedad es importante para la germinacion y
penetracion y la reproduccion de algunos de ellos. Puede considerarse este factor como mas importante que la
temperatura ya que esta afecta principalmente la velocidad del proceso de desarrollo de la enfermedad.  Los conidios
poseen una delgada membrana por la cual pueden ganar o perder agua rapidamente, de acuerdo con la humedad del
aire, siendo en atmdsferas insaturadas donde se pierde mas facilmente la viabilidad. Se considera que con humedades
més elevadas el proceso de infeccion es mas rapido. Se ha constatado que Metarhizium anisopliae bajo condiciones
de laboratorio, el hongo no esporula muy bien sobre insectos colocados entre 40 a 60 % de humedad relativa,
principalmente a temperaturas arriba de los 30°C, bajo condiciones de campo también se ha encontrado que las

epizootias estan correlacionas con la humedad relativa (70 a 100%) (6).

3.2. Marco referencial

El estudio se realizé en el Departamento de Plagas y Enfermedades de Ingenio La Union S.A. ubicado en la
finca Belén jurisdiccion de Santa Lucia Cotzumalguapa en el departamento de Escuintla. Esta localizado a 14° 11°
latitud norte 90°53 " longitud oeste, a una altura de 146 metros sobre el nivel del mar. Las condiciones se describen en

cada una de las pruebas.

3.2.1. Antecedentes sobre investigaciones sobre gusano alambre en Guatemaia

En investigaciones internas del Ingenio la Union S.A. se evaluaron 7 insecticidas para el control de gusano
alambre con muestreo en el surco de cafia 160 dias después de aplicado el producto, no se encontraron diferencias
significativas entre los productos y el testigo, donde los insecticidas no probaron ser una técnica viable para controlar

las poblaciones de gusano alambre (28).

Un estudio preliminar del control de gusano alambre con semillas de maiz en las siembras de renovacion,
realizado por el Ingenio La Unién-CENGICANA, donde las semillas fueron tratadas con “Endosulfan” y Metarhizium,
lo cual indic6 que el maiz podria utilizarse como un atrayente de larvas, pero respecto a la mortalidad de las larvas fue
insignificante independiente del agente de control, lo cual demuestra la capacidad tolerante del gusano alambre y la
dificultad que se debe superar con la patogenicidad de los biologicos, ya que las larvas hicieron contacto con los

agentes de control en las raices del maiz pero no murieron (15,16).

Un reporte de muestreo realizado en marzo del 2003 en la finca Rio Azul por el Departamento de plagas y
enfermedades del Ingenio la Union S.A. las areas aplicadas con insecticida no mostraron diferencias en cuanto a las
poblaciones por m’ ni en la poblacion de tallos por metro lineal. Por otro lado una evaluacion realizada en esta misma
finca, se encontraron buenos resultados en la disminucion de las poblaciones por efecto del volteo, donde las
poblaciones disminuyeron significativamente, pero estas ain permanecian sobre los niveles de dafio econémico.

Actualmente esta es la manera mas efectiva con que se cuenta para el manejo de dichas poblaciones (30).
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En un estudio sobre la patogenicidad de nematodos entomopatogenos Heterorhabditis spp y Diplogasteritus
spp sobre insectos de los géneros Dipropus spp, Phyllophaga spp y Scaptocoris talpa, realizado por CENGICANA,
en el caso de la mortalidad de las larvas de gusano alambre solo se alcanzd un 16 por ciento de mortalidad, mientras
que para Phyllophaga y S. talpa se alcanzé una mortalidad del 80 y 28 por ciento respectivamente con
Heterorhabditis. Mientras que con Diplogasteritus, la mortalidad observada en gusano alambre fue del 19 por ciento,
16 para gallina ciega y 12 para chinche hedionda, lo que sugiere que la relacion patégeno-hospedante influye sobre el

nivel de patogenicidad mostrado (16).

En otro estudio realizado por Azafion (1996) donde se evaluaron 5 diferentes cepas de M. anisopliae para el
control de chinche salivosa, chinche hedionda, gusano alambre y gallina ciega, mostrd que las cinco cepas causaron
mortalidad entre 11 y 27 por ciento en chinche salivosa, entre 17 y 23 sobre chinche hedionda, mientras que en gusano
alambre solo 2 lograron causar mortalidad con porcentajes del 3 y 6 por ciento, y en gallina ciega ninguna de la cepas

causo mortalidad (8).

3.2.2. Calibracion de la cantidad de hongo utilizado

Con la finalidad de poder determinar una cantidad de conidios para ser aplicada en la Prueba Maxima, se
procedio a realizar una calibracion, tomando 10 grupos de 13 larvas de gusano alambre (cantidad que se utiliz6 en el
experimento por cada réplica de los tratamientos evaluados) las cuales fueron colocadas en erlenmeyers de 500 ml y

utilizando como patrén la cepa de M. anisopliae (PLH), que se produce a nivel comercial en el laboratorio de Control

Biologico de Ingenio La Union S.A.

Las cantidades evaluadas fueron: 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.1. Con esto se determind

que 0.05 g de conidios era una cantidad que permitia una buena impregnacion del hongo sin ser excesiva.

3.2.3. Testigo Absoluto

En el experimento se incluyo un testigo absoluto, como control en el experimento al cual no se le aplico hongo,
unicamente se colocaron las larvas en las cajas plasticas bajo las mismas condiciones a que fueron expuestos los otros
tratamientos a los que se les aplico hongo, sin embargo por fines estadisticos ya que no mostré variabilidad en los datos
(no se present6 mortalidad en ninguna de su repeticiones) y por no permitir el cumplimiento de los supuestos del

analisis de varianza, no se incluy6 en el analisis.

3.2.4. Alimento de las larvas de gusano alambre Dipropus spp.
Como alimento de las larvas se utilizaron granos de maiz esterilizados. Los granos de maiz se colocaron en
bolsas de papel conteniendo 300 gramos, en autoclave a una temperatura de 132 centigrados durante 15 minutos. Esto

con la finalidad de evitar el ingreso de algiin agente contaminante al experimento a través de los granos de maiz.
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4. OBJETIVOS

4.1. GENERAL

Evaluar la patogenicidad de once aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre

Dipropus spp bajo condiciones de laboratorio.

4.1.1. Especificos

I. Seleccionar los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae que muestren ser patogénicos sobre

gusano alambre Dipropus spp.

2. Determinar la incidencia y tiempo letal 50 (TLs) de los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae

con mayores mortalidades sobre gusano alambre Dipropus spp.

3. Determinar la incidencia y TLso de los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae revigorizados

sobre gusano alambre.

4. Determinar si existe algin efecto de la revigorizacion de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre

gusano alambre Dipropus spp.




5. HIPOTESIS

Los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae 23 y 1897 obtenidos de Conoderus por provenir de un
tipo de insecto hospedero relacionado, presentaran las mayores mortalidades sobre el gusano alambre Dipropus spp,

por efecto de una mayor especificidad hacia el hospedante.

La revigorizacion de los aislamientos de Metarhizium anisopliae producira un incremento significativo en la

incidencia sobre el gusano alambre Dipropus spp.
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6. METODOLOGIA
6.1. Primera fase

6.1.1. Tratamientos evaluados

Los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae que se utilizaron para el estudio se presentan en el cuadro
2.
Cuadro 2. Aislamientos de Metarhizium anisopliae evaluados sobre gusano alambre bajo condiciones controladas,

Ingenio La Unién S.A. Escuintla 2004.

I n No. :
TRATAMIENTO AISLAMIENTO HONGO

Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

1 472 (CSIRO F155;DAR 29768) J Walker A Wescott. (Coleoptera: Scarabaeidae)
Septiembre de 1977. Australia: BCRI, R.D. 66, Rydalmere, New South Wales.
2 1045 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin

(ARSEF EPABA A-24) DW Roberts E Matta (Homéptera; Cercopidae) Agosto
de 1978 Brasil: Bahia

3 23 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
Rs Soper (f84-1-1) RL Rabb. Conoderus sp (Coleoptera Elateridade 1961.
E.U.A.: North Carolina’

4 977 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
{GCRI 134-82] RA Hall A Vey. Melolontha melolontha [Coleoptera:
Scarabaeidae].17 Octubre 1983. Francia.

5 2139 Metarhizium anisopliae var anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
T Ssearle (Z). Phyllophaga anxia (Coleptara; Escarabaidae). Agosto de 1985
Canada. Southern Québec.

6 798 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
DA Rodriguez Sierra. Ninfa de Aenolamia varia (Homoptera: Cerpocidae).
1979 Colombia: Villavicencio, Meta.

7 1897 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
DW Roberts (V-14 (F84 mutant)). Conoderus spp. (Coleoptera: Elateridae). 11
junio de 1985. E.U.A.: California.

8 3621 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
IMI (299982). Aenolamia varia (Homoptera: Cercopidae). Recolectado el 26 de
febrero de 1992. Trinidad y Tobago.

9 1859 Metarhizium anisopliae var. Majus (Johnston)
Tulloch DW Roberts (Pol-32). (Coleoptera: Scarabaeidae). 19 mar 1985.
Polonia.

10 2135 Metarhizium anisopliae var anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
T Searle (F). Phyllophaga anxia (Coleoptera: Scarabaeidae) Julio 1985, Canada
Southern Québec.

11 346 Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
[CSIRO FI24] Apodius tasmaniae [Coleoptera: Scarabaeidae]. 4 Abril 1980.
Australia: Adelaide, Sur de Australia

* Procedencia de los aislamientos de Metarhizium anisopliae del Plant Protection Reaserch Unit U.S. Plant, Soil and

Nutrition Laboratory de la Universidad de Cornell
Fuente: Plant Protection Reaserch Unit U.S. Plant, Soil and Nutrition Laboratory. 1992 (37).




23

6.1.2. Multiplicacion ,

Los aislamientos evaluados en el laboratorio de Metarhizium se multiplicaron en medio de PDA y extracto de
levadura (39 gr de PDA,10 gr de Extracto de Levadura y 5 gr de agar-agar) como se reproduce en forma comercial en
el laboratorio de control bioldgico del Ingenio la Unién S.A., el medio de cultivo y las cajas fueron esterilizados
durante 30 minutos en el autoclave a 132 °C y 20 libras de presion sobre pulgada cuadrada (psi). Seguidamente de
esto se procedid al llenado de las cajas en la camara de flujo laminar. Una vez el medio solidifico se colocaron en la
camara bioclimatica a una temperatura de 26 a 28°C durante 10 dias con revisiones peridédicas cada 3 dias para

descartar las que se hubieran contaminado, y volverlas a sembrar.

Para reproducirlos, se colocé una muestra del hongo por caja petri de las colonias desarrolladas de los
aislamientos originales. Se inocularon 25 cajas petri por tratamiento, con la finalidad de tener suficiente material para
la prueba. Las cajas inoculadas fueron colocadas en la camara bioclimatica nuevamente hasta que se observé por
completo desarrollo del hongo en el medio de cultivo. Estos contaron con 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad, se

hicieron revisiones periddicas para descartar las que estuvieran contaminadas y volverlas a sembrar.

6.1.3. Evaluacién de la pategenicidad de los 11 aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre
mediante prueba maxima

A. Manejo de las larvas de gusano alambre

Se colectaron larvas en campos sin historial de aplicaciones de Metarhizium anisopliae, un dia antes del
establecimiento del experimento. Se realizaron agujeros en areas de infestacién con larvas de gusano alambre
Dipropus spp., seleccionando larvas de similar tamafio, estas fueron transportadas en una cubeta con tierra himeda al
laboratorio de plagas del suelo de Ingenio La Unidén S.A. ubicado en la finca Belén del municipio de Santa Lucia
Cotzumalguapa, Escuintla, a temperatura ambiente. Previo a su utilizacién se procedi6 a la seleccion de las larvas, la
cual se realizé horas previas al establecimiento del experimento, estas fueron colocadas sobre una bandeja plastica
donde se tomaron las mas activas con un largo similar (20 - 22 mm) colocandolas en grupos de 65 larvas (cantidad
maéxima que se logro obtener de la seleccion) en cajas plasticas, para posteriormente lavarlas con agua esterilizada para

remover restos de tierra y algin otro resto que esté adherido al insecto y se secaron sobre papel absorbente estéril para

eliminar el excedente de humedad.

B. Manejo de los aislamientos

De las 25 cajas producidas para cada aislamiento se obtuvo el hongo en forma de conidios por medio de un
raspado, la cantidad total de hongo se almacend en cajas petri, las que se colocaron en la camara bioclimatica por 4 dias
para eliminar el exceso de humedad, finalmente fueron selladas con papel Parafilm y se almacenaron en una
refrigeradora a 4 centigrados. Dos dias antes de la prueba maxima se realizé una prueba para determinar el % de

germinacion, el cual se obtuvo para cada tratamiento colocando una gota de una suspension de conidios de cada
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aislamiento en una caja petri con medio de cultivo PDA, esparciendo la suspensién con un haza bacterioldgica en todo
el medio. Las cajas inoculadas se colocaron en la camara bioclimatica por 18 horas. Finalizado el periodo se hicieron
conteos de conidios germinados y no germinados utilizando un microscopio con un aumento de 40 X en tres campos

diferentes, haciendo un promedio de las 3 lecturas.

C. Cantidad de hongo requerida

Utilizando como patron el material de M. anisopliae que se utiliza a nivel comercial (PLH) para el control de
chinche salivosa Aeneolamia sp. se realizd una calibracién (ver Marco Referecial inciso 3.2.3.), para determinar una
cantidad adecuada de hongo que permitiera una buena impregnacion del hongo sobre las larvas, pero que a la vez no
fuera excesiva. Con lo que se logré determinar que con 0.05 g de conidios era una cantidad apropiada para establecer el
experimento. Todos los tratamientos se estandarizaron con una misma cantidad de hongo con una germinacion del 100
%; por lo que en base a la calibracion y el porcentaje de germinacion de cada aislamiento se determiné la cantidad de

hongo utilizada para la prueba maxima.

D. Prueba maxima (inoculacién del hongo)

Determinada la cantidad de cada aislamiento se utilizaron erlemneyers de 500 ml para facilitar la agitacion e
impregnacion del hongo en las larvas. Se colocaron las 13 larvas correspondientes a una repeticion del tratamiento en
un erlenmeyer, y se les agregé la cantidad de hongo correspondiente, donde fueron agitadas durante 5 minutos,

logrando que las larvas estuvieran bien impregnadas del hongo.

Posteriormente utilizando una pinza estéril se individualizaron las larvas en cajas plasticas con una pequeiia
cantidad de suelo estéril, con 5 gotas de agua estéril, colocando granos de maiz esterilizado como alimento. Se hicieron
lecturas todos los dias para evaluar mortalidad, las cuales se realizaron hasta que no se presentaron larvas muertas en
ninguno de los tratamientos, las larvas que se encontraron muertas se les hizo una lavado de 1 minuto en alcohol al 70
%0, un minuto en agua estéril, un minuto en hipoclorito de sodio al 2.5 % y 3 minutos en agua estéril, para eliminar el
excedente de la solucion clorada, posteriormente se trasladaron a otra caja plastica (cdmara himeda) con papel filtro
estéril y una gota de agua estéril hasta confirmar que la muerte de la larva fue causada por el hongo (observandose la

colonizacion del hongo sobre la larva).

E. Diseiio experimental

Se utiliz un disefio completamente al azar con 11 tratamientos (adicionalmente se preparé un testigo absoluto
al cual no se le aplico hongo, sino que las larvas, solo se colocaron en las cajas plasticas bajo las mismas condiciones
de los demas tratamientos, pero este no se incluyo en el analisis, sino Ginicamente como control en el experimento) y 5
repeticiones. Cada unidad experimental conté con 13 larvas (cada caja fue identificada con su tratamiento, repeticion y

nimero de subunidad experimental).
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F. Descripcién de la variable respuesta

1. Incidencia (porcentaje de mortalidad): Para ello, todos los dias, iniciando 24 horas después de la aplicacion
del hongo se revisaron y se apartaron las larvas muertas, las cuales fueron trasladadas a las camaras hiimedas, para
observar posteriormente si fue parasitada por el hongo y obtener el dato de muerte confirmada sobre la larva y de esa
manera corroborar que la muerte de la larva fue causada por el hongo y no confundirla con algun otro factor que
pudiera haber causado su muerte. Estas observaciones se realizaron hasta que ya no se presentd mortalidad en las
larvas. El porcentaje de mortalidad se obtuvo a partir de la siguiente formula.
PM=Ip/lt X 100
Donde:
PM = Porcentaje de mortalidad.
Ip = Numero de insectos parasitados.

It = Numero de Insectos Totales.

G. Analisis de la informacién
A los datos de mortalidad se le aplicé un analisis de varianza y una prueba maltiple de Tukey, para determinar

los aislamientos que produjeron los mayores efectos en el control de larvas de gusano alambre (mayor % de
mortalidad).

H. Determinacién del Tiempo Letal 50 (TLso) de los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae

En base a los datos de mortalidad acumulada de los tratamientos que mostraron mortalidades arriba del 50 % y
utilizando valores Probit, se elaboraron ecuaciones de regresion caracteristicas para la relacion dias de mortalidad y
porcentajes de mortalidad, con esto se determiné la curva de mortalidad de los aislamientos y el tiempo requerido para
matar al 50 % de las larvas (TLsp). El modelo utilizado fue seleccionado en funcion del analisis de varianza de la

regresion (rechazo de la Hipdtesis Nula), el menor coeficiente en el Cuadrado Medio del Error dado por el analisis de

varianza y el Coeficiente de Determinacion (R”) mas alto.

6.1.4. Identificacion del hongo aislado

Se procedio al aislamiento y reproduccion del hongo de los tratamientos utilizados en esta fase (los que
presentaron las mayores mortalidades). Una vez reproducidos los aislamientos se procedio a hacer comparaciones de
las caracteristicas culturales morfoldgicas del hongo inoculado inicialmente (color de la colonia y conidios, sobre una
placa con medio PDA + Extracto de Levadura) con el hongo aislado de las larvas parasitadas diferenciados de la
siguiente manera: 1. Inoculado inicialmente (aislamiento original), 2. Aislado de gusano alambre Primera fase
(revigorizado) Asi mismo se anoto la sintomatologia producida por los aislamientos sobre las larvas. Esto con la

finalidad de corroborar que el causante de la muerte de las larvas fue el hongo aplicado inicialmente,.
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También se realizaron mediciones del largo y ancho de los conidios utilizando una muestra de 30 conidios de
los aislamientos en las etapas mencionadas anteriormente; las lecturas se realizaron utilizando un microscopio con un
aumento de 40X y un micréometro ocular. Ademas se realizo una prueba colocando una muestra del hongo aplicado
inicialmente a las larvas junto con una muestra del hongo aislado de las larvas en una misma caja petri con medio de

PDA + Extracto de levadura, para que se desarrollaran juntos; si estos presentaban compatibilidad vegetativa,

corresponderian al mismo hongo.

6.2. Segunda fase
6.2.1. Purificacion del hongo

De los 11 aislamientos evaluados se seleccionaron los aislamientos que presentaron los porcentajes de
mortalidad mas altos (arriba del 50 %) en la prueba maxima. Se tomo una muestra de larvas parasitadas de las cuales
se aisl6 el hongo (conidios) para reproducir los materiales. De la larva parasitada, se tomaron muestras de las partes
con mayor cantidad de conidios, las cuales se colocaron en cajas petri con medio de PDA y Extracto de Levadura. Se
prepararon 20 cajas para cada uno de los cuatro aislamientos, con la finalidad de tener suficiente material para la

siguiente prueba.

6.2.2. Determinacion de la incidencia y TLs, de los aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae revigorizados
Una vez reproducidos los materiales se procedi6 a inocularlos nuevamente sobre larvas de gusano alambre,
donde: ia colecta y manejo de larvas, manejo de los aislamientos, inoculacion del hongo, disefio experimental, variable

respuesta, y analisis de la informacion se procedio de la misma manera que en los incisos 6.1.3.A. al 6.1.3.H.

6.2.3. 1dentificacion del hongo aislado

Se procedio al aislamiento y reproduccién del hongo de los tratamientos utilizados en esta fase. Una vez
reproducidos los aislamientos se procedi6 a hacer comparaciones de las caracteristicas culturales morfologicas de los
aislamientos como se indico en el inciso 6.1.4. Gnicamente que esta vez se incluyo la ultima fase: 3. El revigorizado

aislado de gusano alambre (segunda fase).

6.2.4. Determinacion del efecto de la revigorizacion de los aislamientos de M. Anisopliae sobre gusano alambre
Dipropus spp

En base a los datos de mortalidad acumulada, se hicieron comparaciones con los resultados obtenidos en las
dos fases del experimento, con la finalidad de determinar si hubo algin efecto de la revigorizacion de los aislamientos

sobre la mortalidad del gusano alambre. Para esto se utilizo la prueba de t pareada suponiendo varianzas iguales entre

las dos fases.

a»
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Primera fase

7.1.1. Reproduccion de aislamientos de Metarhizium anisopliae

Los aislamientos lograron reproducirse bajo la metodologia utilizada en el Laboratorio de Control Biologico
de Ingenio La Uni6n, S.A., donde el tiempo que tomd para la esporulacion en toda la placa de cultivo (10 cm de
diametro con medio PDA + Extracto de Levadura), vario entre 6 y 7 dias para los diferentes aislamientos como se

muestra en el apéndice 1.

7.1.2. Determinacion de la cantidad de inoculo para prueba de patogenicidad

En base a que se habia determinado en un bioensayo previo a este; con 0.05 g de conidios puros era una
cantidad apropiada para establecer el experimento de prueba maxima para la determinacion de la patogenicidad de los
aislamientos sobre gusano alambre Dipropus spp. Se tomo en cuenta el porcentaje de germinacion de conidios de cada
aislamiento, el cual se determin6 mediante una prueba de germinacion de los conidios, con lo que se calculd la cantidad

de gramos de conidios que se debia utilizar, como se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Porcentajes de germinacion sobre el medio PDA + Extracto de Levadura y gramos de conidios utilizados
de los diferentes aislamientos de Metarhizium anisopliae en la prueba de patogenicidad bajo condiciones de

laboratorio, primera fase, Ingenio La Union S.A., Escuintla 2004.

Aislamiento Porcentaje de germinacion Gramos de Conidios

23 100 0.0500
346 95 0.0526
472 95 0.0526
798 100 0.0500
977 90 0.0554
1045 100 0.0500
1859 90 0.0554
1897 100 0.0500
2135 90 0.0554
2139 95 0.0526
3621 100 0.0500

7.1.3. Patogenicidad de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp
Una vez inoculadas las larvas con los 0.05 g de conidios puros del hongo, se hicieron las correspondientes
lecturas cada 24 horas, los resultados de mortalidad diaria y acumulada se muestran en el apéndice 2. Con lo que se

determiné que los once aislamientos de Metarhizium anisopliae resultaron ser patogénicos sobre el gusano alambre

Dipropus spp.

7.1.4. Incidencia de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp

Con los resultados de mortalidad acumulada, se pudo observar que los datos no cumplen el supuesto de
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homogeneidad de varianzas por lo que se recurri6é a la transformaciéon de datos por medio de la funcién arcoseno

(arcosen Jx ) (50) como se muestra en el apéndice 3.

Con respecto al analisis de varianza se encontré diferencia altamente significativa (nivel de significancia del
1%) en cuanto a la variable Incidencia (% de Mortalidad) de los diferentes aislamientos como se muestra en el cuadro
4,
Cuadro 4. Resumen del analisis de varianza a los resultados de mortalidad transformados por arcoseno de los
aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones de laboratorio, primera

fase, Ingenio La Union S.A., Escuintla, 2004.

Fuente de variacion Gl  Suma de Cuadrados Cuadrado Medio F calculado Pr>F
Tratamiento 11 29345.6584 2934.5658 36.18 0.0001
Error 48 3568.6002 81.1045
Total 59 32914.2586

CV.=27.57 %.

El analisis indica que los aislamientos poseen variabilidad en cuanto al grado de patogenicidad o virulencia
visto desde la incidencia de los aislamientos de M. anisopliae sobre el gusano alambre. El coeficiente de variacion en
esta fase fue del 27.57%. De acuerdo a los resultados, se realizo una prueba de medias a los tratamientos por medio de

la prueba de medias de Tukey. Los resultados se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Resumen de la prueba de medias de Tukey al 1% de significancia de la mortalidad de los once aislamientos

de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones de laboratorio, primera fase, Ingenio
La Unidn S.A., Escuintla, 2004.

Media
Aislamiento *Arcoseno % Mortalidad Grupo Tukey

23 64.538 80.00 A
3621 59.726 73.85 A
2135 59.426 73.85 A
472 55.450 67.69 A
346 40.618 43.08 B
2139 33.406 30.77 B
798 13.225 7.69 C
1045 13.225 7.69 C
977 10.116 6.15 C
1859 4.758 1.54 C
1897 4.758 1.54 C

*Arcoseno = mortalidad transformadas por arcoseno (arcosen \'/; )
**Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
En el cuadro 5 se puede observar que los aislamientos 23, 3621, 2135 y 472, son estadisticamente iguales,

mostrando una virulencia alta, por otro lado los aislamientos 346 y 2139 son estadisticamente iguales con una
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virulencia media mostrando mortalidades inferiores al 50 % mientras que los aislamientos 977, 798, 1045, 1897 y 1859

mostraron una virulencia baja por haber presentado los menores efectos sobre la mortalidad del gusano alambre.

De lo anterior se puede observar que el aislamiento 23 aislado de Conoderus, que es un elaterido proveniente
de Carolina del Norte, Estados Unidos, mostro los mayores efectos, mientras que el aislamiento 1897, aislado también
de Conoderus proveniente de California, Estados Unidos, es patogénico, pero con un grado bajo de virulencia sobre el
gusano alambre Dipropus spp, a lo que se infiere que posiblemente las condiciones dadas en el experimento no fueron
adecuadas para la expresion del aislamiento 1897 o que no ha desarrollado un mayor grado de patogenicidad o

. virulencia por lo que su espectro patogénico sea mas especifico o, no tan amplio como el del aislamiento 23.

7.1.5. Determinacion del TLs,
Con los datos de mortalidad acumulada transformados a valores Probit se establecieron las curvas
caracteristicas para mostrar el comportamiento de los tratamientos con mayores mortalidades a través del tiempo, como

una consecuencia de la interaccion hospedante — parasito (gusano alambre — aislamiento de M. Anisopliae). De

acuerdo a los datos el modelo que mas se ajusta es el cuadratico (Y= b,x” + byx + by), como se muestra en la figura 1.

Los andlisis estadisticos se muestran en el apéndice 4.

7 y = -0.004812x% + 0.26371x + 2.2448
| R? = 0.9672
G- y = 0.0073754x2 + 0.30854x + 2.4329606 /
; R? = 0.9062 = -=="
: _—  SS—
.
=z y = -0.001718x* + 0.164654x + 2.0252
| lf:’ R? = 0.9671
| 3
| -
; y = -0.006885x” + 0.30559x + 2.1485
2 R? = 0.9846
1
!
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@ o 472 - = 23 ammenm 3621 —_ 2135

Figura 1. Tiempo Letal medio (TL50) de mortalidad acumulada de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre

larvas de gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones de laboratorio, primera fase, Ingenio La Unién S.A.,
Escuintla 2004.
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Se observa que la virulencia de los aislamientos 472, 23, 3621, 2135 sobre las larvas de gusano alambre con
respecto al tiempo que requirid cada uno de ellos para alcanzar el Tiempo Letal 50 (TLs,), fue variable; donde el
aislamiento 3621 mostré ser el mas virulento ya que alcanzo su TLso a los 11 dias, el 2135 a los 13 dias, el 23 lo

alcanzo a los 14 dias , y el 472 a los 24 dias.

Las diferencias en cuanto a parasitismo no solo dependen de las caracteristicas de los aislamientos de M.
anisoplaie, sino también de la susceptibilidad del hospedante, por lo que las diferencias que se obtuvieron en cuanto a

incidencia y TLsg son el resultado de la interaccion aislamiento de M. anisoplaie - larva de gusano alambre.

7.1.6. Aislamiento, Caracterizacion morfologica y reproduccion de aislamientos

Del indculo utilizado al inicio del experimento y tomando de los insectos parasitados por los aislamientos 23,
472, 2135 y 3621, se tomo una muestra de conidios para reproducirlos, comparando asi algunas caracteristicas
culturales morfoldgicas, con la finalidad de identificar a los materiales, por lo que se tomé en cuenta principaimente la
coloracién de fa colonia de conidios (desarrollados en el medio de cultivo PDA + Extracto de Levadura), que es la

caracteristica mas evidente de cada material, como se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Caracteristicas culturales morfologicas de los aislamientos de Metarhizium anisopliae de mayor virulencia,

desarrollados sobre el medio de cultivo PDA + Extracto de Levadura, Ingenio La Unidn S.A., Escuintla 2004.

Aislamiento Color de la colonia Color de Conidios *Tamaiio de conidios largo / ancho
23 Blanca- - Verde Olivo 512
472 ' Blanca Verde grisaceo 5/2
2135 Blanca Verde Obscuro 5/2
3621 Blanca Verde Claro 5/2

* en um, promedio de 30 conidios

En cuanto al tamafo de los conidios de las muestras analizadas de cada aislamiento, no se encontraron
diferencias apreciables en cuanto al largo y ancho de los conidios (ver apéndice 5). El largo fue de 5 pm y el ancho de
2 um (Apéndices 5 y 6). Ademas se inocularon juntos en el medio de cultivo PDA + Extracto de Levadura, el material
aislado de la larva con el material inoculado inicialmente para cada uno de los aislamientos y se observd que estos al
desarrollarse juntos en el medio de cultivo presentaron compatibilidad vegetativa. Con lo anterior, se determind que
correspondian a los materiales aplicados inicialmente. Asi mismo se observo la sintomatologia presentada en las larvas,
con lo cual se determin6 que la enfermedad (mortalidad de las larvas) estaba asociada al entomopatdogeno M.

anisopliae, como se muestra en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Sintomatologia visible presentada a nivel general por las larvas de gusano alambre causada por la presencia
de los aislamientos de Metarhizium anisopliae bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Unién S.A., Escuintla
2004.

Sintoma Descripcion
Pérdida del apetito, movimientos débiles y descompasados, perdida del reflejo de
Cambios de conducta  enderezamiento permaneciendo encorvadas.

Histolisis en diferentes regiones del insecto, observandose pequeifias secciones de
color café oscuro o negro, dando un aspecto de descomposicion, producto de la
actividad enzimatica.

El cuerpo de las larvas presentd la caracteristica de rigidez post-mortal del insecto
que por lo general presentaba una posicién encorvada y en algunos casos erecta.

Cambios en la estructura
externa

El micelio emergié de las aberturas naturales como la boca, el ano, otras partes
como las regiones intersegmentales, tarsos y las areas donde se presentaba la
histélisis, cubriendo el cuerpo de la larva.

Colonizacion La formacion de anillos de conidios, que por lo general seguian el patron de los
segmentos abdominales (regiones intersegmentales) principalmente, pero que en
muchos casos se observd un cubrimiento casi total de la larva. Presentandose el
color caracteristico de cada aislamiento.

7.2. Segunda fase
7.2.1. Patogenicidad de los aislamientos revigorizados de Metarhizium anisopliae

Una vez inoculadas las larvas con los aislamientos 23, 472, 2135 y 3621 se procedieron a realizar las lecturas
de mortalidad diaria y acumulada cuyos resultados se muestran en el apéndice 7. Donde los resultaron indicaron

nuevamente que los aislamientos son patogénicos sobre gusano alambre.

7.2.2. Incidencia de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp
A los resultados de mortalidad de esta fase se les realizo el analisis de varianza (al 1% de significancia) con los

datos normales en porcentaje, debido a que se cumplian los supuestos del modelo planteado (ver apéndice 8). En el

cuadro 8 se muestra el resumen del analisis de varianza.

Cuadro 8. Resumen del anilisis de varianza a los resultados de mortalidad de los aislamientos revigorizados de

Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Unidn S.A,
Escuintla, 2004.

Fuente de variacion Gl  Suma de Cuadrados Cuadrado Medio F calculado Pr>F
Tratamiento 3 2275.16213050 758.38737683 14.18 0.0001
Error 16 855.93372764 53.49585798

Total 19 3131.09585814

C.V.=8.23%.
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El anélisis indica que los aislamientos poseen variabilidad en cuanto al grado de patogenicidad o virulencia
visto desde de incidencia de los aislamientos de M. anisopliae sobre el gusano alambre. El coeficiente de variacion en
esta fase fue del 8.23%. Debido a la diferencia altamente significativa de los aislamientos revigorizados en cuanto a la
variable incidencia (% de Mortalidad), se realiz6 una prueba de medias con los resultados de mortalidad por medio de

la prueba multiple de medias de Tukey. Los resultados se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Resumen de la prueba de medias de Tukey de la mortalidad de los aislamientos revigorizados de
Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Union S.A.,

Escuintia, 2004.

Aislamiento % Mortalidad Media Grupo Tukey
23 98.400 A
2135 93.846 A
3621 92.308 A
472 70.769 B

**Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

El analisis indica que los aislamientos 23, 2135 y 3621 son estadisticamente iguales, produciendo las mayores
mortalidades sobre gusano alambre mientras que el aislamiento 472, mostré los menores resultados de los cuatro
tratamientos evaluados, lo cual concuerda con las tendencias obtenidas en la primera fase, aunque es importante notar
en esta segunda fase, la presencia a nivel general de una mayor virulencia respecto a la incidencia de M. Anisopliae

sobre gusano alambre Dipropus spp en relacion con la primera fase. Esto se puede observar en inciso 7.2.5.

7.2.3. Determinacion del TLs, de los aislamientos revigorizados

Con los datos de mortalidad acumulada transformados a valores Probit, se establecieron las curvas
caracteristicas de mortalidad de los aislamientos revigorizados (ver apéndice 9) donde el modelo que mas se ajusta a
los datos es el cuadratico (Y= b,x* + byx + by). En la Figura 2 se muestra el comportamiento de los tratamientos. Con
respecto al Tiempo Letal 50 (TLs), el aislamiento 23 en esta fase mostré ser el aislamiento mas virulento ya que
alcanzo su TLs a los 14 dias, el aislamiento 3621 a los 16 dias, el aislamiento 2135 a los 18 dias y el aislamiento 472
lo alcanz6 a los 24 dias. En esto se observa que los aislamientos 23 y 472 alcanzaron su TLs en forma similar que en la
primera fase, mientras que los aislamientos 2135 y 3621 lo alcanzaron 5 dias después con respecto a la primera fase, lo
cual podria atribuirse a la baja en la temperatura en los primeros dias del experimento, donde se presentaron
temperaturas entre los 22 y 24 °C (ver apéndice 10, fase 2), ya que una vez estabilizada la temperatura, por medio de la
utilizacion de un calefactor, el comportamiento de los tratamientos volvid a presentarse en forma similar a la primera
fase. Esto puede indicar que los aislamientos 8 y 10 resulten ser mas susceptibles a los cambios de temperatura,

mientras que los aislamientos 23 y 472, resultan ser un tanto mas tolerantes, lo cual se considera una ventaja.
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Figura 2. Curvas de tiempo-% de mortalidad acumulada de los aislamientos revigorizados de Metarhizium anisopliae

sobre larvas de gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Union S.A., Escuintla 2004.

Con relacion al aumento de la mortalidad, cuando un aislamiento que se pasa por un insecto diferente al cual el
aislamiento es originario, se produce porque M. anisopliae tienen enzimas que degradan la cuticula ( amilasa, quitinaza
y proteasa principalmente). Cuando el hongo es inoculado sobre un nuevo hospedante, tiene que activar su sistema
enzimatico para poder romper la tetocuticula, lo cual activa las enzimas, principalmente la quitinaza (aumentandose la
concentracion de estas en la F1), razon por la cual se vuelven patogénicos y mas virulentos, por lo que el aumento de
estos factores una vez que se revigoriza el hongo en el hospedante es una de las consecuencias principales. Los
resultados obtenidos pueden deberse a esta causa, al tipo de larva utilizada (alguna condicion de su constitucidn por la
época del afio respecto a su susceptibilidad) asi como a la variabilidad que se produce cuando se trabaja con bioensayos

a causa de muchos factores que son diferentes entre bioensayos.

7.2.4. Efecto de la Revigorizacion

Se practicaron pruebas de t pareadas suponiendo varianzas iguales entre las dos fases de los aislamientos 23,
472,2135 y 3621, los resultados se muestran en el apéndice 11. El analisis indica que para el aislamiento 472 no existe
diferencia significativa entre las dos fases, mientras que para los aislamientos 23, 2135 y 3621 si existe diferencia
significativa entre las mortalidades de las dos fases, siendo mayores en la segunda fase. En la Figura 3, se puede

observar que el aislamiento 472 en su segunda fase mostré solo un incremento del 3 %, mientras que el aislamiento 23
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un 18 %, el aislamiento 2135 un 20 % y el aislamiento 3621 un 16 %, sobre la primera fase. El efecto en la mortalidad
del gusano alambre podria asociarse a un efecto significativo en la respuesta a la revigorizacion de los materiales de M.
Anisopliae sobre gusano alambre. Con respecto al Tiempo Letal Medio (TLs) no se encontraron efectos significativos

de la revigorizacion.
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Figura 3. Comparacion de las mortalidades de los aislamientos 23, 472, 3621, 2135 de la primera y segunda fase, en

la evaluacién de la patogenicidad de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp

bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Unién S.A_, Escuintla, 2004.

7.2.5. Aislamiento, Caracterizacién morfologica y reproduccion de aislamientos

Los hongos fueron aislados nuevamente de las larvas parasitadas y desarrollados sobre medio de cultivo PDA
+ Extracto de Levadura, corroborando las anotaciones hechas en los cuadros 7 y 8. Comprobando que los aislamientos
obtenidos corresponden a los inoculados las veces anteriores y por lo tanto responsables de la muerte de las larvas en
los diferentes tratamientos. En el apéndice 12 se presenta un resumen de todo el proceso de evaluacion de la

patogenicidad de los aislamientos de M. anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp.
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8. CONCLUSIONES

Los 11 aislamientos de Metarhizium anisopliae mostraron ser patogénicos sobre el gusano alambre, Dipropus

spp., con grado variable de virulencia.

Los mayores indices de mortalidad (incidencia) fueron presentadas por los aislamientos 23 (80%), 472 (68 %),
2135 (74%) y 3621(74 %). Los aislamientos 346 y 2139 mostraron niveles de incidencia inferiores al 50%,
mientras que los aislamientos 798, 1045, 977, 1859, 1897 mostraron valores inferiores al 10% mientras durd el

ensayo.

Con respecto al TLsy en la primera fase, para los tratamientos altamente patogénicos, se observd que el
aislamiento 3621 a los 11 dias, muestra ser el aislamiento mas virulento, seguido en orden decreciente de

virulencia por los tratamientos 2135 a los 13 dias, el 23 a los 14 dias, y el 472 a los 24 dias.

Contrario a fo planteado en la hipotesis, el aislamiento 1859 proveniente de Conoderus, no mostré tener

capacidad patogénica significativa sobre Dipropus spp.

De los aislamientos revigorizados sobre gusano alambre, los que produjeron los mayores efectos sobre la
incidencia, fueron los aislamientos 23, 2135 y 3621 con mortalidades de 98, 94 y 92 %, mientras que el
aislamiento 472 un 71 %. Los TLso de los aislamientos revigorizados indicaron que el aislamiento 23 resulto ser
el mas virulento con 14 dias, seguido en orden decreciente de virulencia por el 3621 a los 16 dias, el 2135 a los

18 dias y 472 a los 24 dias.

La revigorizacidon de los aislamientos mostro efectos significativos en la incidencia de los aislamientos 23, 2135
y 3621 con incrementos del 18 al 20 %, mientras que el aislamiento 472 mostré un incremento del 3 % y aunque
se consideré estadisticamente no significativo en comparacion a los demds aislamientos, no deja de ser

importante. Respecto al TLsg, no se encontré algiin efecto significativo sobre esta variable por la revigorizacion

de los aislamientos.

|PRoPEDAD I
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9. RECOMENDACIONES

Por los valores de mortalidad y TLs, cuya importancia es poder seleccionar materiales que provoquen una alta
mortalidad en el menor tiempo posible, los aislamientos de M. anisopliae 23, 3621, 2135 y 472 se consideran como
materiales promisorios para el manejo del gusano alambre Dipropus spp. En el laboratorio, mostraron un alto potencial
patogénico sobre gusano alambre, por lo que evaluaciones sobre dosificacion medios de multiplicacion, el diseiio de
diferentes prototipos de formulacion, efectos colaterales con el ambiente y eficacia en invernadero y campo, se
consideran importantes con la finalidad de determinar el aislamiento mas efectivo sobre el gusano alambre en su

habitat natural.

Existen diferencias en cuanto a la virulencia entre diferentes cepas de una especie. Es importante evaluar el
mayor nimero de cepas posibles, mediante bioensayos estandarizados, para detectar estas diferencias. Otros
parametros, como velocidad de crecimiento, intensidad de la esporulacion, rapidez para invadir el hemocele del

insecto, pueden ser considerados en futuras investigaciones.
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Apendice 1. Tiempo requerido para la esporulacion sobre el 100% de la placa (10 cm de diametro) y porcentaje de

germinacion de los diferentes aislamientos de M. anisopliae utilizando el medio de cultivo extracto de levadura a 26 °C

con 14 horas de luz y 10 de obscuridad.

Tratamiento Tiempo en dias Porcentaje de germinacion
1 95
100
100
90
90
100
100
100
90
95
95

AN NN NS NN
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Apendice 2. Resultados de mortalidad acumulada de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano

alambre Dipropus spp. bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Unién S.A., Escuintla, 2004. Primera fase.

DIAS Tratl Trat2 Trat3 Trat4 Trat5 Trat6 Trat7 Trat8 Trat9 Trat 10 Trat 11 Trat 12

1 0,00 0,00 1,54 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 1,54 000 0,00 0,00 000 000 0,00 1,54 0,00 0,00
3 1,54 0,00 3,08 0,00 1,54 0,00 000 000 0,00 1,54 0,00 0,00
4 1,54 154 308 000 154 154 000 1,54 000 3,08 0,00 0,00
5 1,54 1,54 3,08 0.00 1,54 1,54 000 1077 000 769 0,00 0,00
6 1,54 1,54 4,62 000 1,54 1,54 0,00 23,08 000 1231 0,00 0,00
7 1,54 1,54 4,62 000 154 1,54 0,00 3231 000 13,85 0,00 0,00
8 1,54 1,54 1692 000 1,54 1,54 0,00 3385 0,00 23,08 0,00 0,00
9 1,54 1,54 26,15 0,00 154 154 0,00 3692 0,00 26,15 3,08 0,00
10 10,77 3,08 36,92 0,00 1,54 3,08 0,00 47,69 0,00 3538 4,62 0,00
11 10,77 3,08 44,62 0,00 1,54 3,08 000 5538 0,00 41,54 6,15 0.00
12 10,77 3,08 47,69 1,54 3,08 3,08 0,00 5846 0,00 46,15 6,15 0,00
13 13,85 3.08 50,77 154 462 308 000 61,54 0,00 53,85 6,15 0,00
14 18,46 3.08 5231 154 462 308 0,00 06462 0,00 53,85 6,15 0,00
15 21,54 462 5692 154 923 3,08 0,00 64,62 0,00 5692 6,15 0,00
16 21,54 462 5692 154 923 3,08 0,00 6462 0,00 5846 7,69 0,00
17 26,15 462 60,00 308 10,77 4,62 0,00 66,15 0,00 5846 20,00 0,00
18 30,77 4,62 60,00 308 10,77 4,62 0,00 66,15 0,00 6000 21,54 0,00
19 3385 462 67,69 3,08 1231 4,62 0,00 67,69 0,00 66,15 24,62 0,00
20 33,85 4,62 73,85 3,08 1231 462 0,00 6923 0,00 6923 24,62 0,00
21 33,85 4,62 7692 3,08 13,85 4,62 0,00 70,77 0,00 70,77 24,62 0,00
22 40,00 4,62 7846 3,08 1846 4,62 1,54 70,77 0,00 7231 26,15 0,00
23 47,69 4,62 78,46 3,08 20,00 462 1,54 70,77 0,00 73,85 35,38 0,00
24 52,31 4,62 78,46 3,08 21,54 462 1,54 72,31 0,00 73,85 3692 0,00
25 5692 4,62 7846 3,08 2462 6,15 1,54 7231 0,00 73,85 40,00 0,00
26 58,46 6,15 7846 7,69 27,69 6,15 1,54 7231 0,00 73,85 40,00 0,00
27 60,00 6,15 80,00 7,69 2923 6,15 1,54 73,85 0,00 73,85 43,08 0,00
28 64,62 6,15 80,00 7,69 2923 6,15 1,54 73,85 1,54 73,85 43,08 0,00
29 64,62 6,15 80,00 7.69 2923 6,15 1,54 73,85 1,54 73,85 43,08 0,00
30 64,62 6,15 80,00 7,69 2923 6,15 1,54 73,85 1,54 73,85 43,08 0,00
31 64,62 6,15 80,00 7.69 2923 6,15 1,54 73,85 1,54 73,85 43,08 0,00
32 6769 6,15 80,00 7.69 2923 6,15 1,54 73,85 1,54 7385  43.08 0,00
33 67,69 6,15 80,00 7,69 29,23 6,15 1,54 73,85 1,54 73,85 4308 0,00
34 67,69 6,15 80,00 7,69 2923 7,69 1,54 73,85 1,54 73,85 43,08 0,00
35 67,69 6,15 80,00 7,69 2923 7,69 1,54 73,85 1,54 73,85 43,08 0,00
36 67,69 6,15 80,00 7,69 2923 7,69 1,54 7385 1,54 7385 43,08 0,00
37 67,69 6,15 80,00 7,69 2923 7,69 1,54 7385 1,54 73,85 43,08 0,00
38 67,69 6,15 80,00 769 2923 7,69 1,54 7385 1,54 7385 43,08 0,00
39 67,69 6,15 80,00 7,69 2923 7,69 1,54 7385 1,54 73,85 43,08 0,00
40 67,69 6,15 80,00 7,69 2923 769 154 7385 154 73,85 43,08 0,00
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Apendice 3. Analisis de los supuestos de Normalidad y Homogeneidad de Varianzas de la prueba de patogenicidad
de los aislamientos de Metarhizium anisopliae Sobre gusano alambre Dipropus spp. bajo condiciones de laboratorio,
Ingenio La Union S.A., Escuintla, 2004. Primera fase.

a) Supuesto de Normalidad

Ho: T1 =T2 = ... Tn Los tratamientos tienen una distribucion normal

Ha: T1 # T2 #.. Tn Los tratamientos no tienen una distribucién normal

L R e 8 s
_ Shapiro-Wilks 0.974536 ... 04897

Con un alfa de 0.05 no se rechaza la hipotesis de que los tratamientos tienen una distribucion normal.
b) Supuesto de Homogeneidad de Varianzas
Ho: 6’1 =62 =..c°n Existe homogeneidad de varianza entre tratamientos

2 2 2 . = - .
Ha: 6"l # 62 # ...a'n No existe homogeneidad de varianza entre tratamientos

CPrueba  FEstadisicoX* Pr<X’
Bartlett 20.469740625 10.0251100387

Con un alfa de 0.05 se rechaza la h1potesns de homogeneldad de varianza entre tratamientos.

Por lo que se procedid a analizar los datos utilizando transformacion de datos, por medio de angular o
arcoseno, permitiendo que el supuestos Homogeneidad de varianzas se cumpliera, como se muestra a continuacion:
¢) Supuesto de Normalidad con datos transformados por arcoseno
Ho: T1 =T2 = ..Tn Los tratamientos tienen una distribucién normal

Ha: T1 # T2 #..Tn Los tratamientos no tienen una distribucion normal

Prueba 7 o Estadlstlco W Pr < W

‘Shapiro-Wilks  0.967974 02818

Con un alfa de 0. ()5 no se rechaza la hipétesis nula (Pr> 0 05) por lo que se puede dec1r con un 95 % de
confianza que los datos de mortalidad de los tratamientos transformados por arcoseno presentan una distribucion

normal.
d) Supuesto de Homogeneidad de Varianzas con datos transformados por arcoseno
Ho: 6’1 =¢°2=...6°n Existe homogeneidad de varianza entre tratamientos

Ha: 6’1 #6062 # ..o’n No existe homogeneidad de varianza entre tratamientos

Prueba S Estadlstlcox2 o Pr<X
Bartlett 9 201068801 0.5 131337894

" Con un alfa de 0.05 no se rechaza la hipdtesis nula (Pr> 0.05), por To que se puéde decir con un 95 % de
confianza que los datos de mortalidad de los tratamientos transformados por arcoseno presentan homogeneidad de

varianzas entre tratamientos.
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Apéndice 4. Resumen de los analisis de regresion sobre la mortalidad de los 4 mejores aislamientos de M. anisopliae
sobre gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones controladas. Primera fase. Ingenio La Union, Escuintla, 2004.

Aislamiento: 23

Fase: |
F.V. GL S.C. C.M. F Pr>F
Regresion 2 29.0803431 | 14.5401715}354.303164 | 1.5279E-18
Residual 24 0.98493085 | 0.04103879
Total 26 30.0652739
Ho: b1 =0
Ha: b2 #0

Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
Conclusion: si hay regresion. R>=96.72
Modelo: Y =-0.004812X* + 0.26371X + 2.2448

Aislamiento: 472

Fase: |
F.V. GL S.C. C.M. F Pr>F
Regresion 2 24.9502814 | 12.4751407 | 397.503776 | 9.3883E-21
Residual 27 0.84736 0.0313837
Total 29 25.7976413
Ho: b1 =0
Ha: b2 20

Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
Conclusién: si hay regresion. R*=96.71
Modelo: Y = -0.001718X> + 0.00164654X + 2.025

Aislamiento: 2135

Fase: 1
: F.V. GL S.C. CM. F Pr>F
Regresion 2 17.1148968 | 8.55744838 1 610.051472 | 5.8028E-18
Residual 19 0.26652099 | 0.01402742
Total 21 17.3814178
Ho: bl =0
Ha: b2 #0

Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
Conclusién: si hay regresion. R” =98.46
Modelo: Y = 0.006885X+ 0.30559X + 2.150

Aislamiento: 3621

Fase: 1
F.V. GL S.C. C.M. F Pr>F
Regresion 2 9.72924516 | 4.86462258 1 101.413399 | 1.6189E-11
Residual 21 1.0073331 | 0.04796824
Total 23 10.7365783
Ho: b1 =0
Ha: b2 =0

Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
Conclusién: si hay regresion. R* =90.62
Modelo: Y = -0.0072754X> + 0.308546X + 2.433

o
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Apendice 5. Mediciones de largo y ancho de las muestras de conidios de los tratamientos 1 y 3, en la evaluacion de
la patogenicidad de once aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp. bajo
condiciones de laboratorio, Ingenio La Unién S.A., Escuintla, 2004.

z
o

T1
1 2 3

T3
1 2 3

O~NDOIN AWN =

0.005/0.002 0.005/0.002 0.004 /0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.006 / 0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.006 / 0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.004 / 0.002
0.006 / 0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.004 /0.002 0.004 /0.002 0.005/0.002
0.006 /0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.004 /0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.004/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.006 /0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.004 /0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.005/0.002 0.005/0.002 0.005/0.002
0.006 /0.002 0.005/0.002 0.005/0.002

0.006 / 0.0020.005/ 0.0020.005/0.003
0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
0.006 / 0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005 /7 0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005/0.002
0.005/0.0020.005/ 0.0020.005 / 0.002
0.006 /0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005/ 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.004 /0.0030.005/0.002
0.004 / 0.0020.005 /0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005/ 0.002
0.005/0.0020.005/ 0.0020.005 / 0.002
0.004 /0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
0.00570.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.004 /0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.004 /0.0030.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.004 /0.0030.005/0.0020.005/0.002
0.005/0.0020.005 /7 0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005/0.002
0.005/0.0020.005/ 0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002

Valor(mm) X 100 = micrometros
1 = Muestra tomada del material reproducido de las colonias madres.

2 = Muestra tomada del material aislado y reproducido de las larvas parasitadas de gusano alambre. (primera fase)
3 = Muestra tomada del material aislado y reproducido de las larvas parasitadas de gusano alambre. (segunda fase)




Apéndice 6. Mediciones de largo y ancho de las muestras de conidios de los tratamientos 1 y 3, en la evaluacion de

la patogenicidad de once aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp. bajo
condiciones de laboratorio, Ingenio La Union S.A., Escuintla, 2004.

T8 T10

No. 1 2 3 1 2 3
1 0.005/0.0020.004 /0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
2 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.006 / 0.0020.005 / 0.002
3 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
4 0.00570.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
5 0.005/0.0020.005/ 0.0020.004 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
6 0.005/0.0020.005 / 0.0020.004 / 0.002 0.006 / 0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
7 0.004 /0.0020.005/0.0020.004 / 0.002 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
8 0.005/0.0020.005 /0.0020.005 / 0.002 0.004/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
9 0.005 / 0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
10 0.005 /7 0.0020.005/ 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
11 0.005/0.0020.004 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005/0.0020.005/0.002
12 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
13 0.005/0.0020.004 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
14 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
15 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 /0.0020.005 / 0.002
16 0.005/0.0020.005/0.0020.004 / 0.002 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
17 0.004 /0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
18 0.005/0.0020.005/ 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
19 0.004 /0.0020.005/0.0020.004 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
20 0.004 / 0.0020.005 / 0.0020.004 / 0.002 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
21 0.005 /7 0.0020.004 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.006 / 0.0020.005 / 0.002
| 22 0.004 /0.0020.005/0.0020.004 / 0.002 0.004 /0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
| 23 0.005/0.0020.004 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
24 0.004 /0.0020.005/ 0.0020.004 / 0.002 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
25 0.005 /0.0020.004 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005 /0.0020.005 / 0.002
26 0.004 /0.0020.004 / 0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002
27 0.005/0.0020.004 / 0.0020.004 / 0.002 0.006 / 0.0020.005 / 0.0020.005 / 0.002
28 0.005/0.0020.004 / 0.0020.004 / 0.002 0.005/0.0020.005 / 0.0020.005/ 0.002
29 0.005/0.0020.005/0.0020.005 / 0.002 0.005/0.0020.005/ 0.0020.005 / 0.002
30 0.005/0.0020.004 / 0.0020.004 / 0.002 0.00570.0020.005/0.0020.005 / 0.002

Valor(mm) X 100 = micrometros

| = Muestra tomada del material reproducido de las colonias madres.

2 = Muestra tomada del material aislado y reproducido de las larvas parasitadas de gusano alambre. (primera fase)
3 = Muestra tomada del material aislado y reproducido de las larvas parasitadas de gusano alambre. (segunda fase) (




Apendice 7. Resultados de mortalidad acumulada de los aislamientos de Metarhizium anisopliae sobre gusano
alambre Dipropus spp. bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Unién S.A., Escuintla, 2004, Segunda fase.

DIAS Tratl Trat3 Trat8 Trat 10

1

O 00~ N AN

0,00
0,00
0,00
1,54
3,08
4,62
4,62
6,15
6,15
7,69
7,69
9,23
923
15,38
18,46
20,00
26,15
32,31
36,92
40,00
44,62
46,15
46,15
53,85
55,38
60,00
63,08
63,08
66,15
66,15
69,23
70,77
70,77
70,77
70,77
70,77
70,77
70,77
70,77
70,77

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,54
3,08
4,62
9,23
16,92
24,62
30,77
41,54
49,23
60,00
64,62
76,92
81,54
89,23
90,77
92,31
92,31
92,31
93,85
93,85
93,85
96,92
96,92
98,46
98,46
98.46
98,46
98,46
98,46
98,46
98,46
98,46
98,46
98,46
98,46

0,00
0,00
1,54
1,54
4,62
7,69
12,31
12,31
20,00
23,08
26,15
35,38
40,00
43,08
47,69
50,77
50,77
55,38
56,92
60,00
66,15
69,23
75,38
83,08
86,15
87,69
90,77
90,77
90,77
92,31
92,31
92,31
92,31
92,31
9231
92,31
92,31
92,31
92,31
9231

0,00
0,00
0,00
0,00
1,54
1,54
1,54
6,15
10,77
10,77
10,77
13,85
13,85
21,54
29,23
38,46
43,08
46,15
52,31
61,54
64,62
67,69
76,92
83,08
86,15
87,69
90,77
92,31
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85
93,85




50

Apendice 8. Analisis de los supuestos de Normalidad y Homogeneidad de Varianzas de la prueba de patogenicidad
de los aislamientos revigorizados de Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp. bajo condiciones
de laboratorio, Ingenio La Union S.A., Escuintla, 2004.

a) Supuesto de Normalidad
Ho: T1 =T2=..Tn Los tratamientos tienen una distribucion normal

Ha: T1 # T2 #..Tn Los tratamientos no tienen una distribucion normal

Pr_ueb; 7 B E§tadist_i_&)_ W ‘ Pr <W R
. Shapiro-Wilks 0.9065 00570

Con un alfa de 0.05 no se rechaza la hipétesis nula (Pr> 0.05), por lo que se puede decir con un 95 % de
confianza que los datos de mortalidad de los tratamientos transformadas por arcoseno presentan una distribucion

normal.

b) Supuesto de Homogeneidad de Varianzas
Ho: 6’1 =6’2=..0°n Existe homogeneidad de varianza entre tratamientos

2 2 . . . -
Ha: 6’1 # 62 # ..o’n No existe homogeneidad de varianza entre tratamientos

Prucha. EstadisicoX’ ~ Pr<X
_Bartlett 6.7439 0.0805

Con un alfa de 0.05 no se rechaza la hipétesis nula (Pr> 0.05), por lo que se puede decir con un 95 % de

confianza que los datos de mortalidad de los tratamientos presentan homogeneidad de varianzas entre tratamientos.
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Apéndice 9. Resumen de los andlisis de regresion sobre las mortalidad de los 4 aislamientos de M. anisopliae

revigorizados sobre gusano alambre Dipropus spp bajo condiciones controladas. Segunda fase. Ingenio La Union,
* Escuintla, 2004.

Aislamiento: 23

¢ Fase: 2
F.V. GL S.C. CM. F Pr>F
‘ Regresion 2 39.5033624 { 19.7516812 | 1386.14357 | 5.0014E-23
. Residual 21 0.2992369 |0.01424938
Total 23 39.8025993
! Ho: bl =0
|~ Ha: b2 20

Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
Conclusion: si hay regresion. R?=99.24
Modelo: Y = -0.00628X” + 0.4011X + 0.63368

Aislamiento: 472

Fase: 1 T1 12
F.V. GL S.C. C.M. F Pr>F
Regresion 2 19.6367814 {9.81839071 | 886.948733 | 1.1924E-24
Residual 26 0.28781614 | 0.01106985
Total 28 19.9245975
Ho: bl =0
Ha: b2 =0
Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
Conclusion: si hay regresion. R” =98.55
Modelo: Y = -0.001X° + 0.13407X + 2.3695
Aislamiento: 2135
Fase: 2
F.V. GL S.C. C.M. F Pr>F
Regresion 2 33.159725 |16.5798625|1095.01095 | 9.4182E-23
Residual 22 0.33310806 1 0.01514128
Total 24 33.4928331
Ho: bl =0
Ha: b2 =0

Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
Conclusion: si hay regresion. R> =99.02
Modelo: Y =-0.0069X” + 0.1831X + 1.8687

Aislamiento: 3621

Fase: 2
F.V. GL S.C. C.M. F Pr>F
Regresion 2 29.8949586 | 14.9474793 | 733.286705 | 6.3634E-23
Residual 25 0.50960556 | 0.02038422
Total 27 30.4045642
Ho: bl =0
Ha: b2 # 0

Discusion: Pr>F (Pr<0.01, al 99 % de confianza), por lo tanto se rechaza la Ho.
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Conclusion: si hay regresion. R? =98.32

Modelo: Y =-0.002059X> + 0.195X + 2.40647

Apendice 10. Temperaturas diarias promedio en la evaluacion de la patogenicidad de once aislamientos de
Metarhizium anisopliae sobre gusano alambre Dipropus spp. bajo condiciones de laboratorio, Ingenio La Unién
S.A., Escuintla, 2004.

Fase | o Fase 2
Temperatura en Centigrados Temperatura en Centigrados
1 26 1 22
2 25 2 23
3 26 3 24
4 26 4 22
5 28 5 23
6 26 6 22
7 24 7 22
8 26 8 22
9 27 9 22
10 28 10 22
11 26 11 22
12 25 12 20
13 26 13 22
14 27 14 22
15 26 15 24
16 27 16 25
17 27 17 26
18 26 18 25
19 26 19 26
20 25 20 26
21 26 21 26
22 26 22 25
23 26 23 26
24 26 24 26
25 26 25 26
26 26 26 26
27 26 27 26
28 26 28 26
29 26 29 26
30 25 30 25
31 25 31 24
32 26 32 25
33 26 33 25
34 25 34 26
35 26 35 26
36 26 36 26
37 26 37 26
Promedio 26 38 26
39 26
40 26
S [P

En la segunda fase en los primeros 15 dias se registraron temperaturas minimas entre 22 y 24 centigrados.




Apendice 11. Pruebas de t suponiendo varianzas iguales la prueba de patogenicidad de los aislamientos de
‘ Metarhizium anisopliae en la primera y segunda fase sobre gusano alambre Dipropus spp. bajo condiciones de
laboratorio, Ingenio La Unién S.A., Escuintla, 2004.

i

. Tratamiento 1 en la primera y segunda fase.

_ Variable Fase2  Fasel
Media 70,77 67,69
Varianza 71,00 41,42
Observaciones 5 5
Varianza agrupada 56,21
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 0,64888568
P(T<=t) una cola 0,26729607
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
P(T<=t) dos colas 0,53459215
Valor critico de t(dos colas) _ 2,30600563

Tratamiento 3 en la primera y segunda fase.

Variable Fase 2 Fase |
Media 98,4 80
Varianza 12,8 195,26
Observaciones 5 S
Varianza agrupada 104,033136
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 2,85234453
P(T<=t) una cola 0,01070089
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
P(T<=t) dos colas 0,02140177
Valor critico de t (dos colas) 2,30600563

PROPIEDAD DE LA Ut-Rs: = CERUUDE SANCARROS OF GUATERWLA |

al:
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continua apéndice 11...

Tratamiento 8 en la primera y segunda fase.

Variable Fase 2 Fase 1
Media 90,38 73,84
Varianza 133,14 47,34
Observaciones S 5
Varianza agrupada 84,1081995
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 7
Estadistico t 2,68825017
P(T<=t) una cola 0,0155823
Valor critico de t (una cola) 1,89457751
P(T<=t) dos colas 0,03116461
Valor critico de t (dos colas) 2,36462256

Tratamiento 10 en la primera y segunda fase.

Variable Fase 2 Fase 1
Media 93,85 73,85
Varianza 11,83 165,68
Observaciones 5 5
Varianza agrupada 88,7573964
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 3,35658557
P(T<=t) una cola 0,00499112
Valor critico de t (una cola) 1,85954832
P(T<=t) dos colas 0,00998223
Valor critico de t (dos colas) 2,30600563
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Apéndice 12. Resumen de la evaluacion de la patogenicidad de los 11 aislamientos de M. ani;‘opliae sobre ‘gusano
alambre Dipropus spp bajo condiciones controladas. Ingenio La Unién, Escuintla, 2004.
[ ._ P o
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I : 2
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ol g |
et e B 4 v, ® i N ‘s
. » w4 ) . g oa ,5 1 2
. el *‘}( I W & | . e
‘ t o ' b - \(\‘q‘.\‘w__ ’ . //‘ &
: } . K._' % é ’: ‘ \\m P i .
; = " xy = ‘. T ::_g..//“/ = Ws?‘“""‘"“"“""""‘!’ - o8 —g}—- -
Obtencion de Seleccion de larvas de gusano |
aislamientos ~ alambre, colectadas en campo
r- AT )
{ i
Larva inoculada, en caja plastica
Inoculacién de las larvas con con tierra estéril
conidios de M. anisopliae
| Larvas de gusano alambre Dipropus spp parasitadas por los aislamientos de M. anisopliae
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continuacion apéndice 12....

Desarrollo de los aislamientos 2135 (10) y 3621 (8) en sus tres fases mostrando
compatibilidad vegetativa:
1. Indculo inicial
2. Inéculo revigorizado (primera fase: primera inoculacién y primer aislamiento sobre
gusano alambre).
3. Inéculo revigorizado 2 (segunda fase: segunda inoculacion y segundo aislamiento
sobre gusano alambre).
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