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1. IMNTRODUCCION

El barrenador de las Melifceas (Hypsdpyla sp.), constituye
la plaga mis perjudicisl que limita el establecimiento y desarro-
1lo de plantaciones de cedros (CLedrela spp.), caobas (Swiefenda
sppy, Khayas, Carapas y otras especies no Melifceas.

El barrenador ataca principalmente los brotes terminales de
los Arboles y es el responsable de fracasos de plantaciones en
Puerto Rico, Peri, Trinidad, Rurma y Java (9, 19, 46, 61).

E1l control de esta plaga se hace en extremo dificil debido
a su habito de alimentacién vy a la falta de conocimiento sobre la
biclogia del insecto.

A pesar de la gravedad del problema, las investigaciones so-
bre la ecologia del insecto, din&mica de poblaciones, taxonomia,
hospederos y cria se encuentran en estado incipiente, Sin embargo,
en algunos paises existen programas de investigacidn sobre proble-
mas especificos relacionados con el imsecto. En Bangalore, India,
se realizan estudios sobre el control bioldgico de esta plaga; en
Barinitas, Venezuela, se han realizado algunos trabajos sobre ci~
clo de vida vy control quimico del insecto: finalmente, en Turrial-~
ba, Costa Rica., se llevan 2 cabo trabajos sobre manejo del micro-
ambiente como un control parcial del insecto, control bioldgice,
seleceidn de hospederos y comportamiento, introduccidn de Melidceas
resistentes y dietas para la cria en el laboratorio del insecto
(6, 45, 61).

De las consideraciones expuestas se deduce que el control

en forma integrada, combinando pricticas silviculturales con



métodos quimicos y biolbgices, es la forma mis recomendada para
combatir esta plaga.

El objetivo general de esta investigacidn es determinar la
posibilidad de usar el hongo Metaanhdzium andsopliae como insec-
ticida bioldgico para el control de Hypsdipyla grandella Zeller.
Los objetivos especificos fueron los siguientes:

a) Determinar la fase de Hypsipyla grandella mAs sensitiva

a M, an{fsoplice.
b) Estimar la desis letal media (DLg,) de M. andsopliae sobre
H. grandefla.

¢) Beterminar la schrevivencia de las esporas de M, aniso-

plice a las radiaciones gamma y ultravioleta,

d) Observar el cambic en la pategenicidad de mutantes del

hongo.



2. REVISION DE LITERATURA

En 1835, Bassi de Lodi demostrd que infecciones naturales ocu-
rridas en el gusano de sada, Bombix mos{ (Linn) eran causadas por
el hongo Reauveadia bassianc {(Balsamo) Vuillemin, el cual se mul-
tiplicaba dentro y sobre el cuerpo del gusano (55). Entre los mi-
croorganismos que han sido usados en trabajos de control microbio-
1égico se encuentran bacterias, hongos, virus y protozoos (56).

En el campn de la micolongia aplicada a insectos cabe mencio=
nar que la mayoria de los hongos parf@sitos de insectos son del ti-
po facultativo yva que su vide no depende enteramente del substra-
to donde viven:; el hecho mismo de matar al huesped sugiere que su
parasitismo no sea obligado. La adquisicién del h&bito entomopa-
tdgeno implica la adopceidn de caracteristicas como, el asegurarse
el contacto con el insecto y la capacidad de penetrar ean &1, inva-
dirlo y matarlo. El cambio de hébito en un sentido u otro puede
deberse a la adquisicifn de una determinada caracteristica fisio-

18gica adecuada debido a una alteracifn genética en el hongo (39),

2.1 Hongos Entomopatdgenns

2.1.1 Caracteristicas generales

Dentre del reino vegetal, los hongos constituyen una
agrupacidn natural, perteneciente a la divisidén Micota, sub-divi-
sidn Bumicota {(2).

Los hongos causantes de infecciones y enfermedades en
insectos estdn incluidos en cada una de las cuatro clases: Fico-

micetos, Ascomicetos, Basidiomicetos y Deuteromicetos. Entre los



g€neros de Ficomicetos que atacan insectos, se encuentran, Entomoph-
tora, Massospora, Fmpusa y Coelomyces. Estos ge caracterizan por
sus hifas multinucleadas y no septadas excepto donde se delimitan
los drganos reproductivos. Los 8rganos sexuales estdn usualmente
presentes y producen oosporas o cigosporas.

Los géneros de Ascomicetos que comunmente Se encuentran ata-
cando insectos son Cordyceps, Hypoerella, Hirsutella, Sporotrichum
y otros., Su caracteristica sobresaliente es la formacidn de un
saco unicelular, asca que contiene un niimero definide de esporas
enddgenas, ascosporas.,

Los Basidiomicetos presentan una clase especial de esporéforo,
el basidio, el cual produce basidiosporas en 2l extremo de finas
protuberancias llamadas esterigmatas. L1 grupn entombgeno de los
Basidiomicetos presenta poca importancia.

L,os honges imperfectos o Deuteromicetos constituyen una sub-
divisifn heterogénea de los verdaderos hongos. E1 desconocimiento
del estadc perfecto de algunas especies, ha decidide su ineclusidn
en este grupo. Muchos géneros de Deuteromicetos se encuentran ata-
cando insectos, cjemplo: Acrestalagnus, Asperpillus, Beauveria,
Cladosporinum, Fusarium, Metarrhizium, Microcera, Penicillium,
Sorospeorella, Spicaria y otros (56),

2.1.2 Caracteristicas de Mefarnnhizium anisopliae (Metch.)
Sorokin

El género Metarrhizium, comprende las especies: alfbum,
anisopliae, brunnem y glutinosuwn (54). Metarnhizium anisopliae se

caracteriza por sus esporas de 5 a 7,5 4 de largo y de 2,3 a 3,7 u
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de ancho (38)., Rhada et af. (44) indican gue existe considerable
variacidn en la dimensidn rde las esnotvas, diferenciando dos cate-
gorias: largas, con esporas cuyas dimensiones varian entre 10,6

a 12,0 u v cortas con dimensicnes antre 3,5 a 8,2 wu. El color ver-
de de sus esporas y la apsariencia caracteristica de las larvas muer-
tas por un atague de M. andsopliae le ha valideo el nombre de ‘mus-
cardina verde’. E1 coler verde no es caractaeristicc de todas las
especies del género Metarrhizium - M. album Petch, patdgeno de sal-
ta hojas en Ceildn, es de color blanco; M. biaunnem, patdgeno de
cicadelidos en las Islas TFilipinas, es amarillo café; M., glutino-
dum Pope presenta conidias desde verde clivacsas hasta negro oli-
vaceas (54},

Crece facilmente en medics artificiales. En condiciones de
laboratorio, temperaturas entre 24 y 26°C son Optimas para su cre-
cimiento, siendo el Ambite de desarrollo nmormal entre 10 vy 30°C
(44, 51, 54). Walstad e¢f af.(60) realizaron experimentces nara es=-
tudiar el efecto de factores ambientales sobre M. andsoplice, ha-
biendo encontrade gque la germinacién se llevaba a cabo a tempera-
turas entre 10 v 35°C, ocurriendo la mis rApida germinacifn entre
25 vy 30°C. E1 tiempo requerido para germinar z temperaturas en-~
tre 25 v 30°C fue de cuatro dias,

La temperatura juepga un papel importante en la gobrevivencia
de esporas almacenadas. Walstad y asociados (60) lograron deter-
minar que a 8°C las esporas permanecen viables por 1o menos 12 me-
ses, sin embargo, a 21°C las esporas sobreviven por un periodo de

2,5 meses,
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Experimentos similares al anterior fueron conducidos por Clark
y Madelin (12) llegando a2 la ceaclusidn de que la lengevidad d.o
las conidias de M, andsopliae, al izual que laz de otros hongos,

‘
Beauverdia bassiana y Phaeellomyces faninocsus, decrece a medida que
la temperatura de almacenamiento incrementa de 8 a 25°C. lLa lon-
gevidad tambi&n fue reducida por 1la accidn de la luz visible.
Maxima scbrevivencia fue obtenida a 8°C, en oscuridad y a 75% de
humedad relativa y todavia con una esporulacifn de 757 a los 455
dias.

La germinacidn y formacifn de conidias requieren condiciones
de humedad superiares a 70% (44). Walstad el af. (60) sefialan que
cantidades menores de 20% HR previenmen la germinacifn: siendo las
condiciones de humedad también criticas para la esporulacidn del

hongo, pero esta ya no ocurre por debajo de 92,5% HR,

2.1.2.1 Sintomatologia

La infeccidn del hospedero por el hongo se
lleva a cabo a través de la pared del tubo digestivo o bien a tra-
vés del tegumento (39, 54), occurriendoc a2 menudo por ambas vias
(39). Estudics histopatoldgicos de la accibn de la muscardina ver-
de en larvas de elatZridos (Coleoptera) revelan que la penetracidn
ocurre directamente a través de la cuticula membrancsa o esclero-
tizada, viéndose facilitada dicha penetracifn por mecanismos en-
zimdticos y presifn mecdnica (37, 62). Ocasionalmente el hongo

penetra en el huesped, a través de espiriculos.



La sintomatologia de la micosis en insectos s2 caracteriza
por a) cambios de conducta: pérdida de apetit-, apatia, movimien—
tos débiles y desacompasados debido a pardlisis parciales, final-
mente la larve pierde el reflejo de enderezamiento permaneciendo
encorvada; b) decoloracifn: 1los cambios de color que occurren en
insectos atacados pueden deberse al cclor mismo del hongo, o a
pigmentos que €ste produce; c) cambios de estructura externa e
interna: al penetrar el hongo en el hospedador perfora las mem-
branas intersegmentarios del abdomen, las hifas invaden ademds del
tejide adiposo, los sistemas musculares y nerviosos, la presencia
del propio hongo llenandoe el cuerpo del hospedador da la caracte=~
ristica rigidez post-mortal de la larva; 4) alteraciones fisield-
gicas del insecto: aumento exagerado del consumoe de oxigeno, pér-
dida de peso, histolisis producto de actividad enzimftica; estos
sintomas se pueden presentar a upn mismo tiempo o de modos sucesi-
vos (39, 54). En cuatro a siete dias se presenta la mayor morta-
lidad (24, 54).

La muscardina verde, M. anisopfiac ataca muchos insectos ¥y
probablemente fue el primer hongo usado en el control de plagas

con hongos (56).

2.1.2.2 Patogenicidad
La patogenicidad de M. andisopliae ha sido pro-
bada en varios experimentos (5, 7, 23, 24, 33, 49, 534, 58, 63).
En 1886 y 1888 Krassilstchik usd M. anfsopliae en el control del
curculidnido de la remolacha azucarera, ClLeonus punciiventris , in-

dicando alta mortalidad, entre 50 a 80% (54).
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Rorer (49), en un experimento de campo encontrd que concentra-
ciones de 2 a 3 1b de esporas/facre ianducen un promedio de mortali-~
dad cerca de 184 .000 insectos/acre: el experimento se realizd con
el cercbpido Tomaspis varia en cafia de azlcar,

Brooks y Raum (7) informaron que de nueve géneros de hongos
aislados de mds de 200 insectos representantes de ocho especies
de plagas del maiz, M. andisopliac v Beauveric bassiana eran los
més patdgenos; el taladrador europeo del maiz, Osifrinfa nubilalis
(HUibner) fue utilizado como animal de prueba para determinar la
patogenicidad de los organismos fungosos.

Zacharuk v Tinline (63) determinaron gue todos los estadios
de la mayoria de especies econdmicas de elat@ridos en la locali-
dad de Saskatchewan, eran susceptibles a infecciones causadas por
el hongo M. andsopilice; la resistencia fue mayor en huevos y lar-
vas que en adultos, asi mismo diferencias en susceptibilidad entre
especies v tamafos de larvas fue notorio.

Getzin y Shanks (24) trabajando con sinfilidos, sefialan que
M anisopfide fue menos patogénico que Entomophifonra coronata. La
mortalidad de sinfilidos bajo la accibn de M, anisopfiae fue entre
60 vy 90% en condiciones de alta humedad, dindose el miximo de mor~-
talidad entre cuatro y seis dias después del tratamiento a 25°C.
Al cabo de 48 horas de muerto, el cadaver de los artropodoes fue
cubierto con una masa de micelio blanco, que produjeron esporas
verdes después de uno a dos dias.

Larvis (36) encontrd M., andsoplfiae atacando la:tercera

fase de Phyflophaga auxiz.



Shaerffanberg (51) utilizando la cuarta fase del e&scaraba-
jo de la papa lLepldnofansa decemldineata encontcd que las larvas
sucumbian al ataque de M. anisopliae en 7 a 10 dfas a temperaturas
entre 22 vy 26°C v en 10 a 14 dias entre 18 y 20°C.

Jaques el al. (33) daterminaron que M. andsopllae.aconcentra-
ciones de 1,8:;108 a 3,0x10® esporas/ce redujo la sobrevivencia de
larvas de PAeudoxentera mali (Freeman) y Operophtera brumata (Lin-
naeus) en una proporcidn mayor que el hongo Beauvendia bassiana y
el nemfdtodo DD-136. Bell y Wamalle (5) en experimentos realizados
con M, and{sopfiae infectando al curculidnido del friiol de vaca,
Chalcodeamus aeneud, encontraron una infectividad de 100% despuds
de seis dias de tratados. Experimentos de campo posteriores indi-
caron una infectividad de £8%.

En general la susceptibilidad de insectos a la aceidn de pa-
tbgenos parece incrementar a medida que los insectos avanzan en
edad, este ha sido el caso especialmente con bactevrias, virus, pro-
teczoos y hongos (35).

Fox (22) encontrd que M, andsopliae producia mortalidad alta
en larvas del escarabajo Aghfofes cbacurus (Linn) antes, durante y
después del periodo pupal. Muchas de las larvas muertas habian
side infestadas ¥y murieron durante el estado prepupal.

Blinzly v Blittiker (8) encontraron que M, andfiopliae sc desa-
rrolld en pocos especimenes del lamelicornio Andmala existialis y
su ocurrencia como patfgeno principal eraz esporaddica y estaba con-

finada a la 3era. fase del insecto.



10

Algunos resultados son contradictoriecs a la regla general de
que a mayor edad, mayor susceptibilidad. Getzin (23) al comparar
patogenicidad entre Spicania rileydl, Reauvernia bassiana, Motarrnhi-
zium brupnem y dos cepas de M. anisopliaz, cncontrd que la mayoria
de las larvas de Tadlchoplusia ni atacadas por M. anisopliae esta-
ban en la lera. fase y las atacadas por Splcandia afifeyd se encon-

traban en la 3era, fase.

2.2 El Barrenador de las Melifceas

2.2.1 Importancia

El barrenador de las Helidceas Hypsipyla spp. (Lepidop-
tera:Phycitidae) es una plaga seria en plantaciones de cedro (Ce-
drela spp.) y caocba (Siwetendia spp.) en los bosques tropicales y
subtropicales de las regiones de Indo-Malaya, Australia, Africa,
Indias Occidentales, Centro y Sur América (45, 57, 61). Hypsipyla
ghandellfa (Zeller) en el nuevo mundo e Hypsipyla robusta (Moore)
en el viejo mundo constituyen los miembros miAs importantes del
género Hypsipyla (61).

El dafio causado por el ataque de Hypsipyla consiste
en la muerte de meristemos terminales y axiales, construccidn de
gelerias en los talbs y considerable retardo del crecimiento; a
consecuencia del ataque los individuos afectados son deformados
al extremo que su valor comercial es priActicamente nulo (15, 18,
45). Econbmicamente el ataque de Hypsipyla es casi siempre desas-
troso. Durante el periode de 1935 a 1943 en Puerto Riecc, 1,000,000

de Cedrelas y 835.000 Swietenias fueron atacadas por Hypsipyla,.



il

Situacidn similar se presentd en el Peril, 60% de Cedrelas y 10%

de Swietenias eran perdidas por el ataque del barrenador (9, 19).

2,.2.2 Taxonomia v Biologia

El conccimiento de la taxonomia y biologia de Hypsi-
pyla spp. es fundamental para el desarrollo de métodos de control.
Estos estudios deben realizarse en forma intensiva y sobre una ba-
se regional para poder establecer diferencias locales (18).

El ficitineo H. grandella fue descrito en 1848 como MNephote-
ayx grandeflfa (18, 61). Los miembros de la familia Phycitidae com-
parten ciertas caracteristicas comunes en algunas de sus fases:
el adulto o mariposa, presenta palpos labiales bien desarrollados;
palpos maxilares presentes y eé varios grados de desarrollo, rara-
mente vestigial; lengua bien desarrollada o reducida, raramente
vestigial; alas anteriores enteras, no divididas, con 11 wvenas o
menos, la vena siete ausente y la ocho y nueve separadas ¢ unidas:
alas posteriores con ocho venas o menos, la vena ocho prdxima,
contigua, anastomosada, © completamente fusionada a la siete.

El género Hypsipyla se caracteriza por la venacidn de las alas
anteriores. La vena sexta estd encorvada y un pocc separada de
la base de la 8-9, Se conocen varias esplcies, H. grandelfa, H,
fernecalis, H. nobusta, H. donsimacutfata, H. {fLuviatellfa (30).

Hypsipyla ghandefla ha sido ampliamente descrita por Spitz
y Ragnot (45).

Ramirez {(45) encontrd que en Venezuela durante los meses de
octubre y noviembre, la duracidn del ciclo de vida de H, grandella

es de 4 a 6 semanas. Dcurojeanni (15) informd que en el Peri
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bajo condiciones de verano el ciclo dura cerca de 46 Afas, retar-
di@ndose en invierno en mids de 60 dias. Estas observaciones en
conjunto con las de Entwistle (18) dndican que el ecicle de vida
depende de las condicinnes climdticas,.

B El mode de ataque de H. ghandella tambi&n depende de las con-
diciones climdticas. TFn regiones con neriodos secos y lluviosns
definidos, el ataque a flores y frutos es comiin al empezar el pe-
riodo lluvicso. FEn forestas de alta humedad hay una continua su-
cesidn de generacinnes sobre los talles sclamente.

Grijpma (27), comparando el ciclo de vida de larvas de H,
ghandelflfa criadas en dieta natural y sintd@tica, observé que la mi-
xima pupacidn v emergencia de larvas criadas en dieta sintdtica
ocurria a los 26 y 37 dias respectivamente despufs de la oviposi-
cifn, La maxima pupacifn y emergencia de larvas criadas en dieta

natural ocurria a2 los 25 y 35 dias despu&s de la oviposicidn.

2.2.3 Medidas de control

Tillmans (57) divide los métodos de control y combate
de Hypsipyla en tres categorias: a) preoteccidn de las semillas;
b) protecci®n en el wvivero, v c) proteccidn de bosques y planta-
ciones a base de pr&cticas culturales, contral quimico y control
bioclégico,

2.2.3.1 Practicas culturales

La adopcidn de practicas de cultivo, ha sido
investigada con el objeto de determinar su importancia como métondo

de control. Cater (l0) y FAO Staff (19) recomiendan la utilizacidn
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de buenos suelos, bien drenados, conjuntamente con una proteccidn
lateral de las plantas.

Experimentos realizados en Trinidad han de-~
mostrado que en plantacirnes mixtas, las Melidceas resultan menos
atacadas que en plantaciones puras (192). Holdridge (31) vy Cater

(10) recomiendan umna preporcifn de 60 a 100 cedres/ha. .

2.2.3.2 Control quimicon

Diversos preoductos quimicos han sido utiliza-
dos, para tratar de contrelar esta plaga. Ramirez (45) obtuve un
control de 100% con los insecticidas, Aldrin, EBndrin, Telodrin,
DDT y Fosfernoc cuando hacia tres aplicaciones a intervalos de seis
dias durante el perindo de ovipesicidn.

Dourojeanni (15) encontrd que Parathion da un
control més efectivo que el DDT y ciertos compuestos arseniacales,
En el Instituto Interamericano de Ciencias Agriceclas (3) se encon-
trd que de 28 insecticidas sistémicos probados, sdlamente Carbofuran,
Methonil, Fosfamidon, Monocrotofos e Isolan proporcionmaban protec-

cidn completa.

2.2.3.3 Control bicldgico
Pebide a la dificultad extrema gque existe en
controlar Hypsipyla con insecticidas quimicos por el poco efecto
residual bajo climas tropicales con dtas precipitaciones y su ecosto
elevado, se ha pensado que el control binléfgice podria desempefiar

un importante papel en el manejo de esta plaga,.



Enemigcs naturales de Hypsipyla han sido en-
contrados en diversas Arecas de cultivo. Yaseen vy Bennett (61) en
muestreos realizados en vAstagns vy semillas infestadas encontraron
varios paridsitos pertenecientes a las familias Braconidae, Tachini-
dae, Chalcidoidae y Trichogrammatidae.\%

En Turrialba, Costa Rica (6), se han encontra-
do varios pard@sitos de Hypsipyla pertenecientes a las familias
Trichogrammatidae, Braceonidaa y Mermithidae.

Rao y Bennet (46) en su lista de eremigos na-
turales Je H. grandefla incluyen miembros de las familias: Braco-
nidae, Ichneumonidae, Chalcidoidae y Tachinidae: incluyen ademis
el nemdtodo Hexameamdis spp., un dermiiptero y el hongo Cordyceps spp.

Las posibilidades de control microbionldgico
de Hypsipyla se encuentran afin inexplotadas. Rl fGnico trabajo gue
se ha encontrado en la literatura sobre pruesbas de susceptibilidad
de Hypsipyla a agentes patdgenos es el de Kandasamy (34) el cual
encontrd que Beauveria tenclflfa (Delacroix) fue capaz de infectar
larvas de Hypsdipyla robusta (Mcore) cuande las esporas fueron in-
vectadas o administradas superficialmente.

~%ﬁ £l interés en iusecticidas microbiclfgicoes
ha incrementado debido a la resistencia de las plagas a insectici-
das quimicos, aparicidn de plagas secundarias como resultado de
la destruccidn de enemigos naturales y 2 la acumulacifn de residuos
téxicos en agua, suelos, plantas y animales {(35),

£l control de insectos mediante el uso de mi~

croorganismo patfgenos ha side considerado come una parte del
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complejo ecoldgico y muchos de los principios y disposiciones qae
gobiernan la utilizacidn de insectos pardsitos y predatores para
el control de inscctos se aplican tambidn en el control mediante
el uso de microcrganismos (28).

En las investigaciones schre control micro-
bicldgico se incluyen estudios que son bdAsicos a cualquier aplica-
cién del m&todo, pero las cuazles no necesariamente reportan resul-
tados utilitarios inmediatos. Entre dichns estudios bdsicos se
encuentran investigaciones puras acerca de taxonomfa, biologia,
comportamiento, métodos culturales tanto del organismo de combate
como del insecto a combatirse (4).

Fn el campc del control microbioldgico dichos
estudios bAsicos son fundamentales, por ejemplo, en la determina-
cidn de la susceptibilidad de ingectos a natfgenos, casi siempre
se prefiere iniciar las pruebas, en experimentos de laboratorio,
siendo los resultadeos una indicacifn del grado de susceptibilidad
del insecto al patdgenc, sirviendo como guia hacia subsecuentes ,
pruebas de campo con el organismo (29).

La determinacidn del tamafic de cipsula cefid-
lica y niimero y tiempo de duracida de los diferentes estadios,
constituyen informacifn fundamental en trabajos entomocldgicos.
Estos datos son requerides para el estudio y aplicacifn de medidas
de control (16). Asimismo, la determinacidn de las fases es
importante para la evaluacidn de los efectos de organismos causan-
tes de enfermedades (42). FEl concepto de Dyar (17) acerca de la

progresidn geom@trica que presenta el tamafio de cdpsulas cefdlicas,
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a travads de las fases, . puede ser utilizado en la deter-—
minacidn del niimero de ellas.

Las pruebas biolfigicas de cualquier insecti-
cida deberdn ser conducidas, bajo condiciones estrictamente contro-
ladas tales comc una preparacidn pura del patdgeno, un insecto
prueba uniforme y de la misma fase (35). Entre dichas pruebas

bioldgicas la determinacifn de la DL es considerada la mejor

50
medida cuantitativa de la patogenicidad de un organismo sobre un
huesped dado (29), Adicha dosis es también usada para comparar or-
ganismos entomdgenos.
2.2.3.4 Aplicacidn de las radiaciones en el combate

de insectos

La habilidad de un pat8geno en persistir bajo
condiciones ambientales en que vive el huesped es especialmente
importante en el control temperal o permanente de las plagas. Los
factores ambientales criticos que se oponen a dicha persistencia
son desecacidn, radiacidn solar y temperatura. En gencral los
patdgenos no pueden persistir por largos pericdos de tiempo en el
follaje de las plantas, aparentemente debido a la accifn de la luz
solar y el viento (35). Diversos experimentos se han llevado a
cabe con el fin de estudiar la influencia de condiciones ambienta-
les tanto en el almacenaje, como en el campo (12, 44, 60). Toumanoff
(58) encontrd que conidias de hongos son incapaces de infestar in-
sectos despu@s de una exposicidn de tres horas a la luz solar,

La luz solar tieme un marcade efecto de inhi-
bicidn de la tasa de crecimiento de los hongos. Estudios cualita=-

tivos han demostrado que este efecto es debido a radiaciones de
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baja longitud de onda (52). Los efectos de la luz ultravioleta

en sistemas biolfgicos se explican mediante canbios especificos

en la naturaleza quimica y fisica del dcido deoxirribonucl@ico (ADN),
Los cambios quimicos que se llevan z cabo sobre los constituyentes
Jel ADN, deoxirribosa, purinas, y principalmente sobre las pirimi-
dinas, son de naturaleza variada: formacidn de productos de hidra=-
tacidn, formacidn de dimeros tipo ciclobutano de timina, citosina

y uracilo, formacidn de varios tipos de fotoproductos, reduccidn
del peso molecular del ADN, ligamiaento de cadenas de ADN, ligamien=-
to de cadenas de ADN a cadenas de proteinas. El dafio a un nucled-
pido puede ser letal o bien una mutacidn no letal, detectable por
una prueba bioldgica (53).

Un conocimiento bAsico en estudios fotobioldgicos, es la de-
terminacidn de curvas de dosis-efecto., La dependencia de la via-
bilidad a los incrementos de dosis de radiaciones provee una indi-
cacidn de la sensibilidad del sistema y ayuda a determinar los pa-
rimetros envueltos,.

Al igual que la luz ultravioleta, los rayos gamma estin com-
puestos de fotones, con energia 104 veces mayor que la energia de
la radiaci®n ultravioleta. En consecuencia la absorcidn de un
fotén de rayos gamma, produce ionizaciones debido a la pérdida de
electrones orbitales de la molécula.

Las radiacicnes ionizantes son menos selectivas gue lag ultra=-
violeta, pero en ambas el blanco principal de los efectos es el
ADK, 1Los efectos en el ADN son variados, ruptura de los enlaces

de hidrégeno, degradacidn de las bases nucleicas y escisidn de la
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cadena la cual esti mayormente correlacionada con la inactivacidn
biolégica (53).

De todos los trabajos verificados acerca del efecto germicida
de los rayos sclares, se desprende la importancia de procurar una
mayor resistencia de los organismos a la luz solar. HKEsta resisten-
cia puede ser lograda provocando mutantes resistentes a la radia-
cidén.

La irradiacidn de hongos como grupo ha recibido relativamente
poca atencidn comparado con bacterias, debido quizds a que los hon-~
gos tienen menos significancia en la salud piiblica (14).

El uso de radiaciones en el combate de insectos nc estd res-
tringido al control de la plaga en si, ejemplo, esterilizacidn de
machos, sino que puede también usarse aumentando la patogenicidad
de organismos que parasitan dichas plagas.

La dimportancia de las radiaciones en el campo de la patologia
de insectos es grande, va que comn $u concurso ae puere obtener:

a) mutantes de coloracidn diferente al estado silvestre, los cuales
de conservar su patogenicidad podrfan ser usadas y evaluades de
manera satisfactoria y b) mutantes resistentes a las radiaciones,

los cuales persistirfan mayor tiempo en el campo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del Estudio

El presente trabajo se llevd a cabo bajo condiciones ambien~
tales en los labovatorios del Programa de Energia Nuclear del Ins-

tituto Interamericano de Ciencias Agricolas, Turrialba, Costa Rica.

3.2 Cultivoe dei Hongo

El hongo M. andisopfiae fue suministrado por el Dr. D. W. Roberts
del Instituto Boyce Thompson de Nueva York, ¥E.UU. Este hongo fue
cultivado rutinariamente en tubos inclinados con un medio de culti-
vo denominado SDAY (Agar de Sabouraud con dextrosa y extracto de
levadura) (48) e incubados a temperaturas de 28 a 30°C.

En los experimentos preliminares de patogenicidad las esporas
fueron cosechadas afiadiendo a cada tubo 6 ml de agua esterilizada
més dos gotas de una suspensidn dispersante de Triton X-100, agi-
tando con un vibrador Vortex y filtrando dos a tres veces a través
‘de varias capas de tela fina celocadas en un scporte Millipore.,
Cada filtrade se observ’ bajo un microscopio compuestn Zeiss para
asegurarse que la preparacidn estaba libre de micelio.

Posteriormente se encontrd un procedimiento de cosecha de es-
poras, mediante el cual se pedia conservar &stas en seco y sin con-
taminacibén. Los tubos después de un mes de sembrados con el hongo,
fueron golpeados suavemente contra el file de una superficie de ma-
dera, a fin de que las esporas se scltaran del medio v se deposita~
ran en el fondo del tubo; seguidamente &stas eran transferidas a
recipientes de vidrio est&riles y secos v almacenados en refrigera-

cidn y a temperatura de saldn.
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Para poner las esporas em suspensidn se pesaba 0,5 gramo, se
le afiadia 50 cc de agua esterilizada mAs 1 gota de Tritdn X-100
puro y se licuaba por dons minutos en un homogenizadeor SERVALL Omni-
mixer en marca de 100, El bomogenizado era observado al microsco-
pio para constatar la pureza v ausencia Ae prumos en la preparacidn.
La concentracidn total de espeoras, fue determinada con un hemo-
citémetro. La viabilidad fue determinada por dilucidn, y cultivo
de las esperas en platos Petri copm el mismo agar. ©Hste procedimien-—
to de preparacidn de la suspensidn de esporas fue normalizado para

todos los experimentos.

3.3 ¢Cria del Insecto

Las larvas de H. grandellfa utilizadas en la realizacidn del
presente estudio fueron proveidas por la seccifn de erianza de di-
cho barrenador, la cual opera en este centro desde mediados del afio
1970 y tiene por funcidn suplir el insecto para propdsitos de inves-
tigacién. Dichas larvas fuercn trafdas de parcelas experimentales
de cedro y caoba del Departamentc de Ciencias Forestales Tropicales
del IICA,.

En el Cuadro 1 se detallan 1ns diversos tipos de dieta utili-
zadas, las cuales fueron preparadas empleandc una licuadora Osterizer.
Dichas f8rmulas son modificaciones de una dieta para Hefiothis spp.

suministrada por el Dr. M. J. Lukefahr¥,

* M, J. Lukefahr, Comunicacibn personal, 1970. USDA, Brownsville,
Texas, EE,UU.
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Cuadro 1. Dietas utilizadas para la alimentacidn de larvas de
Hypsipyla grandellfa Zeller en las diferentes pruebas
de patogenicidad

Ingredientes Diegt a
13 2 3 4

Harina de soya 83,7 ¢ 80,0 g - 80,0 ¢
Agar B,0 g 10,9 ¢ 6,6 ¢ 10,0 p
Germen de trigo 36,0 g - 53,0 g -
Zuro molido gO,0 ¢ - 53,0 ¢ -
Acemite - 75,0 ¢ - 75,0 g
Frijoles hiimedos - - 53,0 g -
Levadura (Brewer's) - - 13,0 g -
Alfacel - 15,0 ¢ - 15,0 g
Azilcar - go,n g - 40,0 g
Testone S~150 - 20,0 g - -
KOH, 4 M 65,0 ml 5,0 ml - 5,7 ml
Sal W 16,0 ¢ 5,0 ¢ - 5,0 g
p~hidroxibenzoato de

metilo 1,8 ¢ - 2,1 g -
Acide sdrbico 1,1 ¢ 1,0 ¢ 1,1 g 1,0 g
Formaldehido al 10¥% 5,0 ml 5,0 ml 12,0 m1 5,0 ml
Acido acético al 25Y% 13,3 ml 10,0 ml - 10,0 ml
Mezcla de vitaminas#® 20,0 g - - 15,0 g
Aureomicina 167 ,0 mg 46,0 mg - 46,0 mg
Cipsula de Kanamicina - - 1,0 -
Acido p-hidrecbenzoico - 1,0 g - 1,0 ¢
Benzoate de godio - 1,0 ¢ - 1,0 ¢
Acido ascorhico - 0,5 g 3,5 g 0,5 g

* Esta es una mezcla vendida por Wutritional Biochemical Corpo-
ration haje el nombre de Vitamin Diet Fortification Mixture.

3.3.1 Determinacidn del niimero de fases de H, grandelfia

Con el ochjete de determinar el niimero de fases se pro-
curd un dispositivo el cual permitia mantener las larvas confina-
das individualmente. Ohservaciones diarias se realizarcn a fin
de determinar el momento de la muda. Tas larvas fueron medidas
al momento de la eclogidn y después de cada ecdisis, a fin de fa-

cilitar y precisar la medicidn se utilizd eter para adormecer las
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larvas. De igual forma las cipsulag cefdlicas fueron colectadas
vy medidas en su largo y ancho. Registro del tirempo transcurrido
entre ecdisis y periodo de pupacidn fueron tomados.

Curvas de crecimiento estimadas fueron obtenidas de wvalores

observados, ajustando la funcidn logistica

Y = 5
—~B
1 + 8 & °t
§
donde::
Y = longitud esrerada en mm
t = gdad de la larva
B, = ¥ max = lengitud mixima de larvas
Bl = gonstante relacionada con el tamafic de la larva
al tiemnre de eclosién
B2 = ponstante de crecimiente exponencial

Con los valores ajustados se estimd una curva de crecimiento
promedio,

finalisis de correlacidn fue efectuado entre largo de cuerpo
contra large y ancho de ciBpsulas cefdlicas para tratar de estzahle-

cer la medida en que estas variables estln asociadas.

3.4 Métodos Generales de Inoculacifn

La suspensidn de esporas preparada segiin indicacién en sec-
cidn 3.2 fue utilizada y puesta sobre &l insecto siguiendo los pro-
cedimientos a) inmersidn de las larvas en la suspensidn por un mi-

nuto y b) aspersidn, por medio de un atomizador manual.
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3.4.1 Prueba preliminar de patogenicidad del hongo M, ani-
soplilae sobre H. grandelia

Sesenta larvas de 15 a 17 dias de edad, criadas {inica-
mente en dieta artificial, fueron divididas al azar en dos grupos
de 30. Un grupo fue tratado con una suspensidn de aspnoras a una
concentracifdn de esporas viables de I,2x107 por mililitro, y el
otro grupe, 2l contrel, fue tratado con agua mis Tritdan ¥-100,

Cada grupo a su vez fue subdividido en tres subgrupos de nueve
larvas y unc de tres.

Cada subgrupo ¢de larvas fue bafiado durante un minuto
en la suspensi®n correspondiente y despu&s colocado en comparti-
mentos en platos Petri conteniendo dieta artificial #1.

Tante las larvas tratadas comn el grupo control fue-
ron observadas inicialmente todos los Aias, por espacio de doce
dias, vy despuls cada dos dias hasta emergencia de los adultos. Se
llevd un registrs del nimero de larvas que se mueren‘con el tiempn:
nimero de larvas gue empupan y del nimero de larvas que emergen,
Asimismo, se realizaron anotacicnes del comportamiente o activi-
dad de las larvas. Las larvas muertas fueron sepavadas y puestas
en platos Petri con unm panel humedecide para observar el desarrollo
del hongo.

3.4.2 Prueba de patogenicidad de M. andisopliae sobre lag di-
ferentes fases de H. grandelfla

En este experimento se tomaron 126 larvas de cada uno
de las seis diferentes fases, seleccionadas de acuerdo al tamafic

- - - " -
de la cdpsula cefdlica. La sexta y séptima fase se considerd como



un solo grupo debido a que ne todas las larvas pasan a la sépti-
ma fase,

Cada fase se dividid en dos grupos de 63 larvas cada una:
um grupo a ser tratade y un grupo de contrel, El grupo tratado se
inoculd por aspersidn en una concentracidn de esporas de 9,2x107
conidias viables por ml. Bl grupo de control fue tratado con
agua mAs Tritén X~100,

Después del tratamientc las larvas se coleocaron en platos Pe-
tri con nueve compartimientos individuales conteniendn dieta arti-
ficial #4. Cada plato Petri constituy®d una ohservacidn experimen-
tal. Cada tratamiento consistia entconces de siete repeticiones
de nueve larvas cada una.

Los resultados experimentales se anotaron a los siete v a
los 14 dias. Las pruebas preiiminares indicarcn que a la semana
después del tratamiento se obtiene la mayor frecuencia de mortali-
dad, y que a las dos semanas se alcanza mortalidad tntal,

Se 1llev® registro del niimern de larvas muertas naturalmente;
atacadas por el honge; desaparecidas y larvas que empupan,

Todos los datos de mortalidad fueren calculadns usando 1la
formula de Abbott (1) la cual establece que en la evaluacidn de
la efectividad de un insecticida, las muertes naturales deben

ser consideradas, Dicha férmula puede expresarse como sigue:
Xy ¢ —+———L x 100

donde:
¥i= numerc de vivos en el grupno control
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¥i= aiimerc de vivos en el grupo de tratados
¥Yi= mortalidad causada por el tratamientec

Zi= por ciente de mortalidad cnrregida.

Determinacidn de dosis letal-=50

La determinacide de Dlgg se realizd schre la fase més

Quinientos noventa y cuatro larvas en quinta fase,

fueron divididas en seis lotes de 99 larvas cada uno. Este niime-

ro se considera adecuado para el andlisis estadistico v fue deri-

vado de trabajos verificados por De Armon y Lincoln (1l3) acerca

del nimero d

¢ animales requeridos en ensayns con patdgenos. La

determinacidn del nimerc total de animales necesarios puede oh-

tenerse de la siguiente ecuacidn:

donde:

N = 38
L2B?
L = magnitud del error
B = pendiente de la curva de dosis-respuesta
N = nimero total de animales

El valior del numerador en la expresidn varia con el intervalo

de confianza que se establezca, influenciando directamente al ni-

mero total de animales requeridos.

Cada lote de larvas fue tratado con una susvensidn de esporas

viables correspondientes a: 3,2x108, 1,6x10%, 1,6x107, 0,9¢c107 y

0,4x107 por

X~-100.

mililitro. K1 control fue tratade con agua mds Tritdn
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Cada grupo de larves, fue subdividido en 11 subgrupos de nueve
larvas cada unc. Cada subprune de larvas fue .noculado por inmer-
sifn y despu@s colocados en platos Petri conteniendo dieta artifi-
cial #4,

Las observaciones fueron hechas & los siete v 14 dias después
del tratamiento, habiéndose llevado registro del niimerc de larvas
muertas naturalmente, nimero de larvas muertas por el honeo, niime-
ro de larvas desaparecidas y niimeroc de larvas que empupam. La mor-
talidad fue calculada por la formula de Abbott (1) y el nrobit

empirico obtenido de tablas estadisticas (21).

3.5 M2todos de Irradiacidn

3.5.1 Irradiacifn ultravioleta

Una porcidn de 10 ml de la suspensidn preparada segilin
indicacidn en la seccidn 3.2, fue colocada en un plato Petri y ex-
puesta a una intensidad de radiacifn ultravioleta de 17,5 ergios/
mm?/seg. La suspensidn se mantuvo apitada usando una plataforma
rotatoria Eberbach, durante el tiempo de exposicidan. La irradia-
cifn fue efectuada por medio de una l&mpara germicida modelo GL5T8
de la General Electric la cual emite la mayor parte de la energia
ultravioleta a una longitud de onda de 254 am.

Después fde irradiada la suspensidn se sembraba en di-
ferentes diluciones en agar de Sabouraud c¢rn levadura, para deter-
minar el piimero de sobrevivientes. Los platos sembrados eran colo-
cados en una estufa a 30°C donde se incuhaban por espacio de tres
dias al cabo de los cuales se efectuaba el contaje de colonias

viahles en un cuenta bacterias,
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3.5.2 Irradiacidn gamma

Las condiciones de cultivo, cosecha, almacenaje y pre-
paracidn de la suspensidn de espcras fueron similares a las des-
critas en la seccidn 3.2,

Tubos de 50 ml, conteniendc 33 ml de suspensidn de es-
soras eran introducidcs en envases metélicos y sumerpidos en una
pila, a fin de ser expuestcs a las radiacicnes gamma emitidas por

el elemento 60

Co. La intenmsidad de la fuente era de 1,4 kr/minuto.
Despuds de irradiada la suspensidn, se efectuaban las
diluciones y siembra. 1Lns pnlatos sembrades eran conlocados en una

estufa a 30°C donde se incubaban por tres Afas, al cabo de los

cuales se efectuaba el contaje de colonias visihles.



4, RESULTADOS

4,1 Prueba Prelimipar de Patogpenicidad del Henpe M, andsopliac
scbre H, ghrandeifa

Las larvas atacadas por el hongo fueron reconccidas por su
decoloracidn, turgidez y ripidez. Dentro de las 24 horas subsi-
guientes el micelico hlanquecino del honpo empezd a emerger a tra-
vEs de las pseudopatas y espirZculos. Gom el transcurse de la
enfermedad el cadiver entero es cubierte por la muscardina que al
esporular cambia a coler verde oscurc, Figura la. La larva muer-~
ta se transforma completamente en una masa de esporas que al final
gse desintegra con el mias leve movimiento, Figura 1b.

La mortalidad de las larvas se muastré en el Cuadre 2. Se -
puede apreciar que bajo las condiciones del experimento 50 por cien-
to de las larvas fueron atacadas por el honge. Larvas perdidas
se refiere a larvas que desaparecieron porque escaparon o por ca-

nibalismo.

De las pupas formas el 90% 1llegd al estado de adulto en ambos
grupos,

La distribucidn del nimero total de larvas muertas con res-
pecto al tiempo transcurride despu@s de la incculacidn se presenta
en la Figura 2. Se puede nhgservar que ¢l mayor nlimero de larvas
muertas se presentd al sexto dia después del tratamiento,

La mortalidad de larvas en =z2mbos grupos se muestra en la Fi-

gura 3. La mortalidad causada por el hongo fue estimada en 507%.



Flg. | Larvas de Hypsipyla grondelio Zelier atacodas por el honge Metarrhizium

amisaplioe (Metch) muscardina verde
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Cuadro 2. Mortalidad Ae larvas de Hypsipyla grandella Zeller
atacadas por el hongo Mefarrhizium cnisopliae (Metel.)
2 una concantracifn de 1,2x107 esporas viables/ml.

No. de Total de larvas Larvas muertas Total Total Larvas
larvas muertas por el hongo de de perdi-
nupas adudtos das

testigo
9 1 6 A 2
9 1 14 6 5 2z
9 2 0 4 4 3
3 0 0 3 2 0
Total 30 4 1 19 17 7
tratadas
9 5 3 2 1 2
9 6 6 3 3 0
9 6 & 1 1 2
3 0 0 3 3 (¢
Total 30 17 15 9 8 4

* Contaminaci®n no contrelada

Este experimento demuestra que las larvas de H. grandefla son
susceptibles al honpge M. andisopfiae. Para las determinaciocnes de
dosis letales 25, 50 y 75 se requiere que a continuacifén ge deter-
mine cuales son las diferentes fases de H. grandefla; y la fase
més susceptible 21 hongo, el cual se utilizard en todas las futuras

pruebas de patogenicidad,

4.2 Determinacidn del Nimero de Fases de H. grandella

El resultado de las ohservaciones perifdicas efectuadas duran-
te el ciclo larval de H. grandelffa, permitid determinar el tiempo

transcurrido entre las diferentes ecdisis; dichas ohservaciones
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se encuentran en el Cuadro 1 (Apéndice). Se puede nbservar que
los pericdos entre ecdisis tendfan a ser méAs variables a medida
que 1la edad de la larva aumentaba.

La Ficura 4 muesetra la distribhucidn del tiemro transcurrido
entre sucesivas ecdisis hasta la pupacidn de larvas de H, arande-
£La; se puede deducir de dicha ficura v de 12 ohscrvacidn de los

tiempos medios transcurridos entre ecdisis, Cuadro 3, que el pe-

T
b2y

rfodo entre eclesidn y pupacidn dura 30 as, asimismo se puede
notar en el Cuadro 3, que la variabilidad es midxima para el perio-
do comprendido entre la VI gcdisis v la formacidn de pupas,

Los valores obtenidos de la distribucién del tiempo entre ec-
disis sucesivas fueron comparados con distribuciones tedricas, ha-
bi&ndose encontrado variahilidad en los ajustes: entre I y 1I, II
y 111, y IV y V ecdisis se encontrd un mejor ajuste al modelo bhi-
nomial, no asi entre eclosién y I, III v IV vy V yv VI ecdisis las
cuales no ajustaron al modelc hiunomial, ni al de poisson.

Cuadre 3. Valoreg promedios vy desviacién estandar del tiempo trans-
currido entre ccdisis sucesivas hasta pupacidén de larvas

de H. grandellfa. Los niimeros romancs indican las dife-
rentes ecdisis

X 4
Eclosién ~ T 3,00 0,00
I - 11 3,87 0,80
IT - 11T 3,48 1,30
ITT - IV 3,31 0,25
1V - v 3,90 1,20
v - VI 4,85 1,50

VI - Pupacidn 7,80 2,90
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Lz longitud del cuerpo de las larvas, al tiempo de efectuarse
las diferentes ecrdisis se presenta en el Cuadro 2 (Apéndice).

Se puede observar que existe un incremento en la variabilidad
del tamafnico de las larvas a medida que transcurren las sucesivas
ecdisis, siendo notoria la ocurrencia rde tamafos casi constantes
durante las dos primeras ecdisis, aumentandn la divergencia en
tamafios en las siguientes ecdisis. El tamafio mdximo alcanzado por
las larvas fue de 26,4 mm, en tanto el minimo fue Ae 15,0 mm.

La distribucidn del larpo del cuerpo de larvas de H. grande-
££a, al tiempo de ecdisis, se presenta en la Figura 5. E1 aumento
en variabilidad de los tamafics a medida que trapnscurre el tiempo
puede observarse en &l Cuadre 4, el cual muestra valores de error
estandar maximos para las Gltimas ecdisis.

Los valores obtenidos de la distribucifén del tamafic del largo
del cuerpo de las larvas al tiemno de ecdisis fueron comparadas
con distribuciones tedricas, habi@ndose encontrado que €l largo
del cuerpe al tiempo de la III, IV, V vy VI ecdisis se comportaban
binomialmente, en tanto al momento de la I y IT ecdisis, los lar-
gos nc ajustaban a las distribuciones tedricas binomial y poisson.
Cuadro 4. Valcres promedios y desviacidn estandar del largo (en

mm) Ade cuerpo de larvas de H grandefla, al tiempe de
ecdigsis. Los nimeros romaneos indican las diferentes

ecdisis
X P
I 2,39 0,01
11 4,62 0,75
111 7,56 1,90
v 10,90 1,58
' 15,59 2,24

Vi 20,31 3,13
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Curvas de crecimiente para las 31 larvas fueron ajustadas a
la ecuacidn logistica, hahiéndose logrado ajustes entre 95 y 99%,
concentrindose dichos valores entre 98 y 99%. De las ecuaciones
ajustadas vy con los valores de los parl@metros BQ, Bl ¥ BZ {Cuadro
3, Apéndice) se estim® una curva de crecimiento promedio para 4i-
chas larvas, la cual se muastra en la Figura 6. Sec ohserva una
gran variabilidad de tamafos presentadoes por las larvas al tiem-
po de ecdisis. La variasbilidad es minima para la primera ceccdisis
y aumenta progresivamente con la edad de la larva.

El resultade de las mediciones efectuadas sobre el largo y
el ancho de las cdpsulas cefdlicas viene dado en el Cuadro 3 (A~
péndice). Lcs valores de desviacidn estandar de las mediciones
efectuadas sobre el anche de las cdpsulas cefdlicas, Cuadro 5, in-
dican que la variabilidad aumenta de 1la ¥ a la VI ecdisis.

La distribueidn del ancho de clpsulas cefflicas de las larvas
al tiempo de ecdisis se muestra en la Figura 7. La wvariabilidad
de las mediciones se manifiesta por la dispersidn de los datos.
El ajuste de dicha distribucifén a modelos tedricos mostrd también
variabilidad, la I, IV y VI ecdisis se comportaron hinomialmente,
en tanto la IIT ajusté mejor a poisson. La II y V ecdisis no ajus~
taron a ninguna de las dos distribuciones.

La relacidn entre el ancho promedio de las cApsulas cefdlicas
v el tiempo promedio acumulado, obtenido de la Fipura 4, se mues-~

tra en la Figura 8. Debido a la naturaleza discreta de dichos wva-

lores, la Figura 8 ha side representada en forma escalonada, sin
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Cuadro 5. Valores promedins y desviacidn estandar del ancho (en
mn) de clpsulas cefdlicas de H. grandelfa al tiempo Ade
ecdisis. Los nlimerons romanos indican las diferentes

ecdisis
X 5
1 0,28 0,001
1T 0,44 0,0n3
111 0,73 00,006
iv 1,08 0,012
v 1,73 0,014
VI 2,18 0,016
Cuadro 6. Valores promediocs v desviacién estandar del largo (en

mm) de clpsulas cefdlicas de H, grandelfa al tiempo de
ecdisis. Los niimeros romanos indican las diferentes

ecdisis.

X y
11 0,37 0,003
111 0,63 0,007
1V 0,91 0,009
v 1,42 0,017
VI 1,80 0,015

embargo se puede observar que existe una relacidn c¢asi lineal en-

tre dichas variahles, a partir de la II ecdisis; esta relacidn po-
dria ser usada en lz2 pradiccidn aproximada de los tamafios de ancho
de clpsulas cefdlicas posteriores a la Il ecdisis.

La Figura 9 muestra la distribucién del largo de capsulas ce-
fidlicas de H. grandeffa al tiempo de ecdisis. E1l Cuadro 6 muestra
la variabilidad de esta medida conforme aumenta la edad de la lar-
va.

El ajuste de las distribuciones observadas a modelos tedricos

fue tambié&n variado, 1la IV ecdisis ajustd a binomial, la III y V
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ecdisis 2 poisson, en tantc la IT vy VI ecdisis no ajustaren a nin-
guna de las digtribuciones.

La relacidn entre el largo de c@psulas cefdlicas y el tiempo
promedio acumulado, obtenido de la Figura 4, se muestra en la Fi-
gura 10. Debido a la naturazicsza discreta de los valores del largo
de cépsulas cefdlicas, la Fipura 10 ha sido representada en forma
escalonada, sin embargo, se puede ohservar que existe una relacidn
lineal entre dichas variables, a partir de la Il ecdisis., La gréa-
fica no muestra los valores del large de las cdpsulas de la I ec~
disis, por no haherse tomado.

Los resultados del andlises de correlacidn efectuado para de-
terminar el grado de asociaci®n entre el large del cuerpo de las
larvas v el largo y ancheo de las cdpsulas cefdlicas indicd que
inicamente cxiste estrecha conrrelacifn entre largoc y ancho de 1las
cApsulas cefAdlicas en 1a III, IV, V y VI ecdisis, hahbiéndose ob-
tenido valores de Rz de 82,0, 89,5, 93,9 y 93,2 7 respectivamente
para dichas asociaciones. EI hajo porcentaje de asceciacifn entre
el largo de cuerpo y 21 larso o ancha de cfnsulas cef&licas indi-
ca la imposibilidad de poder detectar la fase por medio del tama-
ic del cuerpo, requiriéndese por consiguiente, qgue dicha determi-
nacidn se haga utilizando el tamafic de la clpsula cefdlica.

4.3 Pruebas de Patcogenicidad de M. andisopliae sobre las diferentes
fases de H. ghandelfa

La mortalidad de larvas an primera fase se muestra en el
Cuadro 5 (Apéndice). Se puede aprecilar que haje las condiciones

del experimento ninguna de las larvas fusz atacada por el hongo,
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También se puede apreciar gue el nimerc de larvas que se murieron
por causas naturales, y el niimero de larvas perdidas fue similar
en el contrel y en el grupo tratado.

La mortalidad ocurrida en larvas de sezunda fase tambi&n fue
de 0,0%, Cuadre 6 {(Apéndice).

En el grupce de larvas en tercera fase hubn una mortalidad cau-
sada por el hongzo de 5,3%, Cuadro 7 {(Apéndice), Larvas en cuarta
fase mostraron un 7,0% de mortalidad, Cuadro 8 (Ap&ndice). Lar-
vas en cquinta fase mostraron um 32,17 de mortalidad, Cuadro 9 (A=~
péndice). Larvas de sexta y sé&ptima fase mostraron un 187 de mnr-
talidad causada por el hongn, Cuadre 10 (Apéndice).

Los datos de meortalidad debida al tratamiento, se presentan
en la Figura 11, y demuestran a simple observacidn que el periodo
larval de H. ghrandeffa mis susceptible al hongo M. anisoplfiae es
la quinta fase., FEstos datos tambié&n fueron analizados de acuerdo
a un disefioc irrestrictamente al azar con seis tratamientcs (las
fases) y siete observaciones (los siete platos con compartimentos).
Los resultados del andlisis de variancia indica que existen dife-
rencias grandes en susceptibilidad entre las diferentes fases de
H. grnandeffa Zeller,

Para comprobar que 1la primera y sesgunda fase eran verdadera-
mente resistentes al ataque por el hongo se llevaron a cabo prue-
bas de inoculacidn por inmersidn de los huevos, por espolvoren ¥y
por aspersidn. En ninguna ocasifn se logrd la infeccion del pri-

mer estadio larval. En una de las pruebas se logr6, sin embargo,

la infeccifn de una larva en segunda fase, Tipura 12.
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Fig il Distribucion de lg mortalidad causada por el hongo M. onisoplive sobre
los diferentes fases de H grandelig

Estos experimentos han demostrado estadisticamente que la V
fase de H. ghandulfa es 1la m#s susceptihle al ataque del hongo M.

andsopliac.

4.4 Determinacion de Dosis Letal 25, 50 v 75

Los resultados de este experimento se muestran en el Cuadro

La linea de regresién calculada para los valores de dosis=
mortalidad de M. andisopliae sobre H., grandeffa estd dada en la Fi-
gura 13, Un examen del valor de r2 para heterogeneidad, muestra
un ajuste de 99,5% de los datos experimentales con respecto a la
linea recta de regresién. Los datos encontrados para la ecuacidn
de regresidn fueron: Y = 3,75 + 0,80 log Ci donde Y es la morta-

lidad en unidades de Probitas y Ci es la concentracidn de esporas



Fig 12 Diferentes fases de Hypsipyln grandella Zeller otacodos por el hongo

7
Metarrhizium omisoplioe {Metch) a uno concentracion de 83 x10 esporgs
viables /m!




$6g A ST y 4 8L gL 66 gOIX61°¢E

(TR 9°65 62 2z 1 g 9¢ 66 g0T1%¥658°1

18y A 32 72 9 0% 1% 66 (O0TX6S°T

LT AR R4 ¥ €5 ul A [ 66 ;01%68°0

R gv'y Lige €1 65 4 S $2 66 [0TX6E°0

[re

- - 0 L? 4 £ 0 1 66 0

YEPET SBRPEAI sepIDaX sgjaanu SEPEIRIJ Tm xad

—gjaocm 9y —HODUD seatn -uvdesap osuoy 18 zacd SEAIET SBAILEBT S3TYRTA

JTgoig ~udITD Io0g seeng sBALRT SeAlBRT] SEPEIBRW SEBEALIET 12301 @p ocrauny seyodsy

QUFFUOYYUD "

+

¥

ap

SBAOUSE TP EIUQCTIBIIUIDUDD S33UIXDITP UOOD

sepeleil 2p SVIP L $OT ® 9se3 A Ul VIFIpUVVL p °®p sealel @p peEPITRIIOK T, oipen)



Mortalidad en unidades de probitos

BAPUbIt { aiqos FOEUEIOD W ap popl|ojlout-S|SOP ap $@lojBA 50| Dipd DpO|RO|DT upnisaibal ap pawy g "0

lw/ s31qoia SpJ0dSa Ip UOIDDIIUITUOY

&0t nou_ sisag h@ el
2 1’0
=20
50
o {
€ - ]
-
b~ 01
_V —
()2
w o]
sopDsadse SAUOIDA  x
0%
SCPOAIIEQO SRICIDA o
U /Se|qpia S040dS9 3P SIUOIIW U |D Ot
12 Bul OB'0+GL'E = A
g - v JM 05
o 0
0L
08
w ——
- 06
G
4= b 56
= 66
- GE6
866
0 666
4 |
& ! FQ 0!

POPIBMOW I DJUINI0H



5N

viables/ml., E1 limite de confianza de 957 para el valor de la pen-
diente fue de 0,795 a 0,905,

Las dosis calculadas de esporas viables/ml que son requeridas
para obtenmer 25, 50 y 75 por ciento de mortalidad, con limites fi-
duciales de 957 para cada nivel de mortalidad, son presentados en
el Cuadro 8,

Cuadro 8. Nimero de esporas viablesgml de M., andisopliae requeri-

das para producir 25, 50 y 75 por ciento de mortalidad
en la V fase de H., grandelflc.

Por ciento de GEsporas viahles/ Limites fiduciales al 95%
mortalidad ml Superior Inferior
25 5.4 x 109 7,2x10° 2,9x1nf
50 3,6 x 107 7,5%x107 2,3x107
75 2,7 = 108 7,7x108 2,0x108

4.5 Sobrevivencia de Esporas de Metarnhizium anisoplfiag a 1la
Radiacifn Ultravioleta

La Figura 14 muestra la reduccidn en viabilidad, ocasionada
por la irradiacidn: se nota que la varincidén en suscentibilidad
estd influenciada por la edad de las esporas.

Lz curva de sohrevivencia en todos los casos nresentan homhros
que no sobrepasan un ciclo de inactivacidén: posteriormente la cur-
va se vuelve lineal en alpuncos casos y en otros adquiere una nueva
tendencia, dependiendo de la edad de las esporas. La presencia
de tales hombros demuestra la existencia de mecanismos enzimdticos

de reparacidén del dafio, en las esporas del honpo,
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Fig 14 Sobrevivencla relotiva da esporgs de M. gnisoplige en suspension acuosa, despues de irradiadas con lfuz

uitraviclets 254 mm (Io=i7.5 ergios /mm%/seq )
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Las pruebas realizadas con esnoras fde diferentes edades (en
Figura 14, o & & pertenecen a esporas de 35, 37 y 44 dias despuds
de ]a siembra y I A corresponden a esporas de 110 y 116 dfas des-
pués de la siembra) presentaron curvas de respuesta dosis-efecto
diferentesfi las esporas jévenes de 35, 37 y 44 dias mostrarom cur-
vas bifdsicas de inactivacidn que denotan, 2) presencia de enzimas
que reparan el dato; hombro Ae la curva y b») acotamiento A la ca-
pacidad de reparar el dafio por el excesivo niimero de lesiones, lo
cual se manifiesta en el decaimiento exponencial de la curva. Las
esporas viejas de 110 y 116 dias despu@s de la siemhra presentaron
curvas trifasicas de inactivacidn lo cual indica que en la pobla-
cidn original ¥y con el transcursoe del tiempo se han diferenciado
dos tipos de poblaciones, una sensible y otra resistente a la ir-
radiacidn ultravioleta.

Esporas de lotes de sicmbra diferente (en Figura 14, s o 4
pertenecen a diferentes lotes y 4 I A corresponden a esporas pro-
venientes de una misma siembra) presentaron curvas de inactivacidn
aproximadamente iguales en tendencia. Andloga situacidn se presen-
td con las curvas de inactivacidn provenientes de una misma siembra.
Lo anterior indica que la edad de las esnoras es el factor primor-
dial en la respuesta del hongo a la irradiacidn ultravioleta.

En todas las pruebas la DL 0 ocasionada por la radiacidn ul-
travioleta sobre las esporas de M. andsopfiace, estuvo comprendida

entre los 2 yv 4 minuteos de irradiacién.
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4.6 Sobrevivencia de Esporas de M. andsopline a la Irradiacidn
Gamma

La Figura 15 muestra las curvas de inactivacidén del hongo
M. anisopliae al ser expuestas a la irradiacibn gamma. Todas las
curvas exhiben la respuesta de un mismo lote de zsporas cuya via-
bilidad fue secguida a través Azl tiempo.

Lotes de esporas de diferentes edades (en 1la Figura 153, 8 o
pertenecen a esporas de 30 v 44 dias despu@s de la siembra; 4 A
corresponden a esporas de 60 y 77 dias despuds de la siewmbra y
WH T3 pertenecen a esporas de 106 y 119 dias después de la siem~
bra) presentaron una marcada disminuecidn de su viabilidad a medida
gque transcurria el tiempo.

De acuerdo a la =dad de las esporas, se puede identificar dos
tipos de respuesta, a) esporas recién cosechadas, 30 a 44 dias des-
pués de sembradas, muestram un decaimiento suave de la viabhilidad
con dosis incrementadas de radiaciAn., Dicha respuesta podria atri-
buirse a la presencia de mecanismos enzimiticos de reparacidn de
las lesiones ocasiomadas por la irradiacién gamma., Y h) esporas
de edades mayores que un mes después de cosechadas, mostraron sim-
ples curvas de sobrevivencia o curvas monofasicas, que indican un
decaimiento exponencial de la sobrevivencia a2 medida que se incre-
mentan las dosis de irradiacifén. La tasa de decaimiento exponen-
cial incrementa con la edad de las esporas.

Estos experimentos indican que la edad de las esporas es un

factor en la respuesta del hongo a la irradiacidén gzamma.
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La DL50 ocasionada por las radiaciones gamma sobre las esporas
de M., anisopfiac dependid directamente de la esad de las esporas,
disminuyendo la cantidad de radiacicnes necesarias para matar 50%
de las esporas a medida que aumentaba la g¢dad de las mismas. E1
tiempo requerido para inactivar 50% de esporas jOvenes Ade 30 y 44
dias después de la siembra fue de 16 y 20 minutos respectivamente;
gsporas de 66 y 77 dias después de siembra requirieron nueve mi-
nutos para ser inactivadas en un 50%: esporas de 106 y 119 dias
despuds de sembradas requirieron solamente seis minutos de irradia-
cidén para ser inactivadas en un 50%.

4.7 Obtencidn de Mutantes de M, anidopfiace mediante el Uso de Ravos
Gamma

Los experimentos de determinacidn d= sobrevivencia, fueron
utilizados para detectar la presencia de mutantes de color, para
ello se sembraban platos con la suspensidn irradiada con la dosis
méxima, sin diluir, colocando 0,1 cc de suspensidn irradiada por
plato. Dichos platos fueron puestos a incubar en una estufa a
30°C v dejades por un tiempo, hasta esporulacidn,

Mutantes de diferente coloracidn fueron obtenidos después de
irradiar la suspensidn acuosa dz esporas, con una intensidad de
168 kr, en exposiciones fraccicomadas de 15 minutos o sea 21 kr por
vez.

En total se diferenciaron 13 mutantes de los cuales solamente
cuatro fueron purificados. Los ccolores obtenidos fueron amarillo
café, café recjizo, plateado y blance. Se ohservd que dichos hon-

gos al ser cultivados agotahan rd@pidamente el medic, dehide,



probablemente a una gran actividad enzimidtica. Otra caracteristica
presentada por los mutantes es la extrema dificultad vara despe-
gar las esporas del medio an que Sse encuentran creciendo,.

Prueba inicial de patogenicidad de uno de los mutantes, so-
bre una mezcla de las Gltimos fases de H, grandelfa mostrd que el
hongo conserva sus propiedades patogénicas. Ia recuperacidn del
hongo de larvas muertas, indica gque la caracteristica de coloracidn

ha quedade fijada gend&ticamente.
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5. DISCUSION

En los resultados de 1la pruebs preliminar de patogenicidad,
la presencia del honge M. andsoplfdiae atacando las larvas de H.
ghandella, fue manifiesta. Los sintomas exhibidos por las larvas
atacadas son similares a los descritos por Getzin y Shanks (24)
para el sinfilido Scufigereflfa Lnmacufata, vy 2 los descritos por
Steinhaus (54) para varias especies de insectos.

La ohservacidn de un mAximo de mortalidad, en el experimento
preliminar de patogenicidad, de seis dias sirvid para uwtlizar dicha
fecha como tiempo indicativo en posteriores evaluaciones. Los
periodos de mixima mortalidad encontrados en el presente estudio
coinciden con los observados por Getzin y Shanks (24) en sus tra-
bajos con sinfilidos,

La mayoria de larvas de H. grandeffa atraviesa seis fases vy
otra gran parte siete fases y una pequefia fraccidn solamente cin-
co fases. Ramirez (45) en su investigacidn proliminar sobre bio=-
logia, ecologfa y control de H. ghandeflfa anota snlamente seis
fases, sin embargo se refiere a la nposibilidad de existencia de
larvas que atraviesan mids o menos mudas.

Los perindos medios para pupacién v emergencia, ocurrieron
a les 30 y 40 dias cdespués de la eclosidn: estos resultados difie-
ren parcialmente a los encontrados por Griipma (27) en dieta arti-
ficial y condiciones de laboratoric y a los observados por Ranirez
(45). Una posible explicacidn de tal respuesta podria ser las con-

diciones bajo las cuales se 1llev® a cabo el experimento.
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La crianza del insecto fue efectuada en c3maras hiimedas con el ob~-
jeto de que la dieta artificial no perdiera humedad. Sin embargo,
el periodo pupal coincide con los datos encontrados por Grijpma
(274 y Ramirez (45).

El tamafo promedic alcanzado por las larvas, coincide con los
valores anotados por Grijpma (27)y Ramirez (45), no siendo asf
para los valores de tamafios de cuerpo alcanzado a 1los tiemposg de
ecdisis, emncontrados por Ramirez (45). En estos experimentos no se
hizo distincidn entre sexos.

Una relacidn relativamente constante entre los anchos y los
largos de cédpsulas cefdlicas de las diferentes fases a partir de la
segunda fue evidente. ¥Estos resultados son similares a los sefia-
lados por Richards (47) para varios géneros de insectos. ¥Esta cons-
tancia hace razonable la suposicidn de que la tasa de incremento
por dia es constante y que se podria sugerir la existencia de un
periodo inicial durante el cual el crecimiento es casi nulo. La
linea recta trazada entre los valores experimentales de los largos
de clpsulas cefdlicas tiene un mejor ajuste, que la trazada entre
los valores ohservades de los anchos de cldpsulas cefilicas.

La determinacidn de la fase m#s susceptible se realizd con
el objeto de uniformizar al huesped para futuras pruehag bioldgi~
cas,

Las primeras fases de Hypsipyla fueron mis resistentes al hon-
go que las Gltimas., Las fases I y Il prActicamente no son ataca-
das; las fases III y IV a pesar de ser mas susceptibles que las dos

primeras, son mis resistentes gue las dos fltimas Vv, VI y VII, las
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cuales presentan la mayor susceptibilidad al hongo. Estos resul-
tados estln en consonancie con la regla de que a mayor edad mavor
susceptibilidad (35). La susceptibilidad de las ultimas fases y
en especial de la V ha sido demestrada por diversos experimentos
con varios tipos de patBgenos ademds de hongos. Mivajima y Kawase
(41) realizaron estudios de infectividad con virus, utilizando en
dichas pruebas la V fase del gusano de seda. Morris (43) llevd

a cabo investipaciones para cemprobar el efectso de la luz solar,
radiacifn ultravioleta, radiacidn gamma y temperatura sohre la ca-
pacidad de infectacidn del wvirus polih&drico, utilizando como in-
secto prueba la V fase de Lambdina f{scelflania Lugubrosa,

La V fase fue ulitizada en la determnacidn de la DL La

50°
determinacidn de la DLey constituye la mejor medida cuantitativa
de la patogenicidad de un organismo sobre un huesped.

Los valores de la DLSO sobre la V fase oscilan entre 2,3x107
v 7,63107 esporas viables/ml con un limite de confianza del 95%:
el limite inferior de este intervaloc se encuentra cerca de la do-
sls obtenida en la prueba preliminar de patogenicidad 1,7x10? es~
peras viables/ml, con la cual se obtuve el 507 de mortalidad, Se
podria pensar que esta pequefia diferencia sea debida a que en la
prueba preliminar de patogenicidad las larvas fueron escogidas por
edad, edades que comprendian larvas en su mayoria de la V fase vy
algunas de la IV, las cuales introdujeron la wvariacifn.

La mayoria de pruebas hiolfSgicas han sidc conducidas con

bacterias y virus, no hahiéndose encontrado pruebas hiolfgicas que

hayan sido realizadas con hongos. Sin embargo, las condiciones
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generales bajo las cuales el ensayc es conducido, preparacidn pura
del patdgeno, insecto prueba uniforme y la uniformizacidn de las
condiciones del ensayo son vdlidas para este tipo de prueha y han
sido cumplidas en el presente experimento. La temperatura y la
humedad no se controlaron por falta de equipe adecuado,

La patogenicidad del hongo sobre las {ltimas fases, hace
pensar en la poca eficacia de M, andsopfiae schre el insecto H.
grandeffa debido a los hAbitos de vida del barrenador, el cual per-
manece dentro de la planta huesped durante las {iltimas fases, Sin
embargo, el uso de M. anisopliac no debe ser descartade, ya que
es posible con el uso de agentes mutagénicos lograr un aumente de
la patogenicidad del hongo y en el mejor de los casos, patogenici-
dad en las primeras fases.

Las curvas de sobrevivencia fueron determinadas para obtener
una indicacidn de la sensitividad de las esporas de M., anisopliac
a las irradiacioues gamma. ¥n todos los casos la sobrevivencia
de las conidias fue reducida por la irradiacidn gamma. La sohre-
vivencia de las conidias irrvadiadas varid segin la edad de las
esporas, siendo mayor en esporas jdvenes y mencr en esporas viejas:
la diferencia se hacia mayor cuando la dosis de radiacidn era in-
crementada,.

Resultados similares han sido obtenidos por Chou y asociados
(11), en sus trabajos sobre el efecto de la radiacidn gamma sobre
Pendicillium expansum L. y por Malla y colaboradores (40) al estu=~
diar la susceptibilidad de cepas de Pendcdllium virddicatnm v As-

pergiflus fLavus a la irradiacién beta,
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Las diferencias de susceptibilidad entre conidias jBvenes de
1 a 2 semanas y conidiasg de 6 meses de edad, del hongo Pendcllfium
expansum fueron relativamente pequefias: la NLan para esporas de
Penicillium de 1 a ? semanas fue de 70 kr en tanto esporas de seis
meses presentaron un2 DLgn de 50 kr. Sin embargo, esporas de M. andi-
sopliae de 30 dfias presentaron una DLgn de 70 kr y esporas de 120
dias presentaron uns Phgy de 28 kr. La coincidencia en los valores
de DLQO para esporas jdvenes, hace pensar en que la respuesta de
ambos hongos a la irradiacidn gamma es similar, a@in cuando la res-
puesta de Penicillium muestra una curva biffsica de inactivacidn.
El aumento en susceptibilidad de M, anisopliae es debido a que el
almacenaje de las esporas no fue a bajas temperaturas, sino a2 tem-
peratura ambiente.

Al igual que con la irradiacidn gamma, curvas de sobrevivencia
de esporas de M. anisoplice a la irradiacién ultravioleta fueron
obtenidas. La sobrevivencia de esporas jévenes a la irradiacién
ultravioleta fue reducida, presentando curvas biffsicas de inacti-
vacidn. La sobrevivencia de esporas mayores de dos meses de cose-
chadas, mostraron curvas trifdsicas de inactivacidn, no pudiendo
explicarse el porqué de tal respuesta. Trabajos de determinacién
de sobrevivencia a irradiacifn ultravioleta en hongos han sido rea-
lizados por Hollander y colaboradores (32) sobhrz el hongo NMeurospo-
a chassa en sus estudios acerca del efecto de diferentes longitudes
de cnda y su dependencia econ la capacidad de mutacidn del hongo.

Mutantes de coloracidén diferentes fueron obtenidos por la i~

rradiacidén gamma. Resultados similares han sido obtenidos por
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Sansome y colaboradores (50) con el hongo Meuhospora crassn, los
cuales han tambi@n obtenido mutantes de diferente coloraecidn., La
caracteristica observada en dicha investigacidn de reversisn
de mutantes a la forma original después de varias gubcultivos,
fue observada en el presente estudio.

La patogenicidad de uno de los mutantes sohre larvas de H,
grandelfa fue constatada. Tal resultado brinda 1a posibilidad
de futuros estudios, que podrfan culminar con la determinacidn

de patfgenos de primeras fases de Hypsipyla grandeffa Zeller.



613

6. CONCLUSIGONES

De los resultados ohtenidos en la presente investigacidn se

han derivado "ss siguientes cenclusiones:

1-

La patogenicidad del hongoe estd directamente relacionada con
la concentraciln de esporas

La virulencia del hongo no fue afectada por el nimero de pe-
neraciones que el hongo fue cultivado en medios artificiales
La sobrevivencia del hongo M. anisopfiae a la irradiacidn
ultravioleta fue determinada, encontri@ndose dos tipos de cur-
vas de dosis de radiacidén-efecto, 2) curvas hifdsicas las que
indican la existencia de mecanismos enzimfAticos de reparacidn
de las lesiones causadas por la irradiacién vy b) curvas tri-
fasicas que indican la diferenciacidn de dos tivos de pobla-~
ciones; estas curvas trifdsicas se presentaron con espnras

de mids de dos meses después de sembradas.

La sobrevivencia del hongo M., andisopfiae a la irradiacidén
gamma fue determinada encontridndese dos tipos de respuesta

a) esporas jdvenes, un mes despuds de semhradas, mostraron
curvas de dosis de radiacidn-efecto indicativas de la presen-
cia de mecanismos de reparacidn y b) esporas viejas, dos meses
después de sembradas en adelante, mostraron curvas de sohre-
vivencia que decaian exponencialmente,

Mutantes de colores, amarillo caf@, café rojizo, plateado y
blanco, del hongo M. andisopliae fucron ohtenidos despuéds de

una irradiacidn gamma de 198 kr.
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6~ Prueba de patogenicidad J21 mutante, amarillo café&, sobre una
mezcla de larvas entre IV y V fase mostrd la patogenicidad
de diche mutante, habi@ndose recuperade el color del mutante

en larvas muertas por el hongo.

Se recomienda:

1~ Realizar un estudic exhaustive del ciclo de wvida del
insecto, aumentando el nitmerc de observaciones.

2 Estudiar la posibilidad de producir el patdgeno masi-
vamente, para realizar pruehas de campo,

3- Determinar la sohrevivencia de M., andsopliae a la luz
solar a fin Ade determinar la persistencia del patdge-
no en el campo.

b Probar todos los mutantes y estudiar la patogenicidad

de los mismos para las primeras fases.



7. RESUMEN

El barrenador de las MeliZceas Hupsdpyfa spp. constituye el
factor limitante para el desarrcllo nnrmal de plantaciones de ce-
dros, caobas y otras especies de plantas en Areas tropicales y
subtropicales de Asia, Africa y Am@rica.

El dafio ocasicnado por este barrenador consisten en la destruc-
¢ifn de meristemos terminales de Arholes jBvenes, causando ramifi-
caciones indeseables. ©Las experiencias con infestaciones de Hyp-
sipyla han sido desastrosas en paises tales como Puerto Rico, Peri,
Trinidad, India, en los cuales plantaciones gnteras han tenido que
ser abandonadas.

El contrel de Hypsipyfa spp. presenta algunos problemas como
son, desconocimiento de algunos aspectos fundamentales de la bio=-
logia v taxonomia del insecto, dificultad de su control con insec-
ticidas quimicos por el altoc costo, v por la ineficacia del poder
residual bajo condiciones de alta pluvieosidad. Tal circunstancia
hace pensar en la importancia de lograr medidas adecuadas y efi-~
caces de controlar a Hypsipyla.

La presente investigacifn tuvo por finalidad a) averiguar el
posible uso de Metarthiziun anisopliac (Meteh.) como insecticida
biolbégico en 21 contrel de Hypsdipyla grandeffa 7Zeller; b) tratar
de aumentar la patopenicidad, del hongo sobre el insecto, mediante
el uso de irradiacidn gamma y ultravioleta.

-

Para lograr tales objetivos se determind: susceptibilidad de

"

H. ghandeffa al hongo M. andsopliae, niimero de fases, la fase més
g 3
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susceptible a M, andisopliae, dosis-letal-59 (DLSO) del hongo sobre
el insecto, sobrevivencia del honge a la irradiacidn gamma y ultra-
violeta y prueba preliminar de mutantes.

Pruebas preliminares de patogenicidad indicaron la suscepti-
bilidad del barrenador al hongo M. andsopliaec.

La determinacidn del nillmero de fases indicd aque H. grandella,
bajo las condiciomnes el experimente, atraviesa seis fases habié&n-
dese observado larvas que pasaban por siete fases y otras solamente
por cinco fases.

La V fase de H, qrandeffa resultd ser la mids susceptible a
M. andisopliae,

La dosis letal-50, determinada sobre la fase mis susceptible,
fue de 3,6x107 esporas viables por ml, con limites de confianza
al 95% de 2,3x107 v 7,6x107 esporas viables por ml.

Con el objeto de determinar 1z susceptibilidad de esporas del
hongoe a la irradiacifn ultravioleta, se determinaron curvas de do-
sis de radiacidn-efecte, Estas presentaron dos tipos de tendencia:
a) esporas jOvenes, de un mes después Ade semhradas, mostraron cur-
vas bifdsicas de inactivacifn, las que indican la presencia de me-
canismos enzimiticos de reparacidn de las lesiones producidas por
la irradiacidn y b) esporas viejas, de mis de tres meses despuds
de sembradas, mostraron curvas trifidsicas de inactivacidn, lo cual
indica que en la poblacifn original se han diferenciado esporas
resistentes y susceptibles a las radiaciones.

La susceptibilidad del hongo a la irradiacifn gamnma fue deter-

minada, Dos tipos de respuesta fueron obtenidas a) la sobrevivencia
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de esporas jdvenes, de un mes despuls de semhradas, decayd sua-
vemente a medida que las dosis de radiacién se incrementaban y b)
la sobrevivencia de esporas viejas, de mds de Aos meses despuls
de sembradas decay?® exponencialmente, con dosis incrementadas de
radiacifn; se encontrd una relacifn directa entre edad de las es-
poras y susceptibilidad de las mismas a la irradiacidn.

Mutantes de colores, amarillo café&, café& rojizo, plateado ¥y
blanco fueron obtenideos después de irradiar una suspensidn de es-
poras aon 198 kr, en expoesiciones fracciunadas.

Prueba de patogenicidad de uno de los mutantes, amarillo café@,
sobre una mezecla de larvas de IV y V fase, mostrd la patogenicidad
de dicho mutante, habi&ndose recuperade el color del mutante en

larvas nuertas por el hongo.
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7a., SUMMARY

The shootborer of the Meliaceae is the limiting factor in the
successful estahlishment of high-value timber plantations in tropic-
al and subtropical areas of Asia, Africa and America.

The damage caused by this borer consists of the destruction of
the growing shoots of young trees, causing undesirable form of the
trees. The experience with Hypsipyla infestation has heen disas-
trous for countries such as Puerto Rico, Peru, Trinidad, India,
where entire plantations have had to he ahandoned,

It is difficult to control the Hypsipyla as basic information
on the biclogy and behavior of the insect is still lacking. Control
of this insect by means of insecticides is not considered feasible
as insecticides are costly, and have poor residual power under trop-
ical conditions. This brings about the impertance of being ahle to
obtain adequate and effective means of controlling Hypsipyla.

The present research was carried out to: a) find out the poOS—
sible use of Mefannhizium anisopliae (Metech.) as a biological insect=-
icide in the control of Hypsdipyla grandellfa Zeller; b) try to increase
pathogenicity of the fungus over the insect, through the use of gamma
and ultraviolet irradiations.

In order to achieve these ohjectives, the following were deter-
mined: susceptibility of H. grandelfa to the fungus M.anisopliae;
number of instars: the instar most susceptible to M. anisopfiac:

LDSO of the fungus over the insect; and survival of the fungus to

gamma and ultraviolet dirradiation.



The preliminary pathogenicity tests showed the susceptibility of
the shootborer to the fungus M. andsopliac,

The determination of the number of instars indicated that H,
grandeflfa, under laboratory conditions, has six instars, with scme
larvae having 5 or 7 instars,

The LDSQ determined over the most susceptible instar was a con-
centration of 3.6x10’/ viable spores per ml, with 957 confidence limit
of 2.3x107 and 7.6x107 viahle spores/ml,

In order to determine the sensitivity of the spores of the fun-
gus to ultraviolet radiation curves of the radiation-effect dose were
determined. These present two types of tendency: a) young snores,
one month after heing sown, showing diphasic inactivation curves, which
indicate the presence of enzimatic repair mechanisms for the lesions
produced by the radiation and b) old spores, over three months after
being sown, showing triphasic inactivation curves, which indicate a
differentiation of the original population in radiation-~resistant
and ~susgceptible spores.

The survival of the fungus under gamma irradiation was determined.
Two types of response were obtained: a) the survival of young spores,
one month after being sown, decreased gradually with the increase of
radiation dose and b) the survival of old spores, over two months af-
ter being sown, decreased exponentially, with increased radiation do-
ses, ©1ld spores, heing more radiation sensitive than younpg spores.

Brownish yellow, reddish hrown, silver and white color mutants

were obtained after irradiating a concentration of spores with 198 kx
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in 15-~minute fractioned exposures.
Pathogenicity test of the brownish velleow mutant in a mixed
larval population of IV and V instars, showed the pathogenicity

of said mutant.
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Cuadro 2. Longitud del cuerpo de larvas de Hypsdpyla grandella
Zeller al tiempo de ecdisis

No. de Eclo- la ecd., 2a ecd. 3a ecd. 4a ecd. 5a ecd. 6a ecd.
larva sidn
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm TIRTIY v = om im it o s s s e o T L G L e e

1 1,6 2,3 4,1 8,2 9.5 10,5 -
2 1,6 2.4 5,1 9,0 10,5 16,0 21,90
3 1,6 2,4 5,0 2,0 10,5 i7,n 20,0
4 1,6 2,5 4,1 7,6 11,5 i5,0 -
5 1,6 2,4 4,72 5,8 9.1 13,0 20,0
6 1,6 2.4 5,0 3.2 12,0 12,0 22,0
7 16, 2,4 4,0 7,8 11,4 16,3 o
g 1,6 2.4 3,2 8,2 11,5 13,8 20,0
9 1,6 2,5 5,0 9,0 12.5 18,0 e
10 1,6 2.4 5,0 7,n 11,2 16,5 22,0
11 1,6 2,4 5,2 7,3 10,4 18,5 26,4
12 1,6 2,4 5,0 9,n 12,5 15,5 23,0
13 1,6 2,4 3,5 7,2 9,2 13,5 -———
14 1,6 2,4 5,0 6,8 10,3 17,0 -
i5 1,6 2,3 3,8 9,1 12,1 16,0 e
16 1,6 2,5 4,2 7,0 12,0 16,0 ——
17 1,6 2,5 5,1 7,0 10,0 14,0 -
18 1,6 2,3 4,4 12,0 14,0 20.0 o
19 1,6 2,4 3,8 6,38 15,0 17,0 18,0
20 1,8 2,4h 5,0 7,0 10,2 19,0 20,9
21 1,6 2,4 5,0 6,8 8,5 16,0 o
22 1,6 2,4 4,0 5,0 11,0 17,0 -
23 1,6 2,4 4,9 6,2 8,0 13,8 15,0
24 1,6 2,4 5,0 7,5 In,3 15,5 ————
25 1,6 2,4 5,1 6,0 11,0 16,9 -
26 1,8 2.3 4,9 8,0 11,2 13,1 -
27 1,8 2,4 7,3 7,5 12,1 13,1 17,0
28 1,6 2,4 5,0 7,0 11,4 16,5 24,0
29 1,6 2,3 4,0 6,1 9,8 e e -
30 1,6 2,3 4,1 6,4 9,3 13,2 -———
31 1,6 2,4 4,2 5,0 5,0 12,0 16,0




Cuadro 3.

Valores obtenidos, para los valores de los par@metros
de curvas de crecimiento de larvas de Hypsdpyla gran-

defla 7eller

No. de larva aG 61 8,
1 i1.025090 5.83136 1.19406
2 32.41963 15.51141 N.15661
3. 21.31526 14 .,55765 0.21996
4 29.98033 20.29448 Nn.17801
5 30.14986 18.,73200 0.15683
6 25.87260 15.42760 0.22101
7 24.33653 19,21R8N07 N,21611
8 31.1n894 18.64105 Nn.151¢26
9 22.46866 16.04919 0,23172

10 26.03534 18,37488 N.20140
11 32.24123 28.33388 01.2332¢6
12 34.13582 21.96552 0.16516
13 25.78101 16.80381 N.16184
14 31.0000 27 ..n3820 0.22720
15 24.,951395 16.03316 0.12921
16 31.58611 19.40027 0.16592
17 27 .33091 16.57600 0.19007
i8 24 ,27686 38.50066 1,36993
19 12.96178 29.,37717 0,30480
20 26.15670 20,27280 0.,22977
21 31.12540 16.27555 0.15131
22 41,10876 23.94977 0.16414
23 17.4058n 10.36327 0.18076
24 36.689240 19.99229 0.14865
25 29,841R86 18.50084 Nn.19212
26 14.73447 8.85008 0n,23799
27 21.45349 g.71149 n,18328
28 35.83260 18 ,45515 n, 16412
29 15.09770 R.67244 0.14621
30 23.84598 14.29207 n,16210
31 20.03356 11.73154 .17306
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Cuadre 5. Mortalidad de larvas de Hypsipuyla ghandefla en la I fase
atacadas por el hongo Metaianhdzium anisopliae (Metch,) a
una concentracifén de 2,2x197 esporas viahles/ml. La morta-
lidad causada por el hongo, calculada usando la fdrmula
de Abbott, fue de 0,07

No. de Larvas vivas encon- Pupas Larvas muertas Larvas Larvas
larvas tradas al fin del encon- naturalmente® muertas perdi-
exérimento tradas por el das
hongo
testigo
9 6 0 n 0 3
9 8 n N 4] i
9 6 N 1 n 2
9 5 0 1 n 3
9 7 n n 0 2
9 6 N 1 0 2
9 6 1 0 0 3
Total 63 44 N 3 0 16
tratadas
9 6 0 n n 3
9 6 0 1 n 2
9 6 3] 0 0 3
9 6 n 0 N 3
9 5 n n 0 4
9 4 0 2 n 3
9 6 0 1 N 2
total 63 3c 0 4 n 20

*Naturalmente, se refiere a la martalidad ne debida al hongo.



Cuadro 6. Mortalidad de larvas de Hypsipyfa ghandeffa Zeller en 1L
fase, atacadas por 21 hongo Mefamnhizium anisopliae
(Metch.) a una concentracidn de 9,2x107 esporas viables/
ml. La mortalidad causada por el hengo, calculanda usando
la formula de Abbott, fue de 0,Nn%

No, de Larvas vivas encon- Punas Larvas muertas lLarvas Larvas
larvas tradas al fin Ael encon— naturalmente® muertas perdidas
experimento tradas per el
heongo
testigo
9 i) n 2 ] 1
9 5 1 n n 3
9 6 8] N n 3
9 6 1 n n 2
9 7 I n ] 1
9 4 1 n Al 4
9 7 0 n n 2
Total 63 41 4 2 0 16
tratadas
9 4 n N o 5
9 5 1 N n 4
9 7 f n 0 2
9 3 o n 0 3
9 6 g & 0 3
9 & 4§ n 0 3
9 7 N 0 n 2
Total 63 41 a r n 22

* Naturalmente, se refiere a la mortalidad no dehida al hongo.



Cuadre 7. Mortalidad de larvas de Hypsdipuyla grandeffa Zeller en IIIX
fase, atacadas por el hongo Mefarnhizium andsopliae
(Metch.) a una concentracidn de 9,2x107 esporas viables/ml
I,a mortalidad causada por el hongo, calculada usando la
£6rmula de Abbhott fue de 5,37.

¥No. de Larvas vivas encon- Tupas Larvas muertas Larvas Larvas
larvas tradas al fin Adel encon- naturalmente* muertas perdi-
experimento tradas roxr el das
hongo

testigo
9 3 3 n f 1
9 2 7 a n n
9 5 7 0 N 2
Q 1 7 N N 1
9 7 2 i 0 n
9 i 7 N N 1
9 3 5 N 0 1

Total 63 17 40 N 0

tratadas
9 3 3 1 n 3
9 4 3 0 0 2
9 4 2 i 1 1
9 4 3 1 n 1
9 3 3 n N 3
9 4 2 0 1 2
9 3 2 n 1 3

Total 63 25 18 2 3 i5

%* Naturalmente, se refiere a la mortalidad no debida al hongo.



Cuadro 8. Mortalidad de larvas de Hypsdipyla grandelfa Zeller en IV
fase, atacadas por el hongo Hetanhhizium andsopliae
{(Metch.) & una concentracidn de 9,2x1ﬁ7 esporas viables
/ml. La mortalidad causada por el hongo, calculada usando
la f&rmula de Abhott, fue de 7,07

No. de Larvas vivas encon~ Pupas Larvas nuertas Larvas Larvas
larvas tradas al fin del encon~- naturalmente* muertas perdidas
experimento tradas por el
hengo
testigo
9 2 7 n n 0
9 1 5 i) 0 3
9 i 8 f N N
9 3 5 A 0 i
9 5 4 0 N 4]
) 2 ) n n 1
9 1 7 0 N 1
Total €3 15 {2 Al 0
tratadas
9 2 £ n 1 0
9 i 5 i ) 2
9 1 & 0 2 0
9 3 5 0 n 1
9 2 4 0 0 3
9 3 5 0 1 4]
9 2 £ f 0 1
Total 63 14 37 1 4 7

% Naturalmente, se refiere a la mortalidad no debida al hongo



Cuadro 9. Mortalidad de lz=rvas de Hupsipylfa grandefla Zeller en V
fase, atacadas pnor el hongo Mefarrhizdum andsopliae
{Metch.) 2 una concentracién Aeg 9,2x107 esporas viables/
ml. La mortalidad ecausada por el honge, calculada usando
la fdrmula de Abbott, fue de 32,1%,

No. de Larvas vivas encon- Pupas Larvas muertas Larvas Larvas
larvas tradas al fin del encon~- naturalmente® muertas perdi-
experimento tradas por el das
hongo
testigo
9 0 Q 0 0 0
g 3 f 0 0 0
9 5 3 0 0 1
3 8 0 0 4] 1
9 7 0 0 0 2
9 7 0 0 0 2
9 1 7 N 0 1
Total 63 31 25 0 0 7
tratadas
2 1 4 n 3 1
9 1 4 0 2 2
9 0 7 0 2 t
9 9 A N 3 0
9 0 5 0 4 0
9 0 7 0 1 1
9 0 5 0 3 1
FTotal 63 2 38 N 18

* Naturalmente, se refiere a mortalidad no debida al hongo,



Cuadro 10. Mortalidad de larvas de Hypsipyfa grandella Zeller en
Vi vy VII fases, atacadas por el hongo Metannhizdum and-
sopfiae (Metch.) a una concentracidn de ©,2x107 esporas
viables/ml. La mortalidad causada por el honge calculada
usando la férmula de Abhott, fue de 18,77

No. de Larvas vivas encon- Pupas Larvas muertas Larvas Larvas
larvas tradas al fin del ancon- naturalmente* muartas perdi-
experimento tradas por el das
honpo
testigo
9 0 g 0 0 1
9 0 G N s n
9 3 5 N 0 1
9 5 4 0 0 0
9 0 q 0 0 0
g 2 7 0 0 0
8 0 9 0 ) )
Total 63 10 51 0 n 2

tratadas

9 0 5 1 2 1
9 0 5 0 3 0
9 n ® 4 it 2 3
9 0 G 0 ? 1
9 0 7 1 0 1
9 0 7 n 1 i
) 0 7 n 1 1
Total 63 0 42 2 11 8

% Naturalmente, se refiere a mortalidad no debida al hongo.
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