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RESUMEN

Un factor limitante de la produccién de platano es la infestacion con picudo negro; en tal
virtud, esta investigacion plante6 determinar la patogenicidad de tres aislados nativos de
Beauveria sp en diferentes concentraciones (104, 10 y 108 conidios mL-"), aplicados bajo
condiciones controladas sobre Cosmopolites sordidus. La investigacion se efectuo en la
ciudad de Calceta del canton Bolivar, entre junio del 2021 y febrero del 2022. El
experimento se planted con 10 tratamientos y tres repeticiones en dos ambientes, campo
y laboratorio; se evaluaron las variables: movilidad, insectos con micelio y mortalidad;
ademas se determin6 la DL®C. Los aislados se aplicaron con atomizadores en las
unidades experimentales que contenian 10 insectos vivos, rociando 1 mL de la solucién
sobre los tratamientos (exceptuando el testigo). Los resultados indicaron que
estadisticamente las dosis difieren y los aislados fueron iguales; destacandose los
porcentajes mas altos obtenidos en campo y laboratorio respectivamente segun la
variable: movilidad de los insectos, la dosis D3 (44,4 y 50,8%), el aislado A3 (40,9 y
49,2%); en insectos con micelio, la dosis D3 (19,92 y 33,06%), los aislados A3 y A2
(17,34 y 30,10%) y en la mortalidad, la dosis D3 (38,33 y 45,44%), los aislados A2 y A1
(30,52 y 41,60%); adicionalmente se determiné la eficacia, sobresaliendo la dosis D3 (28
y 36%). Se concluye que los aislados no difieren estadisticamente, sin embargo, el A3
porcentualmente se destacd en la aparicién del micelio (17,34 y 27,80%) y en la DL5°
obtenida, la cual fue de 2,49x108 conidios mL".

Palabras clave: Aislados, entomopatégenos, micelio, ambientes, conidios.
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ABSTRACT

A limiting factor of plantain production is the infestation with black weevil; therefore, this
research proposed to determine the pathogenicity of three native isolates of Beauveria
sp in different concentrations (104, 108 and 108 conidia mL-"), applied under controlled
conditions on Cosmopolites sordidus. The research was carried out in Calceta city in
Bolivar canton, between June 2021 and February 2022. The experiment was carried out
with 10 treatments and three repetitions in two environments, field and laboratory; the
variables were evaluated: mobility, insects with mycelium and mortality; in addition, the
LD50 was determined. The isolates were applied with atomizers in the experimental units
containing 10 live insects, spraying 1 mL of the solution on the treatments (except the
control). The results indicated that statistically the doses differ and the isolates were the
same; highlighting the highest percentages obtained in the field and laboratory
respectively according to the variable: insect mobility, the D3 dose (44,35 and 50,56%),
the A3 isolate (40,93 and 49,26%); in insects with mycelium, the D3 dose (19,92 and
33,06%), the A3 and A2 isolates (17,34 and 30,10%) and in mortality, the D3 dose (38,33
and 45,44 %), isolates A2 and A1 (30,52 and 41,60%); additionally, the efficacy was
determined, standing out the D3 dose (28 and 36%). It is concluded that the isolates do
not differ statistically, however, the A3 percentage stood out in the appearance of the
mycelium (17,34 and 27,80%) and in the LD obtained, which was 2,49x108 conidia mL"
1

Key words: Isolates, entomopathogenic, mycelium, environments, conidia.



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El banano (Musa AAA S) y el platano (Musa AAB S), son dos de los productos de la
canasta basica mas comercializados, segun Paz y Pesantez (2013). Las musaceas se
ven amenazadas por diversos problemas fitosanitarios que generan pérdidas a los
productores, entre ellos el ataque del insecto picudo negro (Cosmopolites sordidus G).
El picudo negro esta presente en todos los paises productores de banano y platano del
mundo, llegando a reducir el peso del racimo hasta en 28% y los rendimientos hasta en
un 85% (Bohorquez, 2020).

De acuerdo a Echeverria (2006), existe un aumento de plagas resistentes por el uso
excesivo de pesticidas; ademas de dafios ambientales por la contaminacion del agua,
aire y suelo agricola; asi como el impacto sobre otros organismos vivos, incluyendo a la
fauna benéfica. Los estudios en biologia, en la actualidad se orientan a un trato mas
amigable con el ambiente, aprovechando los enemigos naturales de las plagas en la
agricultura, que buscan solventar los problemas que aquejan los cultivos de importancia

a nivel mundial como es el platano.

Davila (2020), indica que el picudo negro es considerado uno de los principales insectos
plaga que afectan los cultivos de musaceas. El dafio principal es causado por las larvas
que se alimentan del cormo y pseudotallo, formando galerias que impiden el desarrollo
de las plantas. El ataque del picudo negro ocasiona pérdidas de hasta el 42% de la
cosecha; mientras que se desconoce la magnitud de las pérdidas del picudo rayado
(Metamasius hemipterus S), considerado peligroso debido a que es vector de
enfermedades.

Para el manejo de esta plaga, se han utilizado medidas quimicas, las cuales son poco
eficaces para su control y no se han usado alternativas de menor impacto al ambiente
como los hongos entomopatogenos. En Uganda se seleccionaron varias cepas (G41,
S204 y WA) patogénicas y de alta esporulacion que actuan contra el picudo negro en
dosis de 1,16x10"" conidios mL-' (Akello et al., 2007).



Barra (2020) sefala que la patogenicidad del hongo B. bassiana sobre insectos plaga es
variable, situacion por la que muchos investigadores evaluan al entomopatégeno con
cepas nativas como RGM-547 y RGM-557, que alcanzaron entre 35 y 50% de
colonizacion respectivamente, aplicado en el cultivo de Lycopersicon esculentum P para

combatir plagas como Bemisia tabaci G, en estado adulto.

En este contexto se formula la siguiente pregunta ;Qué concentracién de los aislados
nativos de Beauveria sp presenta mayor patogenicidad, sobre el picudo negro en

condiciones controladas?
1.2. JUSTIFICACION

En Ecuador, los cultivos de musaceas representan uno de los productos agricola mas
importantes para la economia nacional; consecuentemente, los problemas fitosanitarios
como el picudo negro, insecto plaga que causa severos dafos en la estructura radical de
la planta y merma la productividad de la plantacion. El insecto, en su fase mas nociva
(larval), genera una considerable dificultad para su control, por esta razén, la mejor

alternativa es el uso del microorganismo entomopatégeno.

Lopez (2020) destaca que en el pais existen un total de 144.981 ha de platano, de las
cuales 86.712 ha estan bajo el sistema de monocultivo. La mayor zona de produccion
abarca las provincias de Manabi, Santo Domingo y Los Rios, con 52.612; 14.249 y

13.376 ha, respectivamente.

Dada la importancia del cultivo de platano y para mantener la productividad, es necesario
implementar mecanismos que controlen los ataques provocados por insectos plaga.
Ubilla (2007) indica que en la actualidad existen muchas herramientas de control
biolégico, como el uso de hongos entomopatégenos. El hongo B. bassiana ha sido usado
en plantaciones de platano logrando controles hasta de 100%, en condiciones 6ptimas
para su desarrollo, con una temperatura de 23 a 25°C y humedad del 92%.

Para Akello et al. (2007), Beauveria sp es considerado un patégeno patogénico y eficaz

para controlar el picudo negro en platano; sin embargo, las técnicas actuales de



aplicacién en campo son una limitante y es necesario investigar un método alternativo,

para el control efectivo de esta plaga.

Segun Rojas et al. (2017), el aislado nativo de un hongo entomopatégenos como
Beauveria sp y Metarhizium sp, es colectado a partir de insectos momificados,
clasificandolos y multiplicandolos en el laboratorio luego evaluandose la capacidad bio
controladora.

De acuerdo a Da Silva et al. (2020), el uso de microrganismos para el control biologico,
es equivalente al de bioinsecticidas a base de hongos como B. bassiana y M. anisopliae.
Estos entomopatdgenos son alternativas muy eficaces en el control biolégico de plagas
y su elevado uso se basa principalmente en su variabilidad genética, existe una gama

inmensa de hospederos, facil produccion en escala industrial, formulacion y aplicacion.

Investigaciones con el hongo B. bassiana realizadas por Cabrera (2009), muestran que,
para el control del picudo negro y rayado del platano, existen diferentes razas
patogénicas de B. bassiana, al encontrar diferencias en la tasa de mortalidad en ambos
tipos de picudo; resultando un mayor control para el picudo rayado con porcentajes que

varian de 64,3 a 85,4%, y en menor proporcion para el picudo negro con 28,7 a 51,7%.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la patogenicidad, de aislados nativos de Beauveria sp y la concentracién de
conidial aplicados sobre C. sordidus G bajo condiciones controladas.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la patogenicidad de tres aislados nativos de Beauveria sp al aplicarlos

sobre insectos adultos de picudo negro.

o Establecer la concentracion de conidios mas eficaz en la patogenicidad de

insectos adultos de picudo negro.



. Calcular de la dosis letal media (DL%), de los aislados nativos de Beauveria sp

para el control de adultos de picudo negro.

1.4. HIPOTESIS

Los aislados nativos de Beauveria sp en una concentracion apropiada, tienen un alto

grado de patogenicidad sobre insectos adultos de picudo, bajo condiciones controladas.

1.5. VARIABLES
1.5.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Aislados nativos y concentracion de conidios de Beauveria sp

1.5.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Nivel de patogenicidad del hongo en insectos adultos de picudo negro



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. EL PLATANO, ORIGEN E IMPORTANCIA ECONOMICA

El género Musa evoluciond en el sureste de Asia a los platanos comestibles (Musa sp)
que hoy se conoce; se originaron a partir de dos progenitores salvajes Musa acuminata
y M. balbisiana, produciendo una serie de diploides, triploides y tetraploides a través de
hibridacién (Hameed, 2008). Estos bananos naturalmente hibridados pueden dividirse en
seis grupos de genomas (AA, AAA, AAB, AB, ABB, ABBB) sobre la base de M. acuminata
y M. balbisiana (Simmonds y Shepherd, 1955).

Ormaza (2017), indica que el platano (Musa AAB S) es un cultivo tropical de gran
importancia por su valor econdmico y aporte a la seguridad alimentaria, ademas es
considerado como una importante fuente de empleo e ingresos para quienes los cultivan
y producen en numerosos paises del mundo. Es un cultivo con mucho valor econémico
en la mayoria de las regiones latinoamericanas, altamente susceptible al ataque de

diversas plagas y enfermedades en la mayor parte del ciclo productivo (Carvajal, 2009).

En Ecuador se producen cerca de seis millones de toneladas de platano, la mayor parte
de las cuales son para exportacion. La Union Europea (59%) es el principal destino,
seguido por Estados Unidos (29%) y el restante a otros paises (12%). Se estima que hay
mas de 145.000 ha de platano cultivadas, de las cuales mas de 127.000 ha se
encuentran en produccion, siendo Manabi la provincia con la mayor area sembrada
(50.000 ha) (Silva et al., 2021).

Singh et al. (2011), indican que el platano y banano ocupan el cuarto lugar en importancia
alimentaria a nivel mundial, luego del trigo, arroz y maiz. A nivel comercial y de forma
global, estos productos se constituyen como las frutas de mayor exportacién en términos

de volumen.



2.2. PICUDO NEGRO Cosmopolites sordidus G
2.2.1. TAXONOMIA

Este insecto es conocido comunmente como picudo negro, gorgojo negro del platano,
picudo negro del banano, gorgojo del tallo del banano, gorgojo del platano, barrenillo del

banano. Se clasifica taxondmicamente de la siguiente manera.

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Curculionidae
Género: Cosmopolites
Especie: sordidus

Nombre cientifico: Cosmopolites sordidus Germar, (1824) (Coledptera: Curculionidae)

2.2.2. MORFOLOGIA DEL INSECTO

Ubilla (2007), muestra que tanto los machos como las hembras presentan el mismo
aspecto y los mismos habitos, el picudo adulto es de color negro y mide 10 a 15 mm,
tienen la forma tipica de la familia de los escarabajos, con un rostro alargado, de ahi el
nombre de picudos. Existen unas 100.000 especies de esta familia en la naturaleza; no
es extrafio que algunas sean plagas. Su ciclo de vida es completado entre 30 y 40 dias,
el principal dafo es causado por la larva, que eclosiona entre el quinto y octavo dia, y

con sus mandibulas perfora el cormo y realiza galerias.

El dimorfismo sexual en los adultos no es muy evidente, excepto por las siguientes
caracteristicas: las antenas clavadas del macho son un poco mas pronunciadas que las
de la hembra y el angulo de la placa pigidial es aguda en las hembras y obtuso en los
machos (Vallejo et al., 2007). El insecto tiene un aparato bucal en forma de pico fuerte,
en el térax presenta puntos a manera de granulos y unas lineas delgadas en la parte
dorsal. Los élitros son fuertes con la presencia de estrias longitudinales, ademas tiene

las alas posteriores desarrolladas, aunque rara vez vuela.



2.2.3. ESTADIOS DEL INSECTO Y COMPORTAMIENTO

De acuerdo a Padilla et al. (2009), después de la copulacion las hembras ovipositan
individualmente en los cormos y con su pico hacen un hueco en la planta, de forma
espaciada. El ritmo de la oviposicion es semanal, el huevo es alargado, oval de
aproximadamente 2 mm de longitud y de color blanco; su desarrollo no ocurre con
temperaturas menores de 12°C, las que, ademas limitan el movimiento de los adultos.
En condiciones tropicales, el tiempo que le toma a un huevo convertirse en un picudo
adulto es de 5 a 7 semanas, aunque puede alargarse en varias semanas segun la

variedad, edad y estado de la planta huésped.

Por otra parte, Bustamante (2002) sefala que las larvas empupan en las galerias cerca
de la superficie del cormo, su estado pupal se desarrolla dentro del cormo y dura de 4 a
22 dias; posteriormente emerge el adulto y puede permanecer en el interior del cormo
de 6 a 30 dias para luego salir al exterior; el insecto puede vivir como adulto de dos a

cuatro anos.

Las larvas eclosionan en menos de una semana, entran en el cormo y empiezan a hacer
galerias, alimentandose del tejido; estas son de color blanco cremoso y midende 1a 1,5
cm de longitud; provistas de mandibulas de color café, grandes y bien desarrolladas.
Pasan por varias fases (5 a 8), en las que van mudando y creciendo (Padilla et al., 2009).

Armendariz et al. (2016), consideran relevante indicar que los adultos poseen una vida
extraordinariamente larga para un insecto (hasta 4 afos), se alimentan del cormo o
rizoma y del tallo de las plantas; presentan una actividad nocturna, por lo que dificilmente
son vistos de dia; momento en el que se refugian en el interior de las plantas y en los
deshechos de las parcelas. En sustratos humedos el picudo puede sobrevivir sin
alimentarse durante varios meses, cuando lo hace se alimenta especialmente de plantas

dafadas y cortadas.



2.2.4. HABITOS ALIMENTICIOS

Segun Gold y Messiaen (2000), los rizomas de las musaceas cortados presentan una
atraccion especial, ya que los insectos adultos son atraidos por las sustancias volatiles
emanadas por las plantas hospederas, por lo tanto, es dificil establecer un nuevo cultivo
y mantenerlo sano, en campos infestados, ya que los retofios son susceptibles al ataque

del insecto plaga.

De acuerdo a Gold et al. (2001), los adultos de picudo viven libremente, pueden
permanecer en la misma planta por largos periodos de tiempo, sin embargo, son muy
activos en la noche por lo cual se dispersan caminando por el suelo, aunque una pequefia
parte de ellos podra moverse a una distancia mayor, siendo capaces de trasladarse
distancias de hasta 60 m en 5 meses. Es muy susceptible a la desecacion por lo cual se
lo encuentra entre las vainas foliares, en la base de la planta o asociado con los residuos
del cultivo, vuelan raramente y la diseminacion también ocurre a través del material

infestado.

En relacién a este tema, Ramirez y Torres (2016), destaca que el picudo es un insecto
catalogado como la principal plaga que ataca las musaceas. Este insecto interfiere en
muchas actividades de la planta dado su mecanismo de alimentacion, ya que impide el
desarrollo radicular, limita la absorcion de nutrientes, reduce el vigor de las plantas, dafa
el cormo y otros tejidos vegetativos, retrasa la floracién, provoca pudricién de la planta y

volcamiento de la misma.

2.2.5. TRAMPAS PARA CAPTURAR PICUDO NEGRO

Castano-Parra (1989), indica que existen diversos tipos de trampas para capturar el

picudo negro; algunas de estas son las siguientes:

e Semicilindrica, la cual consta de un trozo de pseudotallo de unos 40 cm de longitud
dividido en dos partes longitudinales que se colocan en el suelo, cerca de la planta 'y
con el lado de corte hacia abajo.

e Tipo "sandwich ", consta de dos rodajas o secciones de pseudotallo de unos 15 cm

de longitud cada una, colocadas una encima de la otra, previa limpieza del suelo.



e Disco de cepa, a una planta cosechada anclada en el suelo se le hace un corte
transversal u oblicuo de 20 a 30 cm del suelo y sobre el corte se coloca una rodaja
de pseudotallo de 10 a 15 cm de longitud.

e Disco de cepa modificado, similar a la anterior, pero en lugar del corte transversal u
oblicuo, se hacen dos cortes inclinados o en bisel hacia adentro y encima se coloca
un trozo de pseudotallo con la misma forma.

e Feromonas de atraccion sexual (Cosmolure, nombre comercial), las mismas que se
colocan en el campo para atraer los insectos; la recomendacion técnica es colocar
un numero de cuatro trampas por hectarea para capturar ejemplares adultos de

picudo.

Las trampas con la feromona Cosmolure, segun Alpizar (1999), se elaboran utilizando
recipientes plasticos tipo canecas, cortando y abriendo dos ventanas (15 x 15 cm), a
ambos lados del recipiente y a una altura de 20 cm desde la base; dentro de la trampa
se coloca la feromona colgada desde el techo de la trampa, de modo tal, que pueda
cumplir su funcién de atrayente en el ambiente. la trampa se debe enterrar hasta la base
de las ventanas realizadas, dejando subidas con tierra tipo rampas, para que el insecto

ingrese y caiga en el fondo de la trampa quedando atrapado.

2.2.6. MANIPULACION DE LOS INSECTOS CAPTURADOS

Segun lo indica Mondragén y Contreras (2015), es comun utilizar en las practicas de
laboratorio, insectos vivos, los cuales resultan ser de sencilla manipulacion y facil
obtencion; sin embargo, capturarlos y mantenerlos en buenas condiciones en el

laboratorio demanda dedicacion y conocimiento.

Hernandez (2018) indica que algunas especies trastornan su comportamiento y sus
habitos alimenticios, ocasionando cambios fisioldgicos debido al estrés que presentaron

al momento de ser capturadas, lo que se conoce como estrés crénico.

Asi mismo Cardona (2004), resalta que la manipulacion de los insectos debe realizarse
con sumo cuidado ya que en los ambientes de cria son susceptibles al ataque de virus y

bacterias. Estas infecciones pueden dispararse por las condiciones de estrés a las cuales
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estan sometidos los insectos o por heridas ocasionadas en el proceso de la
manipulacion. El alimento es extremadamente importante influyendo directamente sobre

el desarrollo, comportamiento y el ciclo de vida de los insectos.

2.3. ENTOMOPATOGENO Beauveria bassiana
2.3.1. TAXONOMIA

El entomopatdgeno Beauveria sp es un hongo ascomiceto perteneciente al orden de los
Hypocreales que crece de forma natural en los suelos de los cultivos:

Reino: Fungi

Filum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordyceps
Género: Beauveria
Especie: bassiana

Nombre cientifico: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, (1912) (Hypocreales:

Cordyceps).
2.3.2. MORFOLOGIA DEL HONGO

De acuerdo a Rehner et al. (2011), el género Beauveria sp bajo el microscopio se
observan células conidiégenas globosas con forma de botella formadas por una unica
célula; conidios terminales holoblasticos los que son producidos en una sucesion
simpodial sobre un raquis denticulado indeterminado; ademas, los conidios, son hialinos,
de pared lisa 1,5 a 5,5 micrometros (um) de diametro y globosos a cilindricos o
vermiformes. Fuera del microscopio, se presenta a manera de una cubierta blanca
algodonosa sobre el cuerpo de los artrépodos muertos y sobre medios de cultivo axénico,

esta estructura esponjosa esta formada por el micelio y conidios.

Segun Echeverria (2006) Beauveria sp, s un organismo eucariético heterétrofo que se
compone de células quitinizadas, las cuales permiten ejercer por medio de mecanismos

fisicos y quimicos, la infeccion de un gran numero de insectos, a los 15 dias de desarrollo
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forma un micelio de aspecto algodonoso de color blanco; a medida que va pasando el
tiempo se vuelve amarillento. El revés es de color rojizo al centro y amarillento en la
periferia, ademas identifican a la enfermedad como “muscardina blanca” debido a que

los insectos presentan una morfologia caracteristica algodonosa en su cuerpo.
2.3.3. COMPORTAMIENTO DE Beauveria bassiana EN LABORATORIO

Canedo y Ames (2004), resaltan que el medio de cultivo permite el desarrollo de
microorganismos; este medio debe contener los nutrientes suficientes (carbono,
nitrogeno, vitaminas, oligoelementos, etc.), para asegurar el desarrollo y reproduccion de
los hongos. Para facilitar el crecimiento del hongo el pH debe ser ligeramente acido (6 a
6,3), pudiendo utilizar acido lactico al 25%; ademas se puede afadir antibiéticos para

inhibir el crecimiento de bacterias saprofitas que suelen contaminar las muestras.

Los mismos autores indican que la colonia crece en medio de cultivo patata-dextrosa-
agar (PDA); apreciandose algodonosa, polvorienta y de color blanco a los 14 dias;
medida que va pasando el tiempo se vuelve amarillenta y cremosa. Posee conidiéforos
de 1 a 2 um de didmetro, con células conididgenas y forman grupos compactos solitarios
de 3 a 6 uym. En ciertos casos, los conidiéforos se ramifican y forma un raquis de 20 ym
de longitud y 1 ym de diametro, denticulado, que sostiene un conidio en cada denticulo.

Los conidios son hialinos, globosos a sub globosos, de 2 a 3 um.

Para contabilizar los conidios del hongo Cafiedo y Ames (2004), utilizan un
hematocitometro o camara de Neubauer, este equipo es utilizado para el conteo de
esporas y consiste en una placa de vidrio que tiene dos camaras de 0,1 mm de
profundidad; cada camara esta dividida en nueve cuadrados de 1 mm? (total 9 mm?).

2.3.4. ACCION ENTOMOPATOGENICA

Segun Jara (2009), la accién entomopatogénica del hongo comprende dos fases: una
patogénica y otra saprofitica; la fase patogénica o infectiva ocurre cuando los conidios
entran en contacto con el tejido vivo del hospedero y en condiciones de humedad
adecuada (85%) germinan y penetran a través de la cuticula del insecto o por los
apeéndices bucales y se desarrolla el micelio en el cuerpo del insecto. La cuticula del
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insecto esta constituida por proteina, quitina y lipidos, sustancias organicas muy
resistentes, que son desnaturalizadas por las enzimas producidas por el hongo.

El hongo se desarrolla en el punto de infeccidon, produce toxinas que se difunden en el
celoma, a través de la hemolinfa y causa la mortalidad del insecto (Grandes, 2010). El
mismo autor indica que después del deceso de los insectos, se inicia la fase saprofitica,
donde el hongo se desarrolla profusamente sobre el cadaver, en condiciones de
humedad apropiadas, produciéndose gran cantidad de conidios, que son los propagulos

para iniciar una nueva infeccion.

Por su parte Cafiedo y Ames (2004), indican que el uso de enemigos naturales, como
los hongos entomopatégenos, reduce el riesgo de causar efectos negativos en el
ambiente o en las personas; sin embargo, hay aun mucho trabajo por hacer para tener
bioplaguicidas eficaces basados en hongos, ya que se precisa de una serie de pasos
como son; la coleccion, aislamiento, caracterizacion y multiplicacion de estos

microorganismos.

Chiriboga et al. (2015), indican que B. bassiana, ataca a mas de 60 especies de insectos
en todo el mundo; en Colombia se ha descubierto hasta el momento en 30 huéspedes,
fundamentalmente en lepidopteros y coledpteros. Su importancia es elevada en
agroecosistemas que muestran una gran variedad de estas familias de insectos, en
plantaciones el hongo ha sido descubierto en nueve huéspedes de diferentes géneros
de insectos, asi como en el barrenillo de las ramas del café Xylosandrus morigerus

Blandford y distintas especies de hormigas.

Resaltando los resultados de Castellanos (1997), revela que la patogenicidad del hongo
sobre los insectos depende de una compleja relacién entre su habilidad para penetrar la
cuticula y la fortaleza del sistema inmunoldgico del insecto para prevenir el desarrollo del
hongo. Esta relacion se debe a factores muy concretos incluidos las diferencias
cuticulares, la penetracion cuticular y las reacciones inmunes; dénde el desarrollo del
hongo sobre el insecto puede ser influenciado por la eficacia de los hemocitos en

encapsular y melanizar el patégeno.
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Dentro de este marco Zuniga y Soto (2018), destacan que B. bassiana al igual que otros
hongos entomopatdégenos, antes de matar a su hospedero le causa sintomas
importantes como la pérdida de sensibilidad, falta de coordinacién, letargo, inapetencia,
melanizacién y paralisis. Con la muerte del insecto, el beneficio se incrementa pues la
esporulacion y posterior dispersion del hongo, permite un control mas alla de la
aplicacion.

2.4. MECANISMOS DE CONTROL DEL PICUDO NEGRO
2.4.1. CONTROL QUIMICO

Vergara (2015), resalta que el control que se realiza en las plantaciones bananeras
comerciales es principalmente quimico, utilizando nematicidas con actividad biocida e
insecticidas especificos aplicados en la base de la planta, estos plaguicidas

generalmente son de accion rapida.

Segun Gold y Messiaen (2000), indican que anteriormente se utilizaban insecticidas
cyclodiénicos, pero fueron abandonados debido al desarrollo de resistencia y a las
implicaciones ambientales. Asi mismo se encuentran disponibles organofosforados
menos persistentes, pero son mas costosos y toxicos para los aplicadores, por lo tanto,
menos adecuados para los sistemas de produccién a pequefa escala; por otra parte, el
picudo negro ha mostrado tener la habilidad de desarrollar resistencia a la mayoria de

los agroquimicos.

La aplicacion de agricultura limpia, en especial para el control quimico del picudo negro,
los nematicidas quimicos son los mas utilizados, ya que tienen un doble efecto o accién
al controlar los nematodos e insectos; entre los mas utilizados estan los
organofosforados terbufds, cadusafos, etoprofos y fenamifds y los carbamatos carbaryl,
oxamil y carbofuran (Moya et al., 2011).

Segun Carvajal (2009), el uso terbufos sefala que es un plaguicida del grupo de los
organofosforados, que reduce las poblaciones de los picudos en trampas por debajo del

nivel critico, sin embargo, el uso de un mismo ingrediente activo por un largo tiempo,
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produce una caracteristica importante en el insecto, que es su gran capacidad para

desarrollar resistencia a los insecticidas incrementando los costos del control.

Hussaini (2014), sefala que las restricciones en el uso de insecticidas quimicos han
limitado la disponibilidad de medidas de control contra las plagas de insectos transmitidas
en el suelo. Sin embargo, un manejo integrado de plagas (MIP) implica, métodos de
control para reducir el impacto ambiental y los peligros del uso de los productos quimicos.
El control biolégico puede ser una alternativa mas econdémica en lugar de algunos

insecticidas, pero su control suele ser muy especifico.

2.4.2. RELACION DOSIS RESPUESTA

Para Baez et al. (2004), un aspecto importante de la toxicologia, es conocer la
concentracion de un compuesto quimico aplicado a un organismo vivo midiendo el efecto
nocivo provocado; a este fendmeno se le llama dosis respuesta; la cual puede medir los

efectos colaterales generados al ambiente por los productos quimicos.

De acuerdo a Peraza y Delgado (2012), los bioensayos ecotoxicologicos en el laboratorio
son una herramienta esencial, ya que con un determinado organismo y el uso de testigos
se puede predecir el efecto de las sustancias quimicas téxicas. Los riesgos ecoldgicos
por lo general son juzgados basandose en el efecto sobre los organismos, las
poblaciones o la comunidad, utilizando respuestas como la dosis letal media (DL%),

calculados a partir de bioensayos ecotoxicoldgicos.

Considerando la referencia de Castillo (2004), quien indica que, para determinar la
toxicidad de un producto sobre un organismo, se debe conocer su biologia, fisiologia y
ecologia; el indicador mas comunmente utilizado es la muerte de la entidad de prueba.
Las pruebas de toxicidad permiten conocer la estimacion de la concentracién letal que
produce una respuesta toxica al 50% de la poblacion evaluada.

El referido autor indica que el método de analisis Probit para calcular la DL5°, permite
estimar la mortalidad de unos organismos evaluados mediante la técnica de probabilidad
de los valores, los que siguen la distribucion logaritmica de tolerancia; el porcentaje de

organismos vivos por la utilizacion toxica de una sustancia los que se transforman en
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valores Probit. Sin embargo, de acuerdo a Tyler y Gurian (1950), para que este método
pueda ser utilizado, los calculos deben encontrarse en un rango entre el 4,917 y 5,095;

los valores que se alejen de ese rango inutilizan el método Probit.

Segun Ramirez et al. (2017), se puede utilizar el método aritmético para determinar la
DL, y consiste en proyectar con un grafico de dispersion en funcion de X, con los valores
de mortalidad obtenidos, luego de la aplicacion de un agente que cause la muerte de un
organismo determinado, estos se reemplazan en la férmula (y — b * m™"), y se interpretan

los resultados encontrados.

Por su parte Ocampo (2010), pudo determinar la CL°° de B. bassiana mas efectiva para
controlar larvas en tercer estadio y adultos de Epilachna varivestis. Para el primer caso,
se utilizdé un rango de cinco concentraciones para cada aislamiento (10% a 10° conidios
mL-"). La mortalidad se evalué cada 24 horas durante 10 dias después de la inoculacion
(DDI). Tres de los cuatro aislamientos redujeron significativamente la sobrevivencia en
un rango de 25 al 41%, de los adultos de E. varivestis comparado con la cepa comercial
GHA (77%) y el testigo (71%) a los 10 DDI.

Aliaga y Cruz (2009), utilizaron el método Probit para determinar la DL%°, es decir,
calcularon el tiempo necesario para matar el 50% de la poblacion larval de Spodoptera
frugiperda y ninfas de Aphis craccivora con el hongo B. bassiana; los resultados
obtenidos fueron para S. frugiperda en estadio |, el valor del CL* fue de 1,90 x 10%
conidios g' y el valor del CL% fue de 2,30 x 103! conidios g™', para estadio Il, el valor del
CL% fue de 7,90 x 10%* conidios g™' y el valor del CL® fue de 9,10 x 103! conidios g™.
Para el estadio Il y para las ninfas de Aphis craccivora no se encontré efecto alguno con

la cepa estudiada.

2.4.3. CONTROL BIOLOGICO

Segun Zapata (2016), se conocen varios métodos para el control de este insecto, entre
ellos el control etolégico con feromonas y el control biolégico mediante el uso de hongos
entomopatégenos M. anisopliae y B. bassiana, estos microorganismos, pueden
convertirse en herramienta importantes para el manejo integrado del picudo negro en el
cultivo del platano.



16

El hongo entomopatdgeno B. bassiana ha sido recuperado del cuerpo de muchos
insectos del orden coleoptera, lepidoptera y hemiptera, siendo posible que ataque y
afecte a todos los artropodos, debido a la produccion una toxina llamada beauvericina
(Bermudez, 2006). El hongo parasita al insecto en cuatro etapas, adhesion, germinacién

y penetracion, multiplicacion y esporulacion.

Dentro del mismo contexto Armendariz et al. (2016), resaltan que son muchos los
microorganismos (hongos, virus, bacterias, protozoarios, nematodos y micoplasma) que
actuan independientemente o asociados sobre el complejo de insectos plaga. Por su
parte Zuniga y Soto (2018), aclara que el uso de los hongos entomopatogenos B.
bassiana, y M. anisopliae, aparecen como importantes alternativas para combatir otro
grupo de especies de insectos daninos, entre los que destacan el picudo negro del

platano.

Da Silva et al. (2020) evidenciaron a B. bassiana + M. anisopliae, ocasionando el 73%
de mortalidad en B. tabaci G, en el envés de las hojas de lechuga. Asi mismo, B. bassiana
obtuvo el 84% de mortalidad para Brevicoryne brassicae L en el haz de las hojas de col
a los 23 DDI. Por otra parte, evaluando la mortalidad del insecto plaga, en donde, en el
enveés de las hojas de col, B. bassiana + M. anisopliae, mostraron 79% en solo seis DDI
y M. anisopliae 88% en 23 DDI.

Ramirez y Torrez (2016), evaluaron agentes bioldgicos para controlar poblaciones de
picudo negro; en sus resultados indicaron que las medias poblacionales después de la
segunda aplicacion mostraron diferencias altamente significativas (P <0.05), entre los
tratamientos; teniendo un mejor control en la disminucion poblacional de picudo negro.
El tratamiento de B. bassiana, la combinacion de B. bassiana + M. anisopliae y M.
anisopliae por separado mostraron un control similar de igual manera mostraron

diferencias respecto a Beauveria bassiana y al testigo.

Asi mismo Jara (2009), demostré que al evaluar el efecto de dos cepas de B. bassiana
para el control del picudo negro y picudo rayado en platano utilizando dos niveles de

aplicacién, los mejores resultados fueron obtenidos del trampeo combinado a los 15y 30
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DDI, con las cepas Marona y Cadena, con 44,1 y 38,6% respectivamente para picudo
rayado y 37,0 y 33,1% para picudo negro. Ademas, se obtuvo reduccion de dafio por
larvas de este ultimo, mediante trampeo con la cepa Marona, donde los demas

tratamientos mantuvieron un nivel bajo con respecto al testigo.

Mencionando los resultados de Armendariz (2016) quien, en investigacion realizada en
un cultivo de platano, comprobo que la patogenicidad de B. bassiana fue mayor sobre el
picudo rayado que en el negro; por este motivo, propuso el aislamiento de poblaciones

locales que muestren mayor infectividad sobre picudo negro.

2.4.4. EFICACIA DE CONTROL DE Beauveria sp

Athanassiou et al. (2017), resaltan que para que los entomopatdégenos sean eficaces en
el control, es necesario que estén en condiciones de temperatura y humedad relativa
adecuadas. Por su parte Bich et al. (2018), indican que la estrategia de control bioldgico
utilizando hongos entomopatdgenos como B. bassiana y M. anisopliae, s6lo pueden ser
utiles si se utilizan métodos practicos y econdémicos de multiplicacion en masa y que

estén disponibles en el medio.

Garrido et al. (2017), evaluaron tres aislados de Beauveria bassiana y dos cepas de
Metarhizium brunneum, para determinar su patogenicidad contra ninfas en el cuarto
estadio de B. tabaci; realizando inmersion de hojas de meldén en suspensiones con
concentraciones que van desde 1x10% a 1x108 conidios mL-'. Como resultado de esas
aplicaciones se obtuvo la DL%° que oscilaba entre 3,4x10% y 2,2x107 conidios mL™". La
mortalidad total de las ninfas oscild6 entre 83,9 y 100,0% y entre 66,3 y 87,9%,

respectivamente.

Teniendo en cuenta todos estos aspectos, Malpartida et al. (2013), probaron una cepa
comercial de B. bassiana, en el control de larvas de Dione juno C, evaluando su
patogenicidad, sintomatologia, efecto en la alimentacién y caracterizacion morfologica,
ademas de determinar la DL%°. Estableciendo de esta manera si constituye o no, una
alternativa eficaz de control biologico; los resultados demuestran la efectividad del hongo
B. bassiana, sobre larvas de lepidopteros y sefialan a la concentracion de 108 conidios
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mL-', como la de mayor efectividad para obtener resultados certeros en la lucha biologica
de plagas.

Por su parte, Suarez y Suarez (2020), indican que algunas cepas de B. bassiana en
condiciones de laboratorio pueden causar mortalidades superiores al 60%; sin embargo,
Gonzalez et al. (2017), refieren que, a mayor concentracién, mayor efecto del hongo, lo
que origina en consecuencia mayor mortalidad. Con respecto a las demas
concentraciones, también se aprecia un marcado efecto del hongo, lo que ocasiona una
caida de alimentacion que llega al cuarto dia hasta el 60 y 80% en los tratamientos T1y

T2 respectivamente.

Carballo (2001), demostrd que la formulacion de B. bassiana en arroz, tuvo un mayor
efecto sobre la mortalidad del picudo negro (62,4%), que aquella formulada en emulsion
(44,6%). Sin embargo, el mismo autor indica que no se encontrd efecto significativo en
la reduccién de la poblacion, ni la disminucion del dafio causado por el picudo negro.
Otros trabajos realizados por el mismo autor, reporta un control de 85% de picudo negro,

al aplicar B. bassiana, formulado en aceite con agua.

Por su parte Castillo et al. (2012), indican que en el caso de B. bassiana, luego de la
germinacion de los conidios en la cuticula del insecto, los tubos germinativos penetran el
integumento por accidon mecanica y efectos enzimaticos, pasando a la hemolinfa donde
ataca los tejidos. La duracion de las diferentes fases del ciclo del hongo depende de la
especie y de las condiciones ambientales presentes durante la infeccion. En condiciones
favorables para el entomopatdégeno se desarrolla micelio, conidiéforos y conidios sobre
la cuticula del insecto, proporcionando otra fuente de indculo para afectar otros

individuos.

2.4.5. CEPAS COMERCIALES DE Beauveria sp

Buenrostro (2012), indica que evalué la patogenicidad de cuatro tratamientos del hongo
B. bassiana, dos cepas comerciales y dos aislamientos de insectos infectados colectados
en el estado de Nuevo Ledn, para determinar su actividad insecticida contra las

cucarachas. Los tratamientos se aplicaron como conidios aéreos, producidos por
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fermentacion solida, o conidios en sumersioén + blastosporas y sobrenadante filtrado,
producidos por fermentacién liquida estos productos de fermentacion fueron evaluados

como tres experimentos por separado.

Para obtener la concentracion 6ptima de B. bassiana y la duracidon de la exposicion para
obtener una colonizacién efectiva de plantas de banano, se debe sumergir las plantas en
una concentracion de 107 conidios mL™' durante dos horas (Akello et al., 2009). Asi
mismo, la colonizacion endofitica B. bassiana en plantas de banano cultivadas en tejido,
no tuvo un impacto negativo en el crecimiento de las plantas, incluso cuando las plantas

se inocularon en la concentracion mas alta.

Por su parte, Davila (2020), aplicando B. bassiana bajo dos formulaciones; una liquida,
con el mayor porcentaje de mortalidad de picudo negro (44%), y con la formulacién sélida
se obtuvo el mayor porcentaje, pero en picudo rayado (88%); el tiempo letal medio (TL%P),
usando la formulacién sélida fue de 11 DDI. Para las evaluaciones de picudo negro en
campo se encontraron diferencias entre los tratamientos unicamente al segundo dia de

captura, destacando la formulacion liquida (27,54 %).

De acuerdo a Rivas (2020), al valorar una cepa comercial de B. bassiana, indica que a
el tercer dia de evaluacion pudo observar el avance parasitario del hongo en los 3
tratamientos inoculados; asi mismo a las 72 horas de la inoculacion pudo observar con
mayor claridad micelios y esporas de B. bassiana, en el tratamiento T1 observé 75% del
parasitismo y 25% de movilidad de los individuos; en el tratamiento T2 pudo ver el 85%
del proceso de parasitismo y 15% de movilidad de los individuos y en el Tratamiento T3
observo a los individuos llenos de micelios y esporas 95% de parasitismo y 5% de

movilidad en los insectos.

2.4.6. USO DE AISLADOS NATIVOS DEL HONGO B. bassiana

Jara (2009), realizd una recoleccién e identificacion de entomopatégenos relacionados
con la muerte de picudo negro, para evaluar y obtener los mejores entomopatégenos de
la zona y determinar su accién entomopatogénica en los cuatro estadios de desarrollo
del insecto, evaluando dos cepas de B. bassiana; encontrandose que la cepa Cadena 1
en larvas, presentd 50% de esporulacion, en comparacion a la cepa Marona.
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La cepa Cadena 1 obtuvo el mas alto porcentaje de control (87%), seguido de la cepa
Marona (78%) (Jara, 2009). Estos valores altos de control se encuentran en relacion
directa con la tasa de mortalidad que ocasiona cada una de estas cepas, |0 que permite
deducir que dentro del control biolégico haciendo uso de B. bassiana, los mas altos
porcentajes alcanzado por las cepas se encuentran relacionados con las mayores tasas

de infeccion del entomopatogeno.

Malpartida et al. (2013), indican que evaluaron cepas de B. bassiana; proporcionada por
el Servicio Nacional de Sanidad Agraria del Peru, a partir de su produccion comercial,
las cuales utilizan arroz como sustrato de crecimiento. Los resultados demostraron la
efectividad del hongo B. bassiana, sobre larvas de lepiddpteros y sefialan a la
concentracion de 108 conidios mL™', como la de mayor efectividad para obtener

resultados certeros en la lucha biolégica de plagas.

Gonzalez et al. (2017), evaluaron una cepa de B. bassiana, sobre el gusano barrenador
del loche Diaphania hyalinata L. esta cepa fue aislada, seleccionada en el laboratorio y
propagada en sustrato de arroz. Los resultados demostraron que entre los tratamientos
hay diferencias estadisticas, incluyendo el testigo el cual no registré ninguna mortalidad
durante el ensayo; la mortalidad en los tres tratamientos fue directamente proporcional a

la concentracion de conidios, llegando al 68% el mas efectivo.

La mortalidad causada por varios aislados de B. bassiana fue significativamente
diferente, uno de estos no fue patégeno para picudo negro en la concentracién probada,
y solo dos cepas de B. bassiana obtenidas del suelo causaron mortalidades cercanas al
70% alos 16 DDI, por el contrario, las muertes causadas por dos aislamientos obtenidos
de insectos fueron > 80% (Lo6pes et al., 2013). La mortalidad en el control fue inferior al

6,5% y ninguno de los adultos muertos mostré incidencia del hongo.

Segun Rodriguez et al. (2017), al evaluar la produccién de conidios de dos cepas nativas
de B. bassiana y una de coleccion de cultivos bifasico utilizando arroz, avena, cebada,
maiz, sorgo y trigo como sustratos. La produccion de conidios entre los sustratos
utilizados se presento en un rango de 108 conidios mL-' y no se encontraron diferencias

estadisticas. La mayor produccién se obtuvo con la avena la cual fue de 5x108 conidios
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mL'; la menor produccion de 1,72x108 conidios mL™" la presenté la cebada. Con arroz
se produjo 3,15x108 conidios mL™"; con sorgo y maiz 2,68x108 y con trigo 2,38x108

conidios mL".

Por otra parte, Pari et al. (2015), evalu6 la concentracién de conidios de Beauveria
brongniartii; para determinar la forma de aplicacién y el control de Premnotrypes spp. en
el cultivo de papa; utilizando cepas nativas procedentes de la regién Puno (Peru), las
cuales se compararon en concentracion de conidios. En los resultados sobresalié con
una concentracion de 2,8x108 conidios mL' en 28,71 DDI, superior a quinua 2,6x107
conidios mL-" en 28,64 DDI y arroz 3,1x107 conidios mL"' en 27,28 DDI; asi mismo utilizd
cebada a una concentracion de 2,3x108 conidios mL-; las parcelas en que se aplicé el

hongo mostraron mayor numero de tubérculos sanos.

Ocampo (2010), evalud la actividad de cuatro aislamientos nativos del hongo B. bassiana
y el producto comercial Mycotrol ®, sobre adultos de E. varivestis M (Coleoptera:
Coccinellidae), una de las plagas de mayor importancia economica del cultivo del frijol
en México. Los aislamientos nativos se obtuvieron de diferentes especies de insectos
colectados en cultivos de maiz en el Estado de Guanajuato. Los insectos se expusieron
mediante inmersion a una sola concentracién de cada aislamiento (10% conidios

viables/mL) incluyendo a la cepa comercial.

Segun Vargas (2020), al aplicar varias cepas de B. bassiana sobre insectos adultos de
Metamasius hemipterus; a una concentracion de 102 conidios mL'; determiné que la
cepa INTA-H-25 elimind el 90% de la poblacion antes de los cinco DDl y las cepas INTA-
H-26, INTA H-31 e INTA-H-50 eliminaron el 50% de la poblacién de picudos antes de los
cinco DDI, superando al resto de los tratamientos. En el parasitismo se observé, que la
cepa INTA-H-50 fue la que produjo mas micelio sobre el insecto y la cepa INTA-H-31 la
mayor cantidad de conidios; siendo estas caracteristicas importantes para la
diseminacién del hongo e infeccion del insecto.



CAPITULO IllIl. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION

El experimento se realizé en la ciudadela Municipal de la ciudad Calceta del canton
Bolivar; posicionado en las coordenadas geograficas: Latitud Sur: 0° 50°48” y 80°10°40”

Longitud Oeste y a una Altitud de 24 msnm.

3.2. DURACION

La investigacion tuvo una duracion de nueve meses, de junio del 2021 a febrero del 2022.

3.3. FASE PREVIA: OBTENCION DE Beauveria sp y Cosmopolites
sordidus

3.3.1. CAPTURA, RECOLECCION Y ACOPIO DE LOS INSECTOS

Esta actividad se la realizé en dos cultivos de platano, ambos ubicados en el sitio El
Limon del cantén Bolivar; una plantacion localizado en la carrera de Ingenieria Agricola
de la ESPAM MFL y la otra plantacion localizada en el sitio La Pastora, en la via hacia la
parroquia La Estancilla; en cada plantacién se colocaron varias trampas previamente
elaboradas que contenian feromonas de atraccion sexual (Cosmolure), para la captura
de los insectos picudo negro; estos, se colectaron de forma periddica, hasta completar

la cantidad de insectos vivos necesarios para la ejecucion del experimento (anexos 1).

Los insectos capturados en los cultivos de platano, se llevaron al laboratorio (ciudadela
Municipal), y se colocaron en un recipiente (tina 20 L) con trozos de pseudotallo de
platano para mantenerlos vivos, hasta completar la cantidad requerida (200 individuos),

para cada repeticidon establecida en el experimento.

e Equipos, Computador portatil, camara fotografica, termémetro multifuncion,
camara de flujo laminar, microscopio, autoclave, estufa, balanza, agitador
magnético, lampara de alcohol, horno de microondas, nevera, camara de

Neubauer y vehiculo para movilizacion.



23

¢ Insumos, Hormona Cosmolure, cormo de platano (en trozos), PDA (marca Tm
Media), alcohol (70%), agua destilada, Tween 80 (0,1%), cloro (5%) marca Ajax,
software Infinite Analice, para observar el enfoque del microscopio, software
Android para conteo de esporas, software Android (Neubauer) para determinar la
concentracion del inéculo.

e Materiales, Canecas plasticas vacias (para elaborar las trampas), pala, machete,
tina plastica (para reservar los insectos capturados), recipientes plasticos (200
mL), atomizadores (30 mL), casilleros, placas de Petri, matraces, frasco de vidrio,
tubos de ensayo, probetas, pipetas, micropipetas con puntas, porta objetos, cubre
objetos, asa de platino, asa de Digralsky, lupa entomoldgica, plastico film, papel

aluminio, cinta masking vy tijeras.

3.3.2. MULTIPLICACION DE AISLADOS DE Beauveria sp

Los aislados del hongo Beauveria sp se cultivaron y desarrollaron en el laboratorio de
Biologia Molecular de la ESPAM MFL, se sembraron dentro de la camara de flujo laminar
en placas de Petri conteniendo medio de cultivo PDA, e incubaron a temperatura
ambiente dentro de gabinetes, con lo cual, luego de los 21 DDI empezaron a esporular,
mostrando la caracteristica blanca algodonosa, tipica de este hongo; todos los materiales

utilizados se esterilizaron en la autoclave (anexos 1).

Los hongos evaluados en esta investigacion, fueron obtenidos a partir de aislamiento
directo de adultos de picudo negro, con incidencia del hongo Beauveria sp en
plantaciones de musaceas en el cantén Joya de los Sachas de la provincia de Orellana

en la amazonia ecuatoriana.
3.3.3. CONTEO DE CONIDIOS DE LOS AISLADOS DE Beauveria sp

Para el conteo se dispuso un hematocitdmetro (camara de Neubauer). En este equipo,
se utilizé el cuadrado del centro de la camara, el cual esta subdividido en 25 cuadros
mas pequefios (5x5), con una superficie de 0,04 mm? cada uno; se aplicd la solucion de
los conidios y se eligié cinco de estos cuadrados, estandarizando los escogidos para

realizar el conteo bajo el microscopio (anexos 1).
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3.3.4. PREPARACION DEL INOCULO DE Beauveria sp

Utilizando el protocolo de Cafiedo y Ames (2004), se determiné la concentracion de los
conidios de cada aislado cultivado en placas de Petri; el conteo se lo realiz6é en la camara
de flujo laminar, seleccionando las placas que presente el mejor desarrollo del micelio,

siguiendo el siguiente procedimiento (anexos 1).

Férmula 1 (conteo de conidios)

N O 25 mC 1C 1000 mm3 1cm3
X X X X
N mC 1C V (1 mm3) 1 cm3 1 mL

X FD

Dénde:
NO = numero de conidias observadas
N mC = numero de minicuadros observados
mC = minicuadro (0,2 mm X 0,2 mm)
C = cuadro (1 mm x 1 mm)
\' = Volumen del cuadro (largo,ancho y profundo)
FD = Factor de dilucion

De acuerdo a Canedo y Ames (2004 ), se inicia agregando agua destilada con Tween 80
(0,01%) en la placa de Petri, y con la utilizacion del asa de Digralsky se removio las
partes reproductiva del hongo frotando el liquido sobre el aislado, se recuperd el
sobrenadante y fue vertido en un matraz Erlenmeyer (suspension madre), se tomo una
alicuota (10 uL), para colocarla en el hematocitometro (camara de Neubauer), y realizar
el conteo en el microscopio; se determind el niumero de conidios observados en las
cuadriculas y el resultado se ingres6 en un software Android (Neubauer), determinando

asi el numero de esporas de la suspension madre (anexos 1).

Respecto a lo indicado por Coto (2013), para cada solucion madre obtenida, se
establecieron las concentraciones de conidios sefialadas para este experimento 104, 10°
y 108 conidios mL'; haciendo uso de diluciones seriadas; (1/10), (1/100), (1/1.000) y
(1/10.000); en los tres casos se completd el volumen (7 mL) para cada atomizador, con

agua destilada preparada con Tween 80 (0,1%) (anexos 1).
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3.4. FASE EXPERIMENTAL.:

La fase experimental, es la etapa en dénde se ejecutd el ensayo ubicando los
tratamientos en los dos ambientes controlados; campo (1), y laboratorio (2), y ubicados
en la ciudadela Municipal; en esta fase se realizé todo el proceso experimental, la

instalacion, evaluacioén y monitoreo del ensayo.

3.4.1. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se realizé en un disefio completamente al azar (DCA) de 10 tratamientos
con tres repeticiones en dos ambientes. Los datos se analizaron mediante el analisis no
paramétrico Kruskal-Wallis a un nivel de significacién del 5%; se utiliz6 programa

estadistico Infostat.

3.4.2. UNIDAD EXPERIMENTAL

La unidad experimental la constituyd un recipiente plastico (tarrina de 200 mL), en la que
se colocaron 10 insectos adultos de picudo negro. El experimento se establecié con 10
tratamientos, los mismos que se evaluaron en 3 repeticiones y en 2 ambientes distintos
[campo (1) y laboratorio (2)]. En consecuencia, el experimento estuvo conformado por
60 unidades experimentales, conteniendo un total de 600 insectos picudos negros
adultos.

3.4.3. FACTORES EN ESTUDIO
En la tabla 1 se presentan los factores y niveles en estudio para esta investigacion:

Tabla 1 Factores y niveles en estudio.

Niveles
Factores en estudio
1 2 3
A) Aislados del hongo Beauveria sp A1 = Aislado 1 A2= Aislado 2  A3= Aislado 3

D) Dosis de conidios mL"* D1 =10* D2 = 10° D3 =108
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3.4.4. TRATAMIENTOS

La combinacion de los factores y niveles en estudio mas el testigo absoluto dieron como

resultado diez tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2 /dentificacion y codificacion de los tratamientos en estudio.

Descripcién
Tratamientos
(A) Factor Aislados (D) Factor Dosis

T1 = (Testigo) Testigo absoluto (sin entomopatdgeno)

T2 = (A1D1) A1 = Aislado 1 D1= 10* conidios mL""
T3= (A1D2) A1 = Aislado 1 D2= 108 conidios mL"’
T4= (A1D3) A1 = Aislado 1 D3= 108 conidios mL""
T5= (A2D1) A2 = Aislado 2 D1= 10* conidios mL"’
T6= (A2D2) A2 = Aislado 2 D2= 106 conidios mL""’
T7= (A2D3) A2 = Aislado 2 D3= 108 conidios mL"™"’
T8= (A3D1) A3 = Aislado 3 D1= 10* conidios mL"’
T9= (A3D2) A3 = Aislado 3 D2= 106 conidios mL""’
T10= (A3D3) A3 = Aislado 3 D3= 108 conidios mL™"’

3.4.5. INSTALACION DEL ENSAYO

Los insectos capturados en campo fueron lavados con agua destilada, contados y
colocados en cada unidad experimental (10 individuos); adicional se colocaron pedazos
de cormo de platano para alimentar los picudos. Las unidades experimentales fueron
rotuladas con el cédigo respectivo y se aplicaron los tratamientos del hongo

entomopatdgeno en las concentraciones establecidas (anexos 2).

3.4.6. INOCULACION A LOS INSECTOS CON EL ENTOMOPATOGENO

Se aplico el inoculante en cada tratamiento con atomizadores (30 mL), cada atomizador

fue desinfectado, escurrido, codificado y llenado con 7 mL del aislado preparado en su
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concentracion respectiva, segun el tratamiento. Posteriormente se aplicé en forma de
aspersion el inoculo, empleando 1 mL (10 asperjadas del atomizador) de la solucion,

dentro de las unidades experimentales que contenian los insectos (anexos 2).

3.5. VARIABLES REGISTRADAS Y METODOS DE EVALUACION
3.5.1. MANEJO DE DATOS OBTENIDOS

Para interpretar y transformar los resultados, se implemento la formula de Townsend y
Heuberger (1943), con la cual se pudo expresar los resultados de las observaciones en
valores porcentuales; se registraron las observaciones obtenidas en los registros de

campo y posteriormente se aplico la formula.

Férmula 2 (transformar observaciones numéricas a porcentuales)

X (nxa)
%l = (Z—
o1 = (=) x 100
Dénde

% = porcentaje de incidencia
n = namero de insectos por categoria
a = calificaciéon de la categoria observada
N = nuamero total de insecto en unidad experimental
A = nivel maximo de las categorias observadas

3.5.2. DETERMINACION DE LA EFICACIA

Para determinar la dosis mas eficaz aplicada, se implementé la formula de Abbott (1925),
en la cual se requiere transformar los porcentajes de mortalidad (PM) a porcentajes de

sobrevivencia (PS), las formulas son las siguientes.



28

Férmula 3 (determinar la sobrevivencia porcentual)

PS = (100 — PM)
Doénde:

PS = porcentaje de sobrevivencia
PM = porcentaje de mortalidad

Férmula 4 (determinar eficacia)

X-Y

E% = { X

) X 100

Doénde:

E% = porcentaje de eficacia
X = porcentaje de sobrevivencia del testigo
Y = porcentaje de sobrevivencia del tratamiento

3.5.3. MOVILIDAD DE LOS INSECTOS INOCULADOS (Mll)

Para analizar esta variable, se realizé el monitoreo diario de los insectos en las unidades
experimentales durante doce dias después de la inoculacion (DDI). El analisis estadistico
se lo realizé evaluando el porcentaje de insectos sin movilidad (PISM), y el porcentaje de
insectos con movilidad (PICM) (Tabla 3).

Tabla 3 Categorias para calificar el estado de los insectos con incidencia del hongo.

Categoria Calificacion
0 Insectos sin sintoma
1 Insectos con poca vitalidad
2 Insectos con movimiento erratico
3 Insectos con poco movimiento

4 Insectos aislados del grupo y cuerpo opaco




29

3.5.4. INSECTOS CON MICELIO DEL HONGO (IMH)

De igual manera para esta variable, se realizé el monitoreo diario de los insectos en las
unidades experimentales durante doce DDI. En este caso se anotaron en la hoja de
registro de campo, el numero de insectos que presentaron insectos con micelio
(estructura algodonosa blanca o amarillento), presente en alguna parte del cuerpo del
insecto; el analisis estadistico se lo realizé6 evaluando el porcentaje de insectos con
micelio (PIMH) (Tabla 4).

Tabla 4 Categorias para calificar los insectos con micelio.

Categoria Calificacion
0 Sin presencia del micelio en el cuerpo del insecto
1 Presencia del micelio hasta el 25% del cuerpo del insecto
2 Presencia del micelio hasta el 50% del cuerpo del insecto
3 Presencia del micelio hasta el 75% del cuerpo del insecto
4 Presencia del micelio en mas del 75% del cuerpo del insecto

3.5.5. MORTALIDAD (M)

Finalmente, para esta variable, se realiz6 el monitoreo diario de los insectos en las
unidades experimentales durante doce DDI. En esta variable, se anotaron en la hoja de
registro de campo, la sobrevivencia o mortalidad de picudo negro en las unidades
experimentales. El andlisis estadistico se lo realizé evaluando el porcentaje de mortalidad
(PM), de los insectos (Tabla 5).
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Tabla 5 Categorias para calificar la mortalidad de picudo negro

Categoria Calificacion
0 Insectos vivos con mucha vitalidad
1 Insectos con poca vitalidad
2 Insectos desorientados, con movimiento erratico
3 Insectos aislados, opacos con movimientos leves
4 Insectos inmoviles, mutilados y/o volteados

3.5.6. OBTENCION DE LA DL

Para determinar el valor de la DL®, se determinaron los resultados promedios que se
obtuvieron en la variable mortalidad de picudo negro, se ordenaron en una hoja de
céalculo y se expresaron en un grafico de dispersion en la funcidén de X; los valores

resultantes se calcularon con la formula del método aritmético (Ramirez et al., 2017).

Férmula 5 (determinar dosis letal media)

x=2-b

m

Doénde:

y =Valor de la media de la poblacién (50)
b = Valorinicial del eje y
m = Valor maximo enel eje X

3.6. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 6 /dentificacion de la variable independiente

Conceptualizacion Dimensiones Indicadores Instrumentos

Aplicacién de aislados nativos de Accién

. . Incidencia del hongo  Observacién
Beauveria sp entomopatogena




Tabla 7 Identificacion de la variable dependiente, patogenicidad del hongo
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Conceptualizacion Dimensiones Indicadores Instrumentos

indice de afeccion de C. Estado del Movilidad, con o sin Observacion
sordidus insecto micelio vivo o muerto




CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41. DETERMINACION DE LA PATOGENICIDAD DE AISLADOS
NATIVOS DE Beauveria sp SOBRE ADULTOS DE C. sordidus

4.1.1. EFECTO DE LAS DOSIS DE LOS CONIDIOS DE Beauveria sp EN EL
PICUDO NEGRO

Para el nivel de patogenicidad de los aislados del hongo Beauveria sp se evaluo el
porcentaje de insectos sin movilidad (PISM) después de la inoculacion, sobre individuos
de picudo negro; los resultados indicaron que existen diferencias estadisticas
(p<0,0001); en dénde, para el ambiente campo (1), la dosis 3 (D3), obtuvo el porcentaje
mas elevado con 44,4%, siendo estadisticamente diferente del resto de las dosis; por su
parte, la dosis 2 (D2) y dosis 1 (D1) no difieren estadisticamente entre si, dado que los
porcentajes registrados fueron 34,6 y 30,6% respectivamente, no obstante, difieren

estadisticamente del testigo, el cual registrd el menor porcentaje con 16,7% (Tabla 8).

Asi mismo, en el ambiente laboratorio (2), existen diferencias estadisticas (p<0,0001); en
donde, las dosis D3, D2 y D1 no difieren estadisticamente entre si, registrando
porcentajes de 50,8; 46,8 y 43,2% respectivamente, no obstante, difieren
estadisticamente del testigo, el cual registrd el menor porcentaje de incidencia del hongo
con 20,6% (Tabla 8).

Tabla 8 Pérdida de movilidad de los picudos, pasado los doce dias después de la
inoculacion (DDI), evaluando las dosis en ambos ambientes (Kruskal Wallis).

Porcentaje de insectos sin movilidad (PISM)

Factor D

(dosis de conidios) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
D3 (108) 44,4 a 50,8 a
D2 (108) 34,6 b 46,8 a
D1 (10%) 30,6 b 432 a
Testigo (0) 16,7 ¢ 20,6 b

p < 0,0001 p < 0,0001
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Cabe mencionar que a pesar de que no se realizd ninguna aplicacién en los tratamientos
testigo (T1), se evidenciaron insectos con sintomas (ICS), esto se debi6 probablemente
al estrés y la manipulacion de los insectos en el manejo del experimento como lo indica

Hernandez (2018), pudiendo sufrir del conocido stress crénico.

Por su parte Castellanos (1997), indica que la patogenicidad del hongo sobre los insectos
depende de una compleja relacion entre su habilidad para penetrar la cuticula y la

fortaleza del sistema inmunoldgico del insecto para prevenir el desarrollo del hongo.

Los resultados fueron similares a los de Ramirez y Torres (2016), quienes indican que
existen diferencias estadisticas entre los tratamientos, teniendo un mejor control en la
disminucién poblacional de C. sordidus; tanto en el tratamiento con B. bassiana, la

combinacion de B. bassiana + M. anisopliae y M. anisopliae por separado.

Asi mismo, los resultados fueron similares a los de Barra (2020), quien indica que la
patogenicidad del hongo B. bassiana sobre Bemisia tabaci G, insecto plaga del cultivo

de Lycopersicon esculentum P alcanz6 del 35 al 50% de colonizacion.

Los resultados también fueron similares a los de Zufiga y Soto (2018), quienes indicaron
que el hongo B. bassiana, al igual que otros hongos entomopatogenos, antes de matar
a su hospedero le causa sintomas importantes como la pérdida de sensibilidad, falta de

coordinacion, letargo, inapetencia, melanizacion y paralisis.

Los resultados difieren con los de Gonzalez et al. (2017), en cuanto al tiempo de
respuesta, quienes indican que existe un marcado efecto del entomopatogeno sobre los
insectos, ocasionando sintomas de letargo e inapetencia alimenticia al cuarto dia luego

de aplicados los tratamientos, llegando hasta un 80% de los sintomas.

Asi mismo, existen diferencias con lo presentado por Lépes et al. (2013), quienes
indicaron que ninguno de los adultos muertos mostro incidencia del hongo, sin embargo,

causaron mortalidad cercana al 70% después de 16 DDI.

En contraste y como resultado del analisis anterior, se determind el porcentaje de los

insectos con movilidad (PICM); los resultados indicaron que existen diferencias
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estadisticas (p<0,0001); en donde, para el ambiente campo, el testigo obtiene el
porcentaje mas elevado con 83,3%, siendo estadisticamente diferente a las dosis
aplicadas; por su parte, las dosis D1 y D2 no difieren estadisticamente entre si,
registrando porcentajes de 69,4 y 65,4% respectivamente, no obstante, difieren
estadisticamente de la dosis D3, el cual registro el menor porcentaje de insectos sin
sintomas del hongo con 16,7% (Tabla 9).

Bajo el mismo analisis, en la evaluacion del ambiente laboratorio para determinar el
PICM; los resultados indicaron que existen diferencias estadisticas (p<0,0001); en
donde, el testigo registr6 el mayor porcentaje con 79,4%, mostrando diferencias
estadisticas frente a todas las dosis aplicadas; por ende, los menores porcentajes se
observaron en las dosis D1, D2 y D3, las cuales no difieren estadisticamente entre si,

registrando porcentajes de 56,8; 53,2 y 49,2% respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9 Picudos activos y con movilidad pasado los 12 DDI, evaluando las dosis en
ambos ambientes (Kruskal Wallis).

Porcentaje de insectos con movilidad (PICM)

(dosis zzcctg;i[d)ios) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
Testigo (0) 83,3 a 79,4 a
D1 (10%) 69,4 b 56,8 b
D2 (10°) 654 b 53,2b
D3 (108) 55,6 ¢ 49,2 b
p < 0,0001 p < 0,0001

4.1.2. EFECTO DE LOS AISLADOS DE Beauveria sp EN EL PICUDO NEGRO

Al evaluar los aislados del hongo para determinar el PISM; los resultados en el ambiente
campo, mostraron diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0,0001); en este
caso el aislado A3 presentd el mayor porcentaje con 40,9%, mostrando diferencia
estadistica con el resto de aislados; por su parte, los aislados A2 y A1 fueron

estadisticamente iguales, registrando porcentajes de 37,4 y 31,1% respectivamente; asi
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mismo, difieren estadisticamente del testigo, el cual presentdé un porcentaje de 16,7%
(Tabla 10).

Igualmente, al evaluar el ambiente laboratorio; se demostré6 que existe diferencia
estadistica entre los tratamientos (p<0,0001); los resultados indicaron que los aislados
A3, A2 y A1 no difieren estadisticamente entre si, registrando los mayores porcentajes
con 49.3; 48,9 y 42,2% respectivamente; no obstante, difieren estadisticamente del

testigo, el cual presentd el menor porcentaje, con 20,6% (Tabla 10).

Tabla 10 Pérdida de movilidad de los picudos pasado los 12 DDI, evaluando los aislados
en ambos ambientes (Kruskal Wallis).

Porcentaje de insectos sin movilidad (PISM)

Factor A (aislados) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
A3 40,9 a 49,3 a
A2 37,4 ab 48,9 a
A1 311b 42,2 a
Testigo 16,7 c 20,6 b
p <0,0002 p <0,0001

Consecuentemente, como resultado del analisis anterior dentro de la variable nivel de
patogenicidad, evaluando el PICM en el ambiente campo, se determind que existe
diferencias estadisticas (p<0,002); en donde, el testigo muestra diferencias estadisticas
frente a los aislados evaluados, con el porcentaje mas elevado, 83,3%; por su parte los
aislados A1 y A2, fueron estadisticamente iguales, registrando porcentajes de 68,9 y
62,6% respectivamente, no obstante, difieren estadisticamente del aislado A3, el cual

registré el menor porcentaje con 59,1% (Tabla 11).

Por su parte, al evaluar el ambiente laboratorio, los resultados indicaron que existe
diferencias estadisticas (p<0,002); en dénde, el testigo muestra diferencia estadistica
frente a los aislados evaluados, con el porcentaje mas elevado de 79,4%; por su parte
los aislados A1 y A2, no difieren estadisticamente entre si, registrando porcentajes de
57,8 y 51,1% respectivamente, asi mismo, difieren estadisticamente del aislado A3, el
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cual registré el menor PICM, con 50,7% (Tabla 11).

Tabla 11 Picudos activos y con movilidad pasado los 12 DDI, evaluando los aislados en
ambos ambientes (Kruskal Wallis).

Porcentaje de insectos con movilidad (PICM)

Factor A (aislados) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
Testigo 83,3 a 79,4 a
A1 68,9b 57,8 b
A2 62,6 bc 511b
A3 59,1¢c 50,7 b
p < 0,002 p < 0,0001

4.1.3. RELACION ENTRE EL MICELIO DE Beauveria sp Y LAS DOSIS DE
CONIDIOS EN EL PICUDO NEGRO

Respecto a la evaluacién de las dosis del micelio aplicadas, se determiné el porcentaje
de insectos con micelio (PIMH); los resultados indicaron que existen diferencias
estadisticas (p<0.0001); en donde, para el ambiente campo, la dosis D3 y D2 no difieren
estadisticamente entre si, obteniendo los porcentajes mas elevado con 19,92 y 15,90%
respectivamente, siendo estadisticamente diferente del resto de las dosis; por su parte,
la dosis D1 obtuvo un resultado de 9,67% siendo estadisticamente diferente al testigo el

cual registré el menor resultado con el 0% (Tabla 12).

De igual forma en el ambiente laboratorio; los resultados indicaron que existen
diferencias estadisticas (p<0,0001); en dénde, las dosis D3 y D2, no difieren
estadisticamente entre si, obteniendo los porcentajes mas elevado con 33,06 y 27,99%
respectivamente, siendo estadisticamente diferente del resto de las dosis; por su parte,
la dosis D1 obtuvo un resultado de 19,33%, siendo estadisticamente diferente al testigo

el cual registrd el menor resultado con el 0% (Tabla 12).

Los resultados fueron similares a los de Jara (2009), quien realizé una recoleccion e
identificacion de entomopatégenos relacionados con la mortalidad de C. sordidus,
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evaluando dos cepas de B. bassiana; encontrandose que la cepa Cadena 1 (C1) a nivel

de larvas, presentd un 50% de esporulacion en comparacion a la cepa Marona (Ma).

Tabla 12 Picudos con micelio de Beauveria sp pasado los 12 DDI, evaluando las dosis
en ambos ambientes (Kruskal Wallis).

Porcentaje de insectos con micelio del hongo (PIMH)

Factor D

(dosis de conidios) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
D3 (108) 19,92 a 33,06 a
D2 (109) 15,90 a 27,99 a
D1 (10%) 9,67 b 19,33 b
Testigo (0) 0,00 c 0,00 c
p <0,0001 p <0,0001

Asi mismo, los resultados fueron similares a los de Castillo et al. (2012), quienes
indicaron que en condiciones favorables el entomopatdégeno desarrolla micelio,
conidiéforos y conidios sobre la cuticula del insecto, pasando a la hemolinfa donde ataca
los tejidos, ademas que la duracion de las diferentes fases del ciclo del hongo depende

de la especie y de las condiciones ambientales presentes durante la infeccion.

En consecuencia, los resultados también fueron similares a los de Grandes (2010),
indicando que una vez que el hongo se desarrolla en el punto de infeccion, produce
toxinas que se difunden en el celoma, a través de la hemolinfa y causa la mortalidad; y

en la fase saprofitica, se producen gran cantidad de conidios.

Los resultados fueron similares a los de Garrido et al. (2017), indicando que del 0 al 16%
de cadaveres de ninfas mostré crecimiento fungico. Asi mismo existe similitud con Zuniga
y Soto (2018), indicando que con la mortalidad del insecto el beneficio se incrementa por
la esporulacién y posterior dispersion del hongo, lo permite un control mas alla de la

aplicacioén, es decir, a mayor cantidad de dias, es mas notoria la aparicion del micelio.

Los resultados fueron diferentes a los de Rivas (2020), quien valoré una cepa comercial
de B. bassiana, indicando que al tercer dia de evaluacion pudo observar con mayor
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claridad micelios, siguiendo un aumento progresivo hasta llegar al 95% de parasitismo y
5% de movilidad en los insectos.

Asi mismo, los resultados fueron diferentes a los presentados por Echeverria (2006),
indicando que posterior a la infeccion 15 DDI, se desarrolla el micelio de aspecto
algodonoso de color blanco; siendo este tiempo, mucho mayor que el observado en esta

investigacion.

4.1.4. RELACION ENTRE EL MICELIO DE Beauveria sp Y LOS AISLADOS EN
EL PICUDO NEGRO

Para determinar el PIMH en el ambiente campo, se utilizaron diferentes aislados del
hongo; los resultados mostraron igualdad estadistica entre los tratamientos evaluados
(p<0,0018); sin embargo, los valores aritméticos fueron diferentes entre si, quedando de
la siguiente manera; 17,34; 15,96; 12,19 y 0% para los aislados A3, A2, A1 y testigo

respectivamente (Tabla 13).

Consecuentemente en el ambiente laboratorio; los resultados indicaron que existen
diferencias estadisticas (p<0,0001); en donde, los aislados A2, A3 y A1, no difieren
estadisticamente entre si, obteniendo los porcentajes mas altos con 30,10; 27,80 y
22,49% respectivamente, pero siendo estadisticamente diferentes al testigo, el cual

obtuvo el resultado mas bajo con el 0%, (Tabla 13).

Tabla 13 Picudos con micelio de Beauveria sp pasado los 12 DDI, evaluando los aislados
en ambos ambientes (Kruskal Wallis).

Porcentaje de insectos con micelio del hongo (PIMH)

Factor A (aislados) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
A3 17,34 a 27,80 a
A2 15,96 a 30,10 a
A1 12,19 a 22,49 a
Testigo 0,00 b 0,00b

p <0,0001 p <0,0001
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4.2. ESTABLECIMIENTO DE LA CONCENTRACION DE CONIDIOS DE
Beauveria sp SOBRE LOS INSECTOS DE C. sordidus

4.2.1. EFECTO DE LAS DOSIS DE LOS CONIDIOS DE Beauveria sp EN LA
MORTALIDAD DEL PICUDO NEGRO

Se evaluo la concentracion de conidios del hongo para obtener los porcentajes de
mortalidad (PM), en las unidades experimentales; los resultados indicaron que existen
diferencias estadisticas (p<0,0001); en dénde, para el ambiente campo, la dosis D3
obtiene el porcentaje mas elevado con 38,33%, siendo estadisticamente diferente del
resto de las dosis; por su parte las dosis D2 y D1 no difieren estadisticamente entre si,
registrando porcentajes de 27,18 y 21,77% respectivamente, estos a su vez difieren
estadisticamente del testigo el cual registré el menor porcentaje con el 14,64% (Tabla
14).

Asi mismo en el ambiente laboratorio, los resultados indicaron que existen diferencias
estadisticas (p<0,0007); en dénde, las dosis D3, D2 y D1, fueron estadisticamente
iguales, siendo las que obtienen los porcentajes mas altos con 45,44; 42,71 y 35,13%
respectivamente, estos a su vez fueron estadisticamente diferente al testigo el cual

registré el menor porcentaje con el 27,50% (Tabla 14).

Los porcentajes de mortalidad obtenidos en los testigos 14,64 y 27,50% en los ambientes
campo y laboratorio respectivamente; se deben a muerte natural o probablemente a la

manipulacion de los insectos evaluados en los tratamientos (Tabla 14).

Los resultados coinciden con los indicado por Mondragon y Contreras (2015),
relacionado a la dificultad de mantener insectos vivos en laboratorio, ya que en el
tratamiento testigo a pesar que no se realizé ninguna aplicacion se encontraron insectos
muertos; de igual forma Cardona (2004 ), indica que la mortalidad se debe probablemente

al estrés y/o agentes bioldgicos.
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Tabla 14 E/ porcentaje de mortalidad (PM) de picudos provocada por Beauveria sp
pasado los 12 DDI, evaluando las dosis en ambos ambientes (Kruskal Wallis).

Mortalidad (%)

(dosing(e:tgcr)rE?dios) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
D3 (108) 38,33 a 45,44 a
D2 (10°) 27,18 b 42,71 a
D1 (10%) 21,77 be 35,13 ab
Testigo 14,64 c 27,50 Db
p < 0,0001 p < 0,0001

Los resultados presentados fueron similares a los de Davila (2020), quien aplicando B.

bassiana, obtuvo un porcentaje de mortalidad en picudos negro del 44%.

Los resultados fueron similares a los obtenidos por Gonzalez et al. (2017), con respecto
a las concentraciones, quienes demuestran que a mayor concentraciéon mayor efecto del

hongo, lo que deriva a mayor mortalidad.

Los resultados fueron similares a los presentados por Cabrera (2009), quien evaluando
a B. bassiana, en el control del picudo negro obtuvo una mortalidad entre el 28,7 al
51,7%; ademas indica que existen diferentes razas patogénicas de B. bassiana,
mostrando variacion en la tasa de mortalidad en ambos tipos de picudo.

Los resultados fueron diferentes a los presentados por Da Silva et al. (2020), indicando
que B. bassiana + M. anisopliae ocasioné un 73% de mortalidad sobre Bemicia tabaciy
84% para Brevicoryne brassicae L, en solo 23 DDI. Asi mismo, en el envés de las hojas
de col, la combinacion de entomopatégenos mostré 79% de mortalidad en 6 DDI.

Asi mismo, los resultados fueron diferentes a los de Jara (2009), ya que determiné que
la cepa Cadena 1 (C1), obtuvo el mas alto porcentaje de mortalidad con el 87%, seguido

de la cepa Marona (Ma) con 78% de mortalidad. Estos valores altos en las tasas de



41

infeccidn, se encuentran en relacidén directa con la concentracion de conidios de B.

bassiana.

Existen diferencia frente a lo presentado por Gonzalez et al. (2017), donde indican que
la mortalidad en los tratamientos evaluados llegé hasta el 68%, siendo directamente
proporcional a la concentracion de conidios, concluyendo, que entre los tratamientos
evaluados existen diferencias con el testigo, el cual no registr6 ninguna mortalidad

durante el ensayo.

Asi mismo, existe diferencia respecto a los resultados presentados por Suarez y Suarez
(2020), quienes indicaron que algunas cepas de B. bassiana en condiciones de
laboratorio pueden causar mortalidades superiores al 60%.

Los resultados también difieren con lo presentado por Carballo (2001), quien indicd que
la formulacion de B. bassiana, en arroz tuvo un mayor efecto de mortalidad con el 62,4%,
y la formulada en emulsidn con el 44,6%; sin embargo, no se encontré efecto significativo
en la reduccion de la poblacidn, ni la disminucion del dafio causado por el picudo negro;
inclusive otro trabajo formulado en aceite con agua reporta un control de 85% de

mortalidad.

Los resultados fueron diferentes a lo evidenciado por Armendariz et al. (2016), quien
indica que los adultos de picudo negro poseen una vida extraordinariamente larga para
un insecto (hasta 4 afos), en donde se alimentan del cormo o rizoma y del tallo de las

plantas; pudiendo sobrevivir sin alimentarse durante varios meses.

4.2.2. EFECTO DE LOS AISLADOS DE Beauveria sp EN LA MORTALIDAD
DEL PICUDO NEGRO

Los aislados del hongo fueron evaluados para determinar el PM en el ambiente campo,
los resultados obtenidos indicaron que existen diferencias estadisticas entre los
tratamientos evaluados (p<0,0056); en consecuencia, se determind que los aislados A3,
A2 y A1, no difieren estadisticamente entre si, habiendo obtenido los porcentajes mas

elevados con 30,07; 30,52 y 26,69% respectivamente, sin embargo, difieren
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estadisticamente del testigo, el cual obtuvo el porcentaje mas bajo con 14,64%.

En la misma linea de resultados se evalu6 el PM en el ambiente laboratorio; los cuales
indican que existen diferencias estadisticas (p<0,155); en donde, los aislados A1, A3 y
A2, fueron estadisticamente iguales, obteniendo los porcentajes mas altos con 41,60;
41,24 y 40,44% respectivamente, pero siendo estos estadisticamente diferentes al

testigo, el cual obtuvo el resultado mas bajo con el 27,50% (Tabla 15).

Tabla 15 E/ porcentaje de mortalidad (PM) de picudos provocada por Beauveria sp
pasado los 12 DDI, evaluando los aislados en ambos ambientes (Kruskal

Wallis).
Mortalidad (%)
Factor A (aislados) Ambiente campo (1) Ambiente laboratorio (2)
A3 30,07 a 41,24 a
A2 30,52 a 40,44 a
A1 26,69 a 41,60 a
Testigo 14,64 b 2750 Db

p <0,0056 p <0155

Los resultados difieren a los presentados por Garrido et al. (2017), quienes evaluando
aislados de B. bassiana y M anisopliae, realizaron inmersion de hojas de melén en
suspensiones con concentraciones que van desde 10° a 108 conidios mL™"; obtuvieron
una mortalidad total de las ninfas que oscil6 entre 83,9 y 100,0% y entre 66,3 y 87,9%,

respectivamente.

Asi mismo, los resultados fueron diferentes a los de Vargas (2020), quien aplicé varias
cepas de B. bassiana sobre insectos adultos de Metamasius hemipterus; a una
concentracion de 108 conidios mL™"; el cual eliminé el 90% de la poblacién antes de los
cinco DDI y otras cepas eliminaron el 50% de la poblacién de picudos antes de los cinco

DDI, superando al resto de los tratamientos.



43

4.2.3. ANALISIS DE LA EFICACIA DE LAS DOSIS DE Beauveria sp APLICADA
SOBRE EL PICUDO NEGRO

Las dosis de conidios de los aislados fueron evaluadas para determinar la eficacia
utilizando los porcentajes de sobrevivencia (PS); en el ambiente campo, los resultados
obtenidos indicaron que existen diferencias estadisticas entre las dosis valoradas
(p<0,0238); en consecuencia, se determin6 que la dosis D3 fue la mas eficaz con 28%,
siendo estadisticamente diferente a las dosis D2, D1 y al testigo con 15, 9 y 0%
respectivamente (Tabla 16).

En la misma evaluacion para el ambiente laboratorio, los resultados obtenidos indicaron
que existen diferencias estadisticas entre las dosis analizadas (p<0,07195); por lo tanto,
se determindé que la dosis D3 fue la mas eficaz con 36%, siendo estadisticamente
diferente a las dosis D2, D1 y al testigo con 33, 24 y 0% respectivamente (Tabla 16).

Tabla 16 Determinacion de la eficacia de Beauveria sp aplicada al picudo negro.

Eficacia (%)

Ambientes aislados/dosis A3 A2 A1 Media
D3 (108) 38 23 22 28 a
D2 (10°) 17 15 12 15 ab
Campo D1 (10%) 1 18 8 9b
Testigo 0 0 0 0Ob
p <0,0238
D3 (108) 36 34 37 36 a
D2 (10°) 18 27 27 33 ab
Laboratorio D1 (10%) 40 29 30 24 b
Testigo 0 0 0 0Ob

p <0,0195
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Los resultados presentados fueron similares a los de Malpartida et al. (2013), quienes
demostraron que la efectividad del hongo B. bassiana, sobre larvas de lepidopteros es

mejor en una concentracion de 108 conidios mL-".

También los resultados fueron similares a los de Akello et al. (2009), quienes indicaron
que la concentracién optima fue de 107 conidios mL™', sumergiendo plantas de banano

para realizar una colonizacién efectiva del hongo.

Los resultados fueron inferiores y diferentes a los presentado por Pari et al. (2015), quien
determind que la concentracion mas eficaz obtenida en su investigacion fue de 2,8x108
conidios mL"" en 28,71 DDI, superior a quinua 2,6x107 conidios mL"' en 28,64 DDI y arroz
3,1x107 conidios mL" en 27,28 DDI; asi mismo utilizé cebada a una concentracion de

2,3%x108 conidios mL".

En la misma linea, los resultados fueron diferentes a los de Rodriguez et al. (2017),
quienes evaluaron la produccion de conidios de dos cepas nativas de Beauveria
bassiana para la produccion de conidios, en la cual no se encontraron diferencias
estadisticas con 108 conidios mL-'. La mayor produccién se obtuvo con sustratos de
avena, la cual fue de 5x108 conidios mL-'; la menor produccién de 1,72x108 conidios mL-
' la presento la cebada. Con arroz se produjo 3,15x108 conidios mL-'; con sorgo y maiz
2,68x%108 y con trigo 2,38x108 conidios mL-', respectivamente.

4.3. CALCULO DE LA DL5° DE CONIDIOS DE Beauveria sp PARA
CONTROLAR POBLACIONES DE PICUDO NEGRO

Con el porcentaje de mortalidad se obtuvo la dosis letal media (DL*?); de esta manera se
determina cual es la concentracion de conidios necesaria para matar a la mitad de la
poblacion de insectos picudos. En el ambiente campo los aislados utilizados no
alcanzaron el 50% de mortalidad, sin embargo, los resultados en los insectos fueron
directamente proporcional a la concentracidn de las dosis aplicadas; por lo tanto, la
concentracion 108 conidios mL-' en cada aislado obtuvo los porcentajes mas altos con
47,22; 34,17 y 33,13% para los aislados A3, A2 y A1 respectivamente (Tabla 17).



45

Tabla 17 Porcentaje de la mortalidad de picudo negro por tratamiento en el ambiente
campo y la representacion de escalares al maximo (EAM)

Ambiente campo

Tratamientos  Aislados Dosis Mortalidad % méi?rﬁ?rEiM)
A3D3 D3 (10°) 47,22 100,0
A3D2 A3 D2 (109) 28,82 61,0
A3D1 D1 (10%) 13,68 29,0
A3D3 D3 (10°) 34,17 72,4
A3D2 A2 D2 (109) 27,01 57,2
A3D1 D1 (10%) 29,86 63,2
A3D3 D3 (10%) 33,13 70,2
A3D2 A1 D2 (10°) 25,14 53,2
A3D1 D1 (10%) 21,32 451

Testigo - 14,58 30,9

Los valores del escalar al maximo obtenidos en el ambiente campo indican que el aislado
A3 y en la dosis D3 (A3D3), logra el indice de mortalidad mas alto con el 100% y en
relacion a éste, se determinan los porcentajes obtenidos de los demas tratamientos,

incluyendo el testigo que alcanzé el 30,9% (Tabla 18).
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Tabla 18 Valores escalares al maximo (EAM) del porcentaje de mortalidad en ambiente
campo de picudos en funcion de aislados y dosis de conidios de Beauveria sp

Aislados
A1 A2 A3 Media
D1 (10%) 45,1 63,2 29,0 45,8
D2 (108) 53,2 57,2 61,0 57,2
D3 (108) 70,2 72,4 100,0 80,8
Media 56,2 64,3 63,3
Testigo 30,9

En un disperso grama se visualizan los valores de mortalidad obtenidos en funcién de
las dosis de conidios (log 10), aplicadas a los picudos negros (Tabla 17) para el ambiente

campo; el grafico expresado en funcion de “x”, muestra los valores a ser reemplazados
en la férmula aritmética para determinar la DL (Figura 1).

Dosis / mortalidad (campo)

50.00

40.00
X =
T 30.00 = _
] @ —@=— Aislado 1
= .
E 20.00 — ®— Aislado 2
s Aislado 3

10.00

y = 8.3849x - 20.402 y =1.0764x + 23.889
R%=0. R?=0.3574
0.00 0.9969
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Dosis de conidios (Log 10)

Figura 1 Relacion entre las dosis de conidios y la mortalidad del picudo negro (Campo)
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De igual manera en el ambiente laboratorio los aislados utilizados no alcanzaron el 50%
de mortalidad, sin embargo, los resultados de dos de los aislados (A1 y A2), con 43,96 y
46,56% respectivamente, fueron directamente proporcional a la concentracion de las
dosis aplicadas; es decir, la concentracién 108 conidios mL-! de estos aislados obtuvieron
los porcentajes mas altos. El resultado del aislado A3 fue de 48,96%, no obstante, este
valor se obtuvo con la dosis de aplicacion mas baja 10* conidios mL™" (Tabla 19).

Tabla 19 Porcentaje de la mortalidad de picudo negro por tratamiento en el ambiente
laboratorio y la representacion de escalares al maximo (EAM).

Ambiente laboratorio

Tratamientos  Aislados Dosis Mortalidad % méi?;ﬂ?rEaA'M)
A3D3 D3 (108) 45,21 93,7
A3D2 A3 D2 (10°) 20,58 61,3
A3D1 D1 (10%) 48,26 100,0
A3D3 D3 (108) 43,96 91,1
A3D2 A2 D2 (10°) 37,85 78,4
A3D1 D1 (10%) 38,89 80,6
A3D3 D3 (108) 46,53 96,4
A3D2 A1 D2 (10°) 37,29 77,3
A3D1 D1 (10%) 40,28 83,5

Testigo - 27,36 56,7

Los valores del escalar al maximo obtenidos en el ambiente laboratorio indicaron que el

aislado A3 y en la dosis D1 (A3D1), logré el indice de mortalidad mas alto (100%) y en
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relacion a éste, se determinaron los porcentajes obtenidos de los demas tratamientos

incluyendo el testigo que alcanzé el 56,7% (Tabla 20).

Tabla 20 Valores escalares al maximo (EAM) del porcentaje de mortalidad en ambiente
laboratorio de picudos en funcion de aislados y dosis de conidios de Beauveria

Sp
Aislados

A1 A2 A3 Media
D1 (10%) 83,5 80,6 100,0 88,0
D2 (108) 77,3 78,4 61,3 72,3
D3 (108) 96,4 91,1 93,7 93,7
Media 85,7 83,4 85,0
Testigo 56,7

En un disperso grama se visualizan los valores de mortalidad que se obtuvieron en
funcién de las dosis de conidios (log 10), aplicadas a los picudos negros (Tabla 19) para

el ambiente laboratorio; el grafico expresado en funcion de “x”, muestra los valores a ser

reemplazados en la formula aritmética para determinar la DL%° (Figura 1).
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Dosis / mortalidad (laboratorio)
50.00
X 40.00 :
E g — —@— Aislado 1
'Té :
S 30.00 —o—Aislado 3
=
y = -0.7639x + 45.602 y = 1.5625x + 31.991
R?=0.0232 R? = 0.4396
20.00
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Dosis de conidios (Log 10)

Figura 2 Relacion entre las dosis de conidios y la mortalidad del picudo negro
(Laboratorio).

Los datos obtenidos en los graficos (Coeficientes fx) se aplicaron en la férmula para la
obtencion de la DL (Ramirez et al., 2017). Se evalud la mortalidad en funcion de las
dosis de conidios por aislados y en ambos ambientes. Los resultados se mostraron en
forma de logaritmo base 10, con lo cual se puede indicar que el aislado A3 en el ambiente
campo obtuvo el mejor resultado para matar un porcentaje cercano a la mitad de la
poblacién de insectos 8,40 (log 10), el mismo, que luego de transformado a valores
numéricos indican que la DL* es de 2,498 conidios mL™" (Tabla 21).

Existe diferencia de estos resultados con los indicados por Malpartida et al. (2013),
quienes demostraron la efectividad del hongo utilizando una concentraciéon 100.000.000

(108 conidios mL-") para el control de larvas de lepidépteros (Dione juno), como la de
mayor efectividad.
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Tabla 21 Coeficiente de la DL evaluada en ambos ambientes con los datos obtenidos
de los graficos de dispersion en funcion de la equis (FX).

Coeficientes (/x)

Aislados = Ambiente campo DL (Log10) I:‘&?ﬁg:ﬁ) DL (Log10)
8,3849 -0,7639
A3 -20,402 8,40 45,602 -5,76
50 50
2,9514 1,2674
A2 8,8194 13,95 32,627 13,71
50 50
1,0764 1,5625
A1 23,889 24,26 31,991 11,53
50 50

DL (dosis) resultante 2,498

Estos resultados no coinciden con los obtenidos por Aliaga y Cruz (2009), quienes
evaluaron la susceptibilidad a la cepa Beauveria bassiana CBLE-265, con la finalidad de
determinar la concentracion letal al 50% (CL%°), para controlar Spodoptera frugiperda y
Aphis craccivora. Utilizando el método Probit para Spodoptera frugiperda, en los estadios

| y Il los valores del CL% fueron de 1,9%10%* y 7,9x102* conidios g™'.

No hay coincidencia de los resultados frente a lo presentado por Ocampo (2010), quien
pudo determinar la CL% de dos de los aislamientos de B. bassiana mas activos (Bb37 y
Bb40) en larvas de tercer estadio y adultos de Epilachna varivestis. Sus resultaros
indicaron que utilizd cinco concentraciones para cada aislamiento (10% a 10° conidios

viables mL-"), para lograr del 25 al 41% de mortalidad en los adultos de E. varivestis.



5.1.

5.2.

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Los aislados A1, A2 y A3, fueron estadisticamente iguales en la patogenicidad del
picudo negro, sin embargo, el aislado A3 demostré los mejores resultados,
destacandose en la variable aparicion del micelio del hongo con 17,34 y 27,80%,
en los ambientes campo y laboratorio respectivamente; por otra parte, en la DL

con 2,49x108 conidios mL™".

La concentracion mas eficaz fue la dosis D3 (108 conidios mL') en ambos
ambientes (28 y 36%), la cual resulté ser mas patogénica para controlar el picudo

negro del platano.

La DL%® obtenida en esta investigacion fue de 2,49x108 conidios mL"; la cual

resulté ser mayor que la concentracién mas alta aplicada 1x102 conidios mL™".
RECOMENDACIONES

Probar a campo abierto los aislados de Beauveria sp, para determinar la

efectividad del control de la plaga insectil, en estas condiciones.

Probar concentraciéon de conidios mayores que 108 conidios mL-' para explorar

dosis 6ptimas.

Realizar el analisis molecular de los aislados A1, A2 y A3 para su posterior

incubacion y multiplicacion.
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ANEXOS 1. _ Preparacioén del experimento

Fotos 3.- 3a) Remocién de micelios en placa de Petri, 3b) Retiro de sobrenadante con asa de
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Fotos 4.- 4a) Observacién de conidios en microscopio, 4b) Conteo de conidios en
camara de Neubauer

Fotos 5.- 5a y 5b) Clasificacion y llenado de los atomizadores con los aislados en las
concentraciones respectivas
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ANEXOS 2. _ Instalacion del experimento

Fotos 6.- 6a, 6b y 6¢) Insectos vivos en sus unidades experimentales mientras se aplica el respectivo
tratamiento

-

Fotos 7.- 7a y 7b) Monitoreo de los insectos dentro de las unidades experimentales en la toma
de datos



Fotos 8. - 8a, 8b y 8c) Insectos con micelio del hongo
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ANEXOS 3. _ Base de dato de los resultados

68

Movilidad de insectos inoculados (M)

Ambiente 1 (campo)

Tratamientos

Dias después de la inoculacién (DDI)

Registro de informacién de campo con los datos de incidencia del hongo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
T1 Testigo| O ] 0 ] 0 5 6 10 18 31 33 33
T2 Al1D1 0 ] 0 3 5 10 12 19 30 | 38 38 40
T3 AlD2 0 ] 3 3 5 10 17 28 31 37 45 47
T4 Al1D3 0 ] 3 7 15 20 | 28 36 55 58 58 60
T5 A2D1 0 0 0 0 15 15 18 29 44 58 58 60
T6 A2D2 0 ] 3 7 10 15 25 34 | 42 44 | 45 47
17 A2D3 0 ] 5 10 15 20 | 33 41 49 58 58 60
T8 A3D1 0 0 6 8 9 20 | 23 25 32 40 | 41 42
T9 A3D2 0 ] 3 7 10 | 20 | 23 30 | 56 63 64 | 67
T1i0 A3D3 0 ] 5 17 25 31 38 44 | 68 69 78 87
Ambiente 2 (laboratorio)

Tratamientos Dias después de la inoculacidn (DDI)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
T1 Testigo| O 0 0 3 5 5 12 13 20 | 24 | 37 40
T2 Al1D1 0 1 2 2 8 13 17 29 42 44 | 45 47
T3 AlD2 0 ] 0 10 | 23 42 44 | 47 55 58 64 | 67
T4 Al1D3 0 ] 8 17 29 31 40 | 58 62 63 64 | 73
T5 A2D1 0 2 8 22 29 37 45 52 62 65 70 73
T6 A2D2 0 ] 0 10 | 23 38 44 | 47 62 63 71 73
17 A2D3 0 ] 5 15 19 25 44 | 49 63 75 78 80
T8 A3D1 0 ] 3 10 19 31 50 | 52 62 63 64 | 73
T9 A3D2 0 ] 5 16 25 36 38 41 56 58 71 73
T1i0 A3D3 0 ] 5 15 23 30 | 36 45 75 77 23 93
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Porcentaje de insectos con micelio (PICM)

Ambiente 1 (campo)

Tratamientos

Dias después de la inoculacién (DDI)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
T1 Testigo| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T2 Al1D1 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 AlD2 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 10
T4 Al1D3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 9 10 | 20
T5 A2D1 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]
T6 A2D2 0 o o 0 0 0 0 0 0 0 10
T7 A2D3 0 o o 0 0 0 0 0 0 15 17 23
T8 A3D1 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] ]
T9 A3D2 ] 0 0 0 0 0 5 8 8 28 29 37
Ti0 A3D3 0 0 0 0 0 0 5 8 21 28 36 43

Ambiente 2 (laboratorio)

Tratamientos Dias después de la inoculacién (DDI)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
T1 Testigo| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ] ]
T2 Al1D1 ] 0 2 4 5 7 8 10 10 12 13 13
T3 AlD2 0 o 8 18 29 35 38 42 42 44 53 53
T4 Al1D3 0 o 8 18 25 28 32 46 48 50 53 53
T5 A2D1 ] 0 8 18 21 24 | 32 42 42 44 | 45 47
T6 A2D2 ] 0 9 17 21 28 32 35 48 50 | 53 53
T7 A2D3 0 0 2 3 13 22 34 | 46 49 75 80 | 80
T8 A3D1 ] 0 0 5 9 24 | 26 31 36 50 | 53 53
T9 A3D2 ] 0 0 3 21 24 | 26 31 36 50 | 53 53
Ti0 A3D3 0 0 2 5 13 22 34 | 46 49 75 80 | 80

Registro de informacion de campo con los datos de insectos con micelio



Porcentaje de mortalidad (PM)

Ambiente 1 (campo)

Tratamientos Dias después de la inoculacion (DDI)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
T1 Testigo| O 0 1 2 3 8 17 23 23 31 33 33
T2 Al1D1 0 0 1 2 8 18 21 23 27 48 55 53
T3 AlD2 0 0 1 10 | 18 | 21 | 25 | 28 | 32 | 47 | 61 | 60
T4 AlD3 0 0 1 6 13 | 27 | 38 | 43 | 55 | 63 | 71 | 73
T5 A2D1 0 0 1 4 11 | 21 | 25 | 34 | 55 | 67 | 68 | 67
T6 A2D2 0 0 1 4 13 21 26 40 | 42 50 | b1 60
T7 A2D3 0 0 1 B 8 19 42 53 62 69 71 73
T8 A3D1 0 0 1 4 5 5 13 15 18 31 33 33
T9 A3D2 0 0 0 4 8 8 21 43 55 61 68 73
Ti0 | A3D3 0 0 3 12 | 38 | 53 | 56 | 58 | 75 | 82 | 83 | 100

Ambiente 2 (laboratorio)

Tratamientos Dias después de la inoculacion (DDI)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
T1 Testigo| O 0 0 2 3 5 17 31 45 JO | 75 a0
T2 Al1D1 0 0 1 12 26 40 | 50 | 53 62 75 78 a7
T3 AlD2 0 0 4 12 | 26 | 34 | 42 | 53 | 55 | 67 | 74 | 80
T4 AlD3 0 0 4 19 | 38 | 53 | 62 | 63 | 75 | 75 | 83 | 87
T5 A2D1 0 0 1 12 | 26 | 34 | 43 | 48 | 62 | 76 | 77 | 87
T6 A2D2 0 0 3 6 19 | 40 | 50 | 53 | 68 | 69 | 71 | 73
T7 A2D3 0 0 3 19 33 40 | 56 58 68 75 83 93
T8 A3D1 0 1 4 19 33 34 | 43 47 58 76 77 87
T9 A3D2 0 0 1 6 13 27 50 | 53 55 69 71 73
Ti0 | A3D3 0 1 4 19 | 38 | 53 | 62 | 63 | 75 | 8 | 89 | 93

Registro de informacién de campo con los datos de mortalidad
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