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RESUMEN

Las plagas Cosmopolites sordidus y Spodoptera frugiperda son causantes de serios
problemas para la agricultura porque causan dafios y pérdidas econémicas en cultivos de
importancia como el de maiz y banano, siendo el biocontrol la opcién mas adecuada y
amigable con el ambiente, teniendo dentro los hongos entomopatdgenos a la especie de
Beauveria bassiana. Con la finalidad de establecer la efectividad del entomopatégeno
Beauveria bassiana irradiada con luz UV-C frente a las plagas de banano y maiz
Cosmopolites sordidus y Spodoptera frugiperda, estimar su mortalidad y determinar la
concentracion minima efectiva. En éste trabajo de investigacion se utilizd 10 larvas del
estadio 111 de Spodoptera frugiperda y 10 adultos de Cosmopolites sordidus que fueron
enfrentadas a 5 concentraciones de dos cepas de Beauveria bassiana una Nativa como
control y una experimental irradiada con luz UVC a 12h (BI12H) establecidas en
laboratorio: 3 x 107, 4 x 107, 5 x 107, 6 x 10°, 7 x 10" conidias/ml con 3 repeticiones por
concentracion. Esta Gltima cepa se obtuvo mediante la irradiacion en una camara con
luz UV-C a 254 nm exponiéndola a 12 horas. Siguiendo un método utilizado en
SENASA modificado para la obtencion de indculos y el método segun lo descrito por
bayley-scott para las disoluciones. Los resultados mostraron una actividad
entomopatdgena muy potente para la cepa experimental de B. bassiana BI12H en donde
la efectividad se obtuvo con la dosis letal media DL50 observados en los promedios de
mortalidad de las plagas infectadas con el entomopatdégeno y en la concentracion
minima efectiva que resultd para la concentracién 3 x 10’ conidias/ml para ambas cepas
trabajadas. Se concluyd que la cepa irradiada (BI12H) tiene un mayor efecto
entomopatogeno frente a las plagas Cosmopolites sordidus y larvas del Il estadio de
Spodoptera frugiperda que la cepa Nativa en condiciones de laboratorio.

Palabras claves: Entomopatégeno, DL50, cepa Nativa, cepa BI12H, Beauveria

bassiana, Cosmopolites sordidus y Spodoptera frugiperda.



ABSTRACT

The pests Cosmopolites sordidus and Spodoptera frugiperda are causing serious
problems for agriculture because cause damages and economic losses in important crops
such as corn and bananas, being the biocontrol the most suitable and friendly option
with the environment, having the entomopathogenic fungi inside the species of
Beauveria bassiana. In order to establish the activity of the Beauveria bassiana
entomopathogen, irradiate with UV-C light against banana and corn pests Cosmopolites
sordidus and Spodoptera frugiperda, estimate their fertility and determine the minimum
concentration. In this research work, 10 larvae of Spodoptera frugiperda state 111 and 10
adults of Cosmopolites sordidus were observed, which were faced with 5 suppliers of
Beauveria bassiana strains, one Native as control and one irradiated experimentally
with UVC light at 12 h (BI12H) in laboratory: 3 x 10’, 4 x 10", 5 x 10", 6 x 10", 7 x 10’
conidia / ml with 3 repetitions per concentration. This last strain was obtained by
irradiation in a chamber with UV-C light at 254 nm exposing it to 12 hours. Follow a
method used in modified SENASA for obtaining inoculum and the method as described
by bayley-scott for solutions. The results are part of a very potent entomopathogenic
activity for the experimental strain B. bassiana BI12H is where it is obtained with the
dose of lethal means LD50 are observed in the averages of the life of the plagues
infected with the entomopathogen and in the minimum effective concentration that the
concentration was 3 x 107 conidia / ml for both strains worked. It was concluded that
the irradiated strain (BI12H) has a greater effect against the Cosmopolites sordidus and
larvae of Spodoptera frugiperda stage I11 than the native strain in laboratory conditions.

Key words: Entomopathogen, DL50, native strain, strain BI12H, Beauveria
bassiana, = Cosmopolites  sordidus and  Spodoptera  frugiperda.



l. INTRODUCCION

Los cultivos de hortalizas y cultivos frutales ocupan un lugar muy importante dentro de
los sistemas de produccion agricola en todo el mundo. (Lucero, Pefia, & Bacca, 2004).
El sector agrario Lambayecano aporta con apenas 0.8% al PBI nacional, mientras que
su aporte a la formacion del Producto Bruto Interno regional es de 16.2%. Los cultivos
predominantes son arroz y cafia de azicar y en menor medida estan el maiz, hortalizas,
las menestras y frutales de exportacion. (Gobierno Regional de Lambayeque, 2008) .
El banano organico es uno de los principales frutos de Peru, entre el 2010 y 2015, la
produccién de banano organico aument6 en un 94% (Sotomayor, 2015). En enero del
2016, los principales departamentos exportadores de Banano Organico Fresco fueron
Piura, Tumbes, Lambayeque y Lima. (Ipcni Chiclayo, 2016).

La produccion de Maiz, ha aumentado en los ultimos afios por ser fuente
importantisima de fibra para nuestro cuerpo, en el Gltimo mes del afio 2017, hubo un
incremento de 37,4% en comparacion al afio 2016 en el mismo mes, segln lo dio a
conocer el INEI mediante el Informe Técnico Perd: Panorama Econdmico
Departamental, elaborado con informacion proporcionada por el MINAGRI, Ministerio
de Energia y Minas (MINEM), la SUNAT, entre otros. (Insituto Nacional de
Estadistica e Informética, 2018)

Cabe sefialar que en los cultivos lambayecanos como: maiz, cafia de azlcar, banano y
entre otros; Cosmopolites sordidus y Spodoptera frugiperda son reconocidas plagas
causantes de serios problemas para los agricultores. (Mogolldn, 2015). La especie
Cosmopolites sordidus, conocido como “el picudo negro del banano” es una plaga
importante del banano, platano y ensete. Los ataques de los picudos negros interfieren
con la iniciacion de las raices, matan las raices existentes, limitan la absorcion de
nutrientes, reducen el vigor de las plantas, demoran la floracion y aumentan la
susceptibilidad a plagas y enfermedades. Se han registrado pérdidas de mas de 40% del

cultivo debido al picudo negro del banano. (Gold & Messiaen, 2000).

El Cogollero, nombre comun del insecto Spodoptera frugiperda, es la principal plaga
del follaje tanto del maiz como en el sorgo, pudiendo causar la muerte de la planta en

su primera etapa de desarrollo, también la larva puede atacar tanto la mazorca como la



panoja. Se han registrado pérdidas que van desde un 20% hasta la pérdida total del
cultivo desde las primeras etapas del desarrollo de la planta e incluso cuando éste se

encuentra en épocas de floracion. (Zagal, 2015)

El grupo més importante de hongos entomopatogenos son los deuteromicetos u hongos
imperfectos, en los cuales se desconoce la fase sexual. Los géneros mas importantes
son Beauveria, Verticillium, Metarhizium, entre otros. EI hongo Beauveria bassiana se
ha estudiado como agente de control de insectos plagas pertenecientes a diferentes
ordenes. En cultivos de la agricultura urbana lo recomendaron para el control de varias

especies que afectan a muchos cultivos horticolas. (Arias et al., 2014).

Se ha comprobado que éstos hongos entomopatogenos pueden ocasionar enfermedad y
propagarse en la poblacion de artropodos, dependiendo de las interacciones y factores
relacionados con el patdgeno (patogenicidad, virulencia, dispersion, germinacion de las
conidias y persistencia), el hospedero (susceptibilidad, densidad, distribucion y
comportamiento) y el medio ambiente (abidticos: temperatura, humedad, viento, lluvias

y bidticos: parasitos, depredadores, planta — huésped). (Falconi, 2009).

Con respecto al efecto de la luz UV, se reporta que éstas cepas presentan un alto
porcentaje de supervivencia a irradiaciones con luz UV, y, ademas, causan porcentajes
de mortalidad (datos no reportados) sobre la broca del café del 68% (cepa Bb718) y del
95% (cepas Bb1053 y Bb2997) bajo condiciones de laboratorio. (Valdés et al. 2011)

Son considerados como los patdgenos mas promisorios contra insectos plaga, ya que
pueden infectarlos directamente a través de la penetracion de la cuticula y poseen
multiples mecanismos de accion que les confieren una alta capacidad infectiva para
evitar que el hospedero se desarrolle y asi minimizar la resistencia generada por los
insecticidas. (Arias et al., 2014).

Por todo lo expuesto anteriormente el presente trabajo de investigacion tiene la
finalidad del uso de hongos entomopatdgenos que busca un mejor control de estas

plagas limitando el uso indiscriminado de quimicos (Falconi, 2009).



Es por ello que se planted el siguiente problema ¢Cudl es la concentracion minima de
Beauveria bassiana irradiada por UV-C para controlar a adultos de Cosmopolites
sordidus y larvas del 11l estadio de Spodoptera frugiperda? Para lo cual se plantearon
los siguientes objetivos:
o Establecer la efectividad de la cepa de Beauveria bassiana irradiada con
UV-C en el control de adultos de Cosmopolites sordidus y larvas del 1l
estadio de Spodoptera frugiperda.
e Estimar la tasa de mortalidad de adultos de Cosmopolites sordidus y larvas
del 111 estadio de Spodoptera frugiperda.
e Determinar la concentracion minima efectiva del entomopatégeno B.
bassiana irradiada con UV-C para el control de adultos de Cosmopolites

sordidus y larvas del 111 estadio de Spodoptera frugiperda.



1. ANTECEDENTES

Arias et al. (2014) obtuvieron el micelio de B. bassiana a partir de las larvas y moscas
momificadas, realizaron su aislamiento a través de placas de Petri con PDA y una
camara himeda, para luego identificar las estructuras de B. bassiana colocandolas sobre
una ldmina portaobjeto donde se le adicion6 una gota de colorante de azul de lactofenol

e inmediatamente se cubri6 con una laminilla y se observo al microscopio.

Las cepas de Beauveria y Metarhizium fueron cultivadas durante 10 dias en agar papa—
dextrosa (PDA), acidificado al 1% con acido lactico suplementado con antibidtico
(estreptomicina) para evitar la contaminacién bacteriana. La remocion de las esporas de
los cultivos se realiz6 con Tween 80 al 0.05%; a partir de esta suspension se hicieron
diluciones seriadas y, con ayuda de un hemocitometro y un microscopio de luz con
aumento de (40x), se realizé el recuento de propagulos infectivos por mililitro, a fin de
calcular la concentracion de la suspension madre. Obtenida la concentracion de las
suspensiones madres, se ajustaron todos los aislamientos, a las concentraciones de:
1x10° a 1x10° propagulos/ml. Cada concentracién se ajusté en un volumen de 25ml
donde se suspendieron los insectos de cada tratamiento durante un minuto y medio
(1°30°"). El experimento lo realizaron sobre 10 larvas de Ancognatha scarabaeoides,
durante este periodo no se les suministré alimento a las larvas para que fuera mas agil la
infeccion y proliferacion del hongo en el cuerpo de las mismas. La evaluacion de la
mortalidad de las larvas de Ancognatha scarabaeoides, se realizd cada 48 horas (dos
dias) durante 18 dias después de la inoculacion, utilizando para esto un estereoscopio

que permite observar la mortalidad causada por el hongo. (Lucero et al., 2004)

Falconi (2009) en su experimento evaludé una cepa de Beauveria sp. proveniente de
Schistocerca piceifrons peruviana (Orthoptera). Los bioensayos se realizaron sobre
ninfas del 4to estadio de Dysdercus peruvianus y las concentraciones de conidias
empleadas fueron 3.7 x 10%, 1.9 x 108 9.4 x 10’ conidias/mL para Beauveria sp,
Acremonium sp y Scopulariopsis sp respectivamente. Con estas concentraciones se
encontré que el porcentaje de mortalidad a los 20 dias post tratamiento fue de 83.3%,
80% y 23.3% para Beauveria sp, Acremonium sp y Scopulariopsis sp., respectivamente.
La cepa Beauveria sp fue la que presentd mayor virulencia sobre D. peruvianus al

alcanzar el mayor porcentaje de mortalidad (83.3%).



Tigano et al. (1998) y Falconi (2009) evaluaron diferentes cepas de los hongos B.
bassiana y M. anisopliae para el control de Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae)
a una HR cercana a la saturacion y a 25 °C, registrando una mortalidad en ninfas del
tercer estadio cercana al 100% a los 15 dias después del tratamiento, asimismo se pudo
notar en dicho estudio que los aislamientos de B. bassiana causaron una mortalidad mas

alta en comparacion a los aislamientos de M. anisopliae

En investigaciones de Tobar, Vélez y Montoya (1999), seleccionaron cepas de
Beauveria bassiana 9218 y 9002, se expusieron a luz UV a determinados tiempos, para
evaluar el porcentaje de mortalidad de broca, por accion del hongo y se mediria por
UFC (unidades formadoras de colonias). Luego del proceso de irradiacién solo se
seleccionaron los aislamientos que presentaron resistencia a todos los periodos de
exposicion a la luz ultravioleta evaluados, correspondientes a B. bassiana 9218 y 9002.
Sin embargo, luego de la irradiacion, el aislamiento B. bassiana 9218 mostré una mayor
actividad enzimatica y una mayor virulencia sobre la broca del café (60%), que el

aislamiento 9002, por lo cual fue seleccionado para la prueba de campo.

Valdés et al. (2011) con respecto al efecto de la luz UV, seleccionaron siete
aislamientos de B. bassiana, correspondientes a: tres cepas codificadas como ARSEF:
Bb718, Bbl1053 y Bb2997. Estas cepas hacen parte de la coleccion de hongos
entomopatogenos, del servicio de investigacion agricola (ARS) localizada en Ithaca,
Nueva York (USA). La literatura reporta que estas cepas presentan un alto porcentaje de
supervivencia a irradiaciones con luz UV, y, ademas, causan porcentajes de mortalidad
(datos no reportados) sobre la broca del café del 68% (cepa Bb718) y del 95% (cepas
Bb1053 y Bb2997) bajo condiciones de laboratorio. En esta investigacion se pudo
concluir que se logré comprender el comportamiento de la mezcla Cenicafé, la cual
muestra una resistencia intermedia a la luz UV, que no interfiere con los altos
porcentajes de mortalidad que causa sobre la broca en el campo. El efecto sobre la broca
se debe a la expresion de factores relacionados con virulencia y no a una mayor
persistencia en el campo, lo cual sugiere el alto potencial de la mezcla, ya que en el
campo un menor numero de esporas (al compararla con cepas que han mostrado mayor
resistencia a la luz UV) estaria ocasionando las mayores mortalidades del insecto,
habiendo la posibilidad de mejorar aun mas el efecto de este hongo sobre la broca del
café, con una adecuada formulacion de esta mezcla que incremente la resistencia a la

luz UV y persistencia en el campo.



Falconi (2009), aplicé Beauveria sp cepa ABvPrll (20 ml) a su tratamiento con ninfas,
éstas fueron transferidas individualmente en un contenedor plastico usando un pincel
fino. Cada envase fue tapado, y para proveer ventilacion a las ninfas se realizaron
pequefios agujeros en las tapas de los envases. Se alimento a las ninfas en base a hojas

de mandarina y semillas de algodon. El alimento fue renovado cada 2 dias.

Cuando France, Gerding, & Sandova (2002) en su experimento con adultos de A.
cervinus, los cuales se mantuvieron en una camara de incubacion a 18°C y oscuridad y
dentro de cajas plasticas con poliestireno de baja densidad como sustrato inerte, se
alimentaron con hojas y brotes de frambuesas desinfectados con hipoclorito de sodio al
0,05% por 1 min y posteriormente lavados con agua destilada estéril. EI alimento se

suministro diariamente a voluntad.

En otro experimento de Bastidas et al. (2009) para el estudio de la concentracion letal
del 50 y 90% de la poblacién (CLspy CLg), se utilizaron cuatro aislamientos
de Beauveria bassiana seleccionadas por su mayor letalidad a larvas de A. cervinus
(Qu-B179, Qu-B299, Qu-B314, Qu-B323. Los aislamientos fueron multiplicados en
placas Petri con agar Sabouraud (AS); una vez cubiertas las placas con el hongo se
colectaron las conidias y se prepararon concentraciones de 10° 10° 10°10"y
10® conidias mL™, en agua destilada estéril més 0,1% de humectante (Tween 20);
también se incluyd como testigo agua destilada estéril con el humectante. En cada
tratamiento se sumergieron cinco adultos de A. cervinus por 3s, luego fueron incubados
dentro de cajas plasticas con papel absorbente humedecido, y mantenidos en cdmaras
con temperatura de 18°C en oscuridad. EI comportamiento de los individuos y la
mortalidad se evaluo diariamente, mediante incubacion de los cadaveres en camaras
himedas, el consumo de alimento fue medido mediante el forrajeo de brotes de
frambuesa desinfectados como se describié en el parrafo anterior. Diariamente se
reemplazé el alimento por brotes frescos, y cada cinco dias se midid la diferencia entre

la cantidad proporcionada y el remanente de alimento a las 24 h como peso hiimedo.

Aunque las condiciones ambientales mas favorables para la expresion del hongo son
humedades relativas altas (superior al 90%) y temperaturas entre 23 y 28 °C, resultados
de evaluaciones muestran como B. bassiana se ve afectado por la temperatura, la
humedad relativa y la radiacion solar haciendo necesario el empleo de agentes

coadyuvantes que aporten niveles de proteccién a los propagulos infectivos. Cardona



(1998) explica que una caracteristica de un buen entomopatdgeno es su habilidad para
resistir condiciones fisicas, para el caso de B. bassiana factores como la radiacion solar,
la temperatura y la humedad relativa disminuyen su viabilidad; aunque presenta
habilidad para causar epizootias siendo capaz de sobrevivir por largos periodos de
tiempo y asi persistir. Se hace necesario formular al hongo para mejorar su vida en

almacenamiento, su eficacia y permanencia en campo.

2.1 Beauveria frente a Spodoptera frugiperda

Valenzuela (2002) encontré que S. frugiperda resultdo ser susceptible frente a B.

bassiana al ser tratada con el hongo.

Las larvas de S. frugiperda, el método de colecta que usé Flores (2000) para Spodoptera
frugiperda fue en campos comerciales de maiz. La técnica de cria de la colonia fue
alimentando a las larvas con hojas frescas de maiz, en vasos de plastico de 100 ml de

capacidad, mantenidos en forma individual, para evitar canibalismo.

En la evaluacion del efecto entomopatogeno, para cada espécimen, que trabajaron se
utilizé dos grupos: un control y un experimental. El grupo experimental fue inoculado
por aspersion con una suspensién de 1 x 10° esporas de B. bassiana / mL, mientras que
al grupo control negativo se le inoculd por aspersion solucion salina fisiologica estéril,
los dos grupos se colocaron en una camara humeda de incubacion que contenia agua

destilada estéril para realizar la evaluacion segun Arias et al. (2014)

Las esporas del hongo B. bassiana CBLE-265, fueron hidratadas por 18 horas luego se
aplicaron sobre larvas de ler, 2do y 3er estadio de Spodoptera frugiperda, las cuales
fueron colocadas individualmente en vasos descartables con alimento de dieta a base de
frijol, se agruparon los vasos en grupos de 40 individuos, obteniéndose 3 grupos de 40
individuos cada grupo, cada vaso fue una unidad experimental y cada grupo fue una
repeticion. (Aliaga & Cruz, 2009)

2.2. Beauveria frente a Cosmopolites sordidus

Brenes (2003) y Brenes y Carballo (2004) expusieron que Cosmopolites sordidus

mostro susceptibilidad frente a varios aislamientos de B. bassiana.

Avyala, (1997) probd el efecto de B. bassiana sobre C. sordidus y obtuvieron resultados

superiores al 90% de efectividad.



Para Navas (2011) conforme a los a bioensayos realizados en Costa Rica, por Brenes y
Carballo (2004) bajo condiciones de laboratorio evaluaron la virulencia de seis aislados
de B. bassiana para el combate del picudo negro utilizando una concentracién de 1x10°
conidios/ml, de los cuales se obtuvieron mortalidades entre 72,5 a 100%, demostrando
que cualquiera de los aislados evaluados fue patogénico en mayor o menor grado. Estos
mismos autores determinaron para el aislados A-4 de B. bassiana, causa una mortalidad
de 97,5% a los 21 dias despues de inoculados los insectos, al utilizar una concentracion

de 4x10° conidios/ml.

En otro ensayo, los agentes de control bioldgico mas promisorios para el control de las
larvas y adultos de C. sordidus. En Cuba se ha alcanzado una mortalidad de 61% y 85
% con una concentracion de 10° conidios/cm? de suelo de razas locales de Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae. En Brasil también se han logrado resultados
exitosos (85 y 95% de mortalidad) usando B. bassiana y M. anisopliae preparados sobre
arroz o frijol, permitiendo que los insectos caminaran sobre los cultivos del hongo o
mediante trozos de pseudotallo tratados directamente, para que los picudos se infectaran

durante la colonizacién. (Carballo, 2001).



Base Teodrica

2.3 Beauveria bassiana

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno que se encuentra naturalmente en
algunas plantas y en el suelo, es utilizado como bioinsecticida y considerado un hongo
entomopatogeno; son favorecidos por climas templados y hdmedos. Las larvas
infectadas se tornan de color blanco o gris. Tiene una lista extensa de hospederos que
incluye a moscas blancas y éafidos (Homoptera), saltamontes (Ortoptera), escarabajos
(Coledptera), chinches (Hemiptera), hormigas (Hymenoptera) y mariposas
(Lepidopteras). (Guitierrez, 2017)

Los hongos entomopatdgenos pueden ocasionar enfermedad y propagarse en la
poblacion de artrépodos, dependiendo de las interacciones y factores relacionados con:
el patdgeno (patogenicidad, virulencia, dispersion, germinacion de las conidias y
persistencia), el hospedero (susceptibilidad, densidad, distribucién y comportamiento) y
el medio ambiente (abidticos: temperatura, humedad, viento, lluvias y bidticos:
parasitos, depredadores, planta - huésped). Son considerados como los patégenos mas
promisorios contra insectos, ya que pueden infectarlos directamente a través de la
penetracion de la cuticula y poseen multiples mecanismos de accién que les confieren
una alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia. (Arias et al.,
2014)

Taxonomia: (Guitierrez, 2017)

Division: Mycota
Subdivision: Eumycotina
Clase: Deuteromycetes
Orden: Hyphomycetes
Género: Beauveria

Especie: bassiana
Morfologia

El género Beauveria, se caracteriza por presentar fialides con una parte basal dilatada
terminando en zigzag. Por las caracteristicas de los conidios se pueden distinguir dos

especies.



a) Conidios globosos o subglobosos: con 2-3 x 2-2,5 um, con conidiéforos formando
densos racimos: Beauveria bassiana.
b) Conidios elipsoides: con 2-3 x 1.5- 2,5 um, conidioforos escasos y raramente en

racimos: Beauveria brongniartii (Beauveria tenella). (Samson 2001)

Beauveria bassiana presenta un crecimiento lento, circular, llegando alcanzar 20 mm de
didmetro en 10 dias, para la colonia de B. bassiana en un rango de 0.6 a 2.3cm de
diametro. El aspecto de la colonia es lanoso y en forma de polvo debido a los
abundantes conidios, es de color blanco en un principio, tornandose amarillenta
posteriormente en la parte del centro, de textura blanda y superficie plana. Esta especie
posee hifas cenociticas, lisas, con células conidiégenas formando densos racimos
irregularmente agrupados, las fialides se encuentran hinchadas en la base que asemeja la
estructura de un frasco sub-globoso y se adelgazan hacia la parte que sostiene las
esporas llamado raquis en forma de zigzag. Los conidios de B. bassiana son hialinos,

lisos, de forma globosa a elipsoidal. (Garcia, Cappello, Lesher, & Molina, 2011)

2.4 Spodoptera frugiperda

Constituye la plaga mas importante del cultivo del maiz en el Peru y en diferentes paises
de la region Neotropical, las pérdidas que esta ocasiona son cuantiosas, pudiendo
reducir los rendimientos en 0,8 t/ha de maiz seco. Las larvas consumen principalmente
las hojas que indirectamente afectan el rendimiento del cultivo, reduciendo el érea
fotosintética de estas; el ataque a plantas pequefias, dafia o destruye el tejido
meristematico, ocasionando reduccién de la poblacién de plantas o modificacion de su
estructura. (Aliaga & Cruz, 2009)

Taxonomia: (Guitierrez, 2017)

Phylum: Anthropoda
Subphylum: Mandibulata
Clase: Insecta

Sub clase: Pterygota
Orden: Lepidoptera

Sub orden: Frenatae
Superfamilia: Noctuoidea

Familia: Noctuidae
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Tribu: Predeninii
Género: Spodoptera

Especie: S. frugiperda
Caracteristicas bioldgicas

Los adultos son polillas que miden aproximadamente 3.75 cm de extension alar. En el
macho son de color pardo claro, con marcas oscuras y lineas irregulares palidas en el
centro, mientras que las de la hembra son méas oscuras y grisaceas, con disefios menos
notorios. Los adultos presentan habitos nocturnos y tienen una longevidad que varia de
4 a 8 dias, dependiendo de las condiciones ambientales; las hembras durante su vida son
capaces de producir hasta 3,600 huevecillos. Los huevecillos son puestos en masas que
varian de 40, 150 y hasta 1500 huevos por masa, colocadas en el envés de las hojas,
cubiertas por escamas de la hembra. La incubacién varia de 2 a 10 dias, las larvas son
del tipo cruciforme, de color pardo amarillento a pardo oscuro; en sus regiones laterales
son blanquecinas y presentan lineas longitudinales laterales palidas y moteadas. Las
larvas neonatas viven en grupos al principio y se separan posteriormente, debido a sus
habitos canibales, quedando en forma general una larva por planta de maiz. Inicialmente
las larvas comienzan a alimentarse en el envés de las hojas, se dispersan y se dirigen al
cogollo de la planta de maiz. Las larvas pasan por seis estadios en un lapso que puede
durar de 2 a 3 semanas; transcurrido este tiempo se introducen en el suelo para pupar.
Las pupas son de tipo obtecta y miden cerca de 2 cm de largo; son de color pardo rojizo,
con el protérax méas oscuro, encontrandose normalmente enterradas en el suelo, donde
permanecen una semana aproximadamente y luego emergen como adultos; de esta

forma, se reanuda su ciclo.
Darios

Este insecto se alimenta de una gran diversidad de especies vegetales; en el Continente
Americano es considerada la plaga mas importante, pues ataca méas de 60 especies de
plantas, en diversas familias, vegetales y se le atribuye su polifagia a una carencia en la
especializaciéon de la alimentacion larvaria. Por lo tanto, la capacidad de la plaga de
hacer dafio depende, por una parte, de la densidad poblacional existente en el cultivo.

En la estimacion del dafio que causan los insectos a las plantas se debe considerar el tipo

de cultivo, variedades, densidad de plantas, habitos de crecimiento, base de desarrollo,
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condicion y permanencia en el campo. La parte de la planta afectada por la plaga
determina a veces la magnitud e importancia del dafio. Las larvas, que son la etapa mas
perjudicial, se alimentan del cogollo o verticilo de las plantas de maiz y sorgo en

desarrollo.

En el cultivo del maiz, el desarrollo fenoldgico de la planta tiene una fuerte influencia
sobre el ataque de las poblaciones S. frugiperda. Este insecto inicia su ataque cuando las
plantas tienen alrededor de 5 a 6 hojas libres y a medida que progresa la edad de la
planta, las poblaciones del insecto también progresan hasta alcanzar el punto de maxima

infestacion y este se presenta cuando la planta tiene 10 hojas libres. (Flores, 2000)

2.5 Cosmopolites sordidus

El picudo negro del platano, es la plaga principal en los cultivos de platano y banano. Al
igual que las musaceas, este insecto es originario del sureste de Asia, donde no
representa un problema critico debido a la presencia de controladores naturales. El
crecimiento de las poblaciones del picudo negro es lento, y su ataque puede interferir en
el establecimiento de parcelas y en el acortamiento de su vida util. (Biocontrol
Do&midore, 2012)

Taxonomia: (Genmar, 2016)

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera
Superfamilia: Curculionoidea
Familia: Dryophthoridae
Subfamilia: Rhynchophorinae
Tribu: Litosomini

Género: Cosmopolites

Especie: C. sordidus
Caracteristicas biologicas

En su forma adulta, es un pequefio escarabajo de color negro de 10 a 15 mm. de

longitud. Es comln encontrarlo entre las vainas foliares, en el suelo, en la base de la
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planta, o asociado con los residuos del cultivo. Es de actividad nocturna y muy sensible
a la desecacion. Rara vez vuelan, y se desplazan distancias cortas de menos de 25 m. En
substratos humedos, el picudo puede sobrevivir sin alimentarse durante varios meses.
En general, un adulto vive entre 1 a 4 afios. La hembra pone sus huevos
individualmente, en hoyos excavados con su pico, entre las vainas foliares y en la
superficie del rizoma. Los huevos son blancos y ovalados, y el ritmo de puesta se estima
en 1 huevo por semana. El desarrollo larvario comprende de 5 a 8 estadios de
desarrollo. Las larvas emergentes se alimentan dentro del rizoma, ocasionando lo dafios
mas importantes, pero también pueden atacar el tallo verdadero y, ocasionalmente, el
pseudotallo. La formacion de la pupa ocurre en células desnudas cerca de la superficie
de la planta hospedera, hasta la metamorfosis y emergencia de un nuevo adulto. La
velocidad de desarrollo depende de la temperatura, bajo condiciones tropicales el
periodo que le toma a un huevo convertirse en un picudo adulto es de 5-7 semanas. El
desarrollo de los huevos no ocurre con temperaturas inferiores a 12 °C. (Biocontrol
Do&midore, 2012)

Danfos:

Los picudos negros del banano son atraidos por los rizomas cortados, lo que convierte a
los retofios que se utilizan como material de plantacion especialmente susceptibles al
ataque. Se han registrado pérdidas de mas de 40% del cultivo debido al picudo negro

del banano.

Se informa que los ataques de los picudos negros interfieren con la iniciacion de las
raices, matan las raices existentes, limitan la absorcion de nutrientes, reducen el vigor de
las plantas, demoran la floracion y aumentan la susceptibilidad a plagas y enfermedades.
Las reducciones de rendimiento son causadas tanto por la pérdida de plantas (muerte de
las plantas, el rompimiento de los rizomas, volcamiento), como por el peso reducido de
los racimos. (Gold & Messiaen, 2000)
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I1l.  MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias biolégicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

(Lambayeque)

3.1. Poblacién y Muestra

La poblacion que se utilizé como objeto de estudio estuvo constituida por larvas del
I11 estadio y adultos de las especies Spodoptera Frugiperda y Cosmopolites sordidus.
La muestra estuvo conformada por; 10 larvas del estadio Ill de Spodoptera
frugiperda y 10 adultos de Cosmopolites sordidus.

También estuvo constituida por dos cepas de Beauveria. bassiana una nativa que
actu6 como control y una cepa irradiada con luz UVC por 12 horas (BI12H)
empleando cinco concentraciones para cada cepa: 3 x 107, 4 x 107, 5 x 10’, 6 x 10, 7
x 10’ conidias/ml. Con 3 repeticiones para cada concentracién. Lo cual nos da un
total de 600 ejemplares: 300 larvas del estadio Il de Spodoptera frugiperda y 300

adultos de Cosmopolites sordidus.

3.2. Materiales
3.2.1. Material bioldgico

e Cepa de Beauveria bassiana, aislado de muestras de insectos del distrito de
Incahuasi y mantenidas en el laboratorio de Microbiologia. Facultad de Ciencias
bioldgicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo — Lambayeque. (Figura 1),
(Anexo 4.)

e Posturas de Spodoptera frugiperda obtenidos de cultivos de maiz del distrito de
Reque. (Figura 2).

e Adultos de Cosmopolites sordidus obtenidos del tronco maduro del banano en el

distrito de Olmos. (Figura 3).

3.2.2. Material de Laboratorio y Reactivos.

¢ Reactivos y Medios de Cultivo
o Agar Sabouraud
o Caldo Sabouraud
o Solucion al 0.1% de Twin 80

o Colorante Azul de Lactofenol
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o

Solucién Salina Fisiologica

e Material de Vidrio

o

©)

Matraces de 250 — 500 ml
Placas de Petri

Tubos de 150x15
Laminas portaobjetos
Laminillas de 22x22
Espatula drigalsky

Asa micoldgica
Mechero de Bunsen
Cinta Scotch
Camara fotogréfica

Tapers de plastico
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Figura 2. Posturas de Spodoptera frugiperda en hojas de maiz.

16



Figura 3 Adultos de Cosmopolites sordidus en tronco maduro del Banano.
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3.3 Metodologia

3.3.1 Irradiacion de la cepa Beauveria bassiana (método de Valdés, 2011 modificado)

e La cepa de Beauveria bassiana que se mantuvieron en tubos con medio de Agar
Sabouraod, se le agreg6 solucion salina, agitdndolo suavemente hasta que las
esporas se soltaran a la solucién, luego se vertié en otro tubo de ensayo estéril,
llevandolo a la Escala Mc Farland, gradudndolo hasta que la solucién tuvo una
concentracion de 1.5 x 108 esporas/ml. Se tom6 1ml de éste inéculo y se colocd en
el centro de la Placa de Petri con medio A.S., con ayuda de la espatula Drigalsky se
hizo la diseminacion del inoculo en la placa de Petri, finalmente se expuso la placa
recién inoculada a la camara de UV-C durante un tiempo de 12h. Pasado el tiempo
indicado se retird la placa de Petri de la camara de UV-C, se incubd a 23 °C

durante una semana.

e Después de los 4 dias de incubacion se observé la formacion de colonias pequefias
de color blanco y aspecto algodonoso, la parte posterior presentaba una coloracion

amarilla.

e Luego se realiz una observacion en fresco, usando azul de algoddn para describir
las caracteristicas morfoldgicas de la cepa. (Figura 4,5y 6).

(Fuente: Proyecto realizado por Elias Agapito Yajaira, Paico Marin Stell, Tocas
Ordemar Alonso de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo)
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Figura 4. Irradiacion de luz UV-C 254nm de Beauveria bassiana. A. Diseminacion del
inoculo en placa de Petri. B. Exposicién de las placas preparadas a luz UV-C. C.

Rotulacion de la cepa irradiada.
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Figura 5. Descripcién microscopica de las cepas. 1. Beauveria bassiana Nativa (a)
Hifas gruesas, (b) Conidiéforo, (c) Esporas. 2. Beauveria bassiana 12h (a) Hifas

delgadas, (b) Fialide, (c) Esporas reducidas.
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Figura 6. Replicacion de las cepas en placas y tubos de ensayo.
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3.3.2 Preparacion del Inéculo

e A los cultivos de Beauveria bassiana nativa y Beauveria bassiana 12 h UVC
(BI112H) de 15 dias de incubacion se les agregd solucion salina mas 0.1% de
Tween 80, se agitaron vigorosamente los frascos para desprender las esporas y
se dejo reposar un dia, luego se filtrd en un matraz estéril; asi se prosiguié con

los demas frascos preparados.

e Se hizo el conteo de esporas utilizando una cdmara de Newbauer, para lo cual se
coloco 10 pl en la camara y se realizo el conteo en el area que corresponde al
conteo de glébulos rojos con objetivo de 40x del microscopio CARL ZEISS,

hasta obtener el recuento de esporas (solucion madre).

e Con la soluciobn madre obtenida se prepararon las concentraciones a
experimentar: 3x 107, 4 x 107, 5 x 10’, 6 x 107, 7 x 10" usando la formula de las
concentraciones C;V1=C,V, hasta llegar a las diluciones propuestas usando

como solvente a la solucion salina mas 0.1% de Tween 80. (Figura 7)
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Figura 7. Preparacion de los indculos. A. Solucién salina mas 0.1% de Tween 80 +
cepas. B. Filtrado de la solucién. C. Conteo en camara de Newbauer. D. Preparacion de
las concentraciones.
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3.3.3 Obtencion y Mantenimiento de Plagas

e Spodoptera frugiperda
o Se recolectd las especies en campos de cultivo de maiz en la ciudad de Reque,
centro poblado de “Monte Grande”, con ayuda de frascos de plastico para su
transporte a laboratorio, en donde se procedié a colocarlos en recipientes de
plasticos para su mantenimiento.
o Para su alimentacién se utiliz6 hojas de higuerilla hasta obtener el estadio de
las larvas requeridas en el ensayo.
e Cosmopolites sordidus
o Se recolectd las especies en campos de cultivo de banano en el distrito de
Olmos, caserio “El Imperial”, con ayuda de frascos de plastico para su
transporte a laboratorio, en donde se procedié a colocarlos en recipientes de
plasticos para su mantenimiento.
o Para su alimentacion se utilizo troncos de bananos maduros hasta la semana del

enfrentamiento

3.3.4 Enfrentamiento

e Cosmopolites sordidus:

Con la obtencion del indculo en las concentraciones establecidas se prepar6 un
total de 60ml; para la experimentacion, consisti6 de 3 repeticiones por
concentracion, la cual por repeticion se utiliz 1 taper de plastico, agregando 5
ml de la concentracion cada 3 dias durante 2 semanas; por cada taper de plastico
se coloco 10 adultos de C. sordidus. Asi mismo cada taper tuvo su alimento,

simulando su actividad natural.
e Spodoptera frugiperda:

Se prepar6 los indculos en las concentraciones establecidas la cantidad de 30ml;
la experimentacion consistio de 3 repeticiones por concentracion, la cual por
repeticion se utilizé 10 placas de Petri con su respectivo medio de cultivo,
agregando 1 ml de la concentracién; por cada placa se colocd 1 larva del estadio

I11 de S. frugiperda.
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Figura 8. Enfrentamiento del entomopatdgeno frente a las plagas. A. C. sordidus B. S.
frugiperda.
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3.3.5 Disefio experimental

El disefio experimental presentd cinco tratamientos que fueron las diferentes
concentraciones del hongo entomopatdgeno para la cepa experimental irradiada a UVC
(B112H) sobre los adultos de C. sordidus y las larvas del 111 estadio de S. frugiperda que
son las concentraciones 3x 107, 4 x 107, 5 x 10", 6 x 10’, 7 x 10’ conidias/ml y cada una
contd con 3 repeticiones, el disefio también present6é un grupo control con la cepa de B.
bassiana nativa la cual también se trabajé con las mismas concentraciones propuestas y

contaron con 3 repeticiones sobre las mismas plagas presentadas.

Tablal Resumen del disefio experimental sobre los tratamientos de B. bassiana

Concentraciones  Control (nativa) Cepa (BI12H)

Grupo

1 Beauveria bassiana 3 3
3x10’ conidias/ml

2 Beauveria bassiana 3 3
4x10 conidias/ml

3 Beauveria bassiana 3 3
5x10 conidias/ml

4 Beauveria bassiana 3 3
6x10” conidias/ml

5 Beauveria bassiana 3 3

7x10’ conidias/ml

3.3.6 Analisis de Datos:

Los datos recolectados fueron organizados en una hoja de célculo, se obtuvo las
medidas de tendencia central y de dispersion por grupo experimental y se compar6 con
prueba de ANOVA factorial de 2 factores (Concentracion, plagas muertas infectadas)
con arreglo (5x2x2x10x3) donde cinco es el nimero de concentraciones de la solucion
de B. bassiana (3x 10’, 4 x 107, 5 x 10’, 6 x 10", 7 x 10" conidias/ml), dos es el nimero
de cepas utilizadas (Control nativa y BI12H), dos es el nimero de especies plagas
trabajadas, 10 es la unidad muestral y tres es el nimero de repeticiones, lo que nos da un

total de 600 unidades muestrales en Excel.

26



Toda la informacion procesada fue presentada en tablas y graficos respectivos. Este
analisis se complementé con la prueba discriminatoria de Tukey a 0,05 nivel de
significancia, con la finalidad de determinar las diferencias entre cada uno de los
efectos. Asi mismo, para determinar la concentracién minima efectiva, para cada estadio

de cada especie, se utilizd la Prueba de PROBIT, a un nivel de significancia del 5%.

El procesamiento estadistico se realiz6 con ayuda del software: Statistica version 12.5 y
Excel 2016.
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Figura 9. Disefio experimental para Establecer la efectividad del entomopatégeno

Beauveria bassiana expuesta a radiacion UV-C sobre adultos de Cosmopolites sordidus

y larvas del 111 estadio de Spodoptera frugiperda.
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IV. RESULTADOS

El objetivo de éste trabajo de investigacion fue establecer la efectividad de la cepa
Beauveria bassiana irradiada con UV-C para el control de adultos de Cosmopolites
sordidus y larvas del 11l estadio de Spodoptera frugiperda, la misma que se evidencio
por la cantidad de insectos muertos infectados y determinando la concentracion minima
efectiva del entomopatdgeno, los resultados se muestran a continuacion en tablas y

gréaficos con su correspondiente interpretacion. (Figuras 10 — 14)

4.1 DOSIS LETAL MEDIA (DL50) de las cepas del entomopatogeno B. bassiana

para el control de adultos de Cosmopolites sordidus

Se determind la dosis letal media para demostrar el cumplimiento de los objetivos
planteados en este trabajo de investigacion, donde se analizaron los promedios
obtenidos en la Tabla 2 en la que se describio la DL50 y DL90 para cada una de las
cepas: Nativa y (BI12H) donde se observd que la DL50 para la cepa Nativa ocurrid
durante la segunda semana de exposicion de los adultos Cosmopolites sordidus,
mientras que para la cepa irradiada (BI12H) la DL50 se observo en la primera semana

de exposicion.

La DL90 para la cepa nativa se evidencio en la cuarta semana, mientras que para la cepa
irradiada ocurrié en la tercera semana. Demostrando asi la efectividad de las cepas y

una mejor actividad entomopatogena de la cepa experimental BI12H.

También se estimo la tasa de mortalidad en porcentajes del 50% y 90%, lo que afianzé

los resultados.
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Tabla 2 Determinacion de la DL50 y DL90 de las cepas Nativa 'y BI12H para C.
sordidus

CEPA SEMANA PROMEDIO (Ml) %

Nativa 2 5 50
4 9 90
BI12H 1 4.7 50
3 8.7 90

MI = Muertos infectados

4.1.1 Prueba PROBIT para determinar la concentracion minima efectiva del
entomopatdgeno B. bassiana para el control de adultos de Cosmopolites sordidus

Al haberse utilizado las concentraciones propuestas 3x 107, 4 x 10, 5 x 10’, 6 x 10°, 7 x
107 conidias/ml se calculé en la prueba de regresion la concentracién minima que hizo
efecto en el control de adultos de la plaga C. sordidus para la cepa Nativa recayendo en
la LD50 como se aprecia en la (tabla 3 y Gréfico 1) para la concentracién menor 3x 10’
conidias/ml trabajada; que nos indicd ya una actividad entomopatogena alta, siendo de

igual manera la concentracion minima efectiva para el control de la plaga.

Tabla 3 Prueba de regresion para determinar la concentracion minima efectiva del

entomopatogeno B. bassiana para el control de adultos de C. sordidus para la cepa

Nativa.
Estadisticos de Regresion
LD50 3.0091 LD50 Error Estandar 0.7405
LD50 LCL 2.2686 LD50 UCL 4.4975
Log10[LD50] 0.5665 Error Estandar 0.0867
Beta 1.1916 Intercepto 4.3249
Beta Error Estandar 0.3971
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Las concentraciones propuestas 3x 10’, 4 x 10’, 5 x 107, 6 x 10", 7 x 10" conidias/ml que
se calculd en la prueba de regresion, la concentracion minima que hizo efecto en el
control de adultos de la plaga C. sordidus para la cepa experimental BI12H recayo en la
LD50 como se aprecia en la (tabla 4 y Gréafico 2) para la concentracién menor 3x 10’
conidias/ml empleada; que presentd ya una actividad entomopatdégena muy potente,

siendo la concentracién minima efectiva para el control de la plaga.

Tabla 4 Prueba de regresidon para determinar la concentracion minima efectiva del
entomopatogeno B. bassiana para el control de adultos de C. sordidus para la cepa
BI12H.

Estadisticos de Regresion

LD50 3.6857 LD50 Error Estandar 0.3329
LD50 LCL 2.0568 LDS50 UCL 3.4973
Log10[LD50] 0.4784  Error Estandar 0.0480
Beta 2.2452  Intercepto 3.9258
Beta Error Estandar 0.4144
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Grafico 1. Prueba de regresion para determinar la concentracion minima efectiva del
entomopatégeno B. bassiana para el control de adultos de C. sordidus para la cepa
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Gréfico 2. Prueba de regresion para determinar la concentracion minima efectiva del
entomopatégeno B. bassiana para el control de adultos de C. sordidus para la cepa
BI12H.
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4.2 Analisis estadistico

4.2.1. Promedio de muertos infectados de adultos Cosmopolites sordidus.

Los valores obtenidos demostraron que todos los individuos de C. sordidus en estudio
fueron atacados por el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana encontrandose
algunas diferencias en la accion de las cepas, debido a que fueron enfrentados a

diferentes concentraciones de la solucion.

Se obtuvieron los promedios de mortalidad para C. sordidus, de tal modo que para la
cepa nativa de B. bassiana, se observé que en la menor concentracion (3x10’
conidias/ml) alcanz6 un promedio de 3 muertos infectados (M) y para la concentracion
mayor (7x10’ conidias/ml) llegé a un promedio de 4 muertos infectados en la primera
semana; aumentando en las siguientes tres semanas los promedios de muertos
infectados, siendo para la menor concentracién (3x10 conidias/ml) un promedio de 7
MI y para la mayor concentracién (7x10’ conidias/ml) en un promedio alcanzado de 9
durante la cuarta semana, lo que nos indica que conforme va aumentando las semanas

de exposicion al entomopatdgeno, asciende los promedios de muertos infectados.

La cepa (BI12H) de B. bassiana, la menor concentracién (3x10’ conidias/ml) obtuvo un
promedio de 3 MI en la primera semana y la concentracién mayor (7x10’ conidias/ml)
obtuvo un promedio de 7 Ml en la misma semana, incrementando en las siguientes tres
semanas los promedios de muertos infectados, siendo en la dltima para la menor
concentracion (3x10’ conidias/ml) un promedio de 7 Ml y para la mayor concentracion
(7x10" conidias/ml) un promedio alcanzado de 10 MI, indicandonos que conforme va
pasando las semanas de exposicion al entomopatdgeno, incrementa los promedios de
muertos infectados. Observandose una mejor actividad en la cepa (BI12H) de B.
bassiana. Se observa en el Anexo 6. el promedio de adultos muertos infectados de
Cosmopolites sordidus por la accién toxica de Beauveria bassiana durante un periodo
de 4 semanas obteniéndose en la Gltima semana una mortalidad del 90% de los insectos
para la concentracion (7x10” conidias/ml). Y en el Anexo 7. se observa el promedio de
adultos muertos infectados de Cosmopolites sordidus por la accion toxica de Beauveria
bassiana durante un periodo de 4 semanas observandose en ésta Ultima una mortalidad
del 100% de los insectos para la concentracién (6x10°), lo cual nos demuestra que los

efectos de la irradiacion UVC han incrementado el poder de toxicidad de la cepa.
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4.2.2. Analisis estadistico de Cosmopolites sordidus.

Al realizar el andlisis de varianza de la actividad entomopatdgena de Beauveria
bassiana frente a Cosmopolites sordidus a diferentes concentraciones de las dos cepas
utilizadas, se observO que las variables semana, cepa, concentracion y
cepa*concentracion presentan diferencias estadisticas significativas, donde se rechaza la
hipétesis (Tabla 5). De tal modo que los resultados nos muestran que las variables
mencionadas influyen significativamente en la efectividad de B. bassiana frente a las

plagas de C. sordidus.
HIPOTESIS:

Ho: No existe diferencias significativas entre la semana de tratamiento.

Ho: No existe diferencias significativas en las cepas Nativa y (BI12H)

Ho: No existe diferencias significativas entre las concentraciones empleadas
Ho: No existe diferencias significativas entre semana y cepa

Ho: No existe diferencia significativa entre semana y concentracion

Ho: No existe diferencia significativa entre cepa y concentracion

Ho: No existe diferencia significativa entre semana, cepa y concentracion

Tabla5 Analisis de varianza de los promedios de mortalidad de Cosmopolites sordidus
por la accidn toxica de las cepas Nativa y (BI12H).

Efecto SC GL CM F Decision
Semana 254.958 3 84.986 178.918  Rechazar Hy
Cepa 39.675 1 39.675 83.526  Rechazar Ho
CcC 84.883 4 21.221 44675  Rechazar Ho
semana*Cepa 3.492 3 1.164 2.450 Aceptar Hy
semana*CC 3.583 12 0.299 0.629 Aceptar Ho
Cepa*CC 5.783 4 1.446 3.044 Rechazar Hy
semana*Cepa*CC 3.217 12 0.268 0.564 Aceptar Ho

Error 38.000 80 0.475

SC = Suma de Cuadrados GL = Grados de Libertad CM = Cuadrado Medio
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VARIABLE: SEMANAS

La prueba de significacion de Tukey (0.05) a los promedios de mortalidad de la plaga
tratada segun el tiempo de accion en semanas se puede apreciar que la mayor mortalidad
se observo en la cuarta semana y una diferencia en la tercera semana, mientras que en
los primeras dos semanas no se observa una diferencia significativa de la actividad del

entomopatogeno.

De tal manera se pudo afirmar que a medida aumenta el tiempo de accion del
entomopatogeno mayor es la mortalidad de la plaga C. sordidus.

Tabla 6 Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad segln

el tiempo de exposicion del entomopatdgeno expresado en semanas.

SEMANA PROMEDIO SIGNIFICANCIA (a = 0,05)

1 4.4 a

2 5.3 a

3 6.5 b

4 8.3 c

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa
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Gréfico 3. Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun el tiempo de exposicion del entomopatdgeno expresado en semanas.
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VARIABLE: CEPA

Al realizar la prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad
de la plaga trabajada segun las cepas utilizadas se puede observar que la cepa irradiada

tiene una mejor actividad entomopatdgena que la cepa nativa.

Tabla 7 Prueba de significancia Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad segun el
tipo de cepa.

CEPA PROMEDIO  SIGNIFICANCIA (a=0,05)

Nativa 5.5 a

BI12H 6.7 b

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa
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Grafico 4. Prueba de significancia Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad segun

el tipo de cepa.
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VARIABLE: CONCENTRACION

La prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad de la plaga
tratada segun las concentraciones empleadas nos demuestran que a medida que

incrementan las concentraciones, la actividad entomopatogena de las cepas aumenta.

Tabla 8 Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad segun

las concentraciones de B. bassiana aplicadas en los tratamientos.

CcC PROMEDIO SIGNIFICANCIA (a = 0,05)
3 4.8 a
4 5.8 b
S) 6.0 b
6 6.7 c
7 7.3 C

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa
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Grafico 5. Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun las concentraciones de B. bassiana aplicadas en los tratamientos.
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VARIABLE: CEPA* CONCENTRACION

La prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad de la plaga
tratada segun la cepa y concentracion empleadas se observé que las concentraciones
4x10" y 5x10 de la cepa Nativa no presentaron diferencia significativa lo que nos
indica que tienen una actividad entomopatégena similar, del mismo modo se pudo
observar para las concentraciones 6x10” y 7x10 de la cepa Nativa. Se demostrd
diferencias significativas en las concentraciones de la cepa BI12H con respecto a las
mismas concentraciones de la cepa Nativa utilizada como control, lo que nos indica que
tienen una mayor actividad entomopat6gena.

De tal modo se reafirmé que a medida que aumenta la concentracion, incrementa el
promedio de muertos infectados de las plagas C. sordidus para cada una de las cepas;
evidenciandose mayor diferencia significativa entre las concentraciones de la cepa

BI12H y la cual demostré mejor actividad entomopatdgena.

Tabla 9 Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad segun

las cepas*concentraciones de B. bassiana aplicadas en los tratamientos para C. sordidus

CEPA CC PROMEDIO SIGNIFICANCIA (a = 0,05)

Nativa 4.6 a

5.3 b

5.3 b

6

6.4 c d

5.1 e

6.2 f
6.6 g
7.4

8.2

BI12H

~NOo 0ok, W N Ol W

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa
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Grafico 6. Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun las cepas*concentraciones de B. bassiana aplicadas en los tratamientos para C.

sordidus
CEPA*CC; LS Means
Current effect: F(4, 80)=3.0439, p=.02174
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Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Beauveria bassiana nativa

Figura 10. Insectos infectados de C. sordidus a diferentes concentraciones de la cepa B.

bassiana nativa.
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Beauveria bassiana 12H (BI12H)

Figura 11. Insectos infectados de C. sordidus a diferentes concentraciones de la cepa B.
bassiana 12H
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4.3 DOSIS LETAL MEDIA (DL50) de las cepas del entomopatogeno B. bassiana

para el control de larvas del 111 estadio de Spodoptera frugiperda.

Se determind la dosis letal media, donde se analizaron los promedios obtenidos en la
Tabla 10 en la que se describié la DL50 y DL90 para cada una de las cepas: Nativa y
(BI12H) en la que se observé que la DL50 para la cepa Nativa y cepa irradiada (BI112H)
ocurrio en el dia tres de evaluacion de larvas del 111 estadio de Spodoptera frugiperda.

La DL90 para la cepa nativa se evidencio en el dia doce, mientras que para la cepa
irradiada ocurrid en el dia nueve de evaluacién. Demostrando asi la efectividad de las

cepas y una mejor actividad entomopatogena de la cepa experimental BI12H.

También se estimo la tasa de mortalidad en porcentajes del 50% y 90%, llegando en el

dia 12 al 100% de mortalidad reforzando los resultados.

Tabla 10 Determinacion de la DL50 y DL90 de las cepas Nativa y BI12H de S.
frugiperda.

TIPO DIAS PROMEDIO(MI) %
Nativa 3 5 50
12 9 90
BI12H 3 5 50
9 9.3 90
12 9.6 100

MI = Muertos infectados
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4.3.1 Prueba PROBIT para determinar la concentracion minima efectiva del
entomopatdgeno B. bassiana para el control de larvas del 11l estadio de S.

frugiperda.

Al haberse utilizado las concentraciones propuestas 3x 10’, 4 x 107, 5 x 10, 6 x 10’, 7 x
10’ conidias/ml se calculd en la prueba de regresion la concentracién minima que hizo
efecto en el control de larvas del Il estadio de la plaga S. frugiperda para la cepa
Nativa recayendo en la LD50 como se aprecia en la (Tabla 11 y Grafico 7) para la
concentracion menor 3x 10" conidias/ml trabajada; que nos indicé ya una actividad
entomopatogena alta, siendo de igual manera la concentracién minima efectiva para el

control de la plaga.

Tabla 11 Prueba de regresion para determinar la concentracion minima efectiva del
entomopatogeno B. bassiana para el control de larvas del Il estadio de S. frugiperda

para la cepa Nativa.

Estadisticos de Regresion

LD50 3.9326 LD50 Error Estandar 0.2652
LD50 LCL 3.3593 LDS50 UCL 4.3749
Log10[LD50] 0.5947  Error Estandar 0.0293
Beta 2.2974  Intercepto 3.6338
Beta Error Estandar 0.4055
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Las concentraciones propuestas 3x 10’, 4 x 10’, 5 x 107, 6 x 10", 7 x 10" conidias/ml que
se calculd en la prueba de regresion, la concentracion minima que hizo efecto en el
control de larvas del 11l estadio de la plaga S. frugiperda para la cepa experimental
BI12H recaydé en la LD50 como se aprecia en la (Tabla 12 y Grafico 8 ) para la
concentracién menor 3x 10’ conidias/ml empleada; que presenté ya una actividad
entomopatogena muy potente, siendo la concentracion minima efectiva para el control

de la plaga.

Tabla 12 Prueba de regresion para determinar la concentracion minima efectiva del
entomopatogeno B. bassiana para el control de larvas del 11l estadio de S. frugiperda

para la cepa BI12H.

Estadisticos de Regresion

LD50 3.1308 LD50 Error Estandar 0.3383
LD50 LCL 2.3753 LD50 UCL 3.6251
Log10[LD50] 0.4956  Error Estandar 0.0468
Beta 2.1654  Intercepto 3.9267
Beta Error Estandar 0.4110
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Grafico 7. Prueba de regresion para determinar la concentracion minima efectiva del

entomopatogeno B. bassiana para el control de larvas del Il estadio de S. frugiperda
para la cepa Nativa.
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Grafico 8. Prueba de regresion para determinar la concentracién minima efectiva del

entomopatogeno B. bassiana para el control de larvas del 11l estadio de S. frugiperda
para la cepa BI12H.
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4.4 Analisis estadistico

4.4.1. Promedio de muertos infectados de larvas del 111 estadio de S. frugiperda.

Los valores obtenidos demostraron que todos los individuos de S. frugiperda en estudio
fueron atacados por el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana encontrandose
algunas diferencias en la accion de las cepas, debido a que fueron enfrentados a

diferentes concentraciones de la solucion.

Se obtuvieron los promedios de mortalidad para S. frugiperda, de tal modo que para la
cepa nativa de B. bassiana, se observé que en la menor concentracion (3x10’
conidias/ml) alcanz6 un promedio de 3 muertos infectados (MI) y para la concentracion
mayor (7x10” conidias/ml) llegé a un promedio de 6 muertos infectados en el dfa 3;
aumentando en los siguientes 6, 9 y 12 dias los promedios de muertos infectados, siendo
para la menor concentracion (3x10” conidias/ml) un promedio de 6 M1 y para la mayor
concentracion (7x10" conidias/ml) en un promedio alcanzado de 9 durante el dia 12, lo
que nos indica que conforme va aumentando los dias de exposicion al entomopatogeno,

asciende los promedios de muertos infectados.

La cepa (BI12H) de B. bassiana, la menor concentracién (3x10’ conidias/ml) obtuvo un
promedio de 3 Ml en el dia 3 y la concentracién mayor (7x10" conidias/ml) obtuvo un
promedio de 6 MI en el mismo dia, incrementando en los siguientes 6, 9 y 12 dias los
promedios de muertos infectados, siendo en el Gltimo dia para la menor concentracion
(3x10" conidias/ml) un promedio de 7 MI y para la mayor concentracién (7x10’
conidias/ml) un promedio alcanzado de 10 MlI, indicandonos que conforme va pasando
las semanas de exposicion al entomopatdgeno, incrementa los promedios de muertos
infectados. Comparando la actividad inicial de ambas cepas se mostr6é similitud en la
mortalidad de las plagas trabajadas y distinguiéndose posteriormente en los resultados
de los demas dias evaluados. Observandose una mejor actividad en la cepa (BI12H) de
B. bassiana. Se observa en el Anexo 10 el promedio de larvas del 11l estadio muertos
infectados de S. frugiperda por la accion toxica de Beauveria bassiana durante un
periodo de 4 dias observandose en el dia 12 una mortalidad del 90% de los insectos para
la concentracion (7x10” conidias/ml). Y en el Anexo 11 se observa el promedio de
larvas del Il estadio muertos infectados de S. frugiperda por la accion tdxica de
Beauveria bassiana durante un periodo de 4 dias observandose en ésta Ultima una

mortalidad del 100% de los insectos para la concentracion (6x10°), lo cual nos
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demuestra que los efectos de la irradiacion UVC han incrementado el poder de
toxicidad de la cepa.

4.4.2. Analisis estadistico de Spodoptera frugiperda.

Al realizar el andlisis de varianza de la actividad entomopatdégena de Beauveria
bassiana frente a Spodoptera frugiperda a diferentes concentraciones de las dos cepas
utilizadas, se observo que las variables dias, cepa, concentracion y dias*cepa presentan
diferencias estadisticas significativas, donde se rechaza la hipotesis (Tabla 13). De tal
modo que los resultados nos muestran que las variables mencionadas influyen

significativamente en la efectividad de B. bassiana frente a las plagas de S. frugiperda.
HIPOTESIS:

Ho: No existe diferencias significativas entre los dias de tratamiento.

Ho: No existe diferencias significativas en las cepas Nativa y (BI12H)

Ho: No existe diferencias significativas entre las concentraciones empleadas
Ho: No existe diferencias significativas entre dias y cepa

Ho: No existe diferencia significativa entre dias y concentracion

Ho: No existe diferencia significativa entre cepa y concentracion

Ho: No existe diferencia significativa entre dias, cepa y concentracion

Tabla 13 Andlisis de varianza de los promedios de mortalidad de Spodoptera
frugiperda por la accion toxica de las cepas Nativa y (BI12H).

Efecto SC GL CM F Decision
Dias 228.225 3 76.075 217.36 Rechazar Hy
Cepa 15.408 1 15.408 44.02 Rechazar Hy
Cc 148.383 4 37.096 105.99 Rechazar Ho
dias*Cepa 3.425 3 1.142 3.26 Rechazar Hg
dias*cc 4.817 12 0.401 1.15 Aceptar Hy
Cepa*cc 0.55 4 0.137 0.39 Aceptar Hp
dias*Cepa*cc 4,783 12 0.399 1.14 Aceptar Hyp
Error 28 80 0.35

SC = Suma de Cuadrados GL = Grados de Libertad CM = Cuadrado Medio
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VARIABLE: DIAS

La prueba de significacion de Tukey (0.05) a los promedios de mortalidad de la plaga
tratada segun el tiempo de accion en dias se puede apreciar que la mayor mortalidad se
observo en el dia 12 y una diferencia en el dia 9, mientras que en los dias 3 y 6 no se

observa una diferencia significativa de la actividad del entomopat6égeno.

De tal manera se pudo afirmar que a medida aumenta el tiempo de accién del

entomopatogeno mayor es la mortalidad de la plaga S. frugiperda.

Tabla 14 Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun el tiempo de exposicion del entomopatdgeno expresado en dias.

DIAS PROMEDIO SIGNIFICANCIA (a = 0,05)
g 4.3 a
6 5.3 a
9 6.8 b
12 7.9 c

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa
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Grafico 9. Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun el tiempo de exposicion del entomopatégeno expresado en dias.
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VARIABLE: CEPA

Al realizar la prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad
de la plaga trabajada segun las cepas utilizadas se puede observar que la cepa irradiada

tiene una mejor actividad entomopatdgena que la cepa nativa.

Tabla 15 Prueba de significancia Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad segun el

tipo de cepa.
CEPA PROMEDIO SIGNIFICANCIA (a = 0,05)
Nativa 5.8 a
12hUVC 6.5 b

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa

53



Grafico 10. Prueba de significancia Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad segun

el tipo de cepa.
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VARIABLE: CONCENTRACION

La prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad de la plaga
estudiada segun las concentraciones empleadas presentd una diferencia significativa que
nos demostraron que a medida incrementan las concentraciones, la actividad

entomopatogena de las cepas aumenta.

Tabla 16 Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun las concentraciones de B. bassiana aplicadas en los tratamientos.

CC PROMEDIO SIGNIFICANCIA (a = 0,05)
3 4.6 a
4 5.2 a b
3) 6.1 b
6 7.0 C
7 7.6 C

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa
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Grafico 11. Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun las concentraciones de B. bassiana aplicadas en los tratamientos.
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VARIABLE: DIAS*CEPA
Por medio de la prueba de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad de la plaga

estudiada segln la cepa y concentracion empleadas se demostrd estadisticamente que
para cada cepas utilizadas Nativa y BI12H existi¢ diferencias significativas con respecto
al tiempo en dias empleado en el presente trabajo, lo cual nos permitio reafirmar una
regla directamente proporcional donde al aumentar el tiempo de accion de las cepas
entomopatogenas, incrementd el promedio de muertos infectados para la plaga

Spodoptera frugiperda.

Tabla 17 Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad
segun las cepas de B. bassiana y dias de evaluacion para la plaga S. frugiperda.

CEPA DIAS PROMEDIO SIGNIFICANCIA (a. = 0,05)
Nativa 3 4.1 a

6 5.1 b

9 6.4 c

12 7.3 d
BI12H 3 4.5 e

6 5.5 f

9 7.3 g

12 8.5 h

Letras iguales = No existe diferencia significativa

Letras diferentes = Existe diferencia significativa

57



Gréfico 12. Prueba de significancia de Tukey (0.05) de los promedios de mortalidad

segun las cepas de B. bassiana y dias de evaluacion para la plaga S. frugiperda.
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Beauveria bassiana nativa

Figura 12. Insectos infectados de S. frugiperda a diferentes concentraciones de la cepa
B. bassiana nativa.
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Beauveria bassiana 12H (BI12H)

Figura 13. Insectos infectados de S. frugiperda a diferentes concentraciones de a cepa
B. bassiana 12H

Figura 14. Vista posterior de la placa, insectos recubiertos por la cepa BI12H
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V. DISCUSION

En la presente investigacion se evaluaron dos cepas de Beauveria bassiana, una cepa
nativa y otra irradiada con Luz ultravioleta UVC con longitud de 254 nm frente a dos
plagas que afectan a cultivos de banano (Cosmopolites sordidus) y de maiz (Spodoptera

frugiperda).

El trabajo se realiz6 utilizando insectos adultos de C. sordidus y del Il estadio de las
larvas de S. frugiperda; las cepas de B. bassiana fueron aisladas de insectos del distrito
de Incahuasi y mantenidas en el laboratorio con Agar Sabouroad; un subcultivo de ésta
cepa fue irradiada con luz ultravioleta durante 12H para ser utilizada en la presente

investigacion.

El trabajo experimental se llevo a cabo en el laboratorio de Microbiologia durante los

Mmeses mayo a octubre.

Se trabajaron 5 concentraciones que van desde 3x10” a 7x 10’ conidias/ml para cada una
de las cepas, siendo la concentracién de 5x10° de la cepa Nativa que mat6 al 50 % de
individuos de C. sordidus en la segunda semana de evaluacion (DL50) y la
concentracion de 7x 10" que maté al 90% (DL90) en la cuarta semana de haber
infectado al insecto. Para la cepa (BI12H) la DL50 se observo en la concentracién de
4x107 en el lapso de una semana y la DL90 estuvo en la concentracion de 7x 10 en un
tiempo de 3 semanas. Nuestros resultados coinciden con los de Bastidas et al. (2009)
Quien determind que concentraciones de 10* a 10® conidias/ml presentaron una

mortalidad del 97 y 98% sobre la Broca en un tiempo de 4,4 y 4,7 dias.

Brenes y Carballo (2009) demostraron la virulencia de B. bassiana a una concentracion
de 1x10° conidias/ml con una mortandad del 72,5 al 100% sobre el picudo negro, asi
mismo menciona que la cepa A-4 a una concentracion de 4x10° conidias/ml dieron una

mortandad del 97.5% a los 21 dias después de inoculado los insectos.

La dosis letal 50 para la cepa nativa sobre S. frugiperda estuvo en 6x10’ conidias/ml
observado en un tiempo de 3 dias y de la DL90 fue a una concentracién de 7x10’
conidias/ml en un tiempo de 12 dias de exposicion. Para la cepa de (BI12H) fue de
6x10" conidias/ml al tercer dia después de la exposicién y la DL90 fue de 7x10’
conidias/ml fue en un tiempo de 9 dias después de la exposicion. Nuestros resultados no

concuerdan con los de Aliaga et al. (2009) Quién determiné la DL50 en 1.90x10%
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conidias/gr. y el valor del DL90 fue del 2.30x10°" conidias/gr. frente al estadio | de S.
frugiperda; para el estadio 11 el valor del DL50 fue de 7.9x10% conidias/gr el valor del
DL90 fue de 9.10x10% conidias/gr sin embargo para el estadio 111 no encontré letalidad

con B. bassiana.

Al evaluar las variables en estudio a través del andlisis de varianza observamos que
existen diferencias significativas entre el tiempo de exposicion, el tipo de cepa y las
concentraciones empleadas tanto para C. sordidus como para S. frugiperda. (Tabla 12 y
Tabla 17). La diferencia observada en el tiempo de exposicion entre ambas plagas se
debe a la estructura misma del insecto ya que C. sordidus se trabajé con individuos
adultos cuya estructura corporal esta basicamente por quitina, mientras que las larvas de
S. frugiperda presenta un tejido blando que favorece una mayor colonizacion del hongo
en menor tiempo. (Flores, 2000) éstos resultados se corroboran con la prueba de
significancia de TUKEY en donde el tiempo promedio de infeccion se aprecia entre el
3er y 4ta semanas para C. sordidus (Tabla 13 y Gréfico 5) mientras que para S.
frugiperda estuvo entre 9 a 12 dias. (Tabla 18 y Gréafico 9)

En cuanto al tipo de cepa se puede decir que la cepa irradia (BI12H) tuvo una mejor
actividad entomopatogena debido a una rapida colonizacion sobre los insectos y esto va
refrendado porque a nivel de laboratorio los cultivos irradiados tuvieron una mayor
velocidad de crecimiento que la cepa nativa, asi mismo se observd una variacion a nivel
del didmetro de las hifas y del tamafio de microconidias observadas microscopicamente
en comparacion con la cepa nativa (Figura 5). La prueba de significancia de TUKEY se
corrobora que ambas cepas presentan un comportamiento distinto frente a la actividad

entomopatogena de C. sordidus y S. frugiperda.

En cuanto a las concentraciones empleadas para ambas cepas se observd que existen
diferencias significativas, lo que se evidencia en la prueba de significancia de TUKEY a
medida gque se incrementa las concentraciones aumenta la mortandad de C. sordidus y S.
frugiperda, siempre y cuando no sobrepase de los valores de la produccion, siendo la

concentracion de 7 x 107 la que logra una mortalidad del 100%.

En cuanto a la concentracion minima efectiva fue de 2.2686 (cepa Nativa) y de 2.0568
(cepa BI12H) de la plaga Cosmopolites sordidus y la concentracién minima para la
plaga Spodoptera frugiperda fue de 3.3593 y 2.3753 cepa Nativa y cepa BI12H

respectivamente, lo cual nos permite demostrar que ambas cepas tienen un alto grado de
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efectividad en comparacion con los trabajos realizados por Aliaga et al. (2009) Quien
reporté concentraciones por encima de 10%* debido a que usé productos comerciales.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos indican que ambas cepas de B.
bassiana tuvieron efecto nocivo sobre el picudo negro de banano y el cogollero del
maiz, dicha actividad entomopatdgena se debe a la capacidad del hongo de colonizar y
penetrar a través de los tejidos formando hifas que se ramifican en la superficie de la
quitina penetrando luego hacia el interior de los tejidos musculares, cuerpos grasos,
hemocitos, etc. y produciendo sustancias toxicas que constituyen el principal factor de
virulencia que ocasiona la muerte de las plagas en estudio. Investigadores como Valdés
et al. Demostrd que cepas de Beauveria bassiana irradiadas con UV causaban elevada
mortalidad sobre la plaga de la Broca del café (68%) y del (95%) bajo condiciones de

laboratorio.

Dicha toxicidad ocasionada por la cepa B. bassiana se asocia con la produccién de
toxinas peptidicas como Beauvericina conocida como Basiondlido que presenta una

fuerte accion insecticida. (Valenzuela, 2002)
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VI. CONCLUSIONES

Finalizado el presente trabajo de investigacion se ha llegado a las siguientes

conclusiones:

e La cepa irradiada (BI12H) tiene un mayor efecto entomopatégeno frente a las
plagas, adultos del picudo negro del banano y larvas del 11l estadio del cogollero
que la cepa Nativa.

e La tasa de mortalidad (DL50) y (DL90) que representa el 50 y 90% para la plaga
Cosmopolites sordidus estuvo las concentraciones entre 5x10” a 7x10’ conidias/ml
para la cepa Nativa en tanto que para la cepa Irradiada BI112H estuvo entre 4x10" a
7x10" conidias/ml. Para la plaga Spodoptera frugiperda estuvo entre las
concentraciones de 6x10° a 7x10’ conidias/ml para ambas cepas representando el
50 y 90%.

e La concentracién que tuvo mejor actividad entomopatégena fue la de 7x10’ para
ambas cepas en las dos plagas, adultos de Cosmopolites sordidus y Spodoptera
frugiperda y la concentracion minima efectiva fue de 2.2686 (cepa Nativa) y de
2.0568 (cepa BI12H) de la plaga Cosmopolites sordidus y para la plaga Spodoptera
frugiperda fue de 3.3593 y 2.3753 cepa Nativa y cepa BI12H respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

Aplicar el presente trabajo con vectores patdgenos que afectan al humano y/o
animales.

Continuar la investigacion aplicando concentraciones de Beauveria bassiana en
campo.

Realizar trabajos experimentales tanto en laboratorio como en campo con otras
plagas de importancia para nuestra region.

Efectuar otros estudios que permitan demostrar la variabilidad genética de la cepa
irradiada con luz UV-C.

Trabajar a diferentes distancias del foco de luz, irradiaciones de luz UV-C sobre
Beauveria bassiana.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1 Taxonomia de Spodoptera frugiperda

Taxonomia Spodoptera frugiperda: Walker

Reino: Animalia

Phylum: Anthropoda
Subphylum: Mandibulata
Clase: Insecta

Sub clase: Pterygota
Orden: Lepidoptera

Sub orden: Frenatae
Superfamilia: Noctuoidea
Familia: Noctuidae
Tribu: Predeninii

Género: Spodoptera

Especie: S. frugiperda
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Anexo 2 Taxonomia Cosmopolites sordidus

Taxonomia Cosmopolites sordidus. Germar
Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Clase: Ins|ecta

Orden: Coleoptera

Superfamilia: Curculionoidea

Familia: Dryophthoridae

Subfamilia: Rhynchophorinae

Tribu: Litosomini

Género: Cosmopolites

Especie: C. sordidus
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Anexo 3 Taxonomia Beauveria bassiana
Taxonomia Beauveria bassiana (Balsamo)
Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Clavicipitaceae

Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana
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Anexo 4 Identificacion de Beauveria bassiana
Identificacién de Beauveria bassiana (Paico Marin Stell Rutvi comparacion con el
trabajo de Castillo, 2012)

La cepa nativa o pura de Beauveria bassiana fue aislada de muestras de insectos del

distrito de Incahuasi y mantenida en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias bioldgicas de la Universidad Pedro Ruiz Gallo, se reactivo en las placas de
Petri y tubos de ensayo con Agar Sabouraud, para luego identificar las estructuras de B.
bassiana empleando el método directo colocandolas sobre una lamina portaobjeto
donde se le adiciond una gota de colorante de azul de algodén e inmediatamente se
utilizé el método de la cinta engomada y se observd al microscopio a un aumento de
40x. Se pudo visualizar las caracteristicas de las hifas, la formacion de microconidias y

presencia de fialides.

Caracterizacién morfoldgica de Beauveria bassiana:
e Morfologia macroscépica:
En medio Agar Sabouraud a 23°C, los aislamientos presentaron colonias de
color blanco y durante su crecimiento fue tomando un color amarillento, por la
parte posterior de la placa de Petri y tubo de ensayo, con aspecto algodonoso al
comienzo de su crecimiento y posteriormente adquirié un aspecto pulverulento y
con superficie semielevada o elevada. Estas caracteristicas corresponden con

reportes de otros autores. (Castillo, y otros, 2014)
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¢ Morfologia microscopica:
La observacion al microscopio con un aumento de 40x del hongo se pudo

apreciar las estructuras microscopicas que posee Yy son: micelio (hifas),

conidiégeno (Fialide), raquis en zig-zag, esporas y conidioforos.

a. Conidioforo b. Hifas c. Fialide d. Esporas en racimo

e. Raquis en zig — zag.
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Anexo 5 Mecanismo de Accion

Mecanismo de Accion

El ciclo de vida de este hongo consta de dos fases: la patogénica y la saprofitica. El
desarrollo del hongo se puede dividir hasta en 8 etapas, mismas que se describen a

continuacion:

1. Adhesidn: el primer contacto entre el hongo entomopatdgeno y el insecto sucede
cuando la espora (conidio) es depositada en la superficie del insecto.

2. Germinacién: el conidio inicia el desarrollo de su tubo germinativo y un érgano
sujetador (llamado apresorio), que le permite fijarse a la superficie del insecto. Para
una germinacion adecuada se requiere una humedad relativa del 92% y temperatura
de entre 23-25 °C.

3. Penetracion: después de la fijacibn mediante mecanismos fisicos (accion de
presion sobre la superficie de contacto) y quimicos (accién de enzimas: proteasas,
lipasas y quitinasas), el hongo ingresa al insecto a través de las partes blandas.

4. Produccion de toxinas: dentro del insecto, el hongo ramifica sus estructuras y
coloniza las cavidades del hospedante. Produce la toxina llamada Beauvericina que
ayuda a romper el sistema inmunoldgico del patégeno, lo que facilita la invasion del
hongo a todos los tejidos. Otras toxinas que secretan son beauvericin, beauverolides,
bassianolide, isarolides, acido oxalico y los pigmentos tenellina y bassianina que han
mostrado actividad insecticida. El proposito de las toxinas es evitar el ataque a las
estructuras invasivas del hongo.

5. Muerte del insecto: muerte del patégeno y marca fin de la fase parasitica, dando
asi inicio a la fase saprofitica.

6. Multiplicacién y crecimiento: después de la muerte del insecto, el hongo
multiplica sus unidades infectivas (hifas) y estas de manera simultanea crecen,
terminando por invadir todos los tejidos del insecto y haciéndose resistentes a la
descomposicion, aparentemente por los antibidticos segregados por el hongo.
Después de la completa invasién, el desarrollo posterior del hongo sobre el insecto
depende de la humedad relativa, y en caso de no contar con las condiciones idoneas

en el insecto, permanece con apariencia de momia.
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7. Penetracion del interior hacia el exterior: solo si las condiciones ambientales lo
permiten el hongo penetra las partes blandas del insecto y emerge hacia el exterior.

8. Produccién de nuevas unidades reproductivas: al contar con las condiciones
para su desarrollo inicia la produccién de nuevas unidades reproductivas o conidios.
(Gongora, Marin & Benavides, 2009)
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Anexo 6 Promedios de mortalidad de adultos Cosmopolites sordidus de la cepa Nativa

Beauveria bassiana.

Semana CEPA Concentracion Muertos infectados muertos sin infectar Vivos TOTAL

1 Nativa 3 2.7 3.3 4.0 10
1 Nativa 4 3.3 2.7 4.0 10
1 Nativa 5 3.7 4.3 2.0 10
1 Nativa 6 4.3 3.3 2.3 10
1 Nativa 7 4.3 4.3 1.3 10
2 Nativa 3 3.7 3.0 3.3 10
2 Nativa 4 4.0 3.3 2.7 10
2 Nativa 5 5.0 3.7 1.3 10
2 Nativa 6 4.7 3.7 1.7 10
2 Nativa 7 5.3 3.7 1.0 10
3 Nativa 3 5.0 2.7 2.3 10
3 Nativa 4 5.7 3.0 1.3 10
3 Nativa 5 5.7 3.7 0.7 10
3 Nativa 6 6.7 2.3 1.0 10
3 Nativa 7 7.0 3.0 0.0 10
4 Nativa 3 7.0 2.0 1.0 10
4 Nativa 4 8.3 1.7 0.0 10
4 Nativa 5 7.0 3.0 0.0 10
4 Nativa 6 8.3 1.7 0.0 10
4 Nativa 7 9.0 1.0 0.0 10
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Anexo 7 Promedios de mortalidad de adultos Cosmopolites sordidus de la cepa
(BI12H) Beauveria bassiana.

Semana CEPA  Concentracion Muertos infectados muertos sin infectar vivos TOTAL

1 12h UVC 3 3.3 3.3 3.3 10
1 12h UVC 4 4.7 2.0 3.3 10
1 12h UVC 5 5.0 3.3 1.7 10
1 12h UVC 6 5.7 3.0 1.3 10
1 12h UVC 7 6.7 2.0 1.3 10
2 12h UVC 3 4.7 3.3 2.0 10
2 12h UVC 4 5.7 2.3 2.0 10
2 12h UVC 5 6.0 3.3 0.7 10
2 12h UVC 6 6.7 3.0 0.3 10
2 12h UVC 7 7.3 2.7 0.0 10
3 12h UVC 3 5.3 4.7 0.0 10
3 12h UVC 4 6.3 3.3 0.3 10
3 12h UVC 5 7.0 3.0 0.0 10
3 12h UVC 6 7.7 2.3 0.0 10
3 12h UVC 7 8.7 1.3 0.0 10
4 12h UVC 3 7.0 3.0 0.0 10
4 12h UVC 4 8.0 2.0 0.0 10
4 12h UVC 5 8.3 1.7 0.0 10
4 12h UVC 6 9.7 0.3 0.0 10
4 12h UVC 7 10.0 0.0 0.0 10
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Anexo 8 Interaccion entre Semana y cepa para la plaga Cosmopolites Sordidus

Semana*Cepa; LS Means
Current effect: F(3, 80)=2.4503, p=.06952
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
10

Mi
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—$— Cepa Nativa
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Anexo 9 Interaccion entre semana y concentracion para la plaga Cosmopolites Sordidus

semana*cc; LS Means
Current effect: F(12, 80)=.62865, p=.81184
Effective hy pothesis decomposition

Vertical bars denote 0.95 confidence interv als
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Anexo 10 Promedios de mortalidad de larvas del 111 estadio de S. frugiperda de la cepa

Nativa Beauveria bassiana.

Dias Tipo Concentracion Muertos Infectados Muertos sin infectar Vivos Total

3  Nativa 3 2.7 2.3 5.0 10
3  Nativa 4 3.3 2.0 4.7 10
3  Nativa ) 4.0 G18 2.7 10
3  Nativa 6 5.0 2.7 2.3 10
3  Nativa 7 S5.7 2.3 2.0 10
6  Nativa 3 3.7 2.7 3.7 10
6 Nativa 4 3.7 2.7 3.7 10
6 Nativa 5 5.3 2.3 2.3 10
6 Nativa 6 6.3 2.0 1.7 10
6 Nativa 7 6.7 1.7 1.7 10
9 Nativa 3 4.7 2.0 3.3 10
9 Nativa 4 5.3 2.0 2.7 10
9 Nativa 5 6.7 1.7 1.7 10
9 Nativa 6 7.7 1.3 1.0 10
9 Nativa 7 7.7 2.0 0.3 10
12 Nativa 3 5.7 2.0 2.3 10
12  Nativa 4 6.7 1.7 1.7 10
12 Nativa 5 7.3 2.0 0.7 10
12  Nativa 6 8.0 1.7 0.3 10
12 Nativa 7 9.0 1.0 0.0 10
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Anexo 11 Promedios de mortalidad de larvas del 111 estadio de S. frugiperda de la cepa

(B112H) Beauveria bassiana.

Dias Tipo  Concentracion Muertos Infectados Muertos sin infectar Vivos Total

3 12huvC 3 3.3 4.0 2.7 10
3 12huvC 4 4.3 3.0 2.7 10
3 12huvC 5 4.3 4.3 1.3 10
3 12huvC 6 5.0 3.3 1.7 10
3 12huvC 7 5.7 2.7 1.7 10
6 12huVvC 3 4.3 4.0 1.7 10
6 12hUVvC 4 5.0 3.0 2.0 10
6 12hUVvC 5 5.3 4.0 0.7 10
6 12hUVvC 6 6.3 3.7 0.0 10
6 12hUVvC 7 6.7 3.3 0.0 10
9 12huvC 3 5.7 3.3 1.0 10
9 12huvC 4 5.7 4.0 0.3 10
9 12huvC 5 7.3 2.7 0.0 10
9 12huvC 6 8.3 1.7 0.0 10
9 12huvC 7 9.3 0.7 0.0 10
12 12huVvC 3 6.7 3.3 0.0 10
12 12huVvC 4 7.7 2.3 0.0 10
12 12hUuVvC 5 8.7 1.3 0.0 10
12 12huVvC 6 9.7 0.3 0.0 10
12 12huVvC 7 10.0 0.0 0.0 10
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Anexo 12 Interaccion entre semana, cepa y concentracion para la plaga Spodoptera
frugiperda

semana*cepa*cc; LS Means
Current effect: F(12, 80)=.56433, p=.86425
Effective hy pothesis decomposition

Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Anexo 13 Interaccion entre dias y concentracion para la plaga Spodoptera frugiperda.

dias*cc; LS Means
Current effect: F(12, 80)=1.1468, p=.33577
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence interv als
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Anexo 14 Interaccion entre cepas y concentraciones para la plaga Spodoptera
frugiperda
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Cepa*cc; LS Means
Current effect: F(4, 80)=.39286, p=.81319
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Anexo 15 Interaccidn entre dias, cepa y concentracion para la plaga Spodoptera

frugiperda.
dias*cepa*cc; LS Means
Current effect: F(12, 80)=1.1389, p=.34171
Effective hy pothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence interv als
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Anexo 17
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