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. INTRODUCCION

El platano es uno de los frutales tropicales con mas alto contenido de
proteinas, carbohidratos, fierro y fésforo, que superan holgadamente a las
cantidades que tiene la pifia, mango y papaya. Es considerado el cultivo de
mayor importancia econémica, siendo el frutal de mayor area sembrada (69401
ha), comercializada y consumida, debido a su bajo costo; pero sin embargo,
durante la ultima década el volumen de produccion a disminuido en mas del
-25%, en comparacién al obtenido en 1982, que fue de 11 t/ha (MINISTERIO
DE AGRICULTURA, 19986).

Una de las principales causas de esta reduccién productiva es el
inadecuado manejo y control de plagas y enfermedades. Los dafios mas
significativos son ocasionados por el “gorgojo negro” (Cosmopolites sordidus
Germar), que habitualmente se combate con productos quimicos y mediante
practicas culturales.

El control quimico es el mas utilizado, pero los pesticidas son toxicos,
caros y ninguno controla en forma total, incrementando.la resistencia de la
plaga a los productos quimicos, necesitandose cada vez aplicaciones mas
concentradas, elevando los costos de produccion. Los pequefios agricultores
como es el caso de la mayoria del Alto Huallaga, que practican una agricultura
de subsistencia, carecen de recursos que les imposibilita el uso de productos
quimicos y muy poco se conoce de parasitoides y predatores de esta plaga,
siendo por ello necesario ensayar cepas nativas de Beauveria bassiané,
adaptadas a las presiones medibambientales de la zona como alternativa de

control de esta plaga.
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En el Perd, desde que se reporté la presencia del entomopatdgeno
Beauveria spp. por Alcala y Alcazar (1976) citado por ALCAZAR et al (1999),
se han iniciado muchos trabajos de investigacién utilizando a éste como
controlador biolégico del “Gorgojo de los Andes” (Premnotrypes spp.) en el
cultivo de papa, mientras que en el Alto Huallaga se ha encontrado
parasitando a “broca del café” (Hypothenemus hampei) Fer.

En este sentido los intentos de controlar plagas utilizando patégenos se
ha incrementado enormemente, sobre todo en las ultimas décadas; por lo que
se plantea la hipétesis de que el hongo Beauveria bassiana ejerce efecto
entomopatogénico sobre “gorgojo negro del platano” Cosmopolites sordidus

Germar.

Por lo expuesto, en funcién al supuesto efecto entomopatogénico, se
plantes el presente trabajo de tesis con los siguientes objetivos:
1.  Colectar e identificar cepas nativas de B. bassiana relacionadas con la

muerte de Cosmopolites sordidus Germar

2. Determinar el mejor método de inoculacion de Beauveria bassiana, para

el control de Cosmopolites sordidus Germar.

3. Evaluar la accion entomopatogénica de los mejores aislamientos en los

cuatro estadios de desarrollo de Cosmopolites sordidus Germar.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 CONTROL BIOLOGICO
El control biolégico en sentido amplio, se define como la reduccion de la

densidad de inéculo o actividad productora de dafio de un patégeno o parasito

én su estado activo o latente, por uno o0 mas organismos antagénicos, en forma
natural o por manejo del medio ambiente, hospedero, de los propios
microorganismos o por la introduccion de uno o mas antagonistas (MONT

KOC, 1993).

Control biolégico en sentido restringido, es la accién directa de parasitos,
depredadores y patogenos, los cuales se llaman enemigos naturales y
competidores en otras especies por recursos naturales, los cuales se llaman
antagonistas, en el mantenimiento y regulacién de la densidad poblacional de
un organismo a un promedio mas bajo del que existiria en su ausencia (HALL y
BARRY, 1995).

Existen tres caracteristicas esenciales del control bidlégico:

- El control biolégico tiende a ser permanente, aunque con fluctuaciones
propias de las interacciones entre parasitoides y hospederos, y los efectos
de las variaciones fisicas del medio ambiente.

- Los efectos represivos del control bio.légico son relativamente lentos en
contraste con la accion inmediata de los agroquimicos.

- La accion del control biologico se ejerce sobre grandes areas, de acuerdo
a las condiciones climaticas y biolégicas predominantes (CISNEROS,
1995).

Existen diversos conceptos de control biolégico de acuerdo al autor que lo

estudia, pero todos en su mayoria coinciden que se basa en que el mundo
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viviente es un sistema complejo, en el que todos los microorganismos luchan
por su existencia, a menudo perjudicAndose mutuamente (LUMSDEN and

LEWIS, 1997).

2.2 GORGOJO NEGRO (Cosmopolites sordidus Germar)
2.2.1 Origen y distribucion

El gorgojo negro del platano Cosmopolites sordidus Germar, es
nativo del Sudeste Asiatico, teniendo como punto de origen probablemente la
regiébn del Malaya - Java - Borneo. La distribucion de C. sordidus Germar es en
todés las regiones de produccién de platanos y bananos, islas del Océano
Indico y Sudpacifico (Oceania), Australia, India, Africa del Norte y América
Central, en las islas de las Antillas y en América del Sur; se trata asi de un

insecto cosmopolita (BELALCAZAR, 1991).

2.2.2 Taxonomia
Segun estudios de Costa Lima (s.f.), citado por VIERA (1969),

clasifica a este insecto como:

Clase Insecta
Sub - clase Pterygota
Orden Coleoptera
Sub - orden Polyphaga

Super - familia
Familia

Tribu

Género

Especie

Nombre cientifico

Nombre comun

Curculionoidea

Curculionidae

Calandrini

Cosmopolites

sordidus

Cosmopolites sordidus Germar.

“Gorgojo negro del platano”
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2.2.3 Descripcion del insecto

En el estado adulto, Cosmopolites sordidus es un coledptero que
mide de 1.5 a 2.0 cm de longitud; con su aparato bucal largo y curvo; la
coloracion varia de café oscuro en los recién nacidos a negro cuando estan
desarrollados (AYALA y MONZON, 1977).

| Generalmente viven en la parte basal de 'Ias plantas y debajo o
dentro de los residuos de cosecha, en donde las condiciones de humedad y
luz son favorables para su desarrollo; son de habitos nocturnos,
permaneciendo escondidos durante el dia y desarrollando su mayor actividad
durante la noche, por lo que es dificil detectarlo oportunamente y su presencia
puede paéar desapercibida hasta cuando los perjuicios ocasionados a la
plantacién ya son econémicamente significativos. En este estadio pueden durar
mas de un afo. Si bien el insecto dispone de alas funcionales, muy rara vez
vuela, por lo que el mayor medio de dispersion de la plaga es a través de
material de propagacion infestado (PENA et al., 1991).

La hembra es mas grande que el macho, deposita _su's huevos en
heridas, agujeros de los cormos, pseudotallo y en los residuos de cosecha. Los
huevos son pequefios, de 3 mm. de largo por 1 mm de ancho, lisos, de color
blanco cremoso; las larvas de color blanco cremoso, ligeramente translicidas y
cuerpo segmentado, cabeza de color marréon y mandibulas negras. Cuando
estan completamente desarrolladas presentan mayor abultamiento en el tercio
posterior de su cuerpo. El estado larval es el causante del dafio en las
plantaciones, ya que se alimenta y desarrolla dentro del cormo de la planta,
ocasionando galerias que obstruyen el paso del agua y nutrientes, razén por la
cual disminuye notablemente el crecimiento y la produccién de las plantas

infestadas (BELALCAZAR, 1991).
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Las galerias formadas dentro del cormo presentan didmetros
diferentes, correspondiendo al tamafio de la larva. Las galerias interrumpen la
conexidn entre las raices y el tallo, favoreciendo ademas el volcamiento de la
planta y son la puerta de entrada para otras plagas como Castniomera
humboldti y de patc’)genos causantes de enfermedades como el “moko del
platano” causado por Pseudomonas solanacearum, y el “mal de panama”
causado por Fusarium oxisporum f. sp. cubense, que al establecerse
ocasionan dafios en el cormo, pérdida de plantas o en casos extremos pérdida
total de la plantacion (PENA et al., 1991).

Luego del estado larval se transforma en pupa envolviéndose en un
capullo grueso de fibras de la planta hospedante, manteniéndose inmdévil, sin
cambiar de color y sin producir dafios; después de 5 a 15 dias, rompe y
abandona el capullo convirti€ndose en insecto adulto. Esta plaga puede atacar
cualquier nivel de desarrollo de la planta, donde el cogollo central de las
plantas tiernas se seca, deteniendo el proceso de crecimiento, al mismo tiempo
se produce el marchitamiento y muerte de la planta en corto tiempo. Para
desarrollar una estrategia de control eficiente de una determinada plaga es
indispensable conocer en forma integral la biologia y habitos del insecto;_ en
este caso el gorgojo negro del platano presenta cuatro estadios de desarrollo

(BELALCAZAR, 1991).

2.2.3 Importancia econémica del insecto
El picudo negro del platano Cosmopolites sordidus Germar es el
principal insecto que afecta el cormo de las musaceas. Esta plaga parece
haber conquistado todas las regiones plataneras del mundo, principalmente a

través de la semilla infestada, ocasionando reduccién en los rendimientos por



-18 -

disminucion del tamario y calidad de racimos, asi como acortamiento de la vida
util de las plantaciones por la mala calidad de la brotacién de yemas (AYALA
y MONZON, 1977).

En las plantas jovenes, el gorgojo estanca el desarrollo del
penacho terminal, el tallo crece en forma alargada, las hojas se tornan
amarillentas y se marchitan, la planta afectada envejece en forma acelerada y
logra poca fructificacion. En las plantas adultas ocasiona la muerte de las
raices, hecho que, a su vez, provoca el debilitamiento de éstas, que caen con
facilidad a causa de vientos o lluvias. Las plantas afectadas por el gorgojo

negro producen frutos pequefios y escasds (BELALCAZAR, 1991).

2.3 DEL ENTOMOPATOGENO Beauveria bassiana (B‘als.) Vuill
2.3.1 Distribucion geografica
El hongo Beauveria bassiana se encuentra distribuido por todo el
mundo, de forma saprofitica y parasita atacando mayormente a insectos del

orden Coleoptera y Lepidoptera (CMI, 1979).

2.3.2 Taxonomia

Este hongo se encuentra clasificado como:

Divisién
Clase forma
Orden forma
Familia
Género
Especie

Nombre cientifico

Deuteromicota
Deuteromicete
Moniliales
Moniliaceae
Beauveria

bassiana

B.bassiana Germar (ALEXOPOULUS, 1985)
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2.3.3 Descripcion

Beauveria bassiana y B. brongniartii, son especies reconocidas del
género Beauveria; siendo la primera la mas conocida y estudiada, esta
presente en la mayoria de los suelos del mundo; las colonias crecen en agar-
papa-dextrosa o agar-malta a 14 dias a 23°C, cuya forma es aterciopelada o
polvorienta. Los conidiéforos son abundantes, desarrollandose de hifas
vegetativa; las conidias son hialinas, aplanadas, globosas y ampliamente
elipsoidal (BARNETT y HUNTER, 1988).

Difiere de B. brongniartii por las células conidibgenas en forma de

racimo, donde la conidia es globosa (CMI, 1979).

2.3.4 Accion entomopatogénica del hongo

La acciéon entomopatogénica del hongo comprende dos fases: una
patogénica y otra saprofitica. La fase patogénica o infectiva ocurre cuando las
conidias entran en contacto con el tejido vivo del hospedero y en condiciones
de humedad adecuada (85%) las conidias germinan y penetran a través de la
cuticula del insecto o por los apéhdices bucales y se desarrolia el micelio en el
cuerpo del insecto. La cuticula del insecto esta constituida por proteina, quitina
y lipidos, sustancias organicas muy resistentes, que son desnaturalizadas por
enzimas producidas por el hongo (GAMARRA, et al; 1994).

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 vy
causa la muerte. Después de causada la muerte, se inicia la fase saprofitica,
donde el hongo se desarrolla profusamente sobre el cadaver, en condiciones
de humedad apropiadas, produciéndose gran cantidad de conidias, que son los

propagulos para iniciar una nueva infeccion (TORRES, 1993).
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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 lepiddpteros y coledpteros. Su importancia es elevada
en agroecosistemas que muestran una gran variedad de estas familias de
insectos, p‘. €j. en plantaciones colombianas de pijuayo, donde ha sido
descubierto en nueve huéspedes de diferentes géneros de insectos. También
sirven de huéspedes el barrenillo de las ramas del café (Xylosandrus
morigerus) y distintas especies de hormigas (LUTZEYER, 1994).

La pafogenicidad del hongo sobre los insectos depende de una
compleja relaciéon entre la habilidad dellhongo para penetrar la cuticula y la
fortaleza del sistema inmunolégico del insecto para prevenir el desarrolio del
hongo. Esta relacion se debe a factores muy concretos incluidos las diferencias
cuticulares, la penetracion cuticular y las reacciones inmunes; donde el
desarrollo del hongo sobre el insecto puede ser influenciado por la eficacia de

los hemocitos en encapsular y melanizar el patégeno (CASTELLANOS, 1997).

2.3.5 Usos de Beauveria bassiana

Bassi en 1835, inicialmente determind que la muerte del gusano
de seda era causado por un hongo; Béalsamo en 1836, le puso el nombre de
Botrytis bassiana K. En 1912, el hongo fue transferido al género Beauveria. En
la actualidad, la especie esta reconocida como Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemi (GAMARRA, et al; 1994).

Brongniart en 1891, colecté un hongo que parasitaba langostas
migratorias, lo describié y no le puso nombre. Sacardo en 1892, lo hombré

Botrytis brongniartii y Pech, en 1926, lo transfirié6 al género Beauveria. En la
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actualidad, la especie esta reconocida como Beauveria brongniartii (Saccardo)
Pech (CMI, 1979).

En Colombia, se produce masivamente el hongo B. bassiana para
el control de la broca del café (Hypothenemus hampei), a partir de un cultivo
multiespoérico mediante pases sucesivos en arroz, utilizado como sustrato. En
este medio artificial se ha registrado pérdida de la patogenicidad del hongo
luego de cultivarse por tres o mas generaciones, por lo cual, se recomienda
reactivar la patogenicidad mediante pases o procesos de reinfeccién en el
insecto (CENICAFE, 1993).

Resultados provisionales dejan prever la fuerte dependencia del
éxito del control con B. bassiana de la formulacién, de las fracciones aplicadas
del patégeno (cuerpos hifales, blastosporas, conidias sumergidas o
superficiales), del nimero de aplicaciones y de la concentracion del sustrato;
alcanzandose indices de infeccion medios de hasta 69% (tras 119 dias con
seis aplicaciones). Una retrospectiva sobre resultados existentes de la lucha
cbntra colebpteros con B. bassiana muestra los mayores éxitos de lucha en
zonas humedas, lo que coincide con los requisitos climaticos del patégeno
(LUTZEYER, 1994).

El hongo Beauveria bassiana es uno de los entomopatégenos mas
estudiados. En China se produce en comunas para el control del perforador
europeo del maiz (Ostrinia nubillalis Hubner), saltamontes verde (Turpilla opaca
Brunn.) y la oruga de los pinos (Lymanthria dispar L.). En la Unién Soviética se
produce con el nombre de Boverin como agente bioldgico de control de la

polilla del manzano (Cydia pomonella L.) (WAINWRIGHT, 1995).
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Trabajos realizados en Costa Rica, demostré que la formulacién de
B. bassiana en arroz tuvo un mayor efecto sobre la mortandad de C. sordidus
(62.4%), que aquella que estaba formulado en emulsion (44.6%); sin embargo
no se encontré efecto significativo en la reduccion de la poblacion, ni la
disminucion del dafio causado por el gorgojo negro. Otro trabajo realizado en
Cost}a Rica, reporta un control de 85% de mortandad de C. sordidus al aplicar
B. bassiana, formulado en aceite con agua (CARVALLO, 1996).

El uso de los hongos entomopatégenos Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae aparecen como importantes alternativas para combatir
otro grupo de especies de insectos dafinos, entre los que destacan el picudo
negro del platano (Cosmopolites sordidus), el tetuan del boniato (Cylas
formicarius), el picudito acuatico del arroz (Lissorhoptrus brevirostris) y el
picudo verde azul de los citricos (Pachnaeus litus) (ESTRADA y LOPEZ, 1998).

Estudios realizados en Per( con B. bassiana en el control del
gorgojo negro y rayado del platano, manifiesta que existen diferentes razas
patogénicas de B. bassiana, al encontrar diferencias en la tasa de mortandad
en ambos tipos de gorgojo; resultando un mayor control para el gorgojo rayado
con porcentajes que varian de 64.3 a 85.4%, y en menor para el gorgojo negro
con 28.7 - 51.7 % (AREVALO et al., 1998).

En Tingo Maria, al evaluar el efecto de dos cepas de Beauveria
bassiana en el control de gorgojo negro (Cosmopolites sordidus Germar) y
gorgojo rayado (Metamasius hemipterus Seriseus) del cultivo de platano con
dos niveles de aplicacion, se encontraron mejores efectos de control al realizar
trampeo combinado a los 15 y 30 dias con las cepas Marona y Cadena 1, con

44.1 y 38.6% respectivamente para M. hemipterus y 37.0 y 33.1% para C.
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sordidus. Ademas se obtuvo reducciéon de dafio por larvas de C. sordidus
mediante trampeo con la cepa Marona, donde los demas tratamientos
aplicados cada 15 dias mantuvieron un nivel bajo con respecto al tratamiento

testigo constituido solamente por labores culturales (COAGUILA, 2001)



IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del experimento

El presente trabajo de tesis se realiz6 desde marzo de 1999 a marzo del
2000, en los ambientes del laboratorio de Fitopatologia de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva - Tingo Maria, distrito de Rupa Rupa, provincia de
Leoncio Prado, departamento de Huanuco. Geograficamente esta ubicado a

una Latitud Sur 09°45°00”, Longitud Oeste 75°57°00" y altitud de 660 m.s.n.m.

3.2 Componentes en estudio
3.2.1 Primera etapa
a) ‘Entomopatégenos
- Cepas nativas de Beauveria bassiana Germar.

- Ofros posibles entomopatégenos

b) Tipos de aplicacién del in6culo
- En suspensidn conidial.

- En sustrato por contacto.

¢) Plaga

- Adultos de Cosmopolites sordidus

3.2.2 Segunda etapa
- a) Entomopatégenos
- Cepa Marona {Ma).

- Cepa Cadena 1 (Cy).
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b) Plaga

- Gorgojo negro del platano en sus cuatro estadios de

desarrollo (huevos, larvas, pupas y adultos).

3.3 Tratamientos en estudio

En los Cuadros 1, 2 y 3, se muestran las descripciones de los

tratamientos en estudio aplicados a las unidades experimentales en cada etapa

del experimento.

CUADRO 1. Descripcién de los tratamientos en estudio para determinar el

mejor tipo de inoculacién de Beauveria bassiana.

Clave Trat. Factor A Factor B
Ty GiB7y Gy (Fundo UNAS) Aplicacion en sustrato por contacto (b4)
T GiB; G (Fundo UNAS) Aplicacién en suspension conidial (by)
T3 G,B1 Gz (Castillo Grande) Aplicacion en susfrato por contacto (b+)
T4 G2B2 G (Castillo Grande) Aplicacion en suspension conidial (by)
Ts G3B1 Gz (Tulumayo) Aplicacién en sustrato por contacto (b+)
Te GsB; Gz (Tulumayo) Aplicacién en suspension conidial (b,)
T7 G4sB1 G4 (Cayumba) Aplicacién en sustrato por confacto (b4)
Ts G4sB2, G4 (Cayumba) Aplicacién en suspensién conidial (bs)
To GsBy Gs (Pumahuési) Aplicacién en sustrato por contacto (b1)
T1o GsB2, Gs(Pumahuasi) Aplicacién en suspensién conidial (bz)
T4 BriB; Bry(Cafetal UNAS)  Aplicacién en sustrato por contacto (b+)
T1z BriB, Brs(Cafetal UNAS)  Aplicacion en suspension conidial (b,)




CUADRO 2. Descripcién de los tratamientos en estudio para seleccionar las

dos cepas promisorias de Beauveria bassiana.

Clave Tratamiento Descripcion
T4 Tuy Aspersidon con la cepa Tulumayo 1
T2 Tuz Aspersion con la cepa Tulumayo 2
T3 Auy Aspersién con la cepa Aucayacu 1
Ta Au; Aspersion con la cepa Aucayacu 2
Ts Ca, Aspersién con la cepa Castillo 1
Te Ca; Aspersién con la cepa Castillo 2
T Cq - Aspersién con la cepa Cadena 1
Ts C. Aspersién con la cepa Cadena 2
Ty Ma Aspersién con la cepa Marona
Tho M Aspersion con la cepa Milagros
T4 ' U Aspersidn con la cepa U.N.A.S.
To AD Aspersién con agua destilada (Testigo)

CUADRO 3. Descripcion de los tratamientos en estudio para determinar el

efecto patogénico de dos cepas promisorias de Beauveria

bassiana.
Clave Tratamiento Descripcion
T4 C1 Aspersién con la cepa Cadena 1
T, Ma Aspersién con la cepa Marona

3.4 Diseno experimental
3.4.1 Para la seleccion del método de aplicacion de B. bassiana
El disefio estadistico utilizado para determinar el mejor método de
aplicacién fue el completamente al azar (DCA) con arreglo factorial 6 x 2, con 3
repeticiones y 20 gorgojos por repeticién. El esquema del analisis de variancia

se muestra en el Cuadro 4.



CUADRO 4. Esquema del andlisis de variancia para la seleccion del mejor

meétodo de aplicacién de Beauveria bassiana.

Fuente de variacion Grados de libertad
Factorial 11
A (Cepas) 5
B (Método de aplicaciéh)
AxB 5
Error experimental 24
B T R T

3.4.2 Para determinar el efecto patogénico de las dos cepas
promisorias en los diferentes estadios de Cosmopolites
sordidus

Para determinar el efecto patogénico de las dos cepas promisorias
en los estados de huevo, larva, pupa y adulto fue el completamente al azar

(DCA), cuyo esquema del analisis de variancia se muestra a continuacion

CUADRO 5. Esquema del andlisis de variancia para la seleccion del mejor

meétodo de aplicacién de Beauveria bassiana.

Fuentes de Grados de libertad
variacion Huevos Larvas Pupas Adultos
Tratamientos 1 1 1 1
Error experimental 4 18 8 8

Total ) 19 9 9
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3.5 Metodologia
3.5.1 Obtencion de Beauveria bassiana y otros posibles
entomopatogenos
Los entomopatégenos fueron aislados a partir de gorgojos negros
(Cosmopolites sordidus Germar) muertos y esporulados naturalmente en
plantaciones de platano de las diferentes zonas de la Provincia de Leoncio

Prado (Cuadro 6).

CUADRO 6. .Distritos y sus respectivas localidades donde se realizd las -

colecciones de gorgojo negro.

Distrito Localidad

Rupa Rupa Afilador, Isla Potokar, UNAS, Muyuna, Castillo

Grande y Jacintillo.

Daniel A. Robles Pumahuasi, Los Milagros, Cadena y Pendencia
José Crespo y Castillo Aucayacu y Tulumayo
Padre Felipe Luyando Naranjillo, Marona, Rio Negro y San Juan

Mariano Damaso Berain Cayumba, Las Palmas y Cueva de las Pavas.

Los insectos colectados se llevaron al laboratorio sin perder la
identidad del lugar de coleccion.

Los insectos muertos y esporulados se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 3% por 2 minutos, para posteriormente ser enjuagados
con agua destilada estéril por tres veces.

Los insectos desinfestados fueron colocados en camara humeda

para favorecer la esporulacién del entomopatégeno.
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Los hongos que esporularon sobre los insectos en camara humeda
fueron aislados en medio de cultivo papa — dextrosa — agar (PDA), para su

identificacion, purificacion y obtencién de cultivos puros.

3.5.2 Identificacion de los entomopatégenos obtenidos
Los hongos aislados fueron identificados a nivel de geénero
siguiendo la clave de identificacién de Barnett and Hunter (1998) y a nivel de
especie siguiendo los descriptores del Commonweelth Mycological Institute

(CMI).

3.5.3 Incremento de indculos
Para la obtencion de ind6culo en forma masal, los hongos se

cultivaron en sustrato arroz precocido, incubaron por 12 dias.

3.5.4 Obtencion de gorgojos
Los gorgojos fueron obtenidos de plantaciones de platano,
recolectandose mediante trampeo con torta de pseudotallo (tipo sandwinch),
para su posterior transpdrte al laboratorio de Fitopatologia. Con la finalidad de
evitar la presencia de entomopatdégenos asociados al “gorgojo negro”, se
realiz6 un enjuague en agua destilada estéril y se les sometié a un periodo
cuarentenario de doce dias. A Ios_ gorgojos se le suministré porciones de

pseudotallo y cormo de platano como alimento.

3.5.5 Inoculacion
Con la finalidad de encontrar el mejor método de inoculaciéon de
Beauveria bassiana en “gorgojos negro”’, se realizé6 un ensayo preliminar de

dos formas de inoculacion: Por aspersion (2 x 108 ufc/ml) y por contacto 10 g
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de arroz conteniendo esporas de Beauveria bassiana de 6 cepas inicialmente
promisorias de B. bassiana. Para cada tratamiento se colocaron 20 gorgojos
por tratamiento con tres repeticiones, evaluandose diariamente el numero

gorgojos muertos después de la inoculacion.

3.5.6 Seleccion de cepas promisorios

Determinado el tipo de aplicacién de mayor efecto patogénico, se
colectaron cepas de B. bassiana a fin de seleccionar dos cepas promisorias,
las cuales estuvieron constituidos por aquellas cepas con los mas altos
porcentajes de mortandad por efecto de la aplicacion de B. bassiana mediante
aspersion.

Para las evaluaciones de cada cepa se contabilizaron gorgojos
afectados diariamente, y mediante regresién lineal simple se determiné la tasa
de infeccion o mortandad de gorgojo negro.

Una vez identificado los aislamientos de las 11 zonas, a nivel de
especie, se seleccionoé las dos mejores cepas, es decir aquellas cepas con una
- mayor tasa de infeccion; para posteriormente realizar pruebas de patogenicidad
sobre adultos de gorgojo negro con en cada estado de desarrollo de

Cosmopolites sordidus.

3.5.7 Aspersion de Beauveria bassiana en huevos, larvas, pupas y
adultos de Cosmopolites sordidus

En estas pruebas se utilizaron las dos cepas mas patogénicas,
aplicadas mediante aspersion en cada uno de los cuatro estadios de desarrolio

de Cosmopolites sordidus.
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Con la finalidad de obtener huevos de Cosmopolites sordidus, se
capturaron gorgojos adultos a los cuales se les mantuvieron en cautiverio,
sobre trozos de pseudotallo de platano, que les servia de alimento y refugio,
de cuyo material se recolectaron las posturas cada dos dias, con la finalidad
de obtener huevos viables para las pruebas. Se utilizaron 60 huevos por cada
tratamiento, evaluandose diariamente la cantidad total de huevos esporulados.

Para las pruebas a nivel de pupas, se realizaron colecciones de
pupas en campo, mediante la remocién de los residuos de cosecha,
utilizandose en las pruebas las pupas que mostraron una coloracién crema
clara (recientemente construidas). Se realiz6 5 repeticiones con 100 pupas por
cada cepa en estudio, evaluandose a los 12 dias después de la aplicacion.

Las pruebas en adultos se realizaron con gorgojos colectados en
campo y tratados de la manera que se explica en el numeral 3.5.3. En esta
prueba se realizaron 5 repeticiones, con 100 gorgojos adultos para cada cepa
en estudio.

Similar procedimiento se siguié para la determinaciéon del efecto
patogénico de las dos cepas promisorias de Beauveria bassiana en los cuatro

estados de Cosmopolites sordidus.

3.6 Parametros evaluados

Con la finalidad de determinar el mejor método de aplicacién se evaluaron
el numero de gorgojo negros adultos muertos por efecto de Beauveria bassiana
aplicados mediante éspersién y contacto, los cuales fueron expresados en
porcentaje mediante la siguiente féormula:

Numero de gorgojos muertos

% de mortandad = x 100

Numero total de gorgojos
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Para determinar el efecto patogénico de las dos cepas promisorias de
Beauveria bassiana, se evalud diariamente el nimero de huevos esporulados,
larvas muertas y esporuladas, pupas esporuladas y gorgojos adultos muertos y
esporulados; los cuales fueron también expresados en porcentajes siguiendo

laelacién anterior.



IV. RESULTADOS

4.1 Seleccion de cepas nativas de Beauveria bassiana promisorias como

patogeno de Cosmopolites sordidus

En el Cuadro 7, se observa la accion patogénica de cepas aisladas de
gorgojos muertos colectados de 11 zonas platanéras, expresado en porcentaje
de adultos muertos y esporulados; con fines comparativos se utilizd un
tratamiento testigo sin inoculacién de Beauveria bassiana, a fin de observar el
efecto de estrés producido por el cambio de habitat de gorgojos negros (en
cautiverio).

CUADRO 7. Porcentaje de adultos muertos y esporulados de Cosmopolites

sordidus utilizando 11 cepas nativas de Beauveria bassiana.

Mortandad Esporulacion

Cepas ’
% Tasa R? % Tasa R?

Tulumayo 1 (Tu) 57 44499 09120 54  4.1496  0.9076
Tulumayo2 (Tu;) 76 59412 09113 65  4.9876  0.8445
Aucayacu 1 (Au;) 52  3.9701 09093 55  4.0082  0.861
Aucayacu2 (Au;) 75 57451 09356 65  4.8968  0.8503

Castillo 1 (Cay) 69 5.1610 0.9268 51 40372 0.8544
Castillo 2 (Cay) 58 4.3653 0.9419 49 3.7214  0.8778
Cadena 1 (C+) 87 6.8493 0.9070 69 5.3509  0.8624
Cadena 2 (C,) 54 42136 0.8937 53 3.7544  0.8274
Marona (Ma) 78 5.9876 0.9213 68 5.1321 0.8438
Milagros (Mi) 64 49174 0.9024 43 3.4386  0.8672
UNAS (U) 72 5.65673 0.9185 64 46894  0.8857

Testigo (To) 2 0.1538 0.7338 0  0.0000
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Se puede observar que existe va(iacién en el efecto patogénico de las
cepas, alcanzado valores de 52 a 85% de control, donde solamente existe un
2% de muerte por efecto del estrés producido por el cambio de habitat
(cautiverio). |

La cepa Cadena 1 (C4), que fue aislada del sector Cadena, obtuvo el mas
alto porcentaje de cohtrol (87% de mortandad), seguido de la cepa Marona
(Ma) con 78% de Mortandad. Estos valores altos de control se encuentran en
relaciéon directa con la tasa de mortandad que presenta cada una de estas
cepas, lo que nos permite deducir que déntro del control biolégico haciendo uso
de Beauveria bassiana, los mas altos porcentajes alcanzado por las cepas se
encuentran relacionados con las mayores tasas de infeccion del
entomopatdgeno, fal como se puede observar en la Figura 1.

Similares tendencias se pudo observar para el porcentaje y tasa de
esporulacion de las cepas en estudio, donde también la cepa Cadena 1 (C1) y
Marona (Ma) obtuvieron los mas altos porcentajes, con 69 y 68% de
esporulacién, respectivamente (Figura 2).

En la Figura 3, se muestra los porcentajes de mortandad y esporulacién

alcanzados con el uso de cada uno de estas cepas.
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FIGURA 1. Tasa de mortandad de adultos de Cosmopolites sordidus infectados con cepas de Beauveria bassiana.
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FIGURA 2. Tasa de esporulacion de adultos de Cosmopolites sordidus infectados con cepas de B. bassiana
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FIGURA 3. Porcentaje de mortandad y esporulacion de adultos de
Cosmopolites sordidus infectados con cepas de B. bassiana.
4.2 Seleccion del método de aplicacion de Beauveria bassiana sobre

Cosmopolites sordidus

CUADRO 8. Resumen del anilisis de variancia para el porcentaje de

mortandad de Cosmopolites sordidus.

Fuentes de variacion GL Cuadrado medio

Factorial 1 542.025 AS

A (Cepas) 5 275.705 S

B ( Tipo de aplicacién) 1 3566.677 AS

Ax B 5 203.410 NS
Error experimental 24 80.124
Total 35

CV. : 10.07%

N.S = No significativo
S. = Significacion estadistica al 5% de probabilidad
A.S. = Significacion estadistica al 1% de probabilidad.
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Del Cuadro 8, se deduce lo siguiente:

- Existe diferencias estadisticas al 5% de probabilidad para efecto del factor
A (Cepas).

- Existe diferencias estadisticas al 1% de probabilidad para factorial vy
efecto del factor B (Aplicacion).

- No existe diferencias estadisticas para la interaccion A x B.

- El coeficiente de variabilidad (10.07%) nos indica un estimado muy bueno

para el presente experimento.

4.2.1 Efecto principal de las cepas y del tipo de aplicacién de

Beauveria bassiana

CUADRO 9. Prueba de significacion de Duncan («< = 0.05) para efecto
principal del factor cepas (A) en el porcentaje de mortandad de

Cosmopolites sordidus.

Factor cepas % de mortandad Significacion
as (Cayumba) 58.33 a
a:; (Fundo UNAS) 55.00 a
asz (Tulumayo) 50.56 ab
as (Cafetal UNAS) 49.67 ab
a; (Castillo Grande) 42.78 b
as (Pumahuasi) 40.83 b

Cepas seguidas por la misma letra en columna no difieren significativamente entre si.

El Cuadro 9 y 10 nos muestran el efecto prihcipal para el Factor A
(Cepas) y Factor B (Aplicaciones), respectivamente. En relacién al efecto

principal de las cepas (A), se observa que el porcentaje de mortandad de
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gorgojos negros varia de 40.83 a 58.33% .al usar las 6 cepas en estudio;
correspondiendo los mayores efectos patogénicos a las cepa a4 (Cayumba) y
a¢ (Fundo UNAS), con 58.33 y 55.00%, respectivamente; no diferenciandose
significativamente de las cepas a3 (Tulumayo) y as (Cafetal UNAS), pero si de
las cepas a; (Castillo Grande) y as (Pumahuasi) que obtuvieron los mas bajos
porcentajes de mortandad de gorgojo negro (Cuadrb 9). Cabe resaltar que las
6 cepas evaluadas inicialmente se descartaron por su baja accion patogénica
(< 60%), procediendo a colectar gorgojos negros muertos de otras zonas
‘plataneras a fin de seleccionar cepas promisorias con porcentajés altos de
mortandad.

Con respecto al efecto principal del factor tipo de aplicaciéon (B) de
Beauveria bassiana en gorgojos adultos de Cosmopolites sordidus, se puede
observar un mayor efecto patogénico del nivel b, (aplicaciéon por aspersién) con
59.48% de mortandad, diferencidandose significativamente del nivel b4
(aplicacion por contacto) que obtuvo solamente 39.57% de mortandad de

gorgojo negro (Cuadro 10 y Figura 4).

CUADRO 10. Prueba de significacién de Duncan (< = 0.05) para efecto
principal del tipo de aplicacion (B) en el porcentaje de mortandad

del Cosmopolites sordidus.

Factor aplicacion % de mortandad Significacion
b, (Aspersion) 59.48 a
b; (Contacto de sustrato) 39.57 b

Aplicaciones seguidas por la misma letra en columna no difieren significativamente entre si.
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FIGURA 4. Efecto del tipo de aplicacion de Beauveria bassiana en la

mortandad de Cosmopolites sordidus.

4.3 Efecto patogénico de dos cepas promisorias de Beauveria bassiana

en los diferentes estadios de Cosmopolites sordidus

4.3.1 A nivel de huevos

En el Cuadro 11, se observa que:

- No existe diferencias estadisticas significativas para tratamientos en el

porcentaje de esporulacion de huevos de Cosmopolites sordidus.

- El coeficiente de variabilidad de 12.88%, nos indica muy buena

homogeneidad de los resultados experimentales.



CUADRO 11. Analisis de variancia para el porcentaje de esporulaciéon de
huevos de Cosmopolites sordidus infectados con dos cepas de

Beauveria bassiana.

Fuentes de variacion GL Cuadrado medio
Tratamientos . 1 104.1667 NS
Error experimental 4 34.8617
Total

CV.: 12.88%

NS : No existe diferencias estadisticas significativas.

CUADRO 12. Prueba de Duncan (a 0.05) para el porcentaje de

esporulacion de huevos de Cosmopolites sordidus.

Tratamiento o ¢cepas % esporulacion Signiﬁéaéié‘n‘
Cadena (C) 50.0 a
Marona (Ma) 41.7 a

Tratamientos unidos en columna por la misma letra no difieren significativamente entre si.

‘En el Cuadro 12, se muestra la prueba de Duncan (a = 0.05),
observandose que no existe diferencias significativas entre las dos cepas
promisorias en el porcentaje de esporulacion de huevos de Cosmopolites
sordidus; pero si diferencias porcentuales. El efecto en el porcentaje de
esporulacién de las dos cepas promisorias es bajo, donde la cepa Cadena 1
(C1) tuvo un efecto de 50% de esporulacién a comparaciéon de la Cepa Marona

(Ma) que solamente alcanzo un 41.7% (Figura 5).
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FIGURA 5. Porcentaje promedio de esporulacion en huevos de Cosmopolites
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FIGURA 6. Tasa de esporulacién de huevos de Cosmopolites sordidus

infectados con dos cepas de Beauveria bassiana

En la Figura 6, se muestra la correlacién entre el nimero de dias después
~ de la inoculacion con el numero acumulado de huevos esporulados, donde la

cepa Cadena 1 (C4) presenta la mas alta tasa de esporulaciéon con 3.2541, lo
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cual nos estara indicando una esporulacién diaria promedio de 3.2541 huevos;

a diferencia de la cepa Marona (Ma), cuya tasa de esporulacibn fue de 2.6748.

4.3.2 A nivel de larvas

CUADRO 13. Analisis de variancia para el porcentaje de larvas muertas,
larvas esporuladas, pre-pupas formadas y esporuladas de
Cosmopolites sordidus infectados con dos cepas de Beauveria

bassiana.
Cuadrados medios
Fuentes de GL
variacion Larvas Pupas
Muertas Esporuladas Formadas Esporuladas

Tratamientos 1 44180 423.20 AS 441.80 AS 51208
Error ig AS 18.49 37.44 10.31
experimental 33.89
Total 19
CV. : 6.55% 17.20% 30.13% 28.17%

S : Diferencias significativas al 5% de probabilidad.
AS : Diferencias significativas al 1% de probabilidad.

Del Cuadro 13, se deduce que:

- Existe diferencias estadisticas al 1% de probabilidad para tratamientos en
el porcentaje de larvas muertas, larvas esporuladadas y pupas formadas;
y diferencias estadisticas al 5% de probabilidad en el porcentaje de pre-

pupas esporuladas.



-44 -

- Los coeficientes de variabilidad para las caracteristicas evaluadas nos
estaran indicando rangos de excelente a muy variable homogeneidad de

~ los resultados, experimentales.

N

4 - .

CUADRO 14. Prueba de Duncan (a=0.05) para el porcentaje de larvas muertas
y esporuladas, pupas formadas y esporuladas de Cosmopolites

sordidus infectados con dos cepas de Beauveria bassiana.

Cepa de Beauveria bassiana

-~ Estadio - -
Cadéna 1 (C1) Maroia (Ma)
Larvas muertas 8420 b 93.60 a
Larvas esporuladas 2040 b 29.60 a
Pupas formadas 15.80 a 640 b
Pupas esporuladas 8.00 a 480 b

Porcentajes unidos con la misma letra dentro de cada fila no difieren

significativamente entre si

En el Cuadro 14, se muestra la prueba de Duncan (a = 0.05) del efecto de
dos cepas de Beauveria bassiana en el porcentaje dé larvas muertas, larvas
esporuladas, pre-pupas formadas'y esporuladas de Cosmopolites sordidus;
observandose un mejor efecto de la cepa Marona (Ma) en la mortandad y
esporulacion a nivel de larvas con 9360 y 29.60%, respectivamente;
diferenciandose significativamente del efecto alcanzado por la cepa Cadena 1
(C1). El mayor efecto alcanzado por la cepa Marona (Ma) en la mortandad y
esporulacién de larvas, trajo como consecuencia una menor formacion y
esporulacibn de pre-pupas, siendo significativamente menor al efecto

alcanzado por la cepa Cadena 1 (C1) a nivel de pre-pupas (Figura 7).
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FIGURA 7. Porcentaje de mortandad y esporulacion de larvas, formacion y

esporulacién de pupas de Cosmopolites sordidus.

En las Figura 8 y 9, se muestra las tendencias de mortandad y

esporulaciébn de larvas, asi como formacién y esporulacion de pre-pupas;

observandose que el mejor efecto de las cepas esta condicionado por una

mayor tasa de crecimiento.
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4.3.3 A nivel de pupas

CUADRO 15. Prueba de Duncan (a = 0.05) para el efecto patogénico de dos

cepas de B. bassiana en pupas de Cosmopolites sordidus.

Pupas muertas o .o muertas Insectos adultos

Cepas no eslzg;:)u ladas esporuladas (%) emergidos (%)
Marona (Ma) 2460 a 8.00 a 67.40 a
Cadena (C1) 2120 a 10.40 a 6840 a

Tratamientos unidos en columna por la misma letra no difieren significativamente entre si.

En el Cuadro 15, se muestra la prueba de Duncan (a = 0.05) del efecto
patogénico de dos cepas de Beauveria bassiana en el porcentaje de pupas
muertas no esporuladas y esporuladas, asi como el porcentaje de insectos
adultos emergidos; observandose que no existen diferencias significativas entre
las dos cepas en estudio en los ensayos realizados a nivel de pupas.

Cabe resaltar que el efecto de control de BeauVeria bassiana, expresado
en el porcentaje de pupas muertas esporuladas y no esporuladas, es bajo,
donde el mas alto porcentaje lo constituyeron los insectos adultos emergidos a
partir de pupas inoculadas con las dos cepas en estudio, con 67.40 y 68.40%
para las cepas Marona (Ma) y Cadena 1 (C,), respectivamente.

La Figura 10 ilustra claramente estas variaciones de porcentajes para las

dos cepas en estudio.
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FIGURA 10. Porcentaje de pupas afectadas con dos cepas de B. bassiana.

4.3.4 A nivel de adultos

CUADRO 16. Andlisis de variancia para el porcentaje de adultos muertos y
esporulados de Cosmopolites sordidus infectados con dos
cepas de B. bassiana. '

Cuadrados medios

Fuentes de variacion GL % de adultos % de adultos
muertos esporulados
Tratamientos 1 1512.90 AS 2890.00 AS
Error experimental 8 6.75 13.70
Total 9
CV. 3.93% 5.16%

AS : Diferencias significativas al 1% de probabilidad
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Del Cuadro 16, se deduce que:

- - Existe diferencias significativas al 1% de probabilidad para tratamientos
en el porcentaje de adultos muertos y porcentaje de adultos esporulados
de Cosmopolites sordidus.

- Los céeficientes de variabilidad para ambas variables nos indican

excelente homogeneidad de los resultados experimentales.

CUADRO 17. Porcentaje de adultos muertos y esporulados de Cosmopolites

sordidus infectados con dos cepas promisorias de B. bassiana.

Mortandad : Esporulacion

Cepas _
| % Tasa Re % Tasa R?

Marona (Ma) 912a 4.1848 06876 88.8a 43949 0.7464

Cadena1(Cq) 666 b 3.6925 09083 548 b 29594  0.9297

Valores porcentuales de cepas unidos por la misma letra en columna no difieren
significativamente entre si.

En el Cuadro 17, se muestra la prueba de Duncan (a = 0.05) para el
porcentaje de mortandad y esporulacién de gorgojo negro por efecto de las dos
cepas promisorias de B. bassiana, observandose un mayor efecto patogénico
de la Cepa Marona (Ma) que alcanzé6 91.2 y 88.8% de mortandad vy
esporulacién respectivamente; diferenciéndose significativamente del efecto
patogénico de la cepa Cadena 1 (C4), que alcanzd solamente 66.6 y 54.8% de
mortandad y esporulacién, respectivamente (Figura 11).

Las curvas ajustadas mediante regresion lineal para los porcentajes de

adultos muertos y esporulados, se muestran en la Figura 12, indicandonos de
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infectados con B. bassiana
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V. DISCUSION

5.1 De la seleccion de cepas promisorias de Beauveria bassiana

Al realizar la prueba de patogenicidad de las 11 cepas en estudio (Cuadro
7 y Figura 3), se encontraron que los aislamientos obtenidos de las muestras
de gorgojos muertos de la zona de Cadena 1 (C4) y Marona (Ma), presentaron
los mayores porcentajes de mortandad y esporulacion en gorgojo adulto a nivel
de laboratorio. Estos altos porcentajes de patogenicidad estan relacionados
con las altas tasas de mortandad y esporulacion de las dos cepas en estudio
(Figura 1y 2). Con fines comparativos, se utilizé un tratamiento testigo, sin
inoculacién de Beauveria bassiana, encontrandose solamente un 2% de
gorgojos muertos, que puede deberse basicamente al cambio de ambiente del
hospedero, originando un ligero estrés en adultos de gorgojo negro.

La mortandad observada en el tratamiento testigo puede ser atribuida a
diferentes causas como: manipulacion, otros contaminantes externos y causas
fisiolégicas como la inaniciéon. En estos casos, cuando fue observado a la tupa
estereoscopica, no se apreciaron estructuras de los hongos evaluados sobre el
insecto m‘uerto mantenido en condiciones de alta humedad. Ei resto de los
insectos se mantuvo durante la conduccién del ensayo en condiciones
normales, manteniendo su capacidad de movilidad y alimentacién.

Vale la pena mencionar que los sintomas externos como consecuencia de
la infeccidn causada por Beauveria bassiana en los insectos, al momento de
evaluar los tratamientos, fue escaso. La patogenicidad de un microorganismo y

el desarrollo de la infeccion en el insecto estan relacionados con la produccion
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de toxinas dél microorganismo patégeno que le permite sobreponerse a los
mecanismos de defensa del hospedero.

En el caso de B. bassiana el hongo invade el insecto a través de la
cuticula o via bucal, cambiando el pH en la hemolinfa. Un vez que el hongo
llega al intestino cumple su ciclo, manifestandose externamente en forma de
micelio blanco, conocido como “muscardina blanca”, originando la muerte
debido a la pérdida de nutrientes y por accién de las toxinas (GONZALES et al.,
1993).

. Los resultados obtenidos de este ensayo nos demuestran que el empleo
del hongo Beauveria como biocontrolador del “gorgojo negro”, posee un gran
potencial para reducir las poblaciones de esta plaga. Asimismo, consideramos
que la implementacién de una unidad de produccién a pequefia escala de un
patégeno nativo tal como es el hongo Beauveria, combinado con una aplicacién
de tecnologia apropiada pueda constituir un avance muy importante como
alternativa al tradicional control quimico, a una reduccién de su empleo para el
control del “gorgojo negro”. Para ello es necesario continuar los estudios en
laboratorio con la finalidad de obtener un excelente desarrollo del hongo y al
mismo tiempo realizar ensayos para determinar el método mas adecuado y
oportuno de aplicacién del hongo, de tal manera que al agricultor le resulte

facil, eficiente y econémico (ALCAZAR et al., 1999).

5.2 De la seleccion del método de aplicacién
Los analisis estadisticos muestran diferencias estadisticas al 5% de
probabilidad por efecto del factor A (cepas) y diferencias al 1% de probabilidad

para el factor B (tipo de inoculacién), tal como lo indica el Cuadro 8. Las
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diferencias significativas para el efecto principal de cepas, se debe
principalmente a la variabilidad patogénica de las cepas en estudio (Cuadro 9).

DAOUST and PEREIRA (1986), indican que existen muchas cepas de
estos hongos que varian considerablemente en su virulencia y rango de
hospederos. La forma mas usual de infeccion es por contacto a través de la
cuticula del insecto y la induccion de la micosis es factible debido a que los
conidios pueden germinar aun fuera de los hospederos. La capacidad que
muestran los conidios de los hongos entomopatdgenos para permanecer
estableé en el campo, es la mas importante restriccion para el uso efectivo de
estos agentes en el control de plagas, lo cual estd muy relacionado con la
capacidad de sobrevivencia de los mismos.

Las diferencias significativas para el efecto principal del tipo de
inoculaciéon (Cuadro 10), muestra un mayor porcentaje de mortandad con la
inoculaciéon mediante aspersion con 59.48%, en relacion a un 39.57% de
mortandad con la inoculacién mediante contacto (Figura 4).

Esta diferencia significativa, se debe principalmente a la mayor
distribucién de las conidias sobre el cuerpo del insecto, asi como también al
factor agua presente en la suspensioén conidial, lo cual favorece la germinacién
del hongo; concordando con los resultados obtenidos por AREVALO, et al.
(1998), quien encontré que el mejor método de inoculacién de Beauveria
bassiana fue el de aspersién, causando la muerte a los 6 dias de inoculacion,

mientras que la inoculacién por contacto se producia la muerte a los 7 dias.
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5.3 Del efecto patogénico de las dos cepas promisorias B. bassiana en
los diferentes estadios de C. sordidus

La inoculacion de Beauveria bassiana en los diferentes estadios de C.
sordidus fue realizado mediante aspersién de la suspensién conidial, utilizando
las dos cepas con los mas altos porcentajes de mortandad y esporulacion
durante la seleccién de las cepas promisorias, correspondiendo a las cepas
aisladas de “gorgojos negros” colectados de la zona de Cadena 1 (Cy) vy
Marona (Ma).

La infestacion de Beauveria bassiana a nivel de huevos de Cosmopolites
sordidus, nos muestra diferencias no significativas de las dos cepas en estudio,
indicéndonos un comportamiento similar debido posiblemente a que en este
estadio el efecto patogénico de B. bassiana se encuentre enmascarado por las
condiciones desfavorables, como la falta de sustrato y tejido a invadir.

Los porcentajes de esporulacién alcanzados por las dos cepas en estudio
oscilan de 41.7 a 50.0%; correspondiendo el mayor porcentaje de esporulacién
a la cepa Cadena 1 (Cq) con 50%, mientras que con la cepa Marona (Ma) se
obtuvo solamente un 41.7% de esporulacién a nivel de huevos (Figura 5).
Estos porcentajes encontrados, nos indican niveles bajos, favorecidos
principalmente por la falta de sustrato y tejido a invadir.

Estudios realizados demuestran que este patégeno se encuentra en la
naturaleza siguiendo dos posibles ciclos de desarrollo, saprofiticos en
desechos vegetativos y parasiticos en insectos. El crecimiento saprofitico
puede dar como resultado la produccion de conidiéforos, conidias y desarrollo
micelial. Esta caracteristica permite que el hongo pueda ser cultivado en el

laboratorio utilizando técnicas de bajo costo para la produccién masal. La
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infeccidn parasitica de los insectos es causado por las esporas y la ruta mas
comun de penetracion directa se realiza a través de la cuticula del insecto. Las
conidias de B. bassiana ingresan a la cavidad del cuerpo del insecto donde se
desarrollan produciendo micelios y blastosporas (ALCAZAR et al., 1999).

Al plotear el numero acumulado de huevos esporulados contra el tiempo,
nos permitié determinar la tasa de esporulacién de Beauveria bassiana a nivel
de huevos de C. sordidus, mostrando la cepa Cadena 1 (C1) la mayor tasa de
esporulacion (3.2541). También se puede observar (Cuadro 20 y 21 del
anexo), que la esporulacién a nivel de este estadio empieza él cuarto dia de
inoculado Beauveria bassiana, independientemente al tipo de cepa que se
utiliza; donde la liberacién de conidias en ambos se realiza en sdlo horas
después del crecimiento micelial.

Asimismo, se evalu6 el efecto patogénico de las dos cepas promisorias de
B. bassiana sobre larvas de C. sordidus, inoculando 2x10° conidias/ml en 500
larvas para cada cepa. El Cuadro 14, muestra altos porcentajes de mortandad
de larvas para las dos cepas en estudio, donde la cepa Marona (Ma) obtuvo el
93.60% y la cepa Cadena 1 (C4) el 84.20%, donde las tasas de mortandad se
encuentra en relacioén directa al porcentaje de mortandad; indicandonos mayor
efecto patogénico de la cepa Marona (Ma) a nivel de este estadio; viéndose

corroborado por el mayor porcentaje de esporulacidbn de larvas y menor
porcentaje de formacion de pupas a partir de larvas inoculadas en relacién a la
cepa Cadena 1 (C,) (Figura 7).

Cabe resaltar que la mortandad de larvas sucede al primer dia de |

inoculado las larvas con cepas de Beauveria bassiana, mientras que la

esporulaciéon empieza recién al quinto dia de inoculacién, no concordando con
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lo manifestado por AREVALO, et al. (1998), que indica que la esporulacién de
B. bassiana ocurre a 1 6 2 dias después de la muerte del hospedero, donde un’
50% de larvas muertas deben presentar esporulacion.

El periodo de mortandad de larvas en las dos cepas en estudio es
variable; fluctuando para la cepa Cadena 1 (C{) de 1 a 12 dias de la
inoculacién, mientras que la cepa Marona (Ma) presentd un periodo dé 1a1b
dias (Cuadros 22 y 23 del anexo). El periodo de esporulacién también fue
variable para las dos cepas en estudio, siendo de 5 a 13 dias después de la
inoculacién para la Cepa Cadena 1 (C1) y de 3 a 16 dias para la Cepa Marona
(Ma). Se puede notar un mejor efecto patogénico y periodo de viabilidad de Ia
Cepa Marona (Ma), expresado tanto en el periodo de mortandad e inicio de la
esporulacién en gorgojo negro (Cosmopolites sordidus Germar).

El porcentaje de esporulacién de B. bassiana en larvas de C. sordidus no
sobrepasan el 30%, atribuyéndose a la posibilidad de una muerte natural a
causa d'elvestrés del cautiverio, que es causado por el cambio de habitat del
hospedero (larva).

En relacion al efecto patogénico de B. bassiana en pupas de C. sordidus
(Cuadro 15), expresado en los bajos porcentajes de pupas muertas no
esporuladas y esporuladas; se debe principalmente a la proteccion del
hospedero adquirida como consecuencia del cocdén que la larva construye a
base de fibra del pseudotallo y rizoma de platano. Estos bajos porcentajes de
infeccion como consecuencia de la proteccion del cocén, da como resultado
altos porcentajes de adultos emergidos, no diferencidndose significativamente

para las dos cepas en estudio (Figura 10).
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En relacion al efecto patogénico de B. bassiana en aduitos de C. sordidus,
los mayores porcentajes de mortandad y esporulacién se observan al utilizar la
cepa Marona (Ma) con 91.2 y 88.8%, respectivamente (Figura 11),
computandose estos ultimos como los realmente infectados por B. bassiana;
donde el porcentaje restante puede deberse a una muerte natural a causa del
estrés del cautiverio.

En las dos cepas en estudio, la esporulaciéon es profusa y abundante y
siempre se manifiesta inicialmente por las articulaciones de las patas y
antenas, péra posteriormente llegar a cubrir el 80 a 90% del cuerpo. Esta
capacidad esporulativa del hongo, va a permitir una mayor distribucién y
eficiencia del indculo, ya sea a nivel de laboratorio o0 campo definitivo.

CASTELLANOS (1997), reporta que el patdgeno ataca a los insectos a
través de la cuticula o por via digestiva, lugares donde germinan las esporas
del hongo y se produce una hifa invasora que penetra los tejidos del
hospedero. Algunas partes de la cuticula son mas susceptibles al ataque |
~ enzimatico que otras, siendo importante no sélo la actividad catalitica del
. complejo enzimatico producido por los hongos estudiados, sino también el sitio
especifico de la accién de las enzimas sobre la cuticula.

Ademas de la interaccion de los hongos sobre el insecto a nivel cuticular y
la actividad catalitica de los hongos entomopatégenos, la patogenicidad del
hongo se dé a través de la accion de las toxinas como beauvericinas y
destruxinas. Las hifas se ramifican, colonizan y llegan hasta la cavidad
hemocélica donde se liberan toxinas que causan la muerte del insecfo

(KAIANG et al., 1986).
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ZACHARUK (1973), manifiesta que existe una relaciéon entre la cantidad
de toxina producida y la patogenicidad del hongo; estas toxinas le crean al
huésped una degeneracion progresiva de los tejidos generando cambios
estructurales en las membranas, produciendo deshidrataciéon y muerte.
También se han observado cambios en la actividad eléctrica de los nervios,
causados por el incremento en el consumo de oxigeno en un intento del insecto
por restablecerse.

La eficacia de este microorganismo ha sido evaluada mezclado con
ihsecticidas quimicos, asi como a través de diferentes formulaciones, dosis y
métodos de aplicacién. Ademas, estos resultados confirman lo sefalado por
diférentes investigadores sobre el aumento de virulencia del hongo una vez que

es inoculado sobre el hospedero susceptible (CASTINEIRAS, 1984).



VI. CONCLUSIONES

El dnico entomopatégeno aislado de adultos muertos de Cosmopolites
sordidus, dentro de la zona en estudio fue Beauveria bassiana, el cual en
estado natural se encuentra atacando a esta plaga.

Las cepas de Beauveria bassiana Cadena 1 (Cq) y Marona (Ma)
presentaron los mejores porcentajes y tasas de mortandad vy
esporulacién, siendo considerados como cepas promisorias para su
posterior estudio en los cuatro ‘estadios de “gorgojo negro” (Cosmopolites
sordidus Germar).

El método de inoculaciéon por suspension conidial de Beauveria bassiana
obtuvo el mayor porcentaje de mortandad de adultos de “gorgojo negro”
con 59.48%, diferenciandose significativamente de la inoculacién por
contacto.

El potencial de control de B. bassiana a nivel de larvas de C. sordidus
para las cepas Cadena 1 (C4) y Marona (Ma), exprésado en el porcentaje
de mortandad se encuentran en un rango 84.20 y 93.60%; mientras que el
porcentaje de esporulaciéon fue de 20.40 a 29.60%.

Las dos cepas en estudio de B. bassiana no tienen un efecto diferencial
marcado en la patogénesis de huevos y pupas de C. sordidus.

El mejor efecto patogénico en adultos de C. sordidus, se obtuvo con la
cepa Marona (Ma), alcanzando un 91.2 y 88.8% de mortandad Y

esporulacion, respectivamente.



VIl. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de patogenicidad en el control de Cosmopolites sordidus
de las dos cepas promisorias de Beauveria bassiana a nivel de campo
definitivo del cultivo de platano, utilizando diferentes tipos de trampas.
Realizar pruebas de coleccién de gorgojos de otras zonas plataneras, a
fin de encontrar cepas con un mayor efecto patogénico en Cosmopolites
sordidus Germar, expresado en una mayor tasa de mortandad y
esporulacién. |

Evaluar el efecto entomopatogénico de Beauveria bassiana en el control
de plagas de ciiltivos tropicales.

Debido a la capacidad entomopatogénica de Beauveria bassiana,
incorporar el método de control biolégico utilizando este entomopatégeno,
como un componente mas dentro de un programa de manejo integrado de -

esta plaga.



Viil. RESUMEN

Con la finalidad de colectar e identificar entomopatdgenos relacionados

con la muerte de Cosmopolites sordidus Germar, evaluar y obtener los mejores
entomopatdgenos de la zona, para asi determinar su accion entomopatogénica
‘en los cuatro estadios de desarrollo de C. sérdidus Germar; se realizd el
presente ensayo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Nacional
Ag_raria de la Selva - Tingo Maria, distrito de Rupa Rupa, provincia de Leoncio
Prado y'departémento de Huanuco, en el periodo de marzo de 1999 a marzo

del 2000.

Para realizar el aislamiento de posibles entomopatdgenos de C. sordidus
y determinar su acciéon entomopatogénica, se colectaron adultos muertos de
gorgojo negro de 11 zonas plataneras dentro de la provincia de Leoncio Prado,
encontrandose solamente al hongo Beauveria bassiana como posible
responsable de la muerte de gorgojo negro. Para realizar las pruebas
patogénicas de las dos mejores cepas encontradas, se colectaron larvas,
pupas y adultos de Cosmopolites sordidus de plantaciones de platano cercanas
al lugar del experimento; mientras que los huevos fueron obtenidos a partir de

adultos de Cosmopolites sordidus en cautiverio.

Los resultados obtenidos nos permiten inferir que el mejor método de
inoculacion de Cosmopolites sordidus es el de aspersion conidial,

diferenciandose significativamente del método de inoculacion por contacto.
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Las cepas Cadena 1 (C4) y Marona (Ma), fueron seleccionadas como
promisorias para ser evaluada su actividad patogénica en los cuatro estadios
de C. sordidus, por presentar los mas altos porcentajes y tasas de mortandad y
esporulaciéon. En los cuatro estadios de C. sordidus los efectos patogénicos
de las dos cepas en estudio fueron variables; encontrdndose que la cepa
Cadena 1 (Cy) a nivel de larvas presentd un 50% de esporulacion, en

comparacion a la cepa Marona (Ma) que solamente obtuvo el 41.7%.

En el estadio larval, se obsewé un 84.20% de mortandad al usar la cepa
Cadena 1 (Cy) y .93.60% con la cepa Marona (Ma); mientras que él porcentaje
de esporulacion fue de 20.40 y 29.60%, respectivamente. Las dos cepas en
estudio no tienen un efecto diferencial marcado en la patogénesis de pupas de
Cosmopolites sordidus, viéndose enmascarado su efecto como consecuencia

del cocon.

El mejor efecto patogénico en adultos de Cosmopolites sordidus, se
obtuvo con la cepa Marona (Ma), alcanzando un 91.2 y 88.8% de mortandad y

esporulacion, respectivamente.
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X. ANEXO
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FIGURA 13. Metodologia de inoculaciéon por contacto y aspersién de B. bassiana para el control de gorgojo negro (C.

sordidus Germar) en condiciones de laboratorio.



CUADRO 18. Numero de adultos muertos de C. sordidus utilizando 11

cepas B. bassiana.

Cepas de Beauveria bassiana "

D.D.A.
Tu; Tuz Auy Au; Ca; Ca; C; C, Ma Mi U To
1 0 0 0 0 O 0 0 0O 0O 0 0 ©
2 o 0 0 0 O 0 0 0 0O 0 0 O
3 o 0 0 o0 O 0O 0 O 0 0 0 0
4 0o 0 0 o0 O 0 0 0 0O 0 0 O
5 o 0 0 o0 O 0o 0 0 0 0 0 O
6 1 6 0 4 4 3 2 1 4 14 0 o0
7 6 5 2 7 7 5 1 1 5 8 6 1
8 5 6 3 14 4 7 11 3 4 14 7 1
9 6 12 7 7 9 4 9 9 13 4 9 0
10 6 23 10 10 13 9 15 17 19 6 12 0
11 1 8 10 7 15 7 24 6 10 11 12 O
12 %5 6 6 15 6 10 8 10 10 5 13 0
13 3 4 4 3 0 3 0 0 1 0 2 0
14 0 2 4 1 2 4 3 1 4 2 5 0
15 3 2 2 4 1 1 2 3 3 0 2 0
16 1 2 4 3 4 5 2 3 5 0 4 0
17 0O 0 0 0 4 0 0 0 0O o0 0 o
18 0 0 0 0 O 0 0O O 0O 0 0 o0
Total 57 76 52 75 69 58 87 54 78 64 72 2

Y . Cada tratamientos estuvo constituido por 100 adultos de gorgojo negro.

D.D.A. : Dias después de la aplicacion de las cepas.



CUADRO 19. Numero de adultos esporulados de C. sordidus utilizando 11

cepas B. bassiana.

Cepas de Beauveria bassiana "

D.D.A. »

Tuy Tuz Auy Au; Ca; Ca;, C; C, MaMi U To
1 0 0 0 0 O 0O 0 0 00 O0 O
2 0o 0 0 0 O 0 0 0 00 o0 O
3 0o 0 0 0 © 0 0 0 00 0 O
4 0 0 0 0 O O 0 0 0 0 O0 O
5 0 0 0 0 © 0 0 0 00 0 O
6 o 0 0o 0o O O0 0 1 00 0 0
7 3 0 0 0 O 0 0 0 00 0 O
8 7 0 1 0 1 2 5 0 01 6 0
9 6 1 4 4 6 3 4 1 05 1 0
10 3 13 5 7 4 10 7 3 11 :14 12 0
11 6 12 8 16 17 12 13 10 23 6 9 O
12 10 18 15 13 10 9 24 5 12 9 0
13 15 7 7 14 8 4 8 11 9 4 17 0
14 0o 10 7 5 5 3 4 14 5 4 4 0
15 3 3 2 0 O0 2 2 4 1.0 2 0
16 1 0 4 4 0 2 1 2 5 0 1 0
17 0o 1 0 2 0 2 1 1 2 0 3 0
18 0O 0 2 0 O 0o 0 1 00 2 o©

4

Total 54 65 55 65 51 49 69 53 68 3 64 O

Y . Cada tratamientos estuvo constituido por 100 adultos de gorgojo negro.

D.D.A. : Dias después de la aplicacion de las cepas.



CUADRO 20. Numero acumulado de huevos esporulados infectados con dos

cepas de B. bassiana.

Cadena (C4) ¥ Marona (Ma) "

Dias
1 2 3 1 2 3
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 1 1 0 2
5 3 1 5 2 2 5
6 11 5 7 5 3 9
7 16 9 1 11 6 12
8 23 12 - 15 15 9 16
-9 27 19 21 21 15 20
10 31 24 24 22 17 23
11 33 28 26 26 21 27
12 33 31 26 27 21 27

% esporulacion  55.0 51.7 43.3 45.0 35.0 45,0

Y Cada repeticion esta constituido por 60 huevos de Cosmopolites sordidus.

CUADRO 21. Numero de huevos esporulados de C. sordidus dias después

de la inoculacién con dos cepas de B. bassiana "'

Dias de Evaluacion % de

Cepa  Rep. Total esporu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 lacion

| 1 0 0 0 0 3 85 7 442000 33 5500
Cadena

1(cy) 2 0000 1443754300 31 5167

| 3 00014 2 4 46 32000 26 4333

1 0001136 46 1410 0 27 4500

M"I‘\/'I°”32000021336240002135.00

Ma) 5 o 0023434434000 27 4500

Y Cada repeticion estuvo constituido por 60 huevos de Cosmopolites sordidus.



CUADRO 22. Numero de larvas muertas (LM) de C. sordidus dias después de la inoculacion con B. bassiana cepa
Cadena 1(Cy).

Y Dias después de la inoculacién
Repeticion Total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 6 7 5 10 7 5 3 1 - - - - 44

2 5 4 4 8 4 4 3 7 2 - - - 41

3 7 2 7 9 11 7 1 - - 1 - - 45
4 13 3 5 9 5 5 4 - 3 - - - 47

5 8 6 7 8 6 5 - 1 1 2 1 45

6 10 5 8 5 3 4 2 1 1 - - - 39
7 7 5 4 6 7 4 3 - 2 1 - - 39

8 11 5 8 6 4 3 3 2 - - - - 42

9 13 3 5 4 3 5 5 4 . - - - 42
10 6 4 3 10 8 2 4 - - - - - 37
Total 86 44 56 75 58 39 33 15 9 3 2 1 421
Promedio 86 44 56 75 58 39 33 15 09 03 02 01 42.1

Y Cada repeticion estuvo constituido por 50 larvas de C. sordidus.



CUADRO 23. Numero de larvas muertas (LM) de C. sordidus dias después de la inoculacién con B. bassiana cepa
Marona (Ma).

Dias después de la inoculacion

Repeticion " Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 4 2 6 5 7 4 7 3 4 3 2 1 - 1 1 50
2 M1 7 4 5 4 4 3 1 2 3 - - . 44
3 7 8 5 4 4 7 1 4 12 - - . 43
4 4 6 8 5 6 4 3 5 4 1 - - . .. 46
5 7 9 5 4 6 2 6 3 2 2 - 1 - 2 49
6 8 6 6 4 4 ) 5 2 2 - 1 - 1 - - 44
7 20 6 8 4 3 2 4 2 - - - - 1 L . 50
8 8 5 6 8 9 2 - 5 3 . .o 46
9 17 6 4 2 3 5 3 2 3 1 1 - - - - 47
10 18 3 4 2 7 6 - 5 - 3 1 - - . . 49
Total 104 58 56 43 683 41 29 28 22 12 11 4 3 1 3 468

Promedio 104 58 56 43 53 41 29 28 22 12 11 04 03 01 03 46.8

" Cada repeticion estuvo constituido por 50 larvas de C. sordidus.



CUADRO 24. Numero de larvas esporuladas (LE) de C. sordi_dus dias después de la inoculacién con B. bassiana cepa

Cadena 1 (Cy).

Dias después de la inoculacién

~ Repeticion Total
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

1 - - - - 1 3 3 1 1. - - - - 9

2 - - - - 4 1 3 2 4 - - - - 14

3 - - - - 4 4 1 - - - - 3 9

4 - - - - 2 3 2 1 2 2 - - - 12

5 - ; ; - 4 - - 4 - 1 1 - - 10

6 - - - - 3 2 2 1 1 1 - - 10

7 - - - - 2 4 - - - - - - 6

8 - - - - 2 4 2 - 1 - - - - 9

9 - - - - 2 1 3 2 3 - - - - 11

10 - - - - 3 5 - 4 - - - - - 12
Total - - - - 23 27 19 16 11 4 2 0 3 102
Promedio - - - - 23 27 16 11 04 02 00 03 10.2

1.9

" Cada repeticion estuvo constituido por 50 larvas de C. sordidus.



CUADRO 25. Numero de larvas esporuladas (LE) de C. sordidus dias después de la inoculacién con B. bassiana cepa
Marona (Ma).

Dias después de la inoculacién

Repeticion ¥ ’ Total
' 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 o - - -1 4 3 2 1 2 1 - - 1 1 19

2 - - .3 3 1 1 - 3 - 11 13

3 - - -2 4 4 - 3 .11 15

4 .- - - 185 2 2 13 o oL 14

5 - - . . 3 2 2 2 2 3 1 - 1 - . 16

6 - . .3 2 4 2 111 oL 14

7 - 1 6 1 4 1 1 - - - 1 - . 15

8 .- - 3 4 - 5 1 3 1 - Ll 17

9 .- ... 2 2 2 3 1 1 1 oL 12

10 T S R 13
Total 0 0 1 3 12 33 27 19 19 13 9 6 1 3 1 1 148

Promedio 00 00 01 03 12 33 27 19 19 13 09 06 01 03 01 0.1 14.8

" Cada repeticion estuvo constituido por 50 larvas de Cosmopolites sordidus.



CUADRO 26. Numero de pupas formadas (PF) de C. sordidus dias después de la inoculaciéon con B. bassiana cepa
Cadena 1(C,).

Dias después de la inoculacion

Repeticion ¥ Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

1 - 2 2 1 1 - - - - - - - 6

2 - 2 2 2 2 - 1 - - - - - 9

3 - - 2 2 1 - - - - - - - 5

4 - 1 1 - - - 1 - - - - - 3

5 - - - 1 1 - 1 - 2 - - - 5

6 - - 3 3 1 2 - 1 1 - - - 11

7 - 2 1 2 2 - 2 - 2 - - - 11

8 - 1 1 2 - 1 2 - 1 - - - 8

9 - 2 1 2 2 - 1 - - - - 8

10 - 1 4 - 5 1 2 - - - - - 13
Total 0 11 17 15 13 6 9 2 6 0 0 0 79
Promedio 0.0 1.1 1.7 1.5 1.3 0.6 0.9 0.2 0.6 0.0 0.0 0.0 7.9

" Cantidad de pupas formadas a partir larvas inoculadas con cepa de Beauveria bassiana.
" Cada repeticién estuvo constituido por 50 larvas de C. sordidus.



CUADRO 27. Numero de pupas formadas (PF) de C. sordidus dias después de la inoculacion con B. bassiana cepa
Marona (Ma).

o Dias después de la inoculacion :
Repeticion Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 - - - - - - - - 0

2 - -3 - - a2 e e e - 6

3 - - -2 - - 112 -2 - - 8

4 e e T - 2

5 e . - 1

6 T T - 7

7 - - - e e e - 0

8 - -2 . -2 e e - 4

9 I T T - 3

10 T - 1
Total - 1 7 3 2 5 3 3 4 2 2 - - - 32
Promedo - 01 07 03 02 05 03 03 04 02 02 - - - 3.2

" Cantidad de pupas formadas a partir larvas inoculadas con cepa de B. bassiana.
' Cada repeticion estuvo constituido por 50 larvas de C. sordidus.



CUADRO 28. Nuamero de pupas esporuladas (PE) de C. sordidus al corte dias después de la inoculacién con B.
bassiana cepa Cadena 1 (Cy).

Dias después de la inoculacion
Repeticion ¥ Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 T T T 4
2 S .- .o ... 2 2 e e 4
3 S e ..o oo oo a 2 e e 2
4 e I T 6
5 e 1
6 - - -2 1 - 11 5
7 S- e e e e 2 2 - 1 - 1 6
8 2 2
9 e T T 3
10 - e - - e e e 2 2 - 2 - - - 7
Total - - - - - - - - - 4 6 12 4 5 6 1 2 40
Promedic - - - - - - - - - 04 06 12 04 05 06 01 02 4.0

V' Cada repeticién estuvo constituido por 50 larvas de C. sordidus.



CUADRO 29. Numero de pupas esporuladas (PE) de C. sordidus al corte dias después de la inoculacién con B.

bassiana cepa Marona (Ma).

Dias después de-la inoculacion

" Repeticion ¥ Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 e I T L 3

2 e 1

3 - - ... 1 - - - . 3

4 T e 3

5 S .- oo e - - e 1

6 - - .o .o e 1 - 1 1 - - 3

7 e I e e 4

8 T e 3

0 e 2
10 e 1
Total - - - - - - < < - 2 4 & 5 4 2 1 - 24
Promedio - - - - - - - - - 02 04 06 05 04 02 01 - 24

""" Cada repeticion estuvo constituido por 50 larvas de C. sordidus.



CUADRO 30. Inoculacion de B. bassiana a pupas de C. sordidus - cepa

Marona (Ma) .

Descripcién

Repeticion

Prom.
1 2 3 4 5

Insectos adultos emergidos vivos

Insectos adultos emergidos muertos

Pupas muertas en proceso de
transformacion
Pupas muertas y esporuladas
Larvas muertas
Larvas muertas y esporuladas

68 67 62 75 65 674
8 0 6 8 2 4.8

12 4 12 7 12 94
2 7 3 3 8 4.6

18 12 6 8 104
2 4 5 1 5 34

¥ Cada repeticion estuvo constituido por 100 pupas de C. sordidus.

CUADRO 31. Inoculaciéon de B. bassiana a pupas de C. sordidus - cepa

Cadena 1 (Cy) V.

Descripcion

Repeticion
Prom.

2 3 4 5

Insectos adultos emergidos vivos

Insectos adultos emergidos. muertos

Pupas muertas en proceso de
transformacién
Pupas muertas y esporuladas
Larvas muertas

Larvas muertas y esporuladas

6

4

73 68 74 62 65 684
0o 5 0 0 3 16

11 12 8 10 10 102
8 7 7 6.4
4 17 12 94
6 4 3 4.0

' Cada repeticion estuvo constituido por 100 pupas de C. sordidus.



CUADRO 32. Numero de adultos muertos de C. sordidus dias después de la inoculacién con B. bassiana - cepa
Marona (Ma) ".

R Dias después de la aplicacién Tot

ep.

P 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 al
1 - - 3 5 16 2 17 656§ 4 3 2 2 2 - 1 3 - - - - - - - 9
2 - - 5 7 14 2 18 8 6 1 - 2 1 - - - - - - - - - . o4
3 - 3 2 4 14 1 2% 7 & 2 3 - - 2 - - - - - - - - - 88
4 -2 1 3 14 37 6 8 4 4 2 5 2 1 - - - - - 2 - - - 9
5 - 2 2 3 18 27 24 7 3§ - - 1+ 2 - - 1 1 - - - - - - AN

Totak 0 7 13 22 7% 146 9 3 22 10 7 10 7 3 1 10 0 2 0 0 0 456

Prom. 00 14 26 44 152 292 180 70 44 20 14 20 14 06 02 08 02 00 00 04 00 00 0.0 912

" Cada repeticion estuvo constituido por 100 gorgojos adultos.

CUADRO 33. Numero de adultos muertos de C. sordidus dias después de la inoculacién con B. bassiana cepa Cadena 1

(R
Dias después de la aplicacion : : _
Rep. Total
1 2 3 4 5 6 7 g8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1 - - - - 4 6 9 7 9 5 3 7 3 3 2 4 1 1 - 2 1 1 68

2 - - - 1 2 8 13 9 8 5 3 8 3 3 -2 - 1 - 2 1 1 - 70

3 - -1 1 4 4 9 8 7 3 6 8 4 5 2 2 1 - - 1 1 - - 67

4 - - - - 3 4 11 8 7 4 4 11 5 4 2 1 1 - - - 1 - - 66

- 5 - - - - 1 &5 10 7 8 3 6 6 3 4 1 1 2 - 2 - 2 1 - 62
Prom. 10 10 28 54 104 78 78 40 44 80 36 38 18 20 1.3 10 20 17 1.3 1.0 10 66.6

" Cada repeticion estuvo constituido por 100 gorgojos adultos.



- CUADRO' 34. Numero de adultos esporulados de C. sordidus dias después de la inoculacidon con B. bassiana - cepa
Marona (Ma) "'.

Dias después de la aplicacion

Rep. Total

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 0 0 O 0 0 2 1M1 41 15 4 1 4 2 0 1 4 3 0 0O 0 0 O 88
2 0O 0 O 0 0 1 19 45 16 3 &5 2 1 2 0 1 0o 0 O 0 O 0 o4
3 0 0 O 0O 6 2 12 31 21 4 2 3 1 2 0 O 1 o 0 0 o O 85
4 0 0 O 0 3 2 10 31 146 6 3 3 4 3 2 2 0O 0 0 0 2 0 87
5 0 0 0O 1 2 1 2 26 22 9 2 0 0 o0 1 1 1 1 1 0O 0 o 90

Prom. 0 0 O 10 37 16 148 348 178 52 26 30 20 23 13 20 17 10 10 00 20 00 888

" Cada repeticién estuvo constituido por 100 gorgojos adultos.

- CUADRO 35. Numero de adultos esporulados de C. sordidus dias después de la inoculacion con B. bassiana - cepa
Cadena 1 (Cy) .

Dias después de la aplicacién

Rep. Total
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1 - - - - - - 3 4 5 9 6 5 2 9 3 1 3 2 2 1 - - 1 1 1 58
2 - - - - - 1 - 8 6 13 5 4 2 3 8 1 1 1 1 - - 2 1 1 - 58
3 - - - - 1 1 1 3 3 7 3 3 4 3 4 6 6 2 2 - 1 - 1 - - 51
4 - - - - - - - 3 5 7 11 3 4 11 6 2 1 2 1 - - - 1 - - 57
5 - - - - - - - 5 5 9 7 2 3 2 4 4 2 A1 1 1 1 1 1 1 - 50
Prom. - - - - 10 10 20 46 48 90 64 34 30 56 50 28 26 16 14 1.0 10 15 10 10 1.0 548

¥ Cada repeticion estuvo constituido por 100 gorgojos adultos.



