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RESUMEN

El “mazorquero del cacao” Carmenta foraseminis (Lepidoptera: Sesiidae) es una plaga que
viene afectando el rendimiento del cultivo de cacao en la Region San Martin, debido a que
su ataque es directamente al fruto. El objetivo del estudio fue determinar la patogenicidad
de dos cepas nativas de Beauveria bassiana, sobre Carmenta foraseminis en tres estadios
(huevos, larvas (entre 4 y 5% instar) y pupas), para uso potencial como agente de control
bioldgico. Se desarrollé en el Laboratorio de Sanidad Vegetal-Fitopatologia de la
Universidad Nacional de San Martin-Tarapoto. Se utilizaron dos cepas nativas de
Beauveria bassiana provenientes de la zona de Tabalosos y Juanjui, que fueron reactivadas
en medio PDA, para su manipulacién en las pruebas. La patogenicidad del hongo se
determiné en condiciones de laboratorio en una concentracién de 8x10° conidias/ml. El
andlisis estadistico aplicado al porcentaje de mortalidad, porcentaje de esporulacion y
tiempo de mortalidad mostraron diferencias significativas (Tukey, p<0,05). Los resultados
obtenidos sefialan que el mayor porcentaje de mortalidad y esporulacion promedio fue en
el T7 con 90% y 96,67 %, logrando a su vez el menor tiempo de mortalidad de la
poblacion, con 5,7 dias; concluyendo que el estadio mas susceptible de Carmenta
foraseminis fue en estadio de huevo y que la cepa 2 tuvo mayor patogenicidad; lo cual
muestra el potencial del hongo para el desarrollo de bioinsecticidas contra el mazorquero

del cacao.

Palabras claves: Control Biologico, Beauveria bassiana, cepa nativa, Carmenta

foraseminis, mazorquero, cacao.



Xiv
ABSTRACT

The "cocoa mazorquero” Carmenta foraseminis (Lepidoptera: Sesiidae) is a plague that is
affecting the performance of the cocoa crop in the San Martin region, because their attack
is directly to the fruit. The objective of this study was to determine the pathogenicity of
two native strains Beauveria bassiana, on Carmenta foraseminis in three stages (eggs,
larvae (between 4™ and 5™ instar) and pupae) for potential use as a biological control
agent. The work was developed at the Laboratory of Phytopathology Plant-Health of the
National University of San Martin-Tarapoto. Two native strains of Beauveria bassiana
from Tabalosos and Juanjui areas, which were reactivated on PDA medium, for handling
tests were used. The pathogenicity of the fungus was determined under laboratory
conditions in a concentration of 8x10° conidia/ml. The statistical analysis applied to the
percentage of mortality percentage of time sporulation and mortality showed significant
differences (Tukey, p <0,05). The results indicate that the highest percentage of mortality
and sporulation was in average 90% T7 and 96,67%, achieving turn the shortest time of
death of the population, with 5,7 days; concluding that the most susceptible stage of
Carmenta foraseminis egg stage and strain 2 was more pathogenicity; which shows the

potential of the fungus to develop bio-insecticides against cocoa mazorquero.

Keywords: Biological Control, Beauveria bassiana, native strain, Carmenta foraseminis,

COCOa mazorquero.




INTRODUCCION

La region San Martin en la actualidad tiene el 43 % de la produccion de grano en cacao del
Perd, con un volumen de 37,3 mil toneladas, llegando a producir en promedio 815 kg/ha™.
(Garcia, 2010 y Minagri-DGPA-DEEIA, 2016). Estas cifras vienen siendo amenazadas por
el devastador ataque del mazorquero del cacao (Carmenta foraseminis). La hembra de este
insecto deposita los huevos en la superficie del fruto, y sus larvas recién eclosionadas
perforan y llegan hasta la placenta de las cuales se alimentan perjudicando directa e
indirectamente el fruto. Tanto es el dafio, que en Huanuco hay reportes del 70% de frutos
de cacao afectados, mientras que en San Martin supera el 30 % de dafio al cultivo
(Calderdn, 2017 y SENASA, 2016).

Es por ello que el SENASA ha catalogado al mazorquero como una plaga de mayor
importancia para los productores de cacao de la region San Martin. Con estos argumentos
el control biolégico es una herramienta de manejo de plagas que permite mantener en
equilibrio la poblacion de insectos plaga, en densidades que no causen dafio al cultivo.
Basandonos en este problema se buscd una alternativa que sea econémicamente viable
para el agricultor, como la utilizacion del hongo Beauveria bassiana como agente de

biocontrol.

Para el trabajo de investigacion se realizd la multiplicacion de dos cepas nativas de
Beauveria bassiana, que fueron facilitadas del cepario del proyecto de investigacion
“Estudio de los principales controladores bioldgicos para control de Carmenta foraseminis
(Eichlin, 1995) y Carmenta theobromae (Busk, 1910) (Lepidoptera: Sesiidae) en el cultivo
de Cacao en la Region San Martin”, y estudiadas con una sola concentracion para las
pruebas de patogenicidad. Por tal motivo, se plante6 la hipotesis principal de que
Beauveria bassiana, si tendra control efectivo en el mazorquero del cacao (Carmenta
foraseminis). El objetivo general fue determinar la patogenicidad de dos cepas nativas de
Beauveria bassiana en el control de huevos, larvas y pupas de Carmenta foraseminis en
condiciones de laboratorio, evaluando la cepa nativa de Beauveria bassiana mas
patogénica y el estadio de Carmenta foraseminis mas susceptible, buscando solucionar el
problema del “mazorquero”, para evitar el uso de productos quimicos y pérdidas

econdmicas al productor cacaotero.
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1.2.

CAPITULO |
REVISION BIBLIOGRAFICA

Produccion de cacao en las regiones del Peru

Con relacion a las regiones donde se produce cacao en grano, destacan basicamente
las regiones de San Martin con el 43%; Junin con el 18%, Cusco con 9%, Ucayali
con 8% y Huéanuco con 6%. Estas cinco regiones representan el 84% de toda la
produccion nacional. Regiones como Ayacucho, Amazonas, Cajamarca, Tumbes,
Loreto, Puno y Madre de Dios, también tienen produccion de cacao en menores

volumenes (Garcia, 2010).

En términos de volumen, en el afio 2015 el Per(, registra una produccién en San
Martin de 37,3 mil toneladas, 15,3 mil toneladas en Junin y 6,7 mil toneladas en
Ucayali. La region San Martin rinde 815 kilogramos por hectarea; Junin, 924
kilogramos por hectéreas; y en el caso del Cusco (primer productor nacional en
décadas pasadas), éste muestra el rendimiento méas bajo a nivel nacional con 366
kilogramos por hectarea, debido a ciertas plagas que estan atacando sus
plantaciones de cacao: el Gobierno Regional ha informado que viene adoptando
una serie de medidas, a mediano plazo, a fin de mitigar esta plaga. Ministerio de
Agricultura y Riego- Direccion de Estudios Econdmicos e Informacion Agraria
(Minagri- DGPA — DEEIA, 2016).

Impacto de Carmenta foraseminis en el cultivo de cacao

Decenas de agricultores de la provincia de Leoncio Prado, confirman la destruccion
de la mazorca del cacao por el denominado insecto Carmenta o Mazorquero que
comenzd a invadir el cultivo de cacao en diferentes zonas del Huallaga. El insecto
deposita sus huevos, para luego introducirse en el fruto como larva y al terminar su
ciclo se convierte en mariposa de diversos tamafos, lo cual esta afectando mas de

10 000 hectareas en diversas zonas de la selva (Shalom Noticias, 2016).

“Reportes indican que en algunas partes de Huanuco ha llegado a afectar hasta el

70% de frutos, mientras que en el Cusco ya alcanzé el 30 %” (Calderdn, 2017).



1.3.

Carmenta foraseminis, es conocido como “gusano mazorquero”, se ha convertido
en una de las plagas de mayor importancia por los productores de cacao en la
region San Martin, debido a las grandes pérdidas que viene provocando en su
produccion, que supera el 30% de dafio del cultivo (SENASA, 2016).

Carmenta foraseminis
1.3.1. Origen

Eichlin (1995), describio la especie a partir de especimenes criados en semillas de
Gustavia angustifolia Benth, Gustavia superba y Eschweilera sp. de Panama y en
frutos de cacao de Colombia y quien lo denominé Carmenta foraseminis Eichlin,
que deriva del latin Foro (aburrir) y Seminis (semilla), el nombre se refiere a la
perforacion de semillas del comportamiento de las larvas; y afirmé que la especie
se encuentra distribuido en Panamda, Colombia, Venezuela y probablemente en

Brasil.

1.3.2. Biologia

Carmenta foraseminis Eichlin, insecto del orden Lepidoptera y familia Sesiidae,
fue detectado en las zonas productoras de los estados Aragua, Mérida y Zulia
(Colombia). El reporte informa que el color de las larvas es blanquecino, con
cabeza marron, se alimentan del endocarpio del fruto y penetran por la base del
pedinculo, siguiendo la placenta y atrofiando las semillas. No se ha logrado
diferenciar el sitio exacto de la oviposicién y posterior entrada de las larvas en los
frutos atacados, y externamente sélo se observa una mancha o “peca” sobre la
superficie del fruto, bajo la cual ocurre la transformacion de la larva en una pupa de
color marron claro. Los adultos, son de cuerpo predominantemente negro y alas
con escamas negras, emergen de la pupa, rompiendo la pelicula externa del fruto en
el sitio donde se ubica la peca y dejan las exuvias o restos de la pupa adherida al
orificio de salida. Las hembras ponen huevo de forma oval y tamafio

aproximadamente a 0,6 x 0,3 mm. (Navarro, 2006).

Carmenta foraseminis (Eichlin) coloca los huevos en forma individual en las
hendiduras y rugosidades tanto de frutos tiernos como en los proximos a alcanzar la

madurez fisioldgica. La larva al momento de la eclosién se introduce en el fruto



causando una perforacion al lado del huevo muy pequefia, la cual es dificil de
observar a simple vista, en los primeros instares, se alimentan del tejido placentario
y los ultimos del mesocarpio, dejando las excretas esparcidas dentro del fruto
(Vivas, Sanchez, Moncada y Marquez, 2005).

Los frutos atacados presentan externamente la apariencia de sanos, observandose
una mancha o peca que sella la abertura de la perforacion, que corresponde a una
capa muy delgada del epicarpio del fruto, que la larva deja para usarla de
proteccion y evitar la entrada de otros insectos que puedan perjudicarle; esta capa
es destruida cuando emerge el adulto del capullo, dejando una perforacion en el
fruto que facilita el ingreso de otros agentes patogenos, ocasionando pérdidas

importantes en la produccion (Vivas et al., 2005).

La presencia del perforador dentro del fruto sélo es evidente cuando en la corteza
intacta se observa una mancha oscura redondeada de aproximadamente 0,5 cm de
diametro, la cual es producida por la larva cuando esta en fase de pre pupa; la larva
traspasa el mesocarpio del fruto y se alimenta de las semillas; en consecuencia,
ademas del dafio primario, el comportamiento de este insecto favorece la pudricién
y apelmazamiento de las semillas, por lo que el porcentaje de frutos aprovechables

se ha reducido considerablemente (Navarro, Clavijo, Vidal y Delgado, 2001).

1.3.3. Ciclo biologico

Ramirez, Cabezas y Gil (2015), mencionan el ciclo del mazorquero del cacao, a
temperatura de 28 °C y 80% de H.R., el periodo de incubacién dura 7- 8 dias, larva
(5" instar) es de 30 - 36 dias, pupa de 21 — 22 dias y adulto de 6- 7 dias, su ciclo de

vida esta entre 64 — 73 dias, con promedio de 68,5 dias.

El mazorquero del cacao (Carmenta foraseminis), como todos los lepiddpteros,
presenta metamorfosis completa, el dafio lo hace la larva al alimentarse
principalmente de la placenta del fruto y el mucilago de la semilla. Se aprecian las
distintas fases por las que pasa el insecto. El ciclo desde la postura hasta el adulto
es de 71 dias (Cubillos, 2013).



En la investigacion realizada por Sanchez y Herrera (2005) en laboratorio,
Carmenta foraseminis tuvo un ciclo de 74,71 + 12,64 dias, el tiempo de eclosion
del huevo durd de 8,1+ 0,12 dias, la fase de larva posee 5 instares y tuvo una
duracion de 47,66 + 10,13 dias, la pupa dur6 11,7 + 1,2 dias y el adulto 1,35 +1,31

dias.

El imago de Carmenta foraseminis posee habitos de alimentacién nocturna, la
hembra colocan sus huevos solitarios dispersos en las rugosidades del fruto, los
cuales pueden llegar a tener hasta 70; las larvas en los primeros instares se
alimentan del tejido placentario de la planta y en los Ultimos instares se alimentan
de mesocarpio. El orificio de entrada lo realiza la larva inmediatamente al lado del
huevo al eclosionar, observandose hasta 72 larvas por fruto, transcurriendo todos
los instares larvales dentro del fruto y el adulto posee dimorfismo sexual (Sanchez
y Herrera, 2005).

Los ciclos biologicos difieren entre un autor y otro, esto no es muy preciso.

1.3.4. Distribucidén geogréfica

En agosto del 2001, se empezd a detectar dafios esporadicos de este perforador en
el Banco de Germoplasma de Cacao de la UNAS, Tingo Maria; posteriormente se
registro en Tarapoto, VRAE, Piura, etc. (Gil, 2017). EI mencionado autor dice que,
la presencia de este barrenador se detecta, al observarse en el orificio de entrada los

excrementos oscuros de la larva.

“El perforador de la mazorca del cacao, Carmenta foraseminis, ha sido reportado
en Panama, Venezuela y Colombia” (Eichlin, 1995; Harms y Aiello, 1995;
Delgado, 2005). Recientemente el 2009, la Asociacion Peruana de Productores de
Cacao (APPCACADO) registré un perforador denominado mazorquero, presente en
el 30% de las zonas de produccién mas importantes del Pert y que provoca dafios
en el 30% de la produccién. Se sospecha que puede tratarse de Carmenta
foraseminis (Cubillos, 2013).

1.3.5. Clasificacién taxondmica de Carmenta foraseminis

Navarro (2006), menciona la siguiente clasificacion taxonémica:



Orden : Lepidoptera
Suborden : Glossata
Division : Ditrysia
Superfamilia : Sesioidea
Familia : Sesiidae
Género : Carmenta

Especie : foraseminis

1.3.6. Comportamiento

“Las larvas de este insecto al penetrar el fruto llegan hasta las semillas, en el
proceso de alimentacion las dafian y por lo tanto destruyen el producto comercial
del cultivo, lo que ocasiona importantes pérdidas econémicas” (Morillo et al.,
2007).

1.3.7. Dafos de Carmenta foraseminis

Los frutos que se cosechan antes de la emergencia del adulto (frutos con excretas
del insecto localizado sobre la epidermis), se aprovechan en mas del 90%, pero en
los frutos en los que ya se ha registrado la emergencia del adulto o en que los
estados inmaduros (larvas-pupas) del insecto han sido parasitados después de
construidos los taneles para la salida del adulto, la intensidad del dafio es total
(Cubillos, 2013).

Las especies de importancia economica que dafian el fruto en la region noreste del
estado de Aragua, son Carmenta foraseminis y Carmenta theobromae; los dafios
son ocasionados por las larvas que atacan los frutos, produciendo una o varias
perforaciones, preferentemente en la base y en los surcos; donde se concentran los
excrementos por estas perforaciones penetran hongos y bacterias que estan
asociados con las pudriciones; estas galerias generalmente son externas o en el
pericarpio, sin llegar a afectar los granos, pero en otros casos pueden llegar a dafar

la placenta y las semillas (Navarro, 2006).

En algunos casos, el fruto dafiado presenta pudricion interna de apariencia acuosa
por invasion de insectos del Orden: Diptera (moscas), y en otros, las semillas de

adhieren fuertemente y se endurecen perdiéndose totalmente, porque presentan un
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olor desagradable, lo cual hace que el fruto no se pueda aprovechar en forma

comercial (Navarro, 2006).

Las larvas de esta especie perforan las mazorcas del cacao, pero se mantienen en el
epicarpio de fruto y muy rara vez traspasan el mesocarpio para alimentarse de las
semillas. En general, la presencia de este perforador se detecta, al observarse en el

orificio de entrada los excrementos oscuros de la larva (Morillo et al., 2007).

1.3.8. Sintomas

Cuando el insecto ataca frutos menores de 4 meses, exhiben una madurez
prematura; en caso de que los frutos tengan méas de 4 meses de edad, se observan
excreciones del insecto taponando el orificio de salida o, bien, exudaciones acuosas
por este mismo orificio; en frutos con sintomas de madurez prematura no se
encuentran estados larvales del insecto probablemente debido a la accién parasitica

de enemigos naturales (Cubillos, 2013).

Generalidades de los hongos entomopatdgenos

En los ultimos 50 afios, la investigacién en la proteccién de los cultivos contra los
insectos plaga ha estado enfocada al uso de agentes de biocontrol (BCA) (Whipps y
Lumsden, 2001). La creciente inquietud por los efectos nocivos sobre la salud
causados por las practicas de la agricultura tradicional intensiva que involucra el
uso de insecticidas sintéticos; la aparicion de resistencia a los insecticidas quimicos
en algunos insectos de importancia econdmica hacen que haya un interés cada vez
mayor en el uso de insecticidas de origen biolégico (Glare et al., 2012). En
consecuencia, desde mediados del siglo XX ha habido gran expansion del mercado
en base a hongos patdgenos con actividad selectiva contra las plagas de insectos
(Lépez, Rodriguez y Lopera, 2014). El uso de estos métodos de control se deriva
de una disciplina denominada control bioldgico, que se basa en el principio natural
en que muchas especies de organismos se alimentan, viven y se reproducen sobre
otras, cuyas poblaciones son reguladas por las primeras en los diferentes
ecosistemas, indirectamente esto logra que las cantidades alcanzadas por los grupos
poblacionales no sean nocivas al sistema (Madrigal, 2001). Ernest y Brown (2001)

definen la homeostasis como “las interacciones compensatorias entre especies, que



producen estabilidad en un ecosistema”, en consecuencia los hongos
entomopatogenos y las enfermedades que de forma natural causan en los insectos
son un ejemplo claro de esta relacion y el control biologico es el aprovechamiento
de estas interacciones regulatorias para disminuir las poblaciones de una plaga.

Entre los microorganismos entomopatogenos, los hongos son considerados
controladores promisorios, ya que pueden infectar a los insectos directamente a
través de la penetracion de la cuticula y poseen multiples mecanismos de accion
que les confieren una alta capacidad para evitar que el hospedero despliegue

mecanismos de resistencia (Hayek y Leger, 1994).

En la actualidad Beauveria bassiana es considerada una especie criptica, porque
incluye un ndmero aun no determinado de linajes muchos de ellos con
distribuciones intercontinentales (Rehner et al., 2006, Ghikas, Kouvelis y Typas,
2010), y que se encuentran como complejos de especies multiples tanto en
ambientes agricolas como en los no intervenidos (Rehner et al., 2006; Meyling
Lubeck, Buckley, Eilenberg y Rehner, 2009).

1.4.1. Proceso infectivo de los hongos entomopatdgenos en los insectos

La mayoria de estos hongos son patdgenos obligados o facultativos que causan en
el insecto enfermedades denominadas micosis (Tanada y Kaya, 1993). El proceso
infectivo comienza con la Adhesion de la conidia a la cuticula del insecto este
proceso esta directamente relacionado con el tipo de conidias y la hidrofobobicidad
de la cuticula del insecto, cuando las conidias crecen aéreamente se unen bien a
superficies hidrofébicas pero la adhesidon a superficies hidrofilicas es débil; las
conidias que crecen sumergidas se unen bien a ambos tipos de superficies y las
blastosporas (In vitro) se unen de una manera fuerte a superficies hidrofilicas y
débilmente a superficies hidrofébicas (Holder y Keyhani, 2005). La adhesién de las
conidias también puede estar influenciada por la topografia cuticular, la presencia
de setas o espinas puede facilitar este proceso (Sosa, Boucias y Nation, 1997). Una
vez la conidia se ha adherido comienza el proceso de germinacion que es el retorno
de la actividad o metabolismo vegetativo, morfologicamente es la emergencia de la
célula vegetativa en forma de un tubo germinativo que crece sobre la superficie

cuticular formandose un apresorio que penetra la cuticula (Vargas, 2003), factores



como la humedad ambiental, la temperatura y estado de desarrollo, parte del cuerpo
y balance nutricional del insecto pueden influenciar la germinacion de la conidia de
un hongo entomopatogeno (Volcy y Pardo, 1994; Tanada y Kaya, 1993). La rapida
germinacién de las conidias puede ser una ventaja ya que evita la exposicion a
ambientes que pueden ser adversos para el hongo y reduce la posibilidad de que el
insecto tenga una respuesta al ataque del mismo (Vega, Meyling, Luangsa-ard y
Blackwell, 2012).

Una vez la conidia ha germinado comienza la penetracion en la cuticula del
hospedero que ocurre como resultado de una combinacion entre la degradacion
enzimatica de la cuticula y la presion mecanica ejercida por el extremo de una hifa
invasiva que forma un boton de penetracion donde la capa cuticular es deformada
por presion (Tanada y Kaya, 1993; Humber, 2009). EI modo de penetracion
principalmente depende de las propiedades de la cuticula del insecto, grosor,
esclerotizacion y la presencia de sustancias anti fungicas y nutricionales en ella
(Charleyn, 1989). EI mecanismo quimico de penetracion de la cuticula involucra
una serie de enzimas como proteasas, aminopeptidasas, esterasas, lipasas y
quitinasas, las cuales causan degradacion del tejido en la zona de penetracion
(Vegaetal., 2012).

Durante este proceso de penetracidn en algunos casos se produce una respuesta no
celular, llamada melanizacién cuticular que puede retardar o detener el proceso de
germinacion mediante el endurecimiento de la cuticula que forma una barrera
contra la penetracion del hongo (Humber, 2009; Schrank y Vainstein, 2010). Una
vez que el hongo atraviesa la cuticula debe vencer el sistema inmunolégico del
hospedero antes de entrar a la hemolinfa y desarrollarse dentro del insecto
(Madrigal, 2001).

Después de llegar al hemocele, la mayoria de los hongos pasan a una fase
levaduriforme o de crecimiento por gemacion. Las infecciones causadas por
hongos en su gran mayoria tardan mas de dos dias en causar la muerte del
hospedero. Se producen toxinas y enzimas, aunque algunos hongos aparentemente
no poseen toxinas, matan el insecto al consumir todos los nutrientes o por

destruccion fisica de sus tejidos (Bustillo, 2001). En la medida que avanza el
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proceso de infeccién el hongo crece y comienza a absorber una proporcion cada
vez mayor de nutrientes del hospedero, se da una creciente competencia por el
oxigeno disuelto disponible y por el crecimiento de las estructuras del hongo se
produce una invasion del espacio que impide la circulacion de la sangre a través del
hemocele (Humber, 2009).

La colonizacién del hemocele por el hongo produce una alteracion del estado
fisioldgico del insecto y de sus funciones de excrecién y respiracion provocando la
muerte del insecto (Humber, 2009). Los insectos tienen una serie de mecanismos
de respuesta al ataque de los hongos como la melanizacion, la fagocitosis o la
encapsulacion, también pueden modificar su comportamiento exponiéndose al sol
para incrementar su temperatura corporal (Rolff y Reynolds, 2009; Elliot, Blanford,
y Thomas, 2002; Roy, Steinkraus, Eilenberg, Hajek y Pell, 2006).

Por otro lado, los hongos pueden evitar la defensa inmune de los insectos mediante
diferentes mecanismos como desarrollo de protoplastos que no son reconocidos por
los hemocitos del insecto, la formacion de cuerpos hifales multiplicAndose y
dispersandose rapidamente (Samson, Evans y Latge, 1988) y la produccion de
micotoxinas (Tanada y Kaya, 1993). El papel de las toxinas en el proceso de
patogénesis es entre otros actuar como inhibidores de las reacciones de defensa del
hospedante por alteraciones de los hemocitos y retardo en la agregacion de las
células de la hemolinfa (Lépez, Martinez y Barandica, 1994). Posterior al
crecimiento del hongo en el hemocele, la micosis induce a sintomas fisiologicos
anormales en el insecto y cambios en la coloracion en insectos atacados. Después
de muerto el insecto, si existe una alta disponibilidad de agua los hongos emergen
al exterior a través de la cuticula y esporulan sobre el cadaver produciendo indculo
para infectar a otros insectos. Si las condiciones no son favorables, estos quedan
dentro del cadaver, donde pueden sobrevivir por algunos meses y eventualmente

producir conidias cuando lleguen las condiciones favorables.
Hongo Beauveria bassiana

1.5.1. Generalidades

Este hongo ha sido aislado de mas de 200 especies de insectos de diferentes

ordenes, incluyendo plagas de cultivos de importancia econdémica. La fructificacion
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estd constituida por células conidiégenas que forman conidios sucesivas en un
raquis que se desarrolla en forma de zigzag. Esta fructificacion ocurre como
synmema o0 conjunto de células conidiégenas unidas (Gomez, Zapata, Torres y
Soberanis, 2011).

Estos hongos presentan colonias blancas que se vuelven crema, amarillo palidas,
incoloras al reverso, amarillas o rojizas, en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) O
Agar Extracto de Malta (MEA) presentan aspecto aterciopelado a polvoriento
(Gomez, et al, 2011).

1.5.2. Importancia

Beauveria bassiana, al igual que otros hongos entomopatdgenos, antes de matar a
su hospedero le causa sintomas importantes como son: pérdida de sensibilidad,
falta de coordinacion, letargo, inapetencia, melanizacion y paralisis. Con la muerte
del insecto, el beneficio se incrementa pues la esporulacion y posterior dispersion
del hongo, permite un control méas alla de la aplicacion (Estrada, Romero y
Snowball, 1997; Vargas, 2003; Malpartida, 2004).

1.5.3. Taxonomia

La clasificacion taxonomica de Beauveria bassiana descrita por Bischoff et al.
(2006) es:
Reino : Fungi

Filum : Ascomycota

Clase : Sordariomycetes
Orden : Hypocreales
Familia : Clavicipitacea
Género : Beauveria

Especie  : bassiana

1.5.4. Caracteristicas morfoldgicas

El hongo, a los 15 dias de desarrollo forma un micelio de aspecto algodonoso de
color blanco. A medida que va pasando el tiempo se vuelve amarillento. El reves es

de color rojizo al centro y amarillento en la periferia, este hongo produce una
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enfermedad conocida como “muscardina blanca” debido a que los insectos
presentan una morfologia caracteristica algodonosa en su cuerpo. EI micelio se
ramifica formando conidioforos simples e irregulares que terminan en vértices en
formas de racimo, el conidiéforo es abultado en su base, surgiendo un
adelgazamiento en el area donde se insertan los conidios los cuales son globosos de

3 um de largo y 2 um de ancho (Ames y Cafiedo, 2004).

Los insectos infectados por Beauveria bassiana, presentan signos de la enfermedad
conocida como muscardina blanca. Los cadaveres, muestran en su superficie una
cubierta blanca muy densa formada por el micelio y esporulacion del hongo,
quedando generalmente, momificados (Acosta, 2006; Carballo et al., 2004).

Antecedentes de investigacion

Rodriguez, Gerding y France (2006), reportaron que el mayor porcentaje de
mortalidad fue del 50 % en huevos de Tuta absoluta Meyrick (Gelechiidae), con
una cepa de Beauveria bassiana; y las pruebas de aislamientos presentaron 60 % de

esporulacién.

“La mayor susceptibilidad de los huevos al ataque de patogenos, se debe a que
éstos estan inmoviles, y los recursos nutricionales que abastecen a las larvas
neonatas hasta su eclosién, son también un buen sustrato para microorganismos”
(Rupert y Kellner, 2002).

“Las diferencias en los niveles de virulencia de cepas pertenecientes a una misma
especie de hongo, se pueden deber a las variaciones genéticas dadas por la
especializacion hacia un determinado hospedero y por la distribucion geografica de
las cepas” (Alves, 1998; Coates et al., 2002).

Malpartida, Narrea y Dale (2013) reportaron en larvas de Dione juno con
Beauveria bassiana a una concentracién de 10”7 y 10° conidias/ml, 60 y 32% de
mortalidad. Solis-Soto et al. (2006) a una concentracién de 2.4 x 10° conidias/ml,

obtuvieron una mortalidad del 93% en larvas de Cydia pomonella (Tortricidae).

La patogenicidad evaluada de dos aislamientos de Beauveria bassiana (cepas Bbl

y BDb5) sobre larvas de Diatraea saccharalis, encontraron que la cepa Bb5 ocasion6
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mortalidad de 82,5%, mientras que con la cepa Bbl la mortalidad fue de 21,3%, lo
que indica que se deben buscar cepas especificas de hongos entomopatdgenos para

el control de la plaga (Arcas, Diaz y Lecuona, 1999).

“De los ensayos de control en larvas de Carmenta foraseminis, criadas en
laboratorio, se ha logrado determinar que el hongo entomopatdégeno Beauveria

bassiana present6 el mayor porcentaje de control de 44% de mortalidad” (Moron,
2017).

“En larvas de Stenoma cecropia (Lepidoptera: Elachistidae) con Beauveria
bassiana en condiciones de laboratorio, se report6 promedios con valores

superiores al 90% de esporulacion” (Valencia, 2007).

Bacca y Lagos (2014), demuestran que la inoculacién de las larvas de Galleria
mellonella, en los diferentes tratamientos con Beauveria bassiana presentaron
83,5% Yy 86,1% de esporulacion.

Srisukchayakul, Wiwat y Pantuwatana (2005), mencionan que la germinacion de
esporas en aislamientos de cepas nativas depende del estadio del hospedero, debido
a la variacion del integumento, la penetracién de los hongos infectivos a través de
la cuticula que es precedida por la formacion de un apresorio que se fija a la
epicuticula y proporciona el punto de apoyo para los procesos mecanicos y
enzimaticos. Esto es considerado importante, no solo desde el punto de vista
patogénico, sino que también productivo, ya que una cepa que cause una alta
esporulacién a bajas concentraciones es mas econdémica para su produccion masiva
(Butt y Goettel, 2000).

“Las larvas de Galleria mellonella en bioensayo de efectividad murieron a los 3
dias (72 horas) en todas las formulaciones con Beauveria bassiana a excepcion del
testigo absoluto, en este Gltimo no se observO mortalidad mientras dur6 el

bioensayo” (Espinoza y Vallejos, 2016).

“El aislamiento de Beauveria bassiana que causd mayor mortalidad fue el obtenido
de larvas infectadas de Spodoptera frugiperda (Bb42), con mortalidad maxima de
96,6 %, y tiempo de mortalidad de 3,6 dias” (Garcia, Gonzalez y Bautista, 2011).
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

Materiales
2.1.1. Ubicacion experimental

El trabajo de tesis se realiz6 en el Laboratorio de Sanidad Vegetal - Fitopatologia,
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Martin,
ubicado en la Ciudad Universitaria, Distrito de Morales, Region San Martin.

2.1.2. Aislamientos de Beauveria bassiana nativa

Se utiliz6 dos cepas nativas de Beauveria bassiana, procedentes del cepario
implementado por el proyecto “Estudio de los principales controladores biologicos
para control de Carmenta foraseminis (Eichlin, 1995) y Carmenta theobromae
(Busk, 1910) (Lepidoptera: Sesiidae) en el cultivo de Cacao en la Region San
Martin”, dichas cepas segliin informacion sin publicar, han sido colectadas sobre

larvas de Carmenta foraseminis en las zonas de Tabalosos y Juanjui (Tabla 1).

Tabla 1
Descripcion de aislamientos

Género Aislamiento Procedencia
Especie Lugar
Beauveria bassiana  Cepa 1 (Bs-SMF)  Carmenta foraseminis Tabalosos
Beauveria bassiana  Cepa 2 (Bb-SMr)  Carmenta foraseminis Juanjui

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

Metodologia
2.2.1. Tipoy nivel de investigacion

El trabajo se enmarco en el tipo de investigacion aplicada, debido a que busca la
utilizacion y consecuencias précticas de los conocimientos, siendo su nivel de
investigacion explicativo, es decir, busca el porqué de los hechos con una

investigacion experimental.
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2.2.2. Disefo experimental

En la investigacion se utilizé el disefio completo al azar (DCA); con 9 tratamientos,
cada tratamiento tuvo 3 repeticiones, cada repeticion tuvo 10 unidades
(representando la unidad cada huevo, larva y pupa con su cocén), generando 270
unidades experimentales (Tabla 2). Se desarroll6 un analisis de varianza con un
nivel de significancia de p<0,05, probabilidad de error para determinar la
naturaleza de las diferencias entre los tratamientos; previo para el analisis de
varianza se sometieron los datos a la evaluacién del supuesto de normalidad
utilizandose la prueba de Shapiro Wilk (Diz, 2008) y para el supuesto de
homogeneidad de varianza se utilizo la prueba de Levene (Font, 2007), cumpliendo

los dos supuestos.

Previo al analisis de varianza, los datos de las variables porcentaje de mortalidad y
esporulacién fueron transformados a arcsen V% (Box y Hunter, 1989). Asi mismo
para la variable tiempo de mortalidad (dias) fue transformado a (X+0,5) por
originarse de conteo (Padron, 1996). Finalmente, los datos fueron sometidos a la
prueba Tukey con un nivel de significancia de p<0,05. Se almacenaron y analizaron
los datos en el software InfoStat 16-04-15, posteriormente para su interpretacion,

los valores promedios se convirtieron a las unidades originales.

Tabla 2
Descripcidn de tratamientos de estudio
Tratamiento Cepa Estadio

T1 Testigo Huevo
T2 Testigo Larva (entre 4° y 5° instar).
T3 Testigo Pupa
T4 Cepal Huevo
T5 Cepal Larva (entre 4° y 5° instar).
T6 Cepa l Pupa
T7 Cepa 2 Huevo
T8 Cepa 2 Larva (entre 4° y 5° instar).
T9 Cepa 2 Pupa

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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2.2.2.1. Modelo matematico
Yi= p +Ti +¢gj

Donde:

Yij representa la j- ésima observacion del i-ésimo tratamiento, u representa a la
media poblacional a partir de los datos del experimento; 1; es el efecto del i-ésimo
tratamiento a estimar a partir de los datos del experimento, &;; es el efecto aleatorio

de variacion.

2.2.3. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
2.2.3.1. Obtencion de Carmenta foraseminis.

Para obtener los huevos, larvas y pupas, se tuvo que hacer colectas de frutos de
cacao infestados de la parcela del Sr. Genaro Linares, ubicado en la ciudad de

Tabalosos.

Para eso se instald cajas pandora con dieta artificial, establecida por Parra (2007) y
modificada a la vez, estas fueron pre esterilizadas por tindalizacién, que se utilizo
en el desarrollo biolégico de larvas, desinfectadas al 0,5% de hipoclorito de sodio
(NaClO), durante 1 minuto y enjuagadas tres veces con AD estéril, para la
obtencion de cocones con pupas para las pruebas de patogenicidad. En cuanto a los
huevos viables y larvas (entre 4 y 5% instar), se obtuvo mediante la colecta directa
de campo, de la misma parcela, desinfectandolos el mismo dia de colecta, para ser
utilizadas en las pruebas (Figura 1), siguiendo la misma técnica en la desinfeccidn

y dieta artificial.

Figura 1. Obtencion de Carmenta foraseminis. A) En estadio de huevo. B) En estadio de larva. C)
En estadio de pupa.
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2.2.3.2.  Multiplicacion del in6culo de Beauveria bassiana
a. Preparacion de medio de cultivo

Papa Dextrosa Agar (PDA): Se preparé PDA, medio optimo para el desarrollo de
las cepas nativas utilizadas; para un litro de medio se lavo 250 g de papa, estas en
trozos se pusieron a cocer (horno microondas) en 500 ml de agua destilada (AD)
durante 10 minutos aproximadamente, evitando que se deshaga, después el caldo
de papa se filtré en un recipiente limpio y se agregd 10 g de dextrosa. En otro
recipiente que contiene 500 ml de AD se diluyd 20 g de agar en el horno

microondas. Ambas diluciones fueron mezcladas y agitadas.

La mezcla antes que solidifique, se distribuyd en botellas de vidrio de 200 ml,
después fue cerrado con un tapon de algodon y cubierto con papel reciclable, para
luego esterilizar a 121°C de temperatura, 15 libras de presion y por espacio de 20
minutos con ayuda de una autoclave vertical a vapor. A la botella de vidrio que
contiene el medio de cultivo estéril y tibio (temperatura 25°C aproximadamente) se
agreg6 10 mg de Cloranfenicol como antibiético, inmediatamente después el medio

de cultivo fue distribuido en placas de Petri 15 x 60 mm (Figura 2).

Figura 2. Preparacion de medio (PDA). A) Dilucion de papa dextrosa agar embotellado. B)
Esterilizacion de medio PDA en la autoclave. C) Plaqueo de medio PDA en placas de Petri 15 x 60
mm.

b. Reactivacion y multiplicacion de dos cepas nativas.

Las cepas nativas de Beauveria bassiana fueron reactivadas en placas de Petri de
15 x 60 mm que contenian medio PDA+ Cloranfenicol (Antibidtico). Para ello, de

los viales se extrajo el hongo y se transfirid a las placas de Petri en condiciones
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asépticas (Figura 3). Las placas se colocaron en camara de incubacién a
temperatura ambiente por 8 dias.

Con las cepas reactivadas se procedio a realizar las pruebas de patogenicidad.

Figura 3. Reactivacion e incremento del in6culo de cepas de Beauveria bassiana. A) Placas de Petri
de 15 x 60 mm conteniendo medio PDA. B) Viales con el hongo. C) Repique de cepas.

2.2.3.3. Determinacion de la concentracion de conidias.

La cuantificacion de la concentracion de conidias permitié determinar el nimero de

unidades infectivas, utilizando el siguiente protocolo:

Se preparo la suspension original de 10 ml de agua estéril con Tween 20 (0,1%),
que ayudd a la separacion de conidias y a su vez permitid una mejor
contabilizacién, lo que constituy6 la dilucién 10°. Posteriormente se agit6 la
muestra en vortex aproximadamente por 30 segundos. Luego se realizo la dilucion
10" tomando 1 ml del primer tubo (suspensién madre) y se le adiciond a un tubo
con 9 ml de AD estéril, se repitié el procedimiento llevando 1 ml de esta dilucién
(10™") a un tubo con 9 ml de AD estéril obteniendo la dilucién 107

Después de haber realizado este proceso, las muestras fueron llevadas a
observacién. Con una pipeta se tomé una alicuota de la Gltima dilucién (10?) y se
llend la camara de Neubauer por capilaridad, luego se llevé al microscopio
binocular y se procedid a contar los conidias en el cuadrante central de la camara,
en la que se considerd cinco cuadrados, los 4 de las esquinas y el del centro (Figura
4). Con esto se determind las conidias por ml mediante la siguiente férmula,
descrita por French y Hebert (1982):
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Conidias / ml = SUMA de 5 C.S. x 50 000; si las conidias son pequefias.

De las cuales se obtuvo 8 x 10° conidias/ml, y para el nimero total de conidias, es

decir la concentracion, se utilizo la siguiente formula:

Conidias
Conidias total= —————— x Vol. de suspension original de conidias
ml
Conidias total= 8 x 10°x 10 ml

Conidias total= 8 x 10° conidias /ml

Figura 4. Determinacion de la concentracion de conidias en cdmara de Neubauer. A) Camara de
Neubauer con la dilucién preparada del hongo. B) Vista y conteo de los conidias en microscopio
binocular.

2.2.3.4. Pruebas de patogenicidad

a. Infeccion de huevos, larvas y pupas de Carmenta foraseminis con
Beauveria bassiana.
Para la prueba de patogenicidad se utilizaron huevos, larvas (entre 4° y 5% instar) y
pupas con cocon de Carmenta foraseminis que fueron desinfectados con
hipoclorito de sodio al 0,5%, después se realizdO mediante inmersion la infeccion
con las dos cepas nativas del hongo Beauveria bassiana a concentracion de 8 x 10°
conidias/ml durante 1 minuto (Figura 5). Como testigo se trataron huevos, larvas y
cocones con pupa en AD estéril. Los huevos y larvas tratados fueron transferidos a
recipientes de plasticos que contenian dieta artificial pre esterilizada para su
alimentacion. A diferencia de los cocones con pupas tratadas, que no fueron
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ubicados en dietas artificiales, sino en camaras humedas. Realizado las pruebas de
patogenicidad estos se mantuvieron en un cepario, a temperatura de 28 °C y una

H.R. de 60-70%. Las observaciones de mortalidad, esporulaciéon y tiempo de

mortalidad se hicieron diariamente durante 15 dias.

Figura 5. Infeccion de tres estadios de Carmenta foraseminis con Beauveria bassiana. A) En estadio
de huevo. B) En estadio de larva. C) En estadio de cocén con pupa.

b. Verificacion de mortandad con medio PDA

Los individuos tanto en huevos, larvas y pupas, que tenian la caracteristica de
mortalidad y esporulacién respectivamente, se colocaron en placas de Petri con
medio de cultivo, para observar el crecimiento del micelio y verificar si estos

murieron por el hongo aplicado (Figura 6).

Figura 6. Verificacion de mortandad en medio de cultivo. A) Placas con huevos esporulados. B)
Placas con larvas esporulados. C) Placas de cocon con pupas y adultos muertos y esporulados.

2.2.4. Indicadores evaluados
a) Porcentaje de mortalidad

Se determin6 con el nimero de individuos muertos (huevo, larva y pupa) sobre el
namero inicial de individuos, multiplicado por 100.
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N° individuos muertos

% Mortalidad = 100
% Mortalida N° inicial de individuos -

b) Porcentaje de esporulacion

Este indicador evaluado se realizd6 con los individuos muertos, que fueron
sometidos a medios de cultivo para verificar si en los tratamientos con las cepas se
produce la esporulacion de los mismos, y calculamos con la siguiente férmula.

N° individuos con esporulacién

% E lacién = 100
% Esporulacion N° inicial de individuos X

c) Tiempo de mortalidad

Se determind el tiempo de mortalidad, cuando la concentracion aplicada del hongo,
matd mas de la mitad de la poblacién, por un periodo de 15 dias.



3.1.

CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados
3.1.1. Porcentaje de mortalidad

La tabla 3 y la figura 7 muestran el ANVA vy la prueba de Tukey (p < 0,05)
respectivamente, para porcentaje de mortalidad.

Tabla 3

Anélisis de varianza del porcentaje de mortalidad de Carmenta foraseminis con
cepas nativas de Beauveria bassiana. Datos convertidos arcsen V%

FV SCT GL SCM F Sig.
Tratamiento 24493,861 8 3061,733 81,877 0,00 **
Error 673,093 18 37,394
Total 25166,954 26

R? (%) = 96,1 CV (%)= 14,6 **= Altamente significativo
90,00 a
80,00 ab 80,00ab
76,67 ab
73,33 ab
66,67 b I {
g
=]
3
3 ® HUEVO %)
= W LARVA
2 PUPA

0,00c 0,00c 0,00c

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Tratamiento

Figura 7. Prueba de Tukey (p < 0,05) del porcentaje (%) de mortalidad de Carmenta foraseminis

(huevo, larva y cocén con pupa) con cepas nativas de Beauveria bassiana. Letras diferentes difieren
estadisticamente entre si.
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3.1.2. Porcentaje de esporulacién

La tabla 4 y la figura 8 muestran el ANVA y la prueba de Tukey (p < 0,05)
respectivamente, para porcentaje de esporulacion.

Tabla 4

Anélisis de varianza del porcentaje de esporulacion de Carmenta foraseminis con
cepas nativas de Beauveria bassiana. Datos convertidos arcsen V%

FV SCT GL SCM F Sig.
Tratamiento 28938,421 8 3617,303 121,646 0,00 **
Error 535,253 18 29,736
Total 29473,674 26

R? (%) = 97,4 CV (%)=12,0 **= Altamente significativo
96,67 a
83,33 ab G 86,67 ab 86,67 ab
73,33b I
g
S
(&)
3 ® HUEVO

>

S mLARVA

o

i PUPA

0,00c 0,00c 0,00c

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Tratamiento

Figura 8. Prueba de Tukey (p < 0,05) del porcentaje de esporulacion de Carmenta foraseminis

(huevo, larva y cocdn con pupa) con cepas nativas de Beauveria bassiana. Letras diferentes difieren
estadisticamente entre si.
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3.1.3. Tiempo de mortalidad

La tabla 5 y la figura 9 muestran el ANVA y la prueba de Tukey (p < 0,05)

respectivamente, para tiempo de mortalidad.

Tabla 5
Analisis de varianza del tiempo de mortalidad de Carmenta foraseminis con cepas
nativas de Beauveria bassiana. Datos convertidos V(X+0,5)

FV SCT GL SCM F Sig.
Tratamiento 30,470 8 3,809 395,519 0,00 **
Error 0,173 18 0,010
Total 30,643 26
R? (%) = 99,2 CV (%)= 4,6 **= Altamente significativo

10,7 a
%\ ‘{ 9,3 ab
) 8,7 bc I
§ 7,7 cd
I 6,7 de
S 57e
E mHUEVO
©
g B LARVA
E PUPA
l_
0,0 f 0,0f 0,0f
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Tratamiento

Figura 9. Prueba de Tukey (p < 0,05) del tiempo de mortalidad (dias) de Carmenta foraseminis
(huevo, larva y cocén con pupa) con cepas nativas de Beauveria bassiana. Letras diferentes difieren
estadisticamente entre si.
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Discusion
3.2.1. Porcentaje de mortalidad

La figura 7, muestra la comparacién de medias con la prueba de Tukey con nivel de
confianza al 95 % para el porcentaje de mortalidad. Se puede visualizar que el T7
(Cepa 2 en estadio huevo) con 90 %, consiguio el mayor porcentaje de mortalidad,
asi mismo los tratamientos T1, T2 y T3 considerados como tratamientos testigos, al
no haber sido infectados con ninguna cepa de Beauveria Bassiana, presentaron 0 %
de mortalidad; el porcentaje de mortalidad fluctu6 de 76,67-90 %, 66,67-80 %,

73,33-80%, para huevos, larvas y pupas respectivamente.

El estadio de huevo con mortalidad de 76,67-90 %, fue el méas susceptible en ambas
cepas, esto es sustentado por Rupert y Kellner (2002), cuando manifiestan que la
mayor susceptibilidad de los huevos al ataque de patdgenos, se debe a que éstos
estan inmdviles, y los recursos nutricionales que abastecen a las larvas neonatas

hasta su eclosion, son también un buen sustrato para microorganismos.

Pero la mortalidad en huevos es superior a lo observado por Rodriguez et al.
(2006), cuando reportaron 50 % de mortalidad en huevos de Tuta absoluta Meyrick

(Gelechiidae), con una cepa de Beauveria bassiana.

Para la mortalidad de larvas de Carmenta foraseminis con Beauveria Bassiana, en
condiciones de laboratorio, Mor6n (2017), reporté mortalidad de 44 %. Asi mismo
Malpartida et al. (2013) consiguieron en larvas de Dione juno con Beauveria
bassiana a una concentracién de 10’ y 10° conidias/ ml, entre 60 y 32% de
mortalidad; los resultados obtenidos son superiores a los resultados que
encontraron estos autores, pero es inferior a lo obtenido por Solis-Soto et al.
(2006), que obtuvieron en larvas de Cydia pomonella (Tortricidae) con Beauveria
bassiana a una concentracion de 2.4 x 10° conidias/ ml, la mortalidad del 93%.

Las cepas nativas de Beauveria bassiana aisladas de Carmenta foraseminis de
Tabalosos y Juanjui tienen diferentes resultados en los estadios en estudio, esto es
corrroborado por Arcas et al. (1999), cuando mencionan que dos aislamientos de

Beauveria bassiana (cepas Bbl y Bb5) sobre larvas de Diatraea saccharalis,
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encontraron que la cepa Bb5 ocasioné mortalidad del 82,5%, mientras que con la
cepa Bbl la mortalidad fue del 21,3%, lo que indica que se deben buscar cepas

especificas (nativas) de hongos entomopatégenos para el control de la plaga.

Del mismo modo tiene relacion (Alves, 1998 y Coates et al., 2002) cuando afirman
que las diferencias en los niveles de virulencia de cepas pertenecientes a una misma
especie de hongo, puede que se deba a las variaciones genéticas dadas por la
especializacion hacia un determinado hospedero y por la distribucién geografica de

las cepas.

3.2.2. Porcentaje de esporulacion

La figura 8, muestra la comparacién de medias con la prueba de Tukey con nivel de
confianza al 95 % para el porcentaje de esporulacion. Se puede visualizar que el T7
(Cepa 2 en estadio de huevo) con 96,67 %, obtuvo el méas alto porcentaje de
esporulacién, asi mismo los tratamientos T1, T2 y T3 considerados como
tratamientos testigos, al no haber sido infectados con ninguna cepa de Beauveria
Bassiana, presentaron 0 % de esporulacion.

El porcentaje de esporulacion fluctué de 83,33- 96,67%, 73,33-86,67%, 76,67-

86,67%, para huevo, larva y pupa respectivamente.

El estadio de huevo con esporulacion de 83,33-96,67 %, fue el mas susceptible en
ambas cepas, estos resultados fueron superiores a lo reportado en otra especie, por
Rodriguez et al. (2006), que en huevos de Tuta absoluta Meyrick (Gelechiidae) de

tres aislamientos de Beauveria bassiana, tuvieron 60 % de esporulacion.

Valencia (2007), report6 en larvas de Stenoma cecropia (Lepidoptera: Elachistidae)
con Beauveria bassiana en condiciones de laboratorio, promedios con valores
superiores al 90% de esporulacion; para otra especie en la esporulacion de larvas de
Galleria mellonella, con Beauveria bassiana, Bacca y Lagos (2014), reportaron
83,5% y 86,1% de esporulacion; siendo estos resultados inferiores a lo obtenido en

el presente trabajo.

Acreditando lo sefialado por Srisukchayakul et al. (2005), quienes indican que la

germinacion de esporas en aislamientos de cepas nativas depende del estadio del
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hospedero, debido a la variacion del integumento, la penetracion de los hongos
infectivos a través de la cuticula que es precedida por la formacién de un apresorio
que se fija a la epicuticula y proporciona el punto de apoyo para los procesos
mecénicos y enzimaticos. Esto es considerado importante, no sélo desde el punto
de vista patogénico, sino que también productivo, ya que una cepa que cause una
alta esporulacion a bajas concentraciones es mas econdmica para su produccion
masiva (Butt y Goettel, 2000).

3.2.3. Tiempo de mortalidad

La figura 9, muestra la comparacién de medias con la prueba de Tukey con nivel de
confianza al 95 % para el tiempo de mortalidad, se puede observar que el T7 (Cepa
2 en estadio de huevo) obtuvo menor tiempo con 5,7 dias, asi mismo los
tratamientos T1, T2 y T3 considerados como tratamientos testigos, que no fueron
infectados con ninguna cepa de Beauveria Bassiana, no presentaron tiempo de

mortalidad.

El tiempo de mortalidad fluctu6 de 5,7-6,7 dias, 7,7-8,7 dias, 9,3-10,7 dias, para

huevo, larva y pupa respectivamente.

Para el tiempo de mortalidad de larvas de Galleria mellonella con Beauveria
bassiana, Espinoza y Vallejos (2016), reportaron 3 dias de mortalidad,
evidenciando menor tiempo con respecto a lo obtenido en larvas de Carmenta

foraseminis que fluctué de 7,7-8,7 dias.

En larvas de Spodoptera frugiperda con Beauveria bassiana, Garcia et al. (2011),
menciona que la mortalidad maxima fue de 96,6 %, y con tiempo de mortalidad de

3,6 dias, siendo superior a los resultados logrados en el presente trabajo.
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CONCLUSIONES

En base a las condiciones que se realiz6 el trabajo de investigacion y a los resultados

obtenidos en el periodo de evaluacion, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. De las evaluaciones a nivel de laboratorio, sobresalio el tratamiento T7 (Cepa 2 en
estadio de huevo) con 90 % de mortalidad y 96,67 % de esporulacion.

2. EI' T7, logré un menor tiempo de mortalidad con 5,7 dias, correspondiente a la cepa 2

de Beauveria bassiana y al estadio de huevo de Carmenta foraseminis.

3. Por lo que se concluye que la cepa 2 de Beauveria bassiana y que el estadio de huevo
tuvieron mejores resultados en los tres indicadores evaluados, deduciendo que si es
patogénico para el control de la plaga Carmenta foraseminis, a comparacion de la cepa
1, y de los estadios de larva y cocon con pupa que han tenido buenos resultados pero no

superan al T7.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda aplicar cepas nativas de Beauveria bassiana, en este caso la Cepa 2, que
alcanzd mayor efectividad en el control de Carmenta foraseminis, como parte del
Manejo Integrado del Cacao, ademéas de disminuir la presencia del mazorquero del
cacao, contribuye a la conservacion del medio ambiente y no es perjudicial o toxico al

hombre, todo esto en condiciones de campo.

2. Por las dificultades en la obtencion de huevos de las hembras de Carmenta foraseminis
y a su vez el desarrollo del ciclo bioldgico, se recomienda adecuar metodologias para

lograr una crianza en laboratorio.

3. Los bajos rendimientos del cultivo de cacao (Theobroma cacao) en la zona de San
Martin, se deben entre otras razones, a la presencia de Carmenta foraseminis,
ocasionando importantes pérdidas econémicas, por ello se recomienda ejecutar mas
trabajos de investigacion para el manejo de esta plaga con otros entomopatdgenos

nativos y otras tacticas de control.
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Tabla 6

Datos generales de las evaluaciones de cada tratamiento

TRATAMIENTO  REPETICION  Descripcion % de % de % de % de Tiempo de Tiemp.Mor.Conv.
Mortalidad Mort.Conv.  Esporulacion  Esp.Conv. mortalidad (Dias)

T1 1 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Huevo

T1 2 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Huevo

Tl 3 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Huevo

T2 1 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Larva

T2 2 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Larva

T2 3 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Larva

T3 1 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Pupa

T3 2 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Pupa

T3 3 Testigo en 0 0.0 0 0.0 0 0.7
Pupa

T4 1 Cepalen 70 56.8 90 71.6 6 2.5
huevo

T4 2 Cepalen 80 63.4 80 63.4 7 2.7
huevo

T4 3 Cepalen 80 63.4 80 63.4 7 2.7
huevo

T5 1 Cepalen 70 56.8 80 63.4 8 2.9
larva

T5 2 Cepalen 70 56.8 70 56.8 9 3.1
larva
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T5

T6

T6

T6

T7

T7

T7

T8

T8

T8

T9

T9

T9

Cepalen
larva
Cepalen
pupa
Cepalen
pupa
Cepalen
pupa
Cepa2en
huevo
CepaZ2en
huevo
Cepa2en
huevo
Cepa2en
larva
Cepa2en
larva
Cepa2en
larva
Cepa2en
pupa
Cepa2en
pupa
Cepa2en
pupa
PROMEDIO

CME
CV (%)

60

70

80

70

90

80

100

70

90

80

90

80

70

50.8

56.8

63.4

56.8

71.6

63.4

90.0

56.8

71.6

63.4

71.6

63.4

56.8

41.99
37.394
14.6

70

70

90

70

100

90

100

80

90

90

90

90

80

56.8

56.8

71.6

56.8

90.0

71.6

90.0

63.4

71.6

71.6

71.6

71.6

63.4

45.38
29.736
12.0

10

12

10

3.1

3.2

3.5

3.2

2.5

2.3

2.5

29

2.9

2.7

3.2

3.1

3.1

2.18
0.010
4.6
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Tabla 7

40

Supuesto de normalidad de datos utilizandose la prueba de Shapiro Wilk

Shapiro-Wilk
V. Dependiente Estadistico gl Sig.
% Mortalidad 0,754 27 0,084
% Esporulacion 0,735 27 0,060
Tiempo de Mortalidad 0,835 27 0,790
Tabla 8

Supuesto de igualdad de varianzas de datos utilizandose la prueba de Levene

Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error

V. Dependiente F dfl df2 Sig.
% Mortalidad 2,100 8 18 0,091
% Esporulacion 4111 8 18 0,084
Tiempo de Mortalidad 3,923 8 18 0,078

Figura 10. Establecimiento del estadio de huevo - Carmenta foraseminis con Beauveria bassiana

(Prueba de patogenicidad).
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Figura 11. Establecimiento del estadio de larva - Carmenta foraseminis con Beauveria bassiana
(Prueba de patogenicidad).

Figura 12. Establecimiento del estadio de pupa - Carmenta foraseminis con Beauveria bassiana
(Prueba de patogenicidad).
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Figura 13. Identificacion y validacion de las cepas de Beauveria bassiana por el SENASA.
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