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RESUMEN

Esta investigacion se realizé en el laboratorio de Quimica Analitica de la
Universidad Nacional del Santa, tuvo como objetivo determinar la eficacia de Beauveria
bassiana Balsamo y Metarhizium anisopliae Mesthnikoff, y la mezcla de B. bassiana + M.
anisopliaea a dos dosis en el control de Dione juno. Se estudiaron dos dosis: 2 kg y 4 Kg de
entomopatogenos / 200 litros de agua, haciendo un total de seis tratamientos. Se emple6 el
disefio estadistico completo al azar (DCA), bajo arreglo factorial (3x2)., con cuatro
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental estuvo constituida por jaulas de vidrio
de 25 cm x 10 cm x 15, conteniendo 10 larvas de Dione juno Cramer, colectadas de campos
de maracuya. Se evalud la variable control, con los pardmetros % de mortandad de larvas y
eficacia, determinandose, asimismo la dosis mas adecuada para el control de Dione juno.
Resalto en nivel de control de Beauveria Bassiana, el cual causo el 82.5% de mortandad de
larvas Dione juno, siendo la mejor dosis 4 Kg de B.bassiana / 200 litros de agua, se
encontré que la mortandad de larvas concentré entre los 6 a 8 dias después de la aplicacion,
con 47.5% del total de larvas muertas; asimismo, este entomopatogeno obtuvo performance
aceptable con la dosis de 2 Kg de B. assiana / 200 litros de agua, el cual causo el 70% de
mortandad de larvas de D. juno. Con la mezcla de B. basiana + M. anisopliae, se alcanz6
una mortandad del 75%, siendo la mejor dosis 2 Kg de B. bassiana +M. anisopliae, mezcla
que concentro el 82 % del total de mortandad de larvas de D. juno, entre los 7 y 14 dias

después de la aplicacion. No se obtuvieron resultados satisfactorios con M. anisoliae.

Palabra clave: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, dosis de aplicacion.



ABSTRACT

This research was carried out in the Laboratory of Analytical Chemistry of the Universidad
Nacional del Santa, its objective was to determine the efficacy of Beauveria bassiana
Balsamo and Metarhizium anisopliae Mesthnikoff, and the mixture of B. bassiana + M.
anisopliae at two doses in the control of Dione juno. Two doses were studied: 2 kg and 4 kg
of entomopathogens / 200 liters of water, making a total of six treatments. The complete
random statistical design (DCA) was used, under factorial arrangement (3x2), with four
repetitions per treatment. The experimental unit consisted of glass cages of 25 cm x 10 cm x
15, containing 10 larvae of Dione juno Cramer, collected from passion fruit fields. The
control variable was evaluated, with the parameters % mortality of larvae and efficacy,
determining, observing the most adequate dose for the control of Dione juno. The level of
control of Beauveria Bassiana stood out, which caused 82.5% mortality of Dione juno
larvae, the best dose being 4 kg of B.bassiana / 200 liters of water, it was found that the
mortality of larvae was concentrated between 6 8 days after application, with 47.5% of the
total number of dead larvae; Given that this entomopathogen obtained an acceptable yield
with a dose of 2 kg of B. bassiana / 200 liters of water, which caused 70% mortality of the
D. juno larvae. With the mixture of B. basiana + M. anisopliae, a mortality rate of 75% was
achieved, the best dose being 2 Kg of B. bassiana +M. anisopliae, a mixture that
concentrated 82% of the total mortality of D. juno larvae, between 7 and 14 days after

application. Satisfactory results were not obtained with M. anisoliae.

Keywords: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, application rate

Xi



I. INTRODUCCION

El cultivo del maracuya Passiflora edulis es un cultivo importante en el Peru; segun Sierra
y Selva Exportadora (2021) “en el afio 2020 se tenia 7,062 hectéreas, con una produccion
exportable del 80,219 TM”. El valle del Santa es unos de los valles con alto potencial
productivo y buena rentabilidad. Sin embargo, la presencia de plagas y su control son

retos que deben asumir los productores de maracuya.

Dentro de las plagas resalta Dione juno Cramer, el cual en su estadio larval se alimenta
de las hojas y botones florales, causando defoliacion, se caracteriza por su habito gregario,

representando un gran riesgo para el cultivo (Garcia, 2002)

El control de las plagas del maracuya, especificamente de Dione Juno Cramer se basa
fundamentalmente en el empleo de plaguicidas de sintesis. Estos productos quimicos de
amplio espectro generan un desequilibrio dentro del ecosistema e incluso puede afectar la
calidad e inocuidad de los frutos y afectar la salud de las personas. Los riegos de los
plaguicidas quimicos por su peligrosidad pueden afectar la salud del ambiente y a las
personas Y, afectar la inocuidad del fruto, restandole calidad y nivel de competitividad en

el mercado destino.

El control bioldgico de plagas es una alternativa viable para el control de las plagas del
maracuyd, especificamente para el control de Dione juno Cramer. Dentro de los
componentes del control biolégico resalta los entomopatogenos, habiéndose probado

desde hace mucho tiempo en el control de plagas a nivel mundial.

El uso de hongos entomopatogenos (HE) esta muy difundido en el control de plagas,
resaltando Beauveria bassina y Metarhizium anisopliae como los principales HE
utilizados con mucho éxito en la supresion de plagas. Existen aproximadamente 700

especies de hongos entomopatdgenos, y alrededor de 100 géneros (Jiménez, 2009); sin



embargo, a nivel del valle del Santa su uso no esta bien difundido, existiendo un alto

porcentaje de desconocimiento sobre las bondades y eficacia de los entomopatdgenos.

En el marco de la problemaética, el presente trabajo de investigacion se planted el objetivo
de evaluar la eficacia de los hongos entomopatdgenos en el control de Dione juno cramer
bajo condiciones de laboratorio para su futuro empleo en campo y a dosis efectivas que

generen la mortandad de Dione juno Cramer.

1.1. Formulacién del problema

El cultivo del maracuya es unos de los cultivos alternativos que se ha incrementado
significativamente en el valle del Santa, sin embargo, la presencia de plagas insectiles es
uno de los problemas que afronta los productores de este cultivo, resaltando, entre otras
plagas, (el defoliador de la hoja) Dionejuno. La presencia de esta plaga da lugar al
empleo de insecticidas de sintesis quimica de alta toxicidad y residualidad, poniendo en
riesgo la inocuidad del producto, afectando también la poblacion benéfica, el ambiente y

la salud de las personas involucradas.

El mercado nacional e internacional exige productos inocuos, libre de residuos de
plaguicidas y otros contaminantes, por lo que frente a esta situacion el manejo integrado
de plagas (MIP),con énfasis en el control bioldgico se constituye como una alternativa
para el control de la plaga Dione juno Cramer, sin embargo estos métodos de control
son poco conocido por los productores de maracuyd, debido a la falta de promocion vy
fundamentalmente por la escasa informacion existente sobre las bondades del control
bioldgico. Se desconoce sobre la existencia de trabajos de investigacion realizados para
el control biolégico de Dione juno Cramer, basicamente sobre investigaciones realizadas

para el control de esta plaga con el uso de entomopatégenos.



El alto uso de insecticidas de alta toxicidad y el escaso a nulo conocimiento de
productores sobre el uso de entomopatdgenos, ha generado la necesidad de plantear este
trabajo de investigacion para obtener conocimientos sobre la eficacia y bondades de estos
controladores en la calidad del producto y el respeto al ambiente y la salud de las

personas.

Frente a esta realidad nos formularnos la siguiente pregunta:

¢Cual sera el efecto de Beauveria bassiana Balsamo y Metarhyzium anisopliae
Metschnikoff a dos concentraciones en el control de Dionejuno Cramer en condiciones de

laboratorio?

1.2. Objetivos

a. Objetivo General

Determinar la eficacia de los entomopatogenos Beauveria bassiana Béalsamo vy
Metarhyzium anisopliae Metschnikoff a dos concentraciones en el control del

Dione juno Cramer bajo condiciones de laboratorio.

b. Objetivo Especifico
- Determinar la mortandad de las larvas de Dione juno Cramer con el uso de
Beauveria basiana y Metarhizium anisopliae Metschnikoff a dos
concentraciones.
- Evaluar la eficacia de la interaccion de Beauveria bassiana Balsamo y
Metarhizyum anisopliae Metschnikoff en el control de Dione juno Cramer a dos
concentraciones

- Determinar la dosis que ejerce mayor mortandad de larvas de Dione juno Cramer.



1.3. Formulacién de la Hipdtesis

Existe diferente eficacia entre los entomopatogenos Beauveria bassiana Balsamo y
Metarhyzium anisopliae Metschnikoff a concentraciones diferentes en el control de

Dione juno Cramer.

1.4. Justificacion

El presente proyecto de investigacion se justifica porque va a generar conocimiento
sobre alternativas de control de Dione juno basado en el uso de entornopatogenos corno
estrategia de control biologico de plagas. Asimismo, porgue contribuird indirectamente
a reducir el uso de plaguicidas altamente toxicos que afectana la inocuidad de los
alimentos, ambiente y la salud de las personas que estan en contacto con el uso de los

plaguicidas y la que consumen los alimentos tratados con plaguicidas.

Este trabajo de investigacion, basa su justificacion porque los conocimientos que se
generaran beneficiaran directamente a todos los productores dedicados al cultivo
de la maracuya (hospedante principal de Dione juno) asimismo a técnicos Yy
profesionales dedicados a la orientacion del manejo integrado del cultivo de rnaracuyd;
también servira corno antecedente a la poblacion cientifica para emprender otras

investigaciones relacionadas al presente terna de investigacion.

1.5. Limitaciones del Trabajo

Las principales limitaciones que se afrontd durante la investigacién fue la escasa

disponibilidad de informacion cientifica relacionada al control de Dione juno; sin



embargo, se ha suplido con la amplia informacién existentes sobre los entomopatogenos;
asimismo una de las limitantes fue la disponibilidad de un laboratorio especifico para la

ejecucion de este trabajo de investigacion.



II. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Tirira, (2022) en su investigacion intitulada:

Beauveria sp. como agente de control bioldgico del gusano defoliador Dione
juno andicola (Bates) en Passiflora ligularis (Juss.) a nivel de laboratorio
encontrd que Beauveria bassina (Bals.) Vuill, fue patogénica para larvas en el
tercer estadio de vida, alcanzando una mortalidad del 91,97% con una
concentracion de 1x10° conidios/ml, ya que a las 72 horas de su aplicacion

presento capacidad de infeccion.
Asi mismo, Malpartida, Narrea & Dale (2013) estudiaron:

La patogenicidad de Beaveria bassiana (Bals.) Vuill., sobre el gusano
defoliador del maracuya Dione juno (Cramer) (lepidoptera: Nymphalidae) en
laboratorio, en el cual probaron aplicaciones directas de suspensiones de 10°
,107'y 108 conidias/ml, registrando una mortalidad de larvas de D. juno entre

20y 84% al cuarto dia después de la aplicacion.
Gil (2017) en su estudio:

Evaluacion de dos cepas de Beauveria bassiana (Bals.) y una cepa de
Metarhizium anisopliae (Metsch). En el control de adultos del gorgojo del
banano, Cosmopolites sordidus (Coleoptera, Curculionidae) bajo condiciones
de laboratorio al estudiar encontrd que la cepa de Beauveria bassiana 26 la
que mas destaco causando la mas alta mortalidad con 82,72% vy fue la que mas

rapido alcanzo el tiempo letal medio con 9.74 dias entre los tratamientos. Le



siguio la cepa de Metarhizium anisopliae, que tuvo una mortalidad de 58.02%

y un tiempo letal medio de 18.45 dias.

Llique (2020) en su investigacion titulado:

Ensayo de patogenicidad de Beauveria bassiana en insectos Scarabaeidae que
afectan el arandano (Vaccinium corymbosum L.) en Cajamarca, encontrd en
sus resultados que al tercer dia se inicia la mortalidad de larvas, pero sin
mostrar diferencias importantes entre tratamientos. A partir del dia 18 existe

diferencias importantes entre tratamientos.

Chavarry (2015) su investigacion titulada:

Efecto de Beauveria bassina y Metarhizium anisopliae sobre larvas de
Heliothis virescens, en condiciones de laboratorio al realizar su estudio
encontré que Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae tiene efecto
entomopatogeno sobre las larvas de Heliothis virescens, en condiciones de
laboratorio teniendo que Beauveria bassina presenta mayor efecto
entomopatogeno sobre las larvas de Heliothis virescens al presentar menor
porcentaje de supervivencia de larvas inoculadas a la misma concentracion de

conidias y factores ambientales.

Farias, (2007) en su estudio intitulado:

Patogenicidad de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. y Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin sobre el gusano defoliador del maracuya, Dione juno juno
(Cramer) (Lepidoptera: Nymfalidae). Al estudiar encontré que B. bassiana y
M. anisopliae tienen accion patégena sobre la plaga del maracuya. M.

anisopliae fue mas eficiente en la tasa de mortalidad de las orugas de Dione



juno juno en relacion al tiempo, considerando que B. bassina también fue

eficiente, pudiendo ser usados en programas de control bioldgico.

Asimismo, Lloclla, Arellano, Garcia, Maxe, & Vasquez. (2017) en su trabajo de

investigacion titulado:

Patogenicidad de Beauveria bassina (bals) vuill, sobre el gusano barrenador
del Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Pyralidae) en laboratorio.
Encontr que la aplicacion directa de suspensiones 10° y 10 conidias /ml
registro una mortalidad en las larvas de Diaphania hyalinata, entre 19 y 68%
al cuarto dia. Concluyendo que Beauveria bassiana presenta un gran potencial

en el control microbiano de Diaphania hyalinata.
Bustamante (2019) en su Tesis titulada:

Evaluacion de Beauveria bassiana en el control bioldgico de larvas de la
polilla Oidaematophorus espeletiae, evalué el grado de virulencia de
Beauveria bassiana sobre larvas de cuarto instar de la polilla
Oidaematophorus espeletiae, en condiciones de laboratorio; evalud tres
tratamientos de las concentraciones 10° , 107 y 102 conidios/ml; los
resultados mostraron que el aislamiento de B. bassiana fue medianamente
virulento a las concentraciones 107 y 108 conidios/ml, las cuales no
presentaron diferencias significativas entre si, exhibiendo mortalidades del

60 y 50 % con un TL50 de 6,84 y 9,16 dias.

Doberski (1981) (como se cita en Motta y Murcia, 2011), realizd ensayos para
determinar el efecto de la humedad y temperatura de hongos entomopatdgenos,

encontrd, que:



Paecilomyces farinosus y Beauveria bassiana infestaron a temperatura de 2 °C
contrario a Metarhizium anisopliae que no tiene efectividad por debajo de los 10 °C,
concluyendo, asimismo, que los hongos actlan de manera significativa a
temperaturas de 15 a 20 °C pero la 6ptima es de 25 °C, hallando similitud con los
resultados de otros investigadores como, Hallsworth y Magan (1999), quienes
afirman que los rangos de temperatura para el crecimiento éptimo de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae y Paecilomyces farinosus son de 25, 30 y 20 °C,

respectivamente.

De igual manera Doberski (1981), (como se cita en Motta y Murcia, 2011), evalud
humedades relativas que variaron desde el 51 al 100%, hallando que “Paecilomyces
farinosus no tiene efecto en bajas humedades. Los rangos de mayor mortalidad para
todos Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae fueron observados con las

humedades relativas mas altas”.

Kaaya (1989), (como se cita en Motta Murcia, 2011), en su investigacion, evaluo la
efectividad de cuatro hongos entomopatégenos, B. basssina, M.anisopliae,
Paecilomyces fomosoroseus y P. farinosus, hallando que: “la patogenicidad de los
hongos M. anisopliae y B. bassiana generé mortalidad en adultos de Glossina
morsitans morsitans del 100%, de igual manera hallé que los machos son mas

susceptibles que las hembras a la infestacion de los hongos”.

De igual manera Kaaya y Munyinyi (1995) (como se cita en Motta y Murcia, 2011),
evaluaron la efectividad de B. bassiana y M.anisopliae, en el control de larvas de

Glossina morsitans morsitans en campo y encontraron que:

Mezclas del hongo en elevadas concentraciones de esporas generan mayor

mortalidad larval entre los dias 2 a 10 pos infeccion; B. bassiana a una



concentracion de 1,4 x 10° gener6 el 97% de mortalidad, mientras que M.

anisopliae a una concentracion de 2,3 x 10° ocasiond el 80% de mortalidad.

2.2. MARCO CONCEPTUAL

2.2.1. Control biolégico de plagas

Las plagas agricolas siempre han constituido serios problemas para la produccion
mundial de alimentos; en este sentido, existen muchos conceptos sobre el término
plaga, al respecto Jimenez (2009) lo conceptualiza como: “toda aquella poblacion de
insectos que ataca a los cultivos establecidos por los seres humanos y cuyo nivel
poblacional sube hasta producir una reduccion o anulacion del rendimiento del
cultivo y pérdidas econdmicas”.

Por otro lado la FAO a través de la Normas Internacionales de Medidas Fitosanitarias
(NIMF) lo define como: “Cualquier especie, raza o biotipo vegetal o animal o agente
patdgeno dafiino para las plantas o productos vegetales” (CIPF, 2018); concepto
aceptable y adoptada por todos los organismos fitosanitarios de todos los paises del

mundo.

El control de plagas se basa mayormente en el uso de plaguicidas quimicos de uso
agricola, cuyas consecuencias ha generado mucha controversia porque afecta los sub
sistemas agroecologicos y la salud de las personas y animales; sin embargo, existen
métodos naturales de control de plagas, siendo importante el control biolégico; en
este sentido, Villacide y Corley (2012) indican que: “El control biolégico es una
practica muy importante para el manejo de plagas, que consiste en la utilizacion de
organismos vivos para reducir y mantener la abundancia poblacional de una plaga

por debajo de los niveles de dafio econdémico”.
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“Todo control bioldgico involucra el uso, de alguna manera de poblaciones de
enemigos naturales para reducir poblaciones de plagas a densidades menores, ya sea

temporal o permanentemente” (Driesche, 2007).

Por su parte, Pal y Gardener (2006), (como se cita en Vinchira y Moreno, 2019)

indican que:

El control biolégico o biocontrol, hace referencia al uso de diferentes
organismos (0 los compuestos o extractos obtenidos de ellos) que solos o en
combinacion son capaces de disminuir los efectos deletéreos que causa una

poblacion patdgena sobre el crecimiento y/o productividad de un cultivo.

Asimismo, indican que: “la estrategia de manejo de fitopatdgenos con enemigos
naturales depende en gran medida de las interacciones que ocurren entre la planta, el
patogeno, el organismo biocontrolador y el ambiente en el cual se desarrolla tal

interaccion” (Vinchira y Moreno, 2019).

Por otra parte, Cisneros (1995) menciona que: “El control biolégico es la represion
de las plagas mediante sus enemigos naturales; es decir mediante la accién de sus

predatores, parasitos y patégenos”.

“En el control biolégico de plagas se utilizan insectos parasitoides, depredadores y
microrganismos patogenos con la finalidad de disminuir las poblaciones de insectos
plaga a un nivel en el que no ocasione dafio econémico” (Vazquez-Ramirez et al.,

2015, como se cita en Hernandez, et al 2019).
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a. Parasitismo.

“En el proceso de parasitacion, el insecto parasito, llamado también parasitoide,
deposita sus huevos sobre o dentro del cuerpo del insecto hospedero” (Cisneros,

1995).

Gutierrez, Robles, Santillan, Ortizy Cambero (2013), afirman que:

Los parasitoides son insectos que en su estado inmaduro son parasiticos,
generalmente monofagos y que se desarrollan sobre o dentro de un solo
individuo huésped se alimentan de sus fluidos corporales, oOrganos y
ocasionan la muerte. Sostienen, asimismo, que la mayoria de los parasitoides
atacan a una determinada etapa del ciclo de vida (huevos, larvas, ninfas y
adultos) de una o varias especies de hospederos, siendo que el ciclo de vida
del parasitoide y hospedero generalmente coinciden, una vez que la larva del
parasitoide ocasiona la muerte del hospedero, éste queda en estado

momificado y de él emerge el parasitoide para pupar o bien el adulto.

Por otro lado la CIPF (2018), en su NIMF N° 5 de glosarios, define a al parasitoide
como: “Un insecto que es parasitico solamente durante sus etapas inmaduras, mata a

su hospedante en el proceso de su desarrollo y vive libremente en su etapa adulta”

b. La Predacion.

La predacion es una iteracion ecoldgica, donde intervienen dos individuos, uno
Ilamado presa y el otro denominado predator; al respecto Gutierrez, Robles, Santillan,

Ortiz y Cambero (2013) precisan que:
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Los insectos depredadores tipicamente son mas grandes que los organismos
que consumen, a los cuales se les denomina presas, requieren de matar y
consumir varios organismos durante su ciclo de vida para realizar funciones

esénciales, estos insectos buscan activamente su presa.

En funcion de la alimentacion de los depredadores se pueden clasificar como:
Polifagos, aquellos que consumen un amplio rango de especies presa;
mientras que a los que se alimentan de un rango més estrecho se les llama
Oligéfagos; Por otra parte, aquellos que son altamente especificos en su
alimentacion se les llama Mondfagos (Gutierrez, Robles, Santillan, Ortiz , &

Cambero, 2013).

Nicholls (2008) (como se cita en Gutierrez, Robles, Santillan, Ortiz y Cambero,

2013), indican que:

Las caracteristicas principales de los depredadores son: usualmente
generalistas y no especificos; de mayor tamafio que su presa; se alimentan de
un gran namero de individuos; tanto individuos inmaduros como adultos
pueden ser depredadores; atacan presas inmaduras y adultas; los depredadores

requieren de polen y néctar como recurso alimenticio adicional.

2.2.2. Los Hongos Entomopatogenos (HE).

Segun Motta & Murcia (2011), indican que los hongos entomopatdgenos son:
“Un amplio grupo de microorganismos que proveen multiples servicios a los
sistemas agroecoldgicos. Entre esos esta la capacidad de regular las plagas para

mantenerlas en niveles adecuados”.
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Schrank y Henning (2010), afirman que:

Los hongos entomopatdgenos son un sistema viable para el control de plagas
de insectos en la agricultura; afirman, asimismo, que en los ultimos diez afios
el uso actual de hongos, principalmente Metarhizium anisopliae y Beauveria
bassiana, estd aumentando alcanzando escala comercial en paises como

Brasil, China y México entre otros.

Maurer et al., 1997 y Leger et al., 1997 (como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez, y

De la Torre, 2006), indican que:

Los hongos entomopatdgenos son de gran importancia dentro de los
agroecosistemas por su capacidad natural para regular las poblaciones de
insectos, la cual depende de la susceptibilidad del hospedero o de la
asociacion patogeno-hospedero. Indican, asimismo, que, en este ultimo caso,
el insecto hospedero puede ejercer una presion de seleccion que favorezca a
pocos genotipos del patdgeno; es decir, hay una seleccion natural de estos

microorganismos en términos de especializacion con respecto al hospedero.

Asimismo, se afirma que “los hongos tienen un gran potencial para ser empleados
como biocontroladores; entre los principales hongos que presentan estas

caracteristicas estan: Beauveria, Metarhizium y Paecilomyces” (Cafiedo, 2004).

Muchos autores afirman que los hongos entomopatdgenos son los primeros agentes
biolégicos en ser utilizados para el control de plagas; en este sentido Asaff et al.

(2002) (como se cita en Motta y Murcia, 2011), afirman que:

Los entomopat6genos son capaces de producir enfermedad y muerte de los
insectos y, que estos microorganismos infectan a los artropodos directamente,

a través de la penetracion de la cuticula y ejercen maltiples mecanismos de
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accion, confiriendoles una alta capacidad para evitar que el hospedero

desarrolle resistencia.

Muchas de las especies de hongos entomopatogenos tienen un amplio rango de
hospederos y son patogénicas de diferentes 6rdenes de insectos como ejemplos se
pueden mencionar Metarhizium anisopliae, que ataca ortopteros y homdpteros, en
general, Beauveria bassiana, ataca a coledpteros, lepiddpteros y dipteros;
Verticillium lecanii, afidos, moscas blancas y tisanOpteros, Paecilomyces spp.,
lepiddpteros, coledpteros y ortopteros los cuales, junto con otros Deuteromycetos,
tienen gran potencial como agentes de control biologico de plagas (Zimmermann,

1986; como se cita en Carrillo y Blanco, 2009).

Hajek (1997) (como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez, & De la Torre (2006), afirma

que:

Para que la manifestacion epizootica de los hongos entomopatogenos tenga
lugar, los factores bidticos y abioticos tienen una enorme influencia. Afirma,
que entre los factores abioticos que afectan la viabilidad y la persistencia de
los hongos entomopatdgenos en el campo se encuentran los rayos
ultravioletas, la temperatura, la humedad relativa y los funguicidas. Afirman,
asimismo que la susceptibilidad y la relacion con los hospederos se relacionan
con los nutrimentos presentes en los insectos, que son el medio para la

propagacion, dispersion y persistencia de los hongos.

Hajek (1997) (como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez, & De la Torre (2006), afirma

también que:
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Las esporas de los entomopatdgenos tienen requerimientos especificos de
agua y temperatura, asi como de otros factores ambientales que en conjunto
funcionan como inductores para la activacion de receptores presentes en el
patégeno y que les permiten llevar a cabo el proceso infectivo sobre el

hospedero.

Los hongos entomopatdgenos inician su proceso infectivo en los insectos hospederos
cuando las esporas viables son retenidas por contacto en la superficie del
integumento, mientras encuentran un espacio propicio para establecer la asociacion
patogeno-hospedero y formar los tubulos germinales y a veces el apresorio, que
facilitaran la invasion del hongo. (Jones, 1994; como se cita en Diaz, Flores,

Rodriguez, y De la Torre, 2006).

Por su parte Carrefio (2003) (como se cita en Motta y Murcia, 2011) afirma que: “el
mecanismo de accion se divide en tres fases: (1) adhesion y germinacion de la espora
a la cuticula del insecto, (2) penetracion en el hemocele y (3) desarrollo del hongo;

lo cual generalmente resulta en la muerte del insecto”.

Muchos autores coinciden en afirmar que la facilidad de infestacion de los
entomopatogenos se debe a las caracteristicas tanto fisicas y quimicas que tienen los
insectos, compuesto por los carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares que
permiten que la germinacién mediada por mensajeros se acelere, asi como la cubierta
mucilaginosa que contribuye a la hidratacion de la espora y que ademas funciona
como protector ante la presencia de polifenoles toxicos y enzimas secretadas por el
sistema inmune del insecto. (Motta & Murcia, 2011)

En este mismo sentido, autores como, Leger y Roberts (1997) y Khachatourians

(1991), (como se cita en Motta y Murcia, 2011), destacan que:
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Durante la penetracion del hongo desde la cuticula del insecto hasta el
hemocele, la hifa queda inmersa en proteinas, quitina, lipidos, melanina,
difenoles y carbohidratos; algunos de ellos son nutrimentos pero otros pueden
inhibir su crecimiento, ya que el insecto activa su sistema inmune a través de
procesos como la melanizacion, fagocitosis, nodulacion y encapsulamiento
Sin embargo, los hongos desarrollan una serie de actividades que les permiten
evitar este tipo de defensas, tales como cambios en la pared celular y

produccion de sustancias inmunomodulatorias o toxinas fangicas.

Por otro lado, autores como, Hegedus y Khachatourians, 1995; Khachatourians,

1996, (como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez, y De la Torre, 2006), manifiestan

que:

La germinacién de la espora se inicia con el hinchamiento de la misma y que
es favorecido por una humedad alta (70% durante 14h); indican, asimismo,
que la germinacién es disparada por mensajeros que generalmente son
carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares del insecto. La hidratacion
de la espora es favorecida por la accion antidesecante de su cubierta
mucilaginosa, que ademas funciona como protector ante la presencia de

polifenoles toxicos y enzimas, secretadas por sistema inmune del insecto.

“Metarhizium anisopliae presenta un alto contenido de aminopeptidasas e
hidrofobina, las cuales favorecen la accion de enzimas extracelulares sobre la

cuticula del insecto” (Diaz, Flores, Rodriguez, y De la Torre, 2006).

Los cuerpos hifales de los entomopatogenos se encuentran con la capa
epidérmica, con su respectiva membrana basal y se diseminan a través del

hemocele; invaden diversas estructuras como tejidos musculares, cuerpos
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grasos, tubos de Malpighi, mitocondrias, hemocitos, reticulo endoplasmico y
membrana nuclear. (Deshpande, 1999; como se cita en Diaz, Flores,

Rodriguez, y De la Torre, 2006)

Existen publicaciones que coinciden que los hongos entomopatogenos
presentan un sinnimero de procesos enzimaticos y marcadores proteicos que
le permiten causar la infeccion en los insectos; estas reacciones bioquimicas
estan gobernadas por enzimas hidroliticas, como las proteasas, quitinasas,
lipasas, quitobiosas, lipooxigenasas y otras enzimas hidroliticas, que van
degradando los componentes cuticulares importantes y proporcionan
nutrientes para una mayor proliferacion del hongo dentro del insecto. (Leger
et al., 1986b; Khan et al., 2003; Huang et al., 2004; Yang et al., 2007; como
se cita en Diaz, Flores, Rodriguez, y De la Torre, 2006); entre las enzimas
proteoliticas, las serin proteasas son de un interés especial, debido a que se ha
demostrado que se producen durante el primer paso de la infeccion (Tunlid y
Jacksson, 1991; como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez, & De la Torre,

2006).

Las toxinas son otros grupos importantes para microorganismos parasiticos
ya que facilitan la infeccién por debilitamiento del hospedero. Asimismo,
algunas especies de HEP son capaces de producir acidos organicos y algunos
de ellos han sido implicados en el proceso infectivo. Se indica, asimismo que
se ha reportado la produccion de acido oxalico por Beauveria spp., L. lecanii,
P. fumosoroseus y M. anisopliae. Este compuesto se ha sugerido como un
elemento que coadyuva a la solubilizacion de la proteina cuticular (Pucheta-

Diaz, 2006, como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez y De la Torre, 2006).
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Otro metabolito aislado de B. bassiana y L. lecanii, conocido como
basiandlido, mostré tener una fuerte accion insecticida contra larvas de
gusanos de seda Bombix mori. EI HEP M. anisopliae produce toxinas
Illamadas dextruxinas que pueden matar insectos. No resulta entonces
sorprendente que la produccién de destruxinas haya sido relacionada con
patogenicidad de estos hongos (Kershaw et al., 1999, como se cita en Diaz,

Flores, Rodriguez y De la Torre, 2006).

En el mismo sentido, Pucheta (2006), (como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez y De

la Torre, 2006), afirma que:

Las destruxinas son los compuestos mejor caracterizados, ya que su modo de
accion también inhibe la sintesis de ADN, ARN vy de proteinas en las células
de los insectos. También se reporta que las destruxinas son capaces de inhibir
la secrecion de fluidos por el tubo de Malpighi en Schistocerca gregaria
(langosta) y que las destruxinas A, B y E producidas por M. anisopliae,
mostraron propiedades insecticidas al ser probadas en larvas de Plutella
xylostella, asi como en larvas y adultos de Phaedon cochleariae, produciendo

un nivel de mortalidad alto en las poblaciones de insectos.

a. Beauveria bassiana Bals vuill.

Es un hongo deuteromicete que en medio de cultivo especifico (PDA), crece
formando una estructura algodonosa y polvosa de color blanco conocida
como muscardina blanca. Cuando la colonia va envejeciendo se vuelve crema
amarillenta. El revés es de color rojizo en el centro cuando esta en crecimiento

y amarillo alrededor. (Chiriboga, Gomez y Garces, 2015)
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Taxonomia de Beauveria bassiana.

De acuerdo a Alexopoulus (citado por Acosta, 2016)

Phylum: Ascomycota

Division: Deauteromycota

Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia; Monialiaceae

Género: Beauveria

Especie: Bassiana

Nombre cientifico: Beauveria bassiana (Bals) Vuill.

Mecanismo de Accion de Beauveria bassiana.

Se afirma que Beauveria bassiana es un patdgeno natural de insectos.

Sus esporas reconocen la cubierta del insecto plaga penetrando en su interior,
dentro del cual liberan sustancias que lo digieren y lo destruyen. Si las
condiciones ambientales son adecuadas el hongo produce nuevas esporas en el
exterior del insecto muerto. Aunque el hongo actia desde el inicio del
tratamiento, su efectividad se observa a partir del 4° dia. Este hongo ha sido
aislado de méas de 200 especies de insectos de diferentes drdenes, incluyendo
plagas de cultivos de importancia econdomica (Alves, 1998, como se cita en

Gomez, 2017).
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Asimismo, Gomez (2014) menciona que:

Las conidias de Beauveria bassiana son las unidades infectivas, penetran al
cuerpo del insecto, produciéndole disturbios a nivel digestivo, nervioso,
muscular, respiratorio, excretorio, etc.; es decir el insecto se enferma, deja de
alimentarse y posteriormente muere. La muerte puede ocurrir a los tres a cinco

dias, dependiendo de la virulencia del hongo y estadio del insecto.

Arboleda J., Fernando B., Valencia J. (2004), (como se cita en Peteira, et al, 2011),

afirman que:

La accion B. bassiana sobre el insecto es facilitada principalmente por una
gran variedad de metabolitos secundarios producidos a lo largo del proceso
de infeccion. El proceso patogénico se inicia en la cuticula del insecto, con la
germinacion de los conidios y la produccion de hifas invasoras, las cuales
penetran los tejidos a través de los intersticios y partes blandas del insecto,

dando inicio de esta forma a la actividad enzimatica degradativa de la cuticula.

Asimismo, Arboleda J., Fernando B., Valencia J. (2004), (como se cita en Peteira, et

al, 2011), afirman que:

Las hifas de B. bassiana se ramifican, colonizan y llegan hasta la cavidad
hemocélica del insecto, donde se produce una masa micelial por el
crecimiento del hongo. En muchos casos, el insecto puede ser colonizado
totalmente por el hongo. Ademas, se liberan toxinas, las cuales estan
implicadas en el bloqueo del desarrollo fisioldgico y pueden causar la muerte

del insecto.
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Muchos autores sefialan que:

Varias especies de hongos entomopatdgenos entre ellos B. bassiana son
capaces de producir &cidos organicos y acido oxalico. Este compuesto ha sido
descrito como un factor de virulencia en hongos fito patdgenos y, se ha
sugerido que puede ser un elemento que coadyuve a la solubilizacion de la
proteina cuticular. (Bidochka y Khachatourians, 1991; como se cita en Diaz,

Flores, Rodriguez y De la Torre, 2006).

Asimismo, se indica que:

El primer compuesto de esta naturaleza en ser caracterizado fue la
beauvericina, extraida del micelio de Beauveria bassiana, la accion
insecticida de estos depsipéptidos es especifica para ciertos grupos de insectos
y su toxicidad se debe a la accion sinérgica de un complejo de compuestos,
entre los que se incluye la beauvericina. Otro metabolito aislado de B.
bassiana, conocido como basianolido, mostrd una fuerte accion insecticida
tanto por ingestion como por inyeccion contra larvas de gusanos de seda
Bombix mori. (Kanaoka et al., 1978; como se cita en Diaz, Flores, Rodriguez,

& De la Torre, 2006)

Fan et al. (2007) (como se cita en Tellez, Cruz, Mercado, Asaff y Arana, 2009),
indican que: “la sobreexpresion del gen que codifica para la quitinasa de Beauveria
bassiana acelera el proceso de muerte en los insectos en un 23%. De esta manera, se
demuestra la importancia de la secrecion de estas enzimas hidroliticas en la virulencia
de los hongos entomopat6genos, lo cual pudiera ser una herramienta para la seleccién

de mejores cepas para la formulacion de insecticidas biologicos.
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b. Metarhizium anisopliae Meschnikof.

“Este patdgeno ataca naturalmente méas de 300 especies de insectos de diversos

ordenes” (Monzon, 2001).

Asimismo, Faria & Wraight, (citado por Acufia, Garcia, Rosas, Lopez, & Sainz,

2015) refiere que:

Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin corno uno de los primeros
entornopatdégenos empleado corno bioinsecticida. Indica, asimismo, que el
hongo tiene, un amplio rango de insectos hospederos de distintas ordenes,

entre los que figura lepiddpteros de importancia agricola.

Asimismo, Hajek & Leger (citado por Castillo, 2006) menciona que “Metarhizium
anisopliae esta en la naturaleza, en restos de cultivos, estiércol, en el suelo, las
plantas, etc., logra buen desarrollo en lugares frescos, humedos y con poca

[uminosidad”.

Taxonomia de Metarhizium anisopliae: De acuerdo a Alexopoulus (citado por

Acosta,2016, clasifica:

Phylum: Ascomycota

Divisidn: Deauteromycota

Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Monialiaceae

Género: Metarhizium
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Especie: Anisopliae

Nombre cientifico: Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok.

Mecanismo de Accion de Metarhizium anisopliae.

Se afirma que:

Metarhizium anisopliae presenta un alto contenido de aminopeptidasas e
hidrofobina, las cuales favorecen la accion de enzimas extracelulares sobre la
cuticula del insecto. Paralelamente, el hongo excreta una gran cantidad de
enzimas entre las que se incluyen proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas,
lipooxigenasas y otras enzimas hidroliticas, que van degradando la cuticula y
proporcionan a su vez nutrientes al hongo. (Monzon, 2001, citado por Diaz,

Flores, Rodriguez y De la Torre, 2006)

Asimismo, se afirma que:

El proceso de adhesion de la espora a la cuticula del insecto, esta mediado por
la presencia de moléculas sintetizadas por el hongo denominadas adhesinas.
En el entomopatégeno Metharizium anisopliae se ha descrito un tipo de

adhesina denominada MAP1 la cual se localiza en la superficie de los conidios

Monzén (2001) (como se cita en Tellez, Cruz, Mercado, Asaff y Arana, 2009), afirma

que:

La penetracion del hongo entomopatogeno, es posible a la accion combinada
de dos mecanismos uno fisico y uno quimico, el primero consiste en la presion

ejercida por una estructura fungica denominada haustorio, la cual deforma
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primeramente la capa cuticular rompiendo luego las areas esclerosadas y
membranosas de la cuticula; asimismo, indica que el mecanismo quimico
consiste en la accion enzimatica, principalmente de actividades hidroliticas
tales como proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales degradan el tejido en la

zona de penetracion, facilitando la entrada del hongo

Leger et al. (1996) (como se cita en Tellez, Cruz, Mercado, Asaff y Arana, 2009), afirman

que:

La proteasa Prl es considerada un importante factor de virulencia en Metharizium
anisopliae, la sobreexpresion de esta enzima en el mismo hongo reduce en un 25%
el tiempo de muerte en Manduca sexta, en comparacion con aquellos que fueron

infectados con el genotipo silvestre.

2.2.3. Cultivo del Maracuya Passiflora edulis fv. Flavicarpa

Garcia (2010) afirma que:

Brasil es considerado el pais de origen especificamente en la region
Amazonas. En este pais se originan alrededor de 150 y 200 especies de las
465 existentes de Passiflora. La especie Passiflora edulis (maracuya morado),
a través de una mutacion dio origen a la Pasiflora edulis forma flavicarpa,

maracuya amarillo.
Plagas del Cultivo de Maracuya

Segun Valarezo, Valarezo, Mendoza, Alvarez y Vasquez (2014) refieren que el

cultivo del maracuya presenta las siguientes plagas:
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Agraulius sp. Ataca individualmente, afecta plantaciones jovenes y
brotaciones posteriores a la poda, adicionalmente ataca flores y ramas. Su
voracidad es mayor en instares avanzados y en épocas secas, dejando las hojas

en nervadura.

Leptoglosus spp (Chinche paton). Este insecto ataca en estado ninfal como en
estado adulto; las ninfas prefieren botones florales y frutos jovenes mientras

que los adultos prefieren hojas, ramas y frutos de cualquier edad.

Neosilva pendula (Mosca del boton floral). Las larvas se alimentan en la base
interna de las flores, destruyendo drganos reproductivos y provocando la

caida de las mismas. Su ocurrencia se incrementa en periodos secos.

Polyphagotarsonemus latus (Acaro blanco). Estos &caros ataca a los brotes,
deformaciones de las hojas y nervaduras, terminando las hojas con un
bronceado caracteristico, principalmente en el envés, no hay desarrollo del

area foliar se reduce el vigor de las plantas y en el nimero de flores.

Tetranychus sp (Acaro rojo). En el envés de las hojas donde desarrollan sus
colonias se observa una tela y manchas bronceadas o plateadas, que luego se

secan y caen, disminuyendo el area foliar.

Trips sp.- son insectos muy pequefios, localizados en preferencia en las

yemas terminales, atrofiando el desarrollo normal de la planta.

Phyllophaga spp. (Gallina ciega). Las larvas de Phyllophaga spp también se
alimentan de raices de maracuya, siendo mayor su voracidad en el tercer

instar, donde pueden eliminar parcial o totalmente la planta.
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Nematodo (Meloidogyne sp.). Poseen en su cavidad bucal un estilete, el cual

utilizan para perforar las células de las plantas para su alimentacion.

Dione juno Cramer. En su estado larval ataca las hojas causando defoliacidn,
incluso ataca botones florales y debido a su habito gregario (en grupos

NUMErosos) representa un gran riego para el cultivo.

2.2.4. Dione juno Cramer

Gallo et al., (2002) refiere que:

Dione juno Cramer es una mariposa anaranjada de 60 mm de envergadura
teniendo los margenes exteriores de alas negras. Estas mariposas colocan gran
namero de huevos (70 a 150) reunidos de color amarillo-rojizo de donde salen
las orugas de color negro y con el cuerpo recubierto de espinas y se agrupan;

alcanzan 30 mm cuando la larva esta bien desarrollada.

Garcia (2002) afirma también que: “El insecto en su estadio larval come las hojas
causando defoliacion incluido botones florales y debido a su habito gregario es una

plaga clave para el cultivo del maracuya”.

a. Ubicacién taxondmica. Segun Alcantara y Ferrel (2018):

Orden: Lepidoptera

Sub orden: Glossata

Familia: Nymphalidae

Subfamilia: Heliconiinae
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Género: Dione

Especie: Dione juno juno Cramer, 1779.

b. Ciclo Biol6gico de Dione juno Cramer

“El periodo de incubacion es de 7 dias, la fase de mariposa dura 26 dias, y el de pupa

12 dias, dando un ciclo de aproximadamente 45 dias en invierno” (Gallo et al., 2002).

Huevo. - son colocados en forma de hilera o en pequefios grupos, recién
ovipositados son de color amarillo brillante, de forma algo semiesférica y en
medida que avanza la incubacion cambia de hacia una tonalidad café rojiza y
café oscuro cuando esta proxima a la eclosion. Tiene una duracion entre 6 y

7 dias (Menace, Belezaca y Lara , 2019).

Larvas. - “En esta etapa el insecto pasa por 5 instares y en todos ellos tiene un
comportamiento gregario. Cada estadio dura en un promedio de 4 dias, por lo tanto,

completa su desarrollo larval entre 19 a 27 dias” (Menace et al., 2019)
Pupa. - “En esta fase su duracion es de 12 dias” (Gallo et al., 2002).

Adulto. — “la fase de adulto mariposa tiene una duracién de 26 dias (Gallo et al.,
2002). Es importante mencionar que luego de tres dias de haber salido de la pupa

alcanza su madurez sexual e inician el apareamiento” (Menace et al., 2019).

c. Dario de Dione juno Cramer

“El insecto en sus estadios larvales devora las hojas causando gran defoliacion del
cultivo, incluido botones florales y debido a su habito colectivo es una plaga clave

representado inseguridad para el cultivo de maracuya” (Garcia, 2002).
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d. Control de Dione juno Cramer
Gallo et al. (2002) menciona algunas recomendaciones para su control:

Control Cultural. En cultivos pequefios recomienda la recoleccion manual de

huevos y orugas, ya que estan agrupadas.

Control Bioldgico. Puede ser utilizado Bacillus thurigensis y Baculovirus

(NPV) especifico aplicandose en este caso, 80 orugas/Ha, en la pulverizacion.

Control Quimico. En cultivos extensivos recomienda aplicacién de
insecticidas fosforados, carbamatos, piretroides o reguladores de crecimiento,

de accion de contacto y potencia residual corta.
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1. MATERIALES Y METODO

3.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO.

El experimento se realiz6 en los ambientes del Laboratorio de Quimica Analitica de la
Universidad Nacional del Santa; ubicado en el Campus I, distrito de Nuevo Chimbote,

provincia del Santa —Ancash.

3.2.  MATERIALES

a. Material Bioldgico

Larvas de Dione juno Cramer 2do estadio (280)

— Hojas de maracuya.

— YURAK (Beauveria bassiana) 1.5x10° conidios/g

— METARIZO (Metarizhium anisopliae) 1.5x10° conidios/g
— Extravon adherente humectante

— Agua destilada 1L

b. Equipos
— Matraz
— Vasos de Precipitado
— Pinceta
— Pipetas
— Micropipetas
— Balanza electronica

— Placas Petri (28)
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Pulverizador de 50ml

Libreta de apuntes

Envases de plastico de 250cc (28)

Jaula de vidrio

Figura 1. Fuentes de B. bassiana y M. anisopliae utilizados en el experimento.

3.3. DISENO ESTADISTICO Y TRATAMIENTOS ESTUDIADOS.

Para el desarrollo del experimento se utilizé el Disefio Completamente al Azar (DCA),

con arreglo factorial 3 x 2, con cuatro repeticiones.

Se estudiaron seis (6) tratamientos mas un testigo. Cada tratamiento se distribuyo en
forma al azar en el DCA. Se estudiaron el efecto de dos entomopatogenos aplicados a

dos dosis.
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T1R1 T2R1 T3R1 T4R1 T5R1 T6R1 Testigo
T2R2 T1R2 T4R2 T3R2 Testigo T5R2 T6R2
Testigo TSR3 T6R3 T1R3 T4R3 T3R3 T2R3
T3R4 Testigo T1R4 T5R4 T6R4 T2R4 T4R4

Figura 2. Detalle de la distribucion de tratamientos utilizados en el experimento.

Tabla 1

Detalle de los tratamientos estudiados en la investigacion.

Tratamiento Clave Descripcion

Testigo Testigo Blanco

T1 eldl Beauveria bassiana a 2kg/200L

T2 eld2 Beauveria bassiana a 4kg/200L

T3 e2dl Metarhizium anisopliae a 2kg/200L

T4 e2d2 Metarhizium anisopliae a 4kg/200L

T5 e3dl Beauveria bassiana+Metarhizium anisopiae a
2kg/200L

T6 e3d2 Beauveria bassiana+Metarhizium anisopiae a

4kg/200L
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3.4. VARIABLES ESTUDIADAS

3.4.1. Variable Independiente

Entomopatdgenos (E) con tres factores.

- Beauveria bassiana (el)
- Metarhizium anisopliae (e2)

- Beauveria bassiana + Metarhizium anisopliae (e3)

Dosis (D), con dos factores

— Dosis 1 (d1): 2 Kg /200 litros de agua

— Dosis 2 (d2): 4 kg / 200 litros de agua

3.4.2. Variable Independiente

Control:

— 9% de mortandad
— Eficacia

3.4.3. Poblaciéon y Muestra

Poblacién:

— Poblacién: Larvas de Dione juno Cramer, de plantaciones de maracuya.

Muestra:

— 280 larvas de Dione juno Cramer.
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3.4.4. Unidad Experimental

La unidad experimental estuvo constituida por una jaula de vidrio de 25 X 10X15 cm,

conteniendo 10 larvas de Dione juno Cramer.

35. METODO

3.5.1. Colecta de Larvas a Nivel de Campo

Antes del experimento se colectaron larvas del segundo estadio de Dione juno Cramer.

La coleccion se realizo del cultivo de maracuya del sector Pampa La Carbonera, Nuevo
Chimbote, irrigacion CHINECAS. Las larvas se colectaron haciendo uso de una pinza
entomoldgica, las cuales fueron depositadas en tapers de plastico de 250ml donde se
mantuvieron hasta completar la cantidad de 280 individuos, necesarios para la

realizacion del experimento.

Figura 3. Colecta de larvas de Dione juno Cramer a nivel de campo.

A: Larvas de Dione juno Cramer en hojas de maracuya; B larvas de colocadas en
taper.
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3.5.2. Manejo de Larvas a Nivel de Laboratorio.

Las larvas colectadas en campo fueron evaluadas previamente, para observar posible
parasitismo o larvas con posible enfermedad. Todas las larvas mostraron gran actividad

y vivacidad.

Las larvas se ubicaron, en nimero de 10, en jaulas de vidrio de 25 cm de largo x 10 cm
de ancho x 15 cm de alto; estas jaulas se taparon con una malla antiafida. Las larvas
fueron alimentadas con hojas frescas de maracuya, lavadas con agua y secadas

previamente. La alimentacion se suministré hasta el 132¥° dia después del enjaulado.

Figura 4. Detalles de las jaulas de crianza y tratamiento de las larvas de D. juno.

Obtencion de los Entomopatogenos.

Para el tratamiento con Beauveria bassiana se utilizé el producto comercial YURAK

PM, con 1.5 x 10° conidios / gramo.
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El hongo entomopatogeno Metarhizium anisopliae se obtuvo del producto comercial

METARIZO PM, con 1.5x10° conidios /gramo.

3.5.3. Preparacion de los Tratamientos Para el Experimento

La preparacion de los entomopatogenos utilizados en el experimento se realizé en el
laboratorio de Quimica Analitica de la UNS; el pesado y la elaboracion de la mezcla se
realiz6 en la cAmara de flujo del laboratorio, para lo cual se utiliz6 un fiola de 500 ml y
una balanza analitica debidamente desinfectada, e incluso se desinfecto el espacio con
alcohol al 90%. Las muestras se pesaron de acuerdo a la dosis propuesta para el
experimento, luego por separado y de acuerdo a las dosis repectivas, se adicionaron en
un matraz aforado a 100ml de agua destilada, aplicé el ahderente y se agitd hasta hacer

una mezcla homogénea .

A: Pesado de los entomopatogenosen balanza analitica; B: mezcla de los

entomopatogenos Y titulacion con agua destilada.
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Figura 6. Titulacion de la mezcla de entomopatogenos segln dosis estudiada.

A: Ubicacién de entomopatogenos en fiola 500 ml. B: Empleo de micropipeta

3.5.4. Aplicacion de los Tratamientos
La aplicacion de los tratamientos se realiz6 una sola vez, a la dosis establecida para
cada tratamiento; las aplicaciones se realizaron con aspersores de mano, de 50 ml de

capacidad (Figura 7).

Figura 7. Entomopatogenos estudiados, contenidos, segun dosis,
en aspersores de 50 ml.
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3.5.5. Manejo de larvas muertas.

Las larvas de D. juno muertas en las jaulas fueron sometidas a cAmara himeda, para ello se
lavaron previamente con una solucién de hipoclorito de sodio al 5%, para posteriormente
lavarlas con agua destilada, secadas y puestas en cAmara hlimeda para estimular la
esporulacion de los entomopatogenos, que sirvié para confirmar la mortandad de larvas de D.

juno por efecto de los entomopatogenos.

3.5.6. Técnicas de Evaluacion de las VVariables.

Los datos obtenidos fueron ordenados haciendo uso del programa Excel, para ser
procesados, posteriormente, en el programa informatico IBM SPSS Statistics, version

25.
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V.

4.1. RESULTADOS

En este acépite se presentan los resultados obtenidos después del experimento;

RESULTADOS Y DISCUSION

asimismo se presenta el resultado del analisis de varianza y las pruebas multiples

respectivos.

Tabla 2.

Resultados finales de mortandad de larvas de Dione juno Cramer por tratamiento

Factor

entomopatogeno el e2 e3 Testigo

Factor Dosis dl d2 dil d2 dl d2 dl
1 8 9 3 7 8 7 0
2 7 8 4 7 8 7 0
3 7 8 4 6 7 6 0
4 6 8 3 6 7 6 0

Total 28 33 14 26 30 26 0

Tabla 3
Eficacia de control por tratamiento (%).

Factor el e2 Testigo

entomopatogeno (™)

Factor Dosis di d2 di d2 di d2

1 80 90 30 70 80 70 0

2 70 80 40 70 80 70 0

3 70 80 40 60 70 60 0

4 60 80 30 60 70 60 0

Promedio 70 82.5 35 65 75 65 0
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+ M. anisopliaeen el control de D. juno en ambas dosis.

Tabla 4

Analisis de varianza para los tratamientos y la interaccién de los factores.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Control

Tipo 111 de
suma de Media

Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo 1080,250% 6 180,042 480,111 ,000
Entomopat 30,083 2 15,042 40,111 ,000
Dosis 7,042 1 7,042 18,778 ,000
Entomopat * Dosis 16,083 2 8,042 21,444 ,000
Error 6,750 18 375
Total 1087,000 24

a. R al cuadrado =,994 (R al cuadrado ajustada = ,992)
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Tabla 5

Comparaciones multiples entre tratamientos.

Variable dependiente: Control
HSD Tukey

Intervalo de confianza al

Diferencia 95%
de medias Desv. Limite Limite
(I) Entomopat (J) Entomopat (1-J) Error Sig. inferior superior
Beauveria Metarhiz 2,6250" ,30619 ,000 1,8436 3,4064
Beauv/Metarh ,6250 ,30619 131 -,1564 1,4064
yzium
Metarhizium  Beauv -2,6250" ,30619 ,000 -3,4064 -1,8436
Beauv/Metarh -2,0000" ,30619 000 -2,7814 -1,2186
yzium
Beauveria/Met Beauv -,6250 ,30619 131 -1,4064 ,1564
arhizium Metarhiz 2,0000" ,30619 ,000 1,2186 2,7814

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.

Tabla 6

Prueba multiple de Tukey.

HSD Tukey?P

Subconjunto
Entomopat N 1 2
Metarhizium 8 5,00
Beauv /Metarhizium 8 7,00
Beauveria 8 7,63
Sig. 1,00 ,131

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 8,000.

b. Alfa = .05.
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Medias marginales estimadas

Figura 12. Gréfico de la interaccion de efecto simples del factor dosis.

Medias marginales estimadas

Figura 11.
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4.2. DISCUSION

4.2.1. Efecto de los Entomopatogenos en la Mortandad de Larvas de Dione juno

En la Tabla 2 se presenta los resultados finales de la mortandad total por tratamientos,
se observa que el tratamiento T2 (Beuveria bassiana a una dosis de 4 kg/200 litros de
agua), presentd mejor respuesta al control de larvas de Dione juno Cramer, con un total
de 33 larvas muertas, lo que equivale a un porcentaje promedio de 82.5% de eficacia en
el control (Tabla 3), superando a todos los tratamientos; asimismo, se observa que el
tratamiento T5 (Beauveria bassiana + Metarhizium anisopliae, a una dosis de 2 Kg/200
litros de agua) se ubico en el segundo lugar, con un total de 30 larvas muertas, lo que
equivales al 75% de mortandad (Tabla 3).

Resultados que se asemejan a los de Tirira (2022) en la que reporta una mortalidad de
91,97%, mientras que Malpartida, Narrea y Dale (2013) obtuvieron un 84% de

mortalidad del gusano defoliador del maracuya.

De igual modo, en la Tabla 2, se observa que el tratamiento T1 (Beauveria bassiana a 2
Kg/200 litros de agua) alcanzé un resultado expectante, con un total 28 larvas muertas,
lo que equivale al 70% de eficacia de control. Asimismo, se aprecia que con el
tratamiento T3 (M. anisopliae /B. bassiana a 2 Kg/200 litros de agua), se alcanzo el
menor nimero de larvas muertas, con 14 larvas muertas, equivale al 35% (Tabla 3).

En la Tabla 2, se aprecia, asimismo, que los tratamientos T4 (Metarhizium anisopliae
una dosis de 4 Kg/200 litros de agua) y el T6 (B. bassina + M. anisopliae a 4 Kg/200
litros de agua), ocupan el tercer lugar, con un total de 26 larvas muertas, por cada

tratamiento, lo que equivale al 65% de mortandad de larvas respectivamente (Tabla 3).
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En relacion a los resultados de mayor mortandad y mejor eficacia obtenidos en el
tratamiento T2 (Beuveria bassiana a una dosis de 4 kg/200 litros de agua), se puede
explicar por la mayor concentracion de esporas infectivas; explicandose, asimismo, por
el mayor éxito en la solubilizacion de la cuticula e ingreso del entomopatogeno al
hemocele del insecto, donde probablemente actuaron mayor concentracion de enzimas
proteoliticas y mayor ataque con las toxinas, siendo probablemente la beauvericina, por
su accion virulenta, tal como lo indica Kanaoka et al., 1978; como se cita en Diaz,

Flores, Rodriguez, y De la Torre, 2006.

Se realiz6 en analisis de varianza, con los resultados de mortandad obtenido en cada
uno de los tratamientos (Tabla 4), a un nivel de confianza de 5% (o = 0.05) se
determino la existencia de diferencias estadisticas a nivel de entomopatogenos, dosis y
a nivel de la interaccion entomopatogeno/dosis. Los resultados del ANOVA sugieren
que existen diferencias entre los entomopatogenos estudiados (B. bassiana,
M.anisopliae, B. bassiana /M. anisopliae) el nivel de control de Dione juno.

Por otro lado, la significancia estadistica encontrado para la interaccion B. bassiana /
M. anisopliae, sugiere que ambos entomopatogenos interacttian entre si para el control

de Dione juno; sin embargo, no nos indica cual de ellos es el mejor para el control.

Los resultados de la prueba multiple de Tukey (Tabla 5), nos sugiere la existencia de
diferencias estadisticas en el nivel de control de larvas de Dione juno, entre B. bassiana
y M. anisopliae; apreciandose, asimismo, que no existe diferencia estadistica entre B.
bassiana y la mescla de B. bassiana / M. anisopliae; afirmaciones que se comprueba

con la prueba de Tukey (Tabla 6), donde se aprecia que B. bassiana supera
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estadisticamente a M. anisopliae en el control de larvas de Dione juno, pero presenta

similares resultados estadisticos con la mezcla de B. bassiana / M. anisopliae.

En este mismo sentido, en la Tabla 5, se aprecia la existencia de diferencias estadistica
entre M. anisopliae y la mezcla de B. bassiana / M. anisopliae en el control de larvas
de D. juno; resultado que se confirma con la prueba de Tukey de la Tabla 6, donde la
mezcla de B. bassiana / M. anisopliae presenté mejor performance que M. anisopliae

para el control de larvas de D. juno.

4.2.2. Efecto de los Entomopatogenos en el Control de Dione juno, por Dia.

En la Figura 8 se presenta la mortandad de larvas de D. juno con la aplicacion de B.
bassiana, para ambas dosis; se aprecia que con la dosis D2 (4 kg de B. bassiana/200
litros de agua), la mortandad de larvas empez6 a los 2 dias despues de la aplicacion
(DDA), con el 5% de larvas muertas, para luego subir el nivel de control a los 6 DDA,
con un 15% de mortandad; alcanzando el mejor nivel de control a los 8 y 14 DDA, con
22.5% y 20 %, respectivamente; estos resultados sugiere que la mayor mortandad se
concentra entre los dias 6 a 8 DDA con un 47.5% de mortandad. Estos resultados se
asemejan a los obtenidos por Malpartida, Narrea y Dale (2013) donde registraron una
mortalidad en las larvas de D. juno, al cuarto dia alcanzando entre 20% y 84%,
estableciendo que Beauveria bassiana tiene un gran potencial como controlador

biologico sobre el gusano defoliador de maracuya.

En el mismo sentido, la dosis D1 (2kg B. bassiana/200 litros de agua), para el mismo
entomopatogeno, empezo la mortandad a los 6 DDA, con 7.5% de mortandad de larvas,
para luego incrementar el control de larvas a los 8 y 13 DDA, con 20% y 32.5% de
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mortandad de larvas, respectivamente; siendo a los 13 dias el mejor nivel de control de
larvas de D. juno. Los resultados presentados en la Figura 1, para la dosis D1, sugiere
que la mortandad de larvas se concentra entre los dias 8 hasta el dia 14 DDA, con el

65% de mortandad de larvas.

En la Figura 9 se presenta un comparativo de los niveles de control de larvas de D.
juno, por M. anisopliae, para las dosis D1 y dosis D2, apreciandose que la dosis D2
presento mejor performance en el control de larvas de la plaga, empezando el control a
los 3 DDA, con 7.5% de mortandad de larvas de D. juno; alcanzando el maximo nivel de
control a los 13 DDA, con 52.5% de mortandad; asimismo, se aprecia que con la dosis
D1, M. anisopliae empez6 un nivel de control a los 6 DDA, con el 7.5% de mortandad
de larvas; siendo su mejor nivel a los 8 DDA, con 17.5% de mortandad. Los resultados
de la Figura 9 nos sugiere que M. anisopliae, presento mejor nivel de control con la dosis
D2, sugiere, asimismo, que el mejor nivel de control de larvas de D. juno se obtiene a los
13 DDA, con 52.5% de mortandad. Semejante a los resultados obtenidos por Gil (2017)
que tras los tratamientos con Metarhizium anisopliae, generé una mortalidad de 58.02%

y un tiempo letal medio de 18.45 dias.

Al realizar el comparativo del nivel de control de la mescla B. bassiana + M.
anisopliae, para las dosis D1 y D2 (Figura 10), se encontré que la mescla de ambos
entomopatogenos a la dosis D1 empez6 la mortandad a los 3 DDA, con un 7.5 % de
larvas muertas; alcanzando el mayor porcentaje de mortandad a los 7 y 14 DDA, con el
25% y 35 % respectivamente. Los resultados de la Figura 10 nos sugiere que a la dosis
D1, la mortandad de larvas de D. juno se centra en el lapso de los 7 a los 14 DDA,

donde suma un total de 82.5% de mortandad de larvas.
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Del mismo modo, en la Figura 10 se aprecia que la mezcla de B. bassiana + M.
anisopliae, a la dosis D2, empez0 la mortandad de larvas al dia 1 DDA, conun 7.5 %
de larvas muertas, seguido del dia 2 y 3 DDA, alcanzando el 2.5% y 12.5% de
mortandad, respectivamente. Con la dosis D2, mezcla de entomopatogenos, alcanz6 su
mejor nivel de control en el dia 9 DDA, con 17.5% de mortandad. Los resultados de la
Figura 10, sugieren, también que la mayor mortandad se centra entre los dias 7 a 13
DDA, alcanzando un 47.5%. Lo resultados sugieren que la mescla de B. bassiana / M.
anisopliae, tiene mejor respuesta a la dosis D1 (2 kg de B. bassiana + M. anisopliae /

200 L de agua).

4.2.3. Determinacion de la Mejor Dosis de B. bassiana, M. anisopliae y la Mezcla

de B. bassiana + M. anisopliae en el Control de D. juno.

El andlisis de varianza (ANOVA), tuvo como resultado alta significancia estadistica
para los factores entomopatogeno y dosis; asimismo se encontro significancia
estadistica para la interaccion entomopatogeno x dosis (Tabla 4).

Con los resultados del ANOVA, se realizé el analisis de los efectos simples,
obteniéndose como resultado diferencias entre el factor entomopatogeno x dosis, lo que
sugiere la existencia de diferencias en la respuesta de los entomopatogenos en el
control de larvas de D. juno aplicados a dosis diferentes.

En la Figura 12 se aprecia que B. bassiana, responde mejor en el control de larvas de
D. juno a la dosis de 4 kg/200 litros. de agua (D2), como se aprecia, asimismo en la
Figura 11; al igual que M. anisopliae, que también tuvo mejor respuesta a la dosis D2,
en relacién a la dosis D1. En este mismo sentido, en la Figura 12 se aprecia también,

gue la mezcla B. bassiana + M. anisopliae, responde mejor a la dosis D1 (2 kg/200 L
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de agua), como se observa también en la Figura 11, sugiriendo que esta mezcla de

entomopatogenos causa mayor mortandad de larvas a esta dosis.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se encontr6 que la mejor dosis fue del entomopatogeno Beuveria bassiana,
presentd mejor respuesta en control de larvas de Dione juno Cramer, con un
promedio porcentual de 82.5% de eficacia, en la dosis 2 (4 kg/200 litros de
agua), y 70 % con la dosis 1 (2 kg/200 litros de agua).

La mezcla de B. bassiana + M. anisopliae, alcanz6 (T5), alcanzé el 75% de
eficacia en el control de larvas de Dione juno Cramer en la dosis D1 (2
kg/200 litros de agua) y un 65% de eficacia a la dosis D2 (4 kg/200 litros de
agua), por lo se concluye que los resultados aun son satisfactorios.

No se encontraron resultados satisfactorios de M. anisopliae en el control de
larvas de Dione Juno Cramer, por haber alcanzado tan solo entre 35% y 65%
de eficacia en la mortandad de larvas de Dione juno Cramer para las dosis de
2 y 4 kilos/200 litros de agua, respectivamente.

El mayor porcentaje de mortandad de larvas de Dione juno Cramer se
alcanzé a los 8 dias después de la aplicacion de Beauveria bassiana, con
22.5% de mortandad; se encontrd, asimismo, que el 47.5% de mortandad de
larvas se logra entre los 6 a 8 dias después de la aplicacién.

M. anisopliae, presentd6 mejor nivel de control de larvas de D. juno a los 13
DDA, con 52.5% de mortandad, con la dosis D2.

La mezcla B. bassiana + M. anisopliae, aplicado a la dosis D1 (2 kg/200
litros de agua) alcanzo6 el mayor porcentaje de eficacia a los 14 dias después
de la aplicacion; concentrando una alta eficacia entre los 7 a 14 DDA, con un

total de 82.5% de mortandad de larvas.
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Se encontr6 que la mejor dosis fue de B. bassiana, tiene mayor eficacia en el
control de larvas de Dione juno Cramer, en la dosis D2 (4 kg de B. bassiana /
200 litros de agua) al igual que M. anisopliae que también tuvo mejor
eficacia a la dosis D2; pero los resultados de este ultimo no son
satisfactorios.

Se encontrd que la mezcla de B. bassiana + M. anisopliae, tiene mejor
eficacia en el control de larvas de D. juno Cramer, con la dosis D1 (2 kg de

B. bassiana + M. anisopliae).
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5.2.

RECOMENDACIONES.

Se recomienda realizar la investigacion a nivel de campo, utilizando
Beauveria bassiana a la dosis de 2 y kg de B. bassiana/ 200 litros de agua
respectivamente, por haberse encontrado mejores resultados a nivel de
gabinete.

Se recomienda, asimismo, realizar investigacion a nivel de campo con la
mezcla de B. bassiana + M. anisopliae a la dosis de 2 kg/ 200 litros de agua,

por haberse encontrado mejores resultados a nivel de gabinete.
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ANEXOS

Preparacién de los entomopatogenos, pesado en balanza
analitica.

Anexo 2

Conduccion del experimento, obsérvese jaulas de crianza y
evaluacion.
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Anexo 3.

Larvas muertas de D. juno por entomopatogenos, colocadas en camara humeda para
incentivar esporulacion.

Anexo 4

Larva muerta de Dione juno mostrando esporulacion de B. bassiana
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Anexo 5

Seguimiento del asesor de tesis al trabajo experimental.

Nuevo Chimbote — 2022
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