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RESUMEN
ENSAYO DE PATOGENICIDAD DE Beauveria bassiana EN INSECTOS

Scarabaeidae QUE AFECTAN EL ARANDANO (Vaccinium corymbosum L.)
EN CAJAMARCA

En la provincia de Cajamarca (Peru) en el cultivo de arandano, se presentan severas
infestaciones de larvas Scarabaeidae contabilizando hasta 10 individuos/planta que
ocasionan su muerte. La utilizacion del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana
resulta una alternativa. El objetivo del presente trabajo fue determinar la cepa mas
eficaz de este hongo sobre insectos Scarabaeidae que atacan el arandano en
Cajamarca, mediante ensayos de patogenicidad bajo condiciones de laboratorio;
determinando también los géneros que atacan el ardndano. Las cepas del hongo se
obtuvieron de SOLAGRO y SENASA. Se instal6 un Disefio de Blogues Completos
al Azar con cuatro tratamientos incluyendo el testigo, siendo los tratamientos las
cepas: Bb5, CCB-LE-265 y Bb3. Los blogues fueron diferentes géneros de
Scarabaeidae. Las evaluaciones se realizaron a los 3, 8, 13, 18 y 23 dias después
de inocular. En los resultados se obtuvo que al tercer dia se inicia la mortalidad de
larvas pero sin mostrar diferencias importantes entre tratamientos. A partir del dia
18 existe diferencia significativa entre tratamientos. El analisis estadistico
determina que los tratamientos mas patogénicos son las cepas Bb5 y CCB-LE-265
a los 23 dias causando mortalidad de 100%. Los géneros Scarabaeidae que se

determinaron fueron Ligyrus, Anomala, Heterogomphus y Dichotomius.

Palabras claves: Arandano, Beauveria bassiana, Patogenicidad sobre larvas,

Scarabaeidae



ABSTRACT

PATHOGENICITY TEST OF Beauveria bassiana IN Scarabaeidae INSECTS
AFFECTING BLUEBERRY (Vaccinium corymbosum L.) IN CAJAMARCA.

In the province of Cajamarca (Peru), in the cultivation of blueberries, severe
infestations of Scarabaeidae larvae occur, accounting for up to 10 individuals /plant
that cause their death. The use of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana
is an alternative. The objective of the present work was to determine the most
effective strain of this fungus on Scarabaeidae insects that attack blueberries in
Cajamarca, by means of pathogenicity tests under laboratory conditions; also
determining the sorts that attack the blueberry. The strains of the fungus were
obtained from SOLAGRO and SENASA. A Complete Random Block Design was
installed with four treatments including the control, the treatments being the strains:
Bb5, CCB-LE-265 and Bb3. The blocks were different genera of Scarabaeidae.
Assessments were made at 3, 8, 13, 18, and 23 days after inoculation. In the results
it was obtained on the third day the larval mortality begins but without showing
important differences between treatments. From day 18 there is a significant
difference between treatments. Statistical analysis determines that the most
pathogenic treatments are the Bb5 and CCB-LE-265 strains at 23 days, causing
100% mortality. The Scarabaeidae genera that were determined were Ligyrus,

Anomala, Hetereogomphus and Dichotomius.

Key words: Blueberry, Beauveria bassiana, Pathogenicity on larvae, Scarabaeidae
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I.  INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion busco la mejor opcion bioldgica para el manejo
integrado de la plaga de insectos Scarabaeidae que atacan el cultivo de arandano,
ensayando diversas cepas del hongo Beauveria bassiana como entomopatogeno

actuando sobre larvas de la plaga.

En 2019, el Pert se consolidd como el primer exportador de ardndanos en el mundo,
con dividendos que ascienden a los 810 millones de dolares, siendo los principales
paises destino: Estados Unidos, Paises Bajos y China. Asi, el ardndano ha ascendido
al segundo puesto en el ranking de frutos peruanos de exportacion, después de la
vid. Sus bondades para la salud estdn méas que probadas y se encuentran en una
variedad de canales de distribucién. Unas 7 mil hectareas de suelo nacional se

destinan al trabajo con la baya azulada (Koo, 2020).

Pedraza (como se citd en Medina, 2016) indica que el arandano pertenece a la
familia de los berries y que el ardndano en la actualidad ocupa el primer lugar en el
grupo denominado Super Frutas, debido a sus caracteristicas nutricionales y porque
ofrece muchos beneficios, pues tiene las mayores propiedades antioxidantes del
planeta. Estos atributos incentivan a mercados extranjeros como: Ameérica central,

Europa y Asia, a su consumo.

Sin embargo, al ser un cultivo introducido, mientras se incrementan las superficies
y la antigliedad de las plantaciones, es afectado por especies nativas que se van

adecuando y transformando en plaga (Arias, 2018).



Esta situacion en particular, ha sucedido en la provincia de Cajamarca, en cuyas
areas cultivadas con arandano se ha presentado un severo ataque de insectos

Scarabaeidae que han afectado las plantas a nivel radicular.

La agresividad del insecto en el campo estriba en la posibilidad de superposicion
de poblaciones ya que los adultos contintan ovipositando con lo que podran
encontrarse larvas de diferentes estadios, tamafios y especies de Scarabaeidae
dafando la raiz y produciendo la muerte de las plantas (Sender, Chuchon y Rolfi,

2017).

Para el control de estos insectos se realizan intensas aplicaciones de insecticidas
quimicos sintéticos observandose que no resultan ser muy eficaces por la ubicacion
de las larvas, existiendo ademas la posibilidad de generacion de resistencia de la
plaga y obstaculizando la dinamica de comercio exterior de este fruto por la

eventual deteccion de residuos de plaguicidas.

Al respecto, se llevo a cabo este trabajo de investigacion para determinar la eficacia
del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana a través del comportamiento que
mostro sobre larvas de algunos géneros de Scarabaeidae y ademas, para diferenciar
dicha eficacia se ensayaron varias cepas buscando conseguir la mas alta
patogenicidad seleccionando las mejores dentro de la especie patogena, utilizando

para ello algunos de los productos comerciales que se ofrecen en el medio.

Ello se pudo establecer en términos de tiempo, determinando la cepa que causo la
mortalidad de forma mas rapida y; en términos de patogenicidad, comprobando el

mayor porcentaje de ataque en los insectos.



Todo esto para que posteriormente, luego de ensayos en campo de las cepas
promisorias, pueda ser utilizado en el control de esta plaga por los productores de

la zona y del pais.



Il. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del Problema.-

Estudios de zonificacion agraria de cultivos han identificado a Cajamarca y otros
lugares afines del pais como zonas viables que conglomeran escenarios
caracteristicos y apropiados para la produccion de arandanos con aptitud
exportadora, por lo que recomendaron poner en marcha tecnologia productiva
apropiada para la productividad y competitividad con el cultivo. En tal sentido, se
prioriza su siembra en los andes, especialmente en la zona norte del Perq,
considerando que en ella se cuenta con caracteristicas agro y edafo-climaticas,

como vientos, temperaturas, etc. (MINAGRI, 2016).

Calla y Escobar (2018) manifiestan que el cultivo de Arandano (Vaccinium
corymbosum L.) en Cajamarca provincia, se viene sucediendo de forma progresiva
y actualmente esta en una creciente expansion. Todos o la gran mayoria de los
productores reconocen la ventana de oportunidad para acceder a mercados
internacionales y realizan actividades de exportacion de este fruto. Es asi que la
tercera parte de productores tiene como mercado de destino Estados unidos; por
otro lado, las dos terceras partes de los mismos destinan sus exportaciones hacia el
mercado estadounidense y también el mercado europeo, ya que la demanda ha
aumentado, teniendo incluso ofertas para iniciar negociaciones y exportar al

mercado Asiatico.

Diferentes especies de gusanos blancos (Coleoptera : Scarabaeidae) son frecuentes
en el ataque del Arandano, las cuales desarrollan su ciclo bioldgico en alrededor de

un afo. La alimentacién de los adultos es mayoritariamente de follaje de arboles y



en mucha menor medida de follaje de arandano. Las larvas se ubican normalmente
junto a las raices de las plantas y se alimentan de ellas y las raicillas del arandano,
lo que produce un debilitamiento generalizado e inclusive muerte de plantas
jovenes. Las heridas practicadas por las mordeduras son puerta de entrada para
patodgenos causantes de enfermedades. Las plantas atacadas denotan estrés hidrico
y bajo crecimiento. El dafio mas severo se manifiesta en plantas recién tiernas y

menores de 4 afios (Cisternas, Undurraga & Vargas. 2013).

Los Scarabaeidos atacan al Arandano iniciando el cultivo y extienden sus
cantidades poblacionales debido a las enmiendas con materia organica y la
existencia de algunas especies vegetales como maiz o cafia de azUcar. La practica
de descomponer la materia organica fuera del campo de cultivo ocasiona que los
adultos acudan alli a ovipositar; entonces sus huevos y larvas son transportados al
campo en la incorporacién de esta enmienda antes de la siembra. (Sender, et al.,

2017).

La superposicion de poblaciones de los Scarabaeidae incide sobre su agresividad
ya que los adultos siguen ovipositando, determinando que podran encontrarse larvas
de diferentes estadios y tamafios, dafiando la raiz y produciendo la muerte de las

plantas (Sender, et al., 2017).

Larvas de diferentes especies de Coleoptera : Scarabaeidae, dafian el sistema

radicular de las plantas provocando su muerte (Paita, 2017).

Frente a este grave problema, la situacién ha obligado a los productores a la
ejecucion de acciones tendientes al manejo y control de insectos Scarabaeidae con

el fin de aminorar las poblaciones larvales que son las que causan los mayores



dafos, utilizando como metodologia principal la aplicacién indiscriminada de
plaguicidas quimicos, lo cual deviene en el substancial incremento de los costos de
produccién, causando ademas un severo desequilibrio en la entomofauna benéfica

y un impacto negativo sobre el ambiente (Tolosa, Henao, Salazar y Pefia, 2004).

Cisternas et al. (2013) afirman que “para el control quimico de Scarabaeidae, se
debera aplicar un insecticida de suelo incorporandolo cuando se hayan detectado
larvas antes de la plantacién. Una medida de control eficaz es aplicar insecticidas
registrados respetando los periodos de carencia para el control de los adultos” (p. 93).
Sin embargo, Sender, et al. (2017) indican que “el uso de control quimico no es
recomendable en el estado larval ya que estas viven en el suelo y su control es
erratico, mientras para el control en el estado adulto la mejor opcion es el uso de
trampas de luz” (p. 29). Ademas, respecto al problema que representan los residuos
quimicos por el uso de plaguicidas en el arandano los cuales representan un riesgo
para la salud humana, Gonzales (2016) afirma que “el sistema de manejo integrado
de plagas del arandano tiene como objetivo general asegurar una produccion
sustentable de ardndanos de alta calidad y con una ocurrencia minima de residuos
de pesticidas. Para lograr este objetivo, los productores de arandanos deben
jerarquizar su programa de manejo, priorizando las medidas de prevencion de las

plagas” (p. 40).

Londofio y Pérez (como se cito en Mafla, et al. 2004), mencionan que “debido al
incremento e incidencia de la plaga de Scarabaeidae en cultivos, la frecuencia en
la aplicacion de los insecticidas se ha incrementado, lo que ha acrecentado los
costos de produccion, la contaminacion ambiental y, en general, un desequilibrio

en los agroecosistemas” (p. 43).



Esta situacion problematica ha creado la necesidad de optar por otras estrategias de
control de la plaga, como por ejemplo el uso de agentes entomopatdgenos dentro
de los cuales los hongos Beauveria bassiana han mostrado buenos resultados en el

control de plagas. Fuertes y Chamorro (como se cité en Mafla et al., 2004).

Ante esta problematica, el trabajo de investigacion se plantea resolver la

interrogante siguiente:

¢Cudles son las cepas de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin que, mediante
ensayos in vivo muestran mayor patogenicidad al aplicarlas a insectos de la familia

Scarabaeidae en estado larval que atacan al cultivo de Arandano en Cajamarca?

2.2. Marco Teorico

2.2.1. Taxonomia del Arandano

Bafados (como se cit6 en Arias, 2018) lo clasifica taxondmicamente como sigue:

Reino : Plantae

Super division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub clase : Dicotyledonae
Orden : Ericales
Familia : Ericaceae

Sub familia : Vaccinioideae
Tribu : Vaccinieae
Género : Vaccinium
Especie : Vaccinium corymbosum L.



2.2.2. Aspectos Botanicos del Arandano.-

Las raices del ardndano poseen un aspecto fibroso y se distribuyen en forma
superficial en el suelo, hecho que las torna constantemente demandantes de
abastecimiento de agua y de disfrutar de ese estrato de suelo esponjoso y oxigenado
que posibilite el avance de un exuberante sistema radicular. Naturalmente las raices
se asocian a determinadas micorrizas, con las que establecen simbiosis. El tallo
emerge del pie del vegetal, manifestando color castafio dependiente de la variedad
comercial; estando sobre €l las yemas que producen flores, tallos y hojas. EI espesor
esta relacionado a la edad del vegetal y de su localizacion en ella. La bifurcacion
del tallo se observa copiosa. Las hojas del arandano son alternas con peciolos
pequefios. Las especies comerciales muestran caracter caducifolio. Durante meses
de estiaje algunas variedades muestran un color rojo. Las flores tienen una corola
rosada o blanguecina. Estas se agrupan en inflorescencias tipo racimo con ubicacion
axilar y cada una de las flores se genera a partir de brotes apicales de las ramas
pequefias cuando cesa el crecimiento vegetativo empezando el otofio y
posiblemente en relacion al fotoperiodo. El fruto es una baya basicamente esférica,
que dependiendo de la especie y cultivar, puede variar entre un didmetro desde 7 a
15 milimetros, y en color desde azulado a negro. La piel de la baya esta protegida
por capas cerosas, que le asignan una textura muy agradable hecho que es muy
importante en el proceso de comercializacion. Tiene un sabor especifico,

incomparable: dulce y algo acido a la vez (Gordo, 2011).



2.2.3. El Cultivo del Arandano.-

El ardandano es un fruto oriundo de Norteamérica, donde crece en forma silvestre.
En general se siembran dos clases de arandano: Lowbush blueberry (Vaccinium
angustifolium) que involucra especies pequefias y Highbush blueberry (Vaccinium
corymbosum) que considera arbustos grandes, dentro de los que estdn muchas
variedades comerciales. Esta especie pertenece a la familia de los berries y presenta
altas perspectivas de crecimiento en el mercado internacional debido a sus
caracteristicas nutritivas, pues contiene alta cantidad de antioxidantes. (MINAGRI,

2016).

El cultivo en Peru inici6 entre el afio 2007 y 2008, con una pequefia superficie de
10 ha en la region Arequipa; 1900 hectéreas en el 2014, y 2500 ha el afio 2015, con
tendencia a incrementar abundantemente en los afios siguientes ya que se estan
instalando nuevos cultivos en regiones como la Libertad, Lima, Lambayeque,

Ancash, Ica y Cajamarca (Programa Sierra Exportadora, 2016).

Mufioz et al. (como se citd en Arias, et al. 2018) menciona que el ardndano es una
especie arbustiva, lefiosa y perenne que tiene un ciclo de vida de aproximadamente
20 o0 30 afios. Dependiendo de la variedad, pueden crecer desde unos centimetros

hasta més de 2 metros.

La planta de ardndano crece en dos etapas, vegetativa y reproductiva. La etapa
vegetativa consta de cuatro fases: a) desarrollo de yema vegetativa, b) crecimiento
de un brote con entrenudos precarios, c) estiramiento de entrenudos y crecimiento
de hojas y, d) generacion de una nueva rama formada por las hojas completamente

desarrolladas y entrenudos prolongados. En crecimiento reproductivo, son seis las



fases: empezando con una yema hinchada que generara flores para luego abrirse
dando origen a la floracién. Luego los botones florales tienen la corola cerrada. En
seguida sucede la floracion plena con corola totalmente abierta. Posteriormente
sucede la caida de pétalos y cuajado de fruto. Finalmente se muestra el fruto verde

(Mufoz et al, como se cito en Arias, 2018).

2.2.4. Manejo Agronomico del Arandano.-

En cuanto a suelo y nutricion es necesaria la realizacion de un analisis que
determine excesos 0 carencias nutricionales, pues estas estan determinadas por el
estado de desarrollo de la plantacion, luego de lo cual se puedan realizar las
correcciones mediante enmiendas Yy la fertilizacion de fondo. Y una vez establecido
el cultivo se le continla proporcionando los requerimientos nutricionales,
preferiblemente mediante un sistema de fertirriego (De Sebastian, como se cit6 en

Caballero, 2015).

En suelos con pH < 4.0 las enmiendas pueden hacerse mediante la aplicacion de
Oxido de Calcio (cal viva) o Hidroxido de Calcio (cal apagada) con lo cual se
incrementara el pH, ya que son consideradas como sales de actuacion rapida. Si el
pH > 5 se hace necesario acidificar el suelo (teniendo en cuenta la preferencia de
suelos acidos que tiene el arandano), utilizando componentes como el &cido nitrico,
acido fosforico o acido sulfurico, ideales para bajar pH (De Sebastian, como se citd

en Caballero, 2015).

En cuanto a la siembra o instalacion del arandano, el marco esta muy determinado
por la cantidad total de terreno que se tenga disponible, pero en general se maneja
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una distancia entre plantas de 0.5 a1 my de 2.5 a 3 m entre calles para lograr
alcanzar aproximadamente una densidad de siembra de 6 000 plantas / hectarea.
Para ello los hoyos de plantacion deben ser de 0.4 x 0.4 x 0.4 m previamente
realizados para lograr una desinfeccion y fertilizacion adecuada del suelo y
desenrollar la raiz de manera que no sufra dafios mecanicos o deformaciones

(Bustillo, 2018).

Es muy aconsejable instalar sobre los camellones de siembra una cobertura tipo
mulch plastico o corteza de pino u otro material para mantener la humedad
necesaria en el suelo y ademas para evitar la proliferacion de malezas en el cultivo

(Gordd, 2011).

El método de "fertirriego"” hace simultanea la dotacion de agua de riego con los
nutrientes disueltos. Esta préctica incrementa enormemente la eficiencia de la
aplicacion de los nutrientes, obteniéndose mayores rendimientos y mejor calidad
pues permite aplicar los nutrientes en forma exacta y uniforme solamente al
volumen radicular humedecido, donde estdn concentradas las raices
fisiologicamente activas. Para programar correctamente el fertirriego se debe
conocer la demanda de nutrientes en las diferentes etapas fenoldgicas del ciclo del
cultivo. Las recomendaciones del régimen de fertirriego para berries deben estar
basadas en la fenologia del cultivo, tipo de suelo, clima, variedades y otros factores
agrotécnicos. Especial atencion debe prestarse al pH, la relacion NO3z/NHs, la

movilidad de los nutrientes en el suelo y conductividad eléctrica (Vidal, 2015).
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Respecto a la poda, se trata de una actividad cultural que demanda mucha atencion,
pues de ella depende que se generen plagas determinantes para la planta. Puesto que
el arandano es una planta que se caracteriza por producir yemas florales en el apice
de los brotes, las que con el tiempo se transforman en racimos florales y yemas
vegetativas en la planta; requiere una poda en los primeros afios del cultivo,
directamente en relacion con la altura de la planta, esto con el fin de desechar partes
vegetativas que no guarden relacion con el tamafio caracteristico para su
crecimiento o las que sean infructuosas proporcionando un buen tamafio en longitud

y espesor a las ramas y los tallos (Bustillo, 2018).

2.2.5. Insectos Scarabaeidae en Arandanos.-

La familia Scarabaeidae (Insecta : Coleoptera) consiste de mas de 30,000 especies
de escarabajos en todo el mundo. Las especies en esta familia son a menudo

29 ¢

llamadas “‘escarabajos”, “scarab beetles” y sus larvas son conocidas generalmente

99 ¢¢

como “larvas blancas”, “gallinas ciegas o “gusanos aradores”. Erler y Ates (2015).

Existen dentro de la familia Scarabaeidae, un total de 459 géneros en todo el
mundo, dentro de los 2000 géneros existentes en la superfamilia Scarabaeoidea
Latreille, de la cual sus especies presentan una amplisima diversidad morfoldgica,

ecologica y etoldgica. (Delgado, Pérez y Blackaller, 2000).

Las larvas de la familia Scarabaeidae se desarrollan en el suelo o al interior de
maderas en descomposicion; los adultos se encuentran en flores, follaje y plantas
donde muchos de ellos se asocian a estiércol y excremento de animal. Es una familia
considerada plaga por ser perjudicial en ciertos arboles y cultivos (Gonzélez, 1989).
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Diferentes especies de gusanos blancos (Coleoptera : Scarabaeidae) son frecuentes
en el ataque del Arandano, las cuales desarrollan su ciclo bioldgico en un afo. La
alimentacion de los adultos es mayoritariamente de hojas forestales y en mucha mas
baja proporcion de hojas de arandano. Las larvas se ubican normalmente junto a las
raices de las plantas y se alimentan de ellas y las raicillas del arandano, lo que genera
una debilidad y afectacion generalizada e inclusive expiracion de plantas tiernas.
Las mordeduras ocasionan heridas que se constituyen en entradas para patégenos
causantes de fitoenfermedades. Las plantas afectadas denotan severo déficit hidrico
y enanismo. El problema mas grave se manifiesta en plantas aun tiernas y de menos

de 4 afios de edad (Cisternas, Undurraga & Vargas, 2013).

El umbral econémico de estas especies en areas de cesped y pastos es de

aproximadamente 8 — 10 larvas por metro cuadrado. (Erler y Ates, 2015).

Los huevos de estos insectos eclosionan e inicialmente pueden alimentarse de
materia organica que se incorpora al campo de cultivo; sin embargo enseguida
pueden ocasionar dafios en la zona radicular y en la zona del cuello de las plantas,
las cuales consecuentemente fallecen debido a la severa afectacion que ocasiona la

plaga (Sender et al., 2017).

Para estos insectos se recomienda que el control quimico de estadios adultos,
susceptibles a muchos plaguicidas del tipo insecticida de contacto bastante
comunes, debe ejecutarse con cautela, pues ya que esta etapa generalmente coincide
con el periodo de polinizacion, es necesaria una determinacion inteligente de
ingredientes activos, no dafiinas a las especies polinizadoras, esencialmente

abejorros y abejas. Por otro lado, debe evaluarse la opcion de tener que sobre
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dosificar o reconsiderar el diametro de la gota de aspersion, ya que las pilosidades
corporales que poseen los adultos interfieren con el contacto que debe existir entre
molécula activa y cuticula del insecto, pudiendo reducir o eliminar la eficacia del

producto utilizado (Molina, 2001).

La aplicacion de productos plaguicidas quimicos no se recomienda en etapa larval
ya que ellas atraviesan ese periodo debajo del suelo y su control es erratico, mientras
que para el manejo de individuos en estado adulto la alternativa mas viable esta

basada en la utilizacién de trampas de luz (Sender et al., 2017).

En cuanto a Scarabaeidae, se conoce que en especies de Cyclocephala con muchas
variaciones en su patron de pigmentacion a nivel de élitros en los adultos, pueden
presentarse tambiéen variaciones en la forma de los pardmetros de los machos. Esto
ha generado que se realicen estudios de filogenia y analisis molecular empleando
diferentes fenotipos, los cuales han demostrado la existencia de polifenismo en esta

especie (Gasca-Alvarez, 2014).

Los insectos de la familia Scarabaeidae se consideran una potencial amenaza para

el cultivo de arandano (Gonzélez, 1989).

También se reporta el ataque por adultos de un Scarabaeidae (Tropinota squalida)
en Arandano causando dafios en las flores mas no en hojas y brotes. En este caso,
se observan las corolas rotas longitudinalmente con un caracteristico aspecto
operculado; el insecto come y/o dafia estambres, principalmente anteras y pistilo,
pudiendo mordisquear el ovario debido a la situacion de los nectarios (Molina,

2001).
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2.2.6. Orden Coleoptera — Principales Caracteristicas Diferenciales.-

i) Poseen metamorfosis holometabola o completa, atravesando estados de huevo,
larva, pupa y adulto; ii) Los adultos presentan una marcada esclerotizacion corporal
con una reduccion generalizada de areas membranosas expuestas; iii) Poseen
aparato bucal de tipo masticador; iv) Cuenta con antenas que constan de un maximo
de once artejos; v) Posee coxas incrustadas en cavidades denominadas acetabulos;
vi) El mesotorax es acortado, con un mesoscutelo reducido entre las bases elitrales,
a veces ausente; vii) Poseen meso y metasterno invaginados en la linea media y
representados por endosternitos, reemplazados externamente por un meso y un
metaventrito; viii) Cuentan con el par de alas mesotoracicas transformadas en
estuches endurecidos, llamados élitros (ausentes en algunas hembras); ix) Poseen
las alas metatoracicas membranosas con mecanismos de plegamiento longitudinal
y transversal; x) El esternito abdominal | esta ausente y; xi) Los segmentos
abdominales a partir del VII invaginados formando terminalia (segmentos VIII y

IX) al servicio de la genitalia (X y XI). (Alonso — Zarazaga, 2015).

Sus larvas presentan cuerpo robusto, arqueado de color blanco lechoso, presentando
una capsula cefélica redondeada y bien esclerotizada, con ocelos muy pequefios y
con antenas de 4 artejos. Las mandibulas son ensanchadas y cortas. Consta de tres
segmentos torécicos y diez (rara vez menos) segmentos abdominales con

espiraculos (Morelli, 1996).

Las pupas son libres, pero son momificadas en unos cuantos grupos. La superficie
del cuerpo presenta sedas y tubéerculos que ayudan a mantenerla aislada de las

paredes de la cdmara pupal (Alonso — Zarazaga, 2015).
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2.2.6.1.- Familia Scarabaeidae — Principales Caracteristicas Diferenciales.-

En esta familia, los adultos muestran laminas de la clava de antena, planas y con
capacidad de fusionarse mientras reposan. Clava antenal con minimo los dos
altimos segmentos obscuros, pilosos. La totalidad de espiraculos del abdomen
ubicados en tergitos o pleuritos. Canto del ojo frecuentemente existente.
Depresiones coxales de patas centrales abiertas aperturadas por los lados, juntas

con los mesepimeros (Delgado et al., 2000).

2.2.6.2.- Familia Melolonthidae — Principales Caracteristicas Diferenciales.-

En esta familia, los adultos muestran laminas de la clava de la antena, planas y con
capacidad de fusionarse mientras reposan. Clava antenal brillosa con cerdas
alargadas e insuficientes. Comunmente en el abdomen los espiraculos conformantes

de los tres pares finales ubicados lateralmente a los esternitos (Delgado et al., 2000).

Cabe resaltar que Delgado et al., (2000), consideran a Melolonthidae como una
familia propia en el orden Coleoptera. Sin embargo, Garcia y Martinez (2015), en
un estudio més actual en Colombia, consideran a la Sub Familia Melolonthinae,

dentro de la familia Scarabaeidae.

2.2.6.3.- Género Tomarus (Ligyrus)

Garcia y Deloya (2018) y Hermes y Joly (2006) consideran a Tomarus como

sindnimo de Ligyrus y mencionan caracteres diferenciales del género.

Las caracteristicas diferenciales de este género son: mentdn mas o menos estrecho,
no cubriendo la base de los palpos labiales. Machos y hembras con las patas

anteriores del mismo tamafio. Artejo basal de los tarsos posteriores dilatados
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triangularmente o cilindricos. Dimorfismo sexual variable. Tamafio corporal
pequefio 0 moderado. Cabeza y pronoto con impresiones, concavidades, cuernos o
tubérculos mas 0 menos conspicuos; si igualmente convexos, entonces patas mas o
menos robustas o con aparato estridulador presente. Tarsos anteriores de los machos
raramente engrosados. Elitros brillantes, sin cubierta tomentosa y con filas dobles
de puntos o costillas. Apice de la tibia posterior truncado o ligeramente prolongado.
Dimorfismo sexual escaso. Antenas con diez artejos. Especies grandes, mayores a
15 mm de longitud. Cabeza con carina transversa, tubérculos o cuernos. Pronoto
usualmente con tubérculos o féveas. Apice del clipeo bidentado, truncado o
redondeado, con los margenes subapicales no cariniformes. Cabeza sin una carina
transversal preapical. Mandibulas apenas visibles desde arriba o escondidas bajo el
clipeo. Apice del clipeo con dos denticulos pequefios. Cabeza con una carina fronto-
clipeal o con dos tubérculos. Borde externo de las mandibulas sinuado (Delgado et

al., 2000).
2.2.6.4.- Género Dichotomius

Las caracteristicas diferenciales de este género son: Meso y metatibias cortas y
robustas, fuertemente y en ocasiones abruptamente ensanchadas apicalmente.
Cabeza y pronoto generalmente con cuernos y protuberancias. Tercer artejo de los
palpos labiales bien desarrollado. Artejo basal de la maza antenal normal, no
excavado. Protarsos presentes y con ufias. Cada élitro con siete u ocho estrias
discales y en ocasiones con una mas sobre la epipleura. Surco pronotal medio
longitudinal ausente o débilmente impreso. Superficie dorsal glabra. Metatarsos con
el artejo basal triangular. Clipeo usualmente muy rugoso. Cabeza con tubérculos o

cuernos y pronoto generalmente con quillas, tubérculos o prominencias. Mesocoxas
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separadas por una distancia mayor al ancho del mesofémur. Esternitos abdominales
normales, no reducidos fuertemente hacia su linea media (Delgado et al., 2000;

Kohlmann, 1997).

2.2.6.5.- Género Anomala

Las caracteristicas diferenciales de este género son: Labro horizontal con respecto
al clipeo, separado claramente por una sutura. Margen elitral con borde
membranoso. Antenas con nueve segmentos. Clipeo de forma variable pero no
estrechado, extendido y elevado en el &pice. Espoldn protibial presente. Lacinia con
mas de dos dientes. La mayor parte del labro oculto bajo el clipeo, con el borde
anterior sinuado, redondeado, recto o escotado. Borde anterior del labio sinuado o
recto. Borde anterior del clipeo recto, redondeado, parabolico o proyectado. Lacinia
con cinco o seis dientes. Porcion dorsal de los mesepimeros totalmente cubierta por
la base de los élitros. Lacinia con seis dientes. Borde lateral de los élitros no
engrosado. Clipeo ampliamente redondeado o con el borde anterior casi recto.
Cuerpo robusto y convexo. Espacio intercoxal del mesosternon estrecho, sin

proyeccion notable (Delgado et al., 2000).

2.2.6.6.- Género Heterogomphus

Las caracteristicas diferenciales de este género son: Mentén mas o menos estrecho,
no cubriendo la base de los palpos labiales. Machos y hembras con las patas
anteriores del mismo tamafio. Artejo basal de los tarsos posteriores dilatados
triangularmente o cilindricos. Dimorfismo sexual variable. Tamafio corporal
pequefio o moderado. Cabeza y pronoto con impresiones, concavidades, cuernos o

tubérculos mas 0 menos conspicuos; si igualmente convexos, entonces patas mas o
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menos robustas o con aparato estridulador presente. Tarsos anteriores de los machos
raramente engrosados. Artejo basal de los tarsos posteriores casi siempre dilatado
triangularmente. Elitros brillantes, sin cubierta tomentosa y con filas dobles de
puntos o costillas. Apice de la tibia posterior con dientes cortos o largos.
Dimorfismo sexual casi siempre muy evidente. Tibia anterior cuadridentada.
Cuerpo ovalado. Armadura de los machos variable. Hembras sin cuerno cefalico.
Combinacién de caracteres diferente a la siguiente opcién. Frente de los machos
con un cuerno, en las hembras con uno o dos tubérculos. Pronoto de los machos sin
un cuerno apical, en las hembras convexo, con dos tubérculos postapicales

(Delgado et al., 2000).
2.2.7. Beauveria bassiana como entomopatdgeno.-

Beauveria es la causa mas comun de enfermedades en los insectos, afectando a un
amplio rango de hospederos de mas de 700 especies de insectos (De Faria y

Wraight, 2007).

Beauveria posee micelio blanquecino, aspecto algodonoso con consistencia
polvosa; las estructuras que sostienen las conidias Unicas, espiraladas, amorfas, en
grupos o arracimadas que forman verticilos; generalmente son dilatados en su base,
estrechandose hacia una fraccion delgada que porta conidias alternadas luego de la
aparicion de muchas de ellas; conidias hialinas, redondas a ovaladas, de una sola
célula, de paredes delgadas, generadas de manera individual en pequefios

esterigmas (Barnett y Hunter, 1972; Samson et al., 1998).
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El hongo Beauveria bassiana es un entomopatdgeno ubicuo, encontrado y extraido
de una extensa lista de Ordenes entomoldgicos (McLeod, como se citdé en

Zimmermann, 2007).

Se conoce que las concentraciones de C y N (porcentaje de materia seca) y la
relacién Carbono-Nitrogeno de las puntas de las raices de algunas gramineas tres
semanas después de la colonizacion por diferentes especies de hongos endofiticos

como Beauveria bassiana es de 27.96 (Gan, Churchil y Wickings, 2017).

Beauveria, entre otros entomopatdgenos manifiesta comportamiento especifico
entre insectos, hecho que exige ejecutar ensayos de patogenicidad usando varias

cepas, para optar por la mas eficaz (France, Macarena, Gerding y Sandoval, 2000).

Los metabolitos principales que Beauveria bassiana produce para ejercer su efecto
entomopatogeno son: Beauvericina, Bassianina, Bassianolida, Beauverolidas,
Beauveriolidas, Tenelina, Oosporeina, Acido oxalico y Bassiacridina

(Zimmermann, 2007).

2.2.8. Interaccion Beauveria bassiana e insectos (Scarabaeidae).-

Para manejar insectos Scarabaeidos, se utilizan nematodos como Heterorhabditis
sp. que se aplican mediante el riego. No obstante, es imprescindible tomar en cuenta
que debe haber especificidad con estos insectos, ya que existen cepas para otras
plagas que al ser enfrentadas con estos, no producen la eficacia esperada. Se pueden
utilizar también para su manejo los entomopatdgenos Beauveria bassiana y

Metarhizium anisopliae. (Sender et al., 2017).
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Jackson (como se citd en France et al., 2000) menciona acerca de esta estrategia de
control bioldgico de plagas que, la misma representa una alternativa adicional,
principalmente para el grupo de Scarabaeidae, el cual se considera plaga de los

préximos afnos.

La primera defensa que manifiesta el insecto al ingreso del entomopatogeno es la
cuticula, la misma que se diferencia substancialmente cuando se trata de una larva
o0 de un adulto, por lo que una buena cepa de hongo no necesariamente es eficaz a

nivel de larva y a la vez del adulto (France et al., 2000).

Burges et al. (como se citd en Davila, et al., 2001) indican que la capacidad para
“controlar plagas” por parte de los entomopatdogenos, conocida como virulencia,

esta gobernada por las cualidades genéticas de la especie.

Vey et al. (como se cit6 en France et al., 2000) manifiestan que la especificidad es
una caracteristica ocasionada por variaciones en cuanto a la habilidad de la conidia

para adherirse y/o penetrar en el integumento, ademas de su accion toxicogénica.

En un ensayo realizado en Colombia, Beauveria bassiana en sus 9 cepas utilizadas,
mostré una fuerte adherencia de esporas al cuerpo de las larvas de segundo instar
de dos especies de Scarabaeidae al realizar los ensayos de mortalidad al décimo dia
de evaluacion, en el cual se manifestd un 30 a 80% de mortalidad de los insectos

(Mafla, 2004).

En otro estudio realizado en la Universidad de Riau en Indonesia, se observé que
utilizando una dosis de Beauveria bassiana de 30 g/m? aplicado en larvas de O.

rhinoceros (Scarabaeidae) por un tiempo inicial de 90 horas, éste tuvo la capacidad
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para matar el 50% de los insectos de prueba, mientras que a las 193.5 horas se puede

causar una mortalidad del 77,5% con esa misma dosis (Salbiah, 2013).

Respecto a la evolucion de la sintomatologia general presentada por las larvas de
Plutella enfermas que, por lo observado es muy similar a Scarabaeidae, se
manifestd como una reduccion de la alimentacion después del tercer dia de
inoculado el hongo. También fue evidente un cambio en la coloracion de verde
intenso (que es el normal) a amarillo verdoso préximas a su muerte, luego se tornan
de color anaranjado opaco muy caracteristico en larvas endurecidas. Posteriormente
se exterioriza el desarrollo micelial que se inicia desde las primeras suturas
intersegmentales de la larva momificada, hasta aparecer en todas éstas, incluso en
la regién anal. Se nota inicialmente un cubrimiento parcial de los anillos de la larva
llegando a quedar cubiertos totalmente por el hongo, con la subsecuente
esporulacién sobre la larva colonizada. Los sintomas y signos de B. bassiana en
larvas de P. xylostella se presentaron desde el tercer dia después del tratamiento.

(Fernandez et al., 2003)

Pedrini et al. (como se cit6 en Huarte, 2017) refiere que “la cuticula juega un papel
protector fundamental en el proceso de infeccion. La capa mas externa, la
epicuticula, es (...) una mezcla compleja de lipidos no polares. Predominan
hidrocarburos alifaticos (...), alcoholes grasos, ceras, glicéridos y acidos grasos

libres (...)” (p. 15).

En Beauveria bassiana estan definidos dos genes que codifican hidrofobinas,
Bbhyd1 y Bbhyd2, determinantes en la adhesion de la superficie celular de conidias

a matrices hidrofobicas. En B. bassiana la superficie de las conidias contienen una
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capa compuesta de hidrofobinas que facilitan el anclaje de éstas en la superficie

cuticular del insecto. Zhang et al., (como se cité en Huarte, 2017).

La penetracion del hongo dentro del insecto implica que debe degradar los
componentes de la cuticula. Asi también el metabolismo de hidrocarburos
epicuticulares, requiere que el hongo debe captarlos e internalizarlos, proceso poco
estudiado en hongos entomopatogenos. No obstante, estan descritas enzimas
responsables de la degradacion de compuestos cuticulares como citocromo P450

(CYP), lipasas, proteasas, peptidasas y quitinasas (Huarte, 2017).

Fan et al. (como se citd en Tellez-Jurado, 2009) indica que de la misma forma la
sobreexpresion del gen que codifica para la quitinasa de Beauveria bassiana acelera

el proceso de muerte en los insectos en un 23%.

Es importante destacar que en un estudio en Chile, los aislados que resultaron ser
mas patogénicos con una especie, no lo fueron asi con otras, lo que nos faculta a
inferir sobre la existencia de especificidad en las distintas cepas, justificando la
gjecucion de ensayos preliminares y prospecciones para encontrar la cepa mas

eficaz para ciertas plagas (France, et al., 2000).

Finalmente, en un ensayo realizado en la Universidad de Narifio, Colombia, con 04
cepas de Beauveria bassiana, se obtuvieron porcentajes de mortalidad de hasta 75
a 80% al ser aplicado a larvas de Scarabaeidae con una concentracion de 1 x 107 y

1 x 108 esporas /ml a los 20 dias después de la aplicacion (Tolosa, 2004).
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2.2.9. Mecanismo de accion de Beauveria bassiana.-

Como en otros hongos entomopatdgenos, las especies de Beauveria atacan a sus
insectos hospedantes generalmente percutaneamente. La via de infeccion consta de
las seis siguientes etapas: (1) fijacion de la espora a la cuticula; (2) germinacion;
(3) penetracion a través de la cuticula; (4) superacion de la respuesta inmune del
huésped y las reacciones de defensa; (5) proliferacion dentro del huésped mediante
la formacion de cuerpos hifales / blastosporas; y (6) crecimiento saprofitico dentro
del huésped muerto acompariada de la produccion de nuevos conidios. La adhesion
se debe a la hidrofobicidad de los conidios a la superficie cuticular. En Beauveria
bassiana los conidios poseen una proteina de tipo hidrofobina en su superficie
exterior. La germinacion y la infeccidn exitosa dependen de varios factores, p. Ej.
huésped susceptible, etapa del huésped y ciertos factores ambientales, tales como
temperatura y humedad oOptimas. La germinacion esta influenciada por ciertos
lipidos cuticulares, como acidos grasos de cadena corta, aldehidos, ésteres de cera,
cetonas y alcoholes que pueden poseer actividad antimicrobiana. Sin embargo, la
cuticula también puede estar recubierta con sustancias que son importantes para el
reconocimiento de hongos, como aminoacidos libres o péptidos, y puede
desencadenarla adhesion y la germinacion. Normalmente, la germinacion de
conidios de Beauveria bassiana comienza después de aproximadamente 10 horas y
se completan en gran medida a las 20 horas a 20 — 25 °C. En general, el hongo
penetra en areas mas delgadas y no esclerotizadas de la cuticula, como
articulaciones, entre segmentos o las piezas bucales. Antes de la penetracién, los
tubos germinales pueden producir los llamados apresorios y clavijas de infeccion.

El proceso de penetracidon es por medios mecanicos y mediante la produccion de
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varias enzimas, incluidas las proteasas, quitinasas y lipasas. La penetracion de las
capas de la cuticula y el comienzo de la invasion se acompafian por varias
actividades de respuesta del insecto anfitrion, p. ejm. la produccion de fenoloxidasa

y ciertos hemocitos y melanizacion (Zimmermann, 2007).

Carrefio (como se citd en Motta, 2011) sintetiza el mecanismo de accion de un
hongo entomopatdgeno el cual menciona que “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”

(p-3).

St. Leger (como se citd en Motta, 2011) destaca que durante la penetracion del
hongo desde la cuticula del insecto hasta el haemocele, 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.

Khachatourians (como se citd en Motta, 2011), indica que no obstante, los
patdégenos como los hongos ponen en marcha varios mecanismos que les posibilitan
sortear este tipo de inhibidores, como por ejemplo modificaciones en su pared

celular y generacion de productos inmunomodulatorios o ciertas toxinas.

2.2.10. Conceptos Basicos.-

“Plaga.- Cualquier especie, raza o biotipo vegetal o animal o agente patdgeno

dafino para las plantas o productos vegetales” (FAO, 2018, p.56).
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“Control Biologico.- Estrategia de control contra las plagas en que se utilizan
enemigos naturales, antagonistas, competidores u otros agentes de control

biolégico” (FAO, 2018, p.50).

“Enemigo Natural.- Organismo que vive a expensas de otro en su area de origen
y que puede contribuir a limitar la poblacion de ese organismo. Incluye parasitoides,

parasitos, depredadores, organismos fitdfagos y patogenos” (FAO, 2018, p.52).

“Organismo Benéfico.- Cualquier organismo favorable en forma directa o
indirecta para las plantas o productos vegetales, incluidos los agentes de control

biol6gico” (FAO, 2018, p.56).

“Plaguicida Biologico o Bioplaguicida.- Término genérico, no definible
especificamente, pero que se aplica en general a un agente de control bioldgico,
normalmente un patégeno, formulado y aplicado de manera similar a un plaguicida
quimico y utilizado normalmente para la disminucion rapida de la poblacion de una

plaga en un control de plagas a corto plazo”. (FAO, 2018, p.57).

2.3. Justificacion

El cultivo de Arandano a nivel nacional casi ha duplicado la produccién de fruto en
los dos ultimos afios, siendo que para el 2018 se cosecharon 11 812 toneladas v, al
primer trimestre del afio 2019 se han logrado un total de 21 513 toneladas. Ello,
traducido a indices econdémicos significa 106 y 193 mil millones de soles,
respectivamente, como valor bruto de la produccion (VBP). Esto a su vez ha
significado para el pais una exportacion que se calcula en 48.7 y 83.1 millones de
ddlares (valor FOB) respectivamente. Para este periodo los principales paises
destino son: Estados Unidos, Holanda, Inglaterra, China y Canada, entre otros
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(MINAGRI, 2019). Estos datos muestran una realidad muy promisoria del cultivo

en el Perd.

Por ser un cultivo de reciente introduccién en los paises, existen muy escasos
trabajos realizados en este tema. Esta reportada la presencia de larvas rizofagas,
arafiuelas y pulgones como plagas. Para determinar el dafio de estos insectos sobre
el cultivo de ardndano sera necesario estudiar sus caracteristicas, ciclos biolégicos,
presencia de enemigos naturales y poder asi contar con herramientas para

desarrollar estrategias de manejo (Gordo, 2008).

Dentro de las plagas que més limitan el cultivo de ardndano estan especies de
Scarabaeidae, las que se caracterizan por generar graves dafos afectando a la planta
en la mayoria de sus estadios. En su fase adulta afectan directamente la polinizacion
y fructificacion, y en su etapa larval se alimentan directamente de las raices,

causando disminucion en la capacidad de absorcién de nutrientes (Bustillo, 2018).

Durante el estado larval y pupal, los “gusanos blancos” se encuentran en la tierra,
transforméndose en “escarabajos” en estado adulto, los cuales completan su
desarrollo en la parte aérea. Las larvas, de tipo escarabeiformes, se caracterizan por
su forma de herradura, cabeza notable de color castafio y 3 pares de patas. El tamafio
de las larvas, al igual que la coloracion cefélica varia de acuerdo con la especie

Rocca, 2010).

La terapia quimica de insectos de ubicacién y comportamiento subterraneo o
ecosistemas que permiten su camuflaje, normalmente se supone de escasa eficacia,
pues causan ademas problemas de contaminacion de agroecosistemas, entonces el

uso de insecticidas se ha visto restringido y han surgido nuevas medidas de control
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como el uso de enemigos naturales dentro de los cuales destaca la accion de
entomopatogenos como Beauveria spp. el cual estd ampliamente distribuido por el

mundo Yy es considerado inocuo para el ambiente (France et al., 2000).

Aplicar una sola cepa de entomopatégeno Beauveria bassiana, seleccionada por su
virulencia hacia un insecto puede resultar en una supresion corta y limitada de la
plaga, y dos 0 méas cepas diferentes genéticamente pueden ser requeridas para
iniciar y mantener una epizootia en una poblacién de insectos heterogénea en el

campo. Cardenas, Villalba, Bustillo, Montoya y Gdongora (2007).

El presente trabajo de investigacion ha reunido todas las consideraciones obtenidas
de la bibliografia respecto de la importancia del cultivo, la principal plaga y la
alternativa de control mas viable y ambientalmente sostenible, alternando dentro de
ella, varias cepas para determinar la mayor patogenicidad y consecuentemente la

mejor eficacia dentro de ellas.

2.4. Objetivos

2.4.1. Objetivo General
Determinar la cepa més eficaz de Beauveria bassiana sobre las especies de insectos
de la familia Scarabaeidae que atacan el cultivo de Arandano en Cajamarca,

mediante ensayos de patogenicidad del agente entomopatégeno enfrentado con la

plaga.
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2.4.2. Objetivos Especificos
- Colectar cepas de Beauveria bassiana de centros de produccion comercial y
asimismo larvas y adultos de Scarabaeidae en campos de cultivo de Arandano de

Cajamarca.

- Realizar la crianza y recuperar adultos de las diferentes especies de Scarabaeidae

que atacan al cultivo de Ardndano en la provincia de Cajamarca.

- Identificar morfol6gicamente las diferentes especies de Scarabaeidae que atacan
al cultivo de Arandano en la provincia de Cajamarca, a nivel de taxon genérico, a

partir de los adultos recuperados.

- Enfrentar in vivo las cepas méas promisorias de Beauveria bassiana con larvas y

adultos de la familia Scarabaeidae.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefio del Estudio.-

3.1.1. Tipo de Investigacion:
El presente trabajo de investigacion es de tipo Aplicada y Experimental, de

acuerdo al detalle siguiente:

De acuerdo a la orientacion o finalidad: Se trata de una investigacion Aplicada,
porque consigue un fin aplicativo en el tratamiento bioldgico de larvas de
Scarabaeidae que atacan el cultivo de Ardndano, mediante el uso de la mejor cepa

de Beauveria bassiana, determinada en funcion a su patogenicidad.

De acuerdo a la técnica de contrastacion: Se trata de una investigacion de caracter
Experimental, pues en base a pruebas y ensayos de enfrentamientos controlados a
nivel de laboratorio y bajo condiciones in vivo, entre larvas Scarabaeidae y el
hongo entomopatogeno Beauveria bassiana. Asimismo, se llevaran a cabo procesos
de obtencién de insectos adultos e identificacion de dichos especimenes para

realizar los ensayos con la certeza de lo que se ensaya y obtiene.
3.1.2. Area/ Linea de Investigacion:

El Area de la investigacion se ubica dentro del campo de la Agricultura,
especificamente dentro de la Sanidad Agraria con un cultivo con aptitud
agroexportadora como lo es el arandano; y la Linea de Investigacion se encuentra
dentro de la Entomologia General y Aplicada y el Control Bioldgico de Plagas

Agricolas.
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3.2.  Poblacion.-

En el presente trabajo de investigacion se han determinado los universos
poblacionales en tres niveles, cada uno con caracteristicas particulares para su
determinacion y toma de muestras, asi como ubicacion espacio-temporal, en

relacién a los objetivos que se persiguen.

3.2.1. Productores de Arandano

La provincia de Cajamarca, la cual se localiza en la sierra norte del Per( y parte
meridional del departamento region Cajamarca; estd ubicada en las coordenadas
774696 m Este y 9207673 m Sur y a una altitud de 2721 m. (Google earth). Cuenta
con alrededor de 15 productores de arandano, ubicados en los distritos de Jesus,
Cajamarca, Namora y Bafios del Inca, que en conjunto suman un aproximado de 20
hectareas dentro de las cuales predomina la variedad Biloxi. (Estadistica propia,

2020).

3.2.2. Familia Scarabaeidae

Como se mencioné anteriormente, Erles y Ates (2015), reportan que la familia
Scarabaeidae (Insecta : Coleoptera) consiste de mas de 30,000 especies de

escarabajos en todo el mundo.

En la provincia de Cajamarca, los géneros representantes de la familia
Scarabaeidae que atacan al cultivo de ardndano estan nimero de 5 a 7 (Estadistica
propia, 2020). Existen dentro de la familia Scarabaeidae, un total de 459 géneros

en todo el mundo (Delgado, et al., 2000) que representan la poblacion total.
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3.2.3. Entomopatdgeno Beauveria bassiana

De acuerdo a datos obtenidos del Servicio Nacional de Sanidad Agraria - SENASA
(Actualizado al 06/12/2019), en el territorio nacional existen alrededor de 69
Laboratorios formales que producen Agentes Controladores Bioldgicos (hongos,
bacterias, virus, nematodos, insectos, etc.); 68 de los cuales mantienen convenio
vigente con esta institucion mas 01 Laboratorio de Control Bioldgico del mismo
SENASA. De estos, un total de 13 laboratorios, producen hongos entomopatdgenos

como Beauveria bassiana con diferentes cepas de cada uno de ellos (Tabla 1).

Tabla 1.

NUamero de Laboratorios de Control Biolégico en Convenio con SENASA a nivel
de regiones

Region N° Laboratorios Agentes de CB
Piura 1 Insectos, Nematodos
Cajamarca 1 Insectos, Hongos
Lambayeque 5 Insectos, Nematodos, Bacterias
La Libertad 17 Hongos, Bacterias, Insectos
Lima 8 Insectos, Hongos, Nematodos
Junin 1 Hongos, Insectos, Neméatodos
Ica 21 Bacterias
Arequipa 7 Hongos, Insectos, Neméatodos
Moguegua 2 Insectos
Pasco 1 Hongos
Tacna 3 Insectos, Bacterias
San Martin 1 Hongos

Fuente: SENASA

3.3. Muestray Muestreo.-

3.3.1. Productores de Arandano

Para efectos de este trabajo de investigacion, se han visitado a los predios
mencionados anteriormente y que manifiestan ataque en sus cultivos por

Scarabaeidae (Tabla 3); a fin de recoger datos sobre incidencia y colectar larvas,
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pupas Yy adultos de estos insectos para realizar los ensayos planteados. La muestra
consiste como minimo de 50 larvas de diferentes estadios de desarrollo en cada

predio.

3.3.2. Familia Scarabaeidae

Para el presente trabajo de investigacion se han considerado larvas de Scarabaeidae
de campos de cultivo de cuatro distritos de Cajamarca para los ensayos, pues son
los més representativos, destinando cierta cantidad de ellas a los ensayos de
patogenicidad y los restantes a la recuperacion de adultos e identificacion y asi

poder relacionarlos con los anélisis.

3.3.3. Entomopatdgeno Beauveria bassiana

En el presente trabajo de investigacion se han utilizado 03 cepas de Beauveria
bassiana, procedentes de los laboratorios de SOLAGRO SAC y SENASA,

conforme se detallara en el item referido al material bioldgico.

3.4.  Operacionalizacion de Variables.-

Las variables a trabajar en la presente investigacion fueron de tipo Descriptivo y de
tipo Numérico, considerando que dentro de las primeras estdn la Cepa del
entomopatdgeno puestas a prueba en cuanto a eficacia por patogenicidad, y al
Género del insecto que fue determinada por caracteres morfoldgicos. Dentro de las
Variables Numericas, estan los eventos que pueden acontecer en el insecto en
estadio larval, por efecto del hongo Beauveria basssiana, a medida que transcurre
el tiempo. Estos eventos fueron medidos en nimero de insectos afectados a partir
del cual se calculé el porcentaje, pardmetro que fue sometido a los analisis

estadisticos respectivos.
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Tabla 2.

Variables a operacionalizar en el andlisis de eficacia del entomopatégeno

Beauveria basssiana

Variable Descripcion Indicadores Items
DESCRIPTIVAS
Entomopatdgeno Cepa Anélisis Lista
Insecto Especie Anélisis Lista
NUMERICAS
Inanicion del insecto Insecto deja de alimentarse Numero de %
Inmovilizacion del insecto  Insecto deja de movilizarse insectos
Muerte del insecto Insecto cesa funciones vitales  afectados
Esporulacion del hongo Esporas en cuerpo de insecto

Fuente: Elaboracién propia

Los principales eventos que se consideraron variables y serdn materia de medicion
son: Inanicion, Inmovilizacion, Muerte y Esporulacion, las cuales se describen a

continuacion:

Inanicién.- Consiste en la observacion y determinacién visual del momento en que
el insecto deja de alimentarse del sustrato que se ha colocado para tal fin. En esta
fase alin existen movimientos del insecto. Por las caracteristicas de confinamiento
de las larvas de los insectos, que determina mucha dificultad para determinar el
hecho de que ha dejado de alimentarse, esta variable no se ha registrado.
Inmovilizacion.- Consiste en la observacion y determinacién visual del momento
en que el insecto deja de moverse y desplazarse dentro del sustrato y envase

dispuesto para el experimento. En esta fase tampoco existe alimentacion y ain no
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sucede la esporulacion del hongo en el cuerpo del insecto. Esta variable se midio

en % de insectos afectados por el evento.

Muerte.- Consiste en la observacion y determinacion visual del momento en que el
insecto cesa sus funciones vitales por completo, las cuales se manifiestan por el
cambio de coloracion, momificacion, inicio de su descomposiciéon y eventual
esporulacion del hongo en su cuerpo. Esta variable se midié en % de insectos

afectados por el evento.

Esporulacion.- Consiste en la observacion y determinacion visual del momento en
que el hongo entomopatégeno empieza a emerger por las suturas, articulaciones,
espiraculos o cualquier parte de la cuticula del cuerpo del insecto y forma un micelio
invasivo en toda su extension. Esta variable se midi6 en % de insectos que

esporularon.

3.5.  Procedimientos y Técnicas.-

3.5.1. Ubicacion geogréfica del trabajo de investigacion

La presente investigacion, se desarroll6 en varias fases, tanto en campos de cultivo
a nivel de los productores de arandano de 04 distritos de la provincia de Cajamarca
(Jesus, Cajamarca, Bafios del Inca y Namora) para determinacién de presencia de
Scarabaeidae en los cultivos, confirmacién de dafios y toma de muestras de larvas
para recuperacion de adultos e identificacion (Tabla 3). Asi también en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal de SENASA Cajamarca en donde se realizaron los

ensayos de patogenicidad y, también en el Laboratorio de Protedmica de la
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Universidad Privada Antenor Orrego en la region La Libertad para efectos de la

identificacion taxondmica de los insectos Scarabaeidae.

El Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Direccion Ejecutiva SENASA Cajamarca,
se encuentra situado en el distrito Bafos del Inca, provincia de Cajamarca en las
coordenadas de UTM: 779598 E; 9207333 S y a una altitud de 2663 metros. En éste
se realizaron los trabajos de crianza de larvas, pasando por el estado de pupas con
la finalidad de recuperar adultos que permitan facilitar su identificacion a nivel de
género 0 especie. También en este recinto se realizaron los ensayos de
patogenicidad de Beauveria bassiana frente a las 04 especies recuperadas e

identificadas de Scarabaeidae recolectadas en campo.

El Laboratorio de Proteémica de la Universidad Privada Antenor Orrego se ubica
en la ciudad de Trujillo, regién la Libertad, ubicada en las coordenadas UTM:
716851 E, 9100979 S y a una altitud de 20 metros. En este laboratorio se realizaron
los trabajos de identificacion taxondmica de especies de Scarabaeidae.

El material bioldgico consistente de las diferentes cepas del hongo entomopatdgeno
Beauveria bassiana, se consiguieron en el laboratorio de produccion de
controladores biologicos de la empresa SOLAGRO S.A.C y en los laboratorios de
Control Bioldgico del SENASA.

El Laboratorio de produccion de controladores biol6gicos de la empresa
SOLAGRO S.A.C., se encuentra en la ciudad de Trujillo, regién La Libertad; y el
Laboratorio de Control Biologico del SENASA se encuentra en el distrito de Ate —

Vitarte en la ciudad de Lima.
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Tabla 3.

Predios de arandano bajo estudio en la provincia de Cajamarca con presencia de Scarabaeidae y realizacion de colecta de muestras de

larvas para recuperacion de adultos.

Predio Variedad Caserio Distrito Superficie Coordenadas UTM (m)  Altitud

(ha) Este Sur (m)
Predio 01 Biloxi y otras  El Triunfo Namora 2.00 801763 9202107 2885
Predio 02 Biloxi Chuco Bajo Jesus 0.50 790158 9197647 2564
Predio 03 Biloxi Casablanca Namora 2.00 797748 9203508 2893
Predio 04 Biloxi La Chuquita Jesus 0.50 787695 9198376 2586
Predio 05 Biloxi El Aliso Cajamarca 4.50 774026 9216242 2998
Predio 06 Biloxi Rumipampa Banfos del Inca 1.00 780129 9213987 3130
Predio 07 Biloxi Rio Grande Cajamarca 0.25 773436 9218070 3263
Predio 08 Biloxi Lluscapampa  Cajamarca 2.00 773453 9214114 2818
Predio 09 Biloxi Tartar Grande  Baiios del Inca 0.25 779270 9208043 2670
Predio 010 Biloxi Marcopampa  Cajamarca 1.00 775722 9208124 2691
Predio 011 Biloxi Baros del Inca  Bafios del Inca 0.15 780407 9207974 2674

Fuente: Elaboracién propia
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3.5.2. Materiales.-

Los materiales, utilizados en el presente trabajo fueron de diversa naturaleza, los

cuales a continuacion se presentan clasificados:

3.5.2.1. Material Bioldgico

Plantaciones de arandano, plantas de arandano (tallos y raices), larvas de diferentes
estadios larvales de insectos Scarabaeidae; 03 cepas del hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana (Bb5, Bb3 y CCB-LE-265 : las dos primeras cepas
provenientes de SOLAGRO SAC y la tercera cepa proveniente de SENASA); pupas
y adultos de Scarabaeidae; sustrato organico para arandano (pajilla de arroz,

corteza de pino y turba— 1:1:1); sustrato de vida saprofita para hongos (arroz, maiz).

3.5.2.2. Materiales de Campo

Equipo GPS, pala edafoldgica, bolsas de kraft, bolsas de polietileno, tapers de
plastico (1 y 0.5 litros), tablero de campo, libreta de apuntes, tijeras de podar, cajas

de tecnopor.

3.5.2.3. Materiales, Reactivos y Equipos de Laboratorio

Matraces 500 y 1000 ml, beakers 50 ml, probetas x 100 ml, placas Petri, alcohol
70°, agua destilada, papel toalla, balanza analitica, agitador, estereoscopio,
microscopio, shaker, incubadoras, ldminas portaobjetos, ldmina cubre objeto, azul
de metileno, bisturi, pH-metro, papel aluminio, kit para analisis de dureza total,
guantes quirdrgicos, aspersores, pinzas, mandil, tapers de plastico x 1000 ml,

pipetas x 1 ml, micropipetor x 100 ul, micropipetor x 1000 ul, mortero, termémetro,
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autoclave, refrigeradora, pipetas Pasteur, alfileres entomologicos, caja

entomoldgica, aceite agricola, corrector de pH y dureza total de agua.

3.5.2.4. Materiales y Equipos de Escritorio

Plumén marcador, papel bond, lapiceros, cuadernos, ficha de datos, computadora,

impresora, calculadora, cinta masking tape.

3.5.3. Metodologia.-

3.5.3.1. Trabajos de Campo

A nivel de los campos de cultivo de arandano, el trabajo consistio de las siguientes

actividades:

Visita de campos de arandano en la provincia de Cajamarca, que manifestaron
la ocurrencia de ataques por larvas de Scarabaeidae y que denotaron sintomas
aéreos como: clorosis, marchitez, defoliacion y/o muerte de plantas.
Verificacidn de la presencia de larvas de Scarabaeidae en el sustrato de campo
y la zona radicular de la planta, determinando una incidencia de 0,8 % de plantas
afectadas y una infestacion de 1 a 10 larvas por planta afectada.

Identificacion de los dafios ocasionados por larvas de Scarabaeidae en las raices
de las plantas de arandano.

Colecta de larvas de diferentes estadios, pupas y adultos; la que se realizé con la
ayuda de la pala edafologica a una profundidad de 15 - 25 centimetros dentro del
suelo o sustrato. Este material se recolectd en tapers plasticos con sustrato y

raices.
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e Traslado de larvas, pupas y adultos al Laboratorio de Sanidad Vegetal del

SENASA Cajamarca para su crianza y trabajos posteriores.

3.5.3.2. Trabajos de Laboratorio

a) Crianza de larvas y pupas de Scarabaeidae.-

Con la finalidad de realizar las identificaciones via caracteres morfoldgicos, se
realizé el trabajo de recuperacidn de adultos con los que se pueda facilitar el trabajo.
Por lo que se efectud la crianza de las larvas, agrupadas por distrito, a partir del

ultimo estadio larval y de pupas recolectadas en campo.

Para ello, se instalaron frascos de 1 litro con 450 gramos de sustrato esterilizado
consistente de corteza de pino, turba y cascarilla de arroz en proporcion 1:1:1. La
esterilizacion por vapor se realiz6 en autoclave por 20 minutos a 120 °C y 1
atmosfera de presion. Ademas se afiadio a cada uno de ellos 50 gramos de raices de
arandano cortadas en segmentos de 1 centimetro para mantener la alimentacién y
con ello asegurar el crecimiento y desarrollo de las larvas y una exitosa

recuperacion de adultos.

Figura 1. Larvas de Scarabaeidae en crianza colectadas en cultivo de arandano en
Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique Morales)
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Figura 2. Pupas de diferentes especies de Scarabaeidae en crianza, colectadas en
cultivo de arandano en Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique Morales).

Al cabo de un tiempo variable, de acuerdo al estado de desarrollo que se coloco a
criar, emergieron los adultos, los cuales fueron sometidos a camara letal y
posteriormente montados en cajas entomoldgicas para los trabajos de identificacion

posteriores.
b) Identificacion de géneros de Scarabaeidae.-

Una vez recuperados los adultos, se procedié a montarlos mediante alfileres

entomoldgicos en la caja respectiva para su conservacion y posterior identificacion.
4
ot

Figura 3. Adultos de Scarabaeidae recuperados via crianza en laboratorio en
Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique Morales).
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Para tal efecto se utilizaron como guias las claves entomoldgicas y taxondmicas que
la bibliografia ofrece, particularmente el documento denominado “Claves para
determinar los taxones genéricos y supragenéricos de Scarabaeoidea” de Delgado
et al (2000); ademas se utiliz6 la “Clave ilustrada para identificacion de escarabajos
coprofagos (Coleoptera : Scarabaeinae) en Colombia” de Medina y Toro (2000),

y también el “Manual del Orden Coleoptera” de Alonso-Zarazaga (2015).

Estos manuales y claves citadas basan su clasificacion, en estructuras corporales y
morfolGgicas caracteristicas en cada género, con lo cual se pudo obtener exactitud

en la identificacién de los insectos recuperados.

¢) Consecucion del entomopatdgeno.-

Conforme se menciono, las tres (03) cepas del hongo entomopatdgeno Beauveria
bassiana se obtuvieron de los respectivos laboratorios de produccion de
controladores bioldgicos de la empresa SOLAGRO S.A.C. y del Servicio Nacional

de Sanidad Agraria - SENASA.

Las caracteristicas en detalle de cada uno de los productos mencionados se

presentan a continuacion.
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Tabla 4.

Caracteristicas de las cepas de entomopatdgenos de Beauveria basssiana utilizadas en el ensayo.

Caracteristica Cepa Bb5 Cepa Bb3 Cepa CCB-LE-265
Procedencia SOLAGRO SAC SOLAGRO SAC SENASA
Nombre Comercial Beauvesol Beauvesol Micosen
Clase Insecticida bioldgico Insecticida bioldgico Insecticida bioldgico
Tipo PBUA PBUA PBUA
Formulacion Polvo Mojable - WP Polvo Mojable - WP Polvo Mojable - WP
Concentracion 1 x 10° conidias/g 1 x 10° conidias/g 4.6 x 10% conidias/g
N° aplicaciones rec. 2-3 2-3 3-4
Inerte Maiz estéril Maiz estéril Arroz
Presentacion Bolsa Bolsa Bolsa
Registro PBUA-076-SENASA PBUA-076-SENASA PBUA-099-SENASA
Contenido neto 800 gramos 800 gramos 800 gramos
Apariencia Polvo color blanco-cremoso Polvo color blanco-cremoso Polvo color blanco
pH 6 6 6.5
Lote 7B9-19 Sin lote
Fecha Produccion Enero 2020 Enero 2020 Octubre 2019

Fuentes: SIGIA — SENASA 2020, Guias de Remision, Fichas Técnicas, Mail y Etiquetas Oficiales de los Productos.
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d) Andlisis de la calidad del agua.-

El agua a utilizar para las pruebas de patogenicidad del presente trabajo procedid
del Laboratorio de Sanidad Vegetal del SENASA Direccion Cajamarca, el que se

ubica en Bafios del Inca, provincia de Cajamarca, region de Cajamarca.

Habida cuenta el hecho de que para el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana,
a nivel de sus recomendaciones de preparacion y uso, se indica que deben existir
controles sobre la calidad del agua con la que se realiza la extraccion de conidias
desde el sustrato comercial (sustancia inerte), se realizé el analisis del agua utilizada

mediante la siguiente metodologia:

Medicion de la Dureza Total:

El kit para medir la Dureza Total del agua que se utilizé para la preparacion del

entomopatogeno, presenta las siguientes caracteristicas técnicas:

Tabla 5.

Caracteristicas del Kit de ensayo de Dureza Total del agua

Kit de prueba HI 38033 Total Hardness

Marca HANNA instruments (EE.UU.)
Rango (gpg) 0 — 30 CaCOs (grains per gallon)
Rango (ppm) 0 — 513 CaCOs (parts per million)

Método de anélisis EDTA titration (ethylene-diamine-tetraacetic acid)

Referencias Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater, 20 ™ edition, 1998.

Reactivos Buffer solution pH 10.2; Calmagite indicator and
EDTA solution
Fuente: Laboratorio MASED Peru.
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La concentracion de carbonatos (CaCOs) presentes en el agua, que se conoce como

Dureza Total del agua, se ensayo siguiendo la metodologia indicada a continuacion:

e Se removio la tapa del recipiente de plastico y se enjuago este recipiente con la
misma muestra de agua, luego se llend con la muestra hasta la marca de 10 ml.

e Se agregaron 5 gotas de Solucion Buffer a través del orificio de la tapa y se
mezclo6 cuidadosamente girando el recipiente en pequefios circulos.

e Se agregd 1 gota de indicador de Calmagita a través del orificio de la tapa y se
mezclé tal y como se describié anteriormente. La solucion se fue convirtiendo
en un color rojo-violeta.

e Se llend la pipeta de plastico con solucion de HL 38033-0 EDTA e insertd la
punta en el orificio de la tapa del recipiente de plastico. Se virti6 la solucion gota
por gota girando después de cada caida para ir mezclando, manteniendo un
recuento exacto de la cantidad de gotas que han sido agregadas a la solucion
dentro del recipiente.

e Se continu6 agregando la solucion de titulacion hasta que la solucion dentro del
recipiente se torné azul.

e Se registro la cantidad de gotas necesarias para obtener el cambio de color final
de gpg CaCO3 como dureza total de la muestra y se realizo la transformacion a

ppm, multiplicando por el factor 17. (www.unitconvertion.org).

Medicion de pH:

El pH se midié mediante la utilizacion de tiras reactivas colorimétricas, las cuales

fueron sumergidas con repeticiones en tres submuestras de agua. La comparacion
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de las tiras reactivas con la escala que poseen los kits arrojan el pH que mantiene la

muestra.

Las caracteristicas de las tiras reactivas utilizadas se presenten a continuacion.

Tabla 6.

Caracteristicas de los métodos de medicion de pH del agua

Kit de prueba pH — FIX MN 92110 pHydrion Vivid pH paper
Marca Mancherey — Nagel ~ Micro Essential  Veb Feinchemie
(Alemania) Laboratory Sebnitz
(USA) (Alemania)
Rango 0-14 1-11 0-11
Método de anélisis Indicator strips Indicator paper Indicator paper
Reactivos None None None

Fuente: Etiquetas de productos

Los valores de pH obtenidos generalmente fueron los mismos con los 3 métodos

utilizados.

vl

4

Figura 4. Proceso de medicion de pH y Dureza Total de Agua. Cajamarca, 2020.
(Fuente: Ronald Llique Morales).
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e) Pruebas de patogenicidad del hongo entomopatogeno.-

Esta tarea, que fue la principal dentro del presente trabajo de investigacion,
consistio de seis etapas bien definidas, a las cuales inicialmente se las lista a cada
una de ellas y posteriormente se describen en detalle a continuacion: Correccion de
pH y Dureza Total del agua de trabajo, Calculo de la cantidad de agua de trabajo,
Célculo de la dosis de los tratamientos entomopatdgenos, Preparacion de

entomopatogenos, Instalacion del experimento y, Aplicacion de tratamientos.

1lra. Etapa: Correccion de pH vy Dureza Total del Aqgua

De acuerdo a las instrucciones de uso presentes en la etiqueta y fichas técnicas de
los productos entomopatdgenos, el pH del agua para dilucion debe ser de 6.5 como
méaximo y la Dureza Total debe estar en 150 ppm de CaCO3 también como maximo
a fin de que con ello, exista un adecuado desprendimiento de conidias a partir del
sustrato inerte, asi como un correcto crecimiento y desarrollo del hongo y por ende

una 6ptima eficacia (SCB-SENASA, 2020).

Habiendo encontrado valores de pH del agua de 6 el cual es dptimo para el trabajo,
sin embargo los valores de Dureza Total en 1955 ppm, lo que excede lo
recomendado, se procedié a realizar la correccion mediante la utilizacién del
producto ablandador de aguas CROPFIELD PH MAX (acidificantes + nonylfenol
polioxietilenado tridecilico). Este producto tiene, entre otras, la propiedad de
reducir la dureza de las aguas producida por Carbonatos y Bicarbonatos de Calcio
y Magnesio evitando que los ingredientes activos reaccionen con las sales disueltas

en el agua y pierdan su efectividad (Chemical Processes Industries SAC, 2016).
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La dosis recomendada en la etiqueta del producto es de 15 ml de pH Max por cada
20 litros de agua dura. Por lo que haciendo un calculo simple, para corregir la dureza
total del agua, se utilizaron un total de 750 pl del producto mencionado por cada
litro de agua a utilizar. Este proceso consistio Unicamente en afiadir lentamente el
corrector en el agua, la cual posteriormente se colocé en el agitador a 60 rpm para

una mezcla uniforme.

Luego se procedio a realizar nuevamente la confirmacion de la Dureza Total del
agua con la utilizacion del kit pertinente y asi poder trabajar de manera
técnicamente adecuada. El nuevo valor de la Dureza Total del agua luego de la

correccion fue de 136 ppm de CaCOsa.

Este volumen de agua corregida se almacend en beakers tapados con papel aluminio

en refrigeracion para utilizarla en los trabajos posteriores del ensayo.
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Figura 5. Proceso de correccion de Dureza Total de Agua. Cajamarca, 2020.
(Fuente: Ronald Llique Morales).
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2da. Etapa: Calculo del Volumen de Agua

Para tal efecto se hizo la prueba en blanco para determinar la cantidad de producto
(agua + hongo) que deberia aplicarse a cada envase conteniendo el material a
ensayar (10 larvas de varios estadios, en sustrato mas raices de arandano). Este
trabajo se realizé asperjando agua y procuré empapar a las larvas presentes y a todo
el sustrato de manera que se garantice la distribucién total del producto en el cuerpo
del insecto y su medio en el que se desarrolla. En total se gast6 por cada envase 28

mililitros de agua.

Con este gasto, se hizo el célculo siguiente:

i) 28 mililitros de agua ------------------ > 1envase

X e > 4 envases (por tratamiento)
X = 112 mililitros de agua / tratamiento
Considerando que cada tratamiento tiene 4 repeticiones, se calcula la cantidad de
agua por aplicacion:

i) 112 mililitros de agua ~ --------------- > 1 tratamiento

e — > 4 tratamientos

X = 448 mililitros / aplicacion

Las fichas técnicas recomiendan realizar un promedio de 3 aplicaciones por
campafa (SENASA. SOLAGRO SAC), por lo que se realiza el célculo de la
cantidad de agua para tal fin:

i) 448 mililitros de agua ~ ------------- > 1 aplicacion

N e — > 3 aplicaciones

X =1,344 mililitros de agua
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3ra. Etapa: Calculo de la Dosis de Tratamiento

Las etiquetas y fichas técnicas de los productos utilizados en el presente
experimento, alcanzan cantidades de agua y dosificacion del producto para control
de Scarabaeidae en arandano y otras plagas y cultivos, las que se presentan a

continuacion:

» Micosen: 2 — 4 bolsas de 800 g en 200 litros de agua.

» Beauvesol: 2 —5 bolsas de 800 g en 200 litros de agua.

Considerando una dosis promedio 3 bolsas por cada 200 litros de agua, se hizo la
determinacion siguiente:

iv) 2400 gramos de hongo ~ —----m-mmmmmmeee- > 200 litros de agua
X e > 1 litro de agua

X =12 gramos de hongo / litro de agua

Este dato obtenido, trabajado con las ecuaciones (i), (ii) y (iii), resulta en lo
siguiente:

V) 12 gramos de hongo ~ —--mememmemeeeee- > 1000 mililitros de agua

X e > 28 mililitros de agua

X =0.336 gramos / envase

Para calcular la dosis por tratamiento seria:

Vi) 0.336 gramos de hongo ~ --------------—-—- > 1 envase

X  ememeeemeemeeeeee > 4 envases
X =1.334 gramos / tratamiento
Entonces la dosis década uno de los tratamientos es de 1.334 gramos / 112 ml de

agua.
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Figura 6. Proceso de medicion del producto entomopatdgeno. Cajamarca, 2020.
(Fuente: Ronald Llique Morales).

Figura 7. Proceso de preparacion del producto entomopatégeno. Cajamarca, 2020.
(Fuente: Ronald Llique Morales).
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4ta. Etapa: Preparacion del Entomopatogeno

La preparacion de los entomopatogenos para el ensayo se llevo a cabo conforme a
las recomendaciones dadas para los productos en las fichas técnicas y/o etiquetas,

lo que se este trabajo se realizé de la siguiente manera:

e Una vez medida la cantidad exacta de producto entomopatogeno (1.334 gramos
/ tratamiento), se la dispensé en un beaker en donde se aplicd la cantidad
calculada de aceite de agricola de 166 pul (aceite vegetal), considerando la
recomendacion de 100 mililitros / bolsa de 800 gramos de producto.

e Se procedid luego a homogeneizar la mezcla buscando distribuir todo el aceite
agricola dentro del producto entomopatdgeno, Para ello se utiliz6 una pequefa
paleta de madera estéril que permiti6 la mezcla deseada realizando movimientos
circulares dentro del beaker durante 1 minuto, procurando también la separacion
de granos fusionados entre si.

e Posteriormente se dispensaron los 112 mililitros de agua corregida a cada uno
de los envases conteniendo a los respectivos tratamientos y también se realizo la
homogeneizacion, en este caso agitando el frasco con la mezcla en el aparato
shaker durante 5 minutos para lograr el desprendimiento total de las conidias del
hongo desde el sustrato inerte (maiz o arroz) hacia la matriz aceite/agua.

¢ Finalmente, también de acuerdo a las recomendaciones técnicas, para lograr la
hidratacion y activacion de las cepas del hongo, el producto preparado se dejo
reposar bajo sombra y en envases tapados no herméticamente con papel aluminio
durante 13 horas para luego realizar la aplicacion respectiva, previa agitacion y
colado del producto a fin de evitar obstruccion de boquillas de los aspersores que

se utilizaron.
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Figura 9. Hidratacion del hongo entomopatégeno. Caja
Ronald Llique Morales).

marca, 2020. (Fuente:
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5ta. Etapa: Instalacion del Experimento

El experimento consistente de la prueba de patogenicidad se realizo siguiendo un
disefio estadistico de Blogues Completos al Azar (DBCA), considerando como
bloques a los grupos de larvas de Scarabaeidae colectadas por distrito, que luego
se identificaron a nivel de geénero y con 03 tratamientos con cepas del

entomopatogeno mas 01 testigo sin aplicacion, salvo agua pura.

El proceso de asignacion randomizada de tratamientos se efectu6 de la siguiente

manera:

Géneros (Grupos) de Scarabaeidae
Block | Block i Block Il Block IV

00
Q0]
0 O
-0

Cepas de Beguveria Bassiana

Figura 10. Croquis del ensayo de patogenicidad de Beauveria bassiana sobre

insectos Scarabaeidae. Cajamarca, 2020.

Donde:
To : Testigo sin aplicacién
T1 : Cepa Bb5 de Beauveria bassiana

BB : Cepa CCB-LE-265 de Beauveria bassiana

T3 : Cepa Bb3 de Beauveria bassiana
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Cada unidad experimental, consistié de un taper de plastico semitransparente de
500 ml de capacidad conteniendo 10 larvas de Scarabaeidae de varios estadios de
desarrollo, dispuestas inicialmente en 100 gramos de sustrato esterilizado
consistente de una mezcla de cascarilla de arroz, aserrin de pino y turba en
proporcion 1:1:1, ademas en cada uno de los envases se colocaron 50 gramos de
raices frescas de arandano para conseguir un desarrollo relativamente continuo de
las larvas mediante un proceso de alimentacion normal. El sustrato utilizado y las
raices afadidas, se esterilizaron en autoclave a 120 °C, durante 20 minutos a 1 atm
de presion, utilizando para ello envases metalicos para el total de sustrato utilizado

en el experimento.

Para garantizar la sanidad de las larvas y descartar alguna eventual enfermedad
traida desde campo, se las mantuvo durante 7 dias luego de su colecta observando

su desarrollo normal.

Ademas para lograr retirar cualquier contaminante que interfiera con el efecto del
hongo bajo prueba, antes de inocular las larvas con el hongo, ellas fueron
desinfestadas con aspersion de una solucion de NaClO al 0.5% y lavadas 3 veces
con agua estéril destilada a través de una pizeta para eliminar el exceso de

desinfectante. Esta labor est4 basada en Mafla et al. (2004).

Una vez colocado el sustrato con larvas en cada uno de los envases, se realiz la
ubicacion de las unidades experimentales, bloques y tratamientos, segun el croquis
anterior, en una cadmara en donde se realiz6 el control de temperatura del ambiente,
la cual estuvo alrededor de los 20 °C durante todo el tiempo del experimento. En B.

bassiana el 6ptimo de temperatura es de 23 a 28 °C (Zimmermann, 2007).
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Figura 11. Colocacion de larvas en envases para la realizacion del experimento con
las cepas de entomopatégeno. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique Morales).

Figura 12. Ordenamiento de unidades experimentales en el ensayo de
patogenicidad de cepas de Beauveria bassiana. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald
Llique Morales).
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6ta. Etapa: Aplicacion de Tratamientos

Inmediatamente dispuestas las unidades experimentales, se procedio a realizar la
aplicacion de los 3 tratamientos con cepas del hongo Beauveria basssiana, méas 1
tratamiento testigo aplicando Unicamente agua, en cada uno de los bloques del

ensayo.

A cada uno de los envases se le realizo la aspersion de un volumen de 28 mililitros
de caldo entomopatdgeno previamente colado y con agitacion el cual contenia una
dosis de 0.336 gramos de producto, procurando cubrir toda la extension corporal de
las larvas de los insectos (Ferndndez et al., 2003). Asimismo se busco el
humedecimiento de todo el sustrato en el que se las coloco, a fin de lograr

proximidad absoluta y contacto entre el hongo y el insecto.

Lo considerado anteriormente, teniendo que el producto Beauveria bassiana actla
como entomopatogeno sobre los insectos por un mecanismo de contacto (Jiménez

et al., 1998). Este hecho se busco colocando las larvas con sustrato orgénico.

Finalmente se realizé la cobertura de las larvas afiadiendo el sustrato restante hasta
completar 300 gramos de sustrato en cada envase, considerando que la materia
organica, también puede servir para el desarrollo de Beauveria bassiana en tanto es

un organismo saprofito facultativo (Villamil y Martinez, 2014).

Se procedio a tapar los envases, practicando varios orificios en las tapas de cada
uno de ellos a fin de facilitar el intercambio gaseoso (Mafla et al., 2004). Cada
unidad experimental se rotuld a nivel de frasco y también de la tapa con un plumén
indeleble para evitar errores en las evaluaciones llevadas a cabo. Se repitio esta
operacion 2 veces mas cada 7 dias después de la primera aplicacion (F. Técnicas)
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Figura 13. Detalle de la unidad experimental en el ensayo de patogenicidad de
cepas de Beauveria bassiana. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique Morales).

Figura 14. Aplicacion de las cepas de Beauveria bassiana a cada unidad
experimental con 10 larvas Scarabaeidae. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald
Llique Morales).
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f) Evaluaciones.-

Las evaluaciones de los eventos que sucedieron con las larvas tratadas se iniciaron
al tercer dia de la primera inoculacion del hongo y se llevo a cabo cada 5 dias,
completando 5 evaluaciones en total. Se les adiciond alimento estéril cada semana,

hasta cumplir 25 dias de incubacion (Basado en Néjera et al., 2005).

A los 7 dias de la primera inoculacion y 7 dias después se realizaron las aspersiones
subsiguientes con un volumen de 28 mililitros de caldo entomopatégeno
previamente colado y con agitacion el cual contenia una dosis de 0.336 gramos de
producto, procurando cubrir toda la extension corporal de las larvas de los insectos.
Para tal efecto se removio el sustrato con paletas estériles de madera, a fin de

descubrir el cuerpo de las larvas y procurar mayor contacto con el entomopatégeno.

Los eventos de inmovilizacion, mortalidad y esporulacion de las larvas se
determinaron en forma visual. Aquellas larvas que estan vivas suelen moverse
cuando se exponen a la luz o al agitar los envases plasticos semitransparentes. En
caso de sospecha de muerte, ésta se confirmada por la inmovilizacién absoluta de
la larva al ser contactada la parte ventral del térax con pinzas estériles. Las larvas
muertas fueron contabilizadas y puestas en observacién hasta detectar la

esporulacion de Beauveria bassiana (Basado en Najera et al., 2005).

Las larvas con esporulacién se colocaron en camara himeda, separadas por cepas,
en obscuridad y a una T° de 23° C por 5 dias al cabo de los cuales se observo el
crecimiento micelial sobre su tegumento (Mafla, 2004). Esto se observo al

microscopio, para la confirmacion de las estructuras de Beauveria basssiana.
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De los conteos que se realizaron, se fue registrando con la frecuencia planificada,
la ocurrencia de los eventos anteriormente descritos, consignando el porcentaje (%)
de insectos afectados con cada evento, el cual se calcul6 mediante la division del

numero de insectos afectados entre el nUmero de insectos total por envase.

La férmula es la siguiente (Férmula 1):

NA
%IA = W * 100

Donde:

% IA : % Insectos afectados por el evento
NA  : Numero de insectos afectados

NT  : Numero de insectos por tratamiento

Otra opcién de célculo para determinacion de la eficiencia de los tratamientos,
sustentada en la formula de Abbott (como se citd en Goncalves et al., 2004) es

(Férmula 2):

T
%E = * 100

Donde:
% E : Porcentaje de eficiencia
T : NUmero de insectos vivos en el testigo sin aplicacion

I : Namero de insectos vivos en el tratamiento con aplicacion
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3.5.4. Plan de Analisis de Datos

En el presente trabajo la eficacia de los tratamientos (porcentaje de mortalidad) se
evalud a través de un analisis de varianza (ANDEVA), con un nivel de significacion
p = 0,05, habiendo transformado los datos hacia la raiz cuadrada del arcoseno, para
garantizar la homogeneidad de varianzas. Zar (como se cito en Pérez & lannacone,

2006)

Considerando que los datos recolectados se transformaron hacia porcentajes (%),
se procedio a la transformacion mediante la raiz cuadrada del arco seno, siguiente

(Férmula 3):

A=Arcsin (/y/100) +180/3.1415

Donde:

y: Valor en porcentaje (%) calculado

Para el ANDEVA vy procesamiento completo de datos, se utilizd el paquete

estadistico informético IBM-SPSS ver. 25.

Para la determinacion de las diferencias estadisticas entre tratamientos se empled la

prueba de categoria multiple de Duncan al 5% de probabilidad.
3.5.5. Consideraciones Eticas

El presente trabajo de investigacion, por tener dos instituciones que han proveido
el material bioldgico (SENASA y SOLAGRO) a través de sus organismos
controladores bioldgicos, hace referencia a las mismas y cuenta con respaldo
documentario de procedencia de dicho material. Asimismo, se hace la indicacion
de que toda informacion estadistica o cientifica obtenida tuvo la autorizacion y

citacién de referencias necesarias.
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V. RESULTADOS
4.1. Identificacion de Géneros de Scarabaeidae.-

La identificacion de Scarabaeidae se realiz6 para cada uno de los 4 géneros de
adultos recuperados por crianza a partir de larvas y pupas agrupadas por distrito,
efectuando la caracterizacion morfoldgica y con el apoyo de las claves taxonémicas
para tal fin. Este trabajo solamente llego hasta nivel de taxdn genérico, confirmando

en principio el orden Coleoptera y la familia Scarabaeidae con la que se trabajo.
4.2. Orden Coleoptera — Principales Caracteristicas Encontradas.-

En el presente trabajo de investigacion, se confirmaron los caracteres
correspondientes al orden Coleoptera, en lo referente a: metamorfosis completa;
esclerotizacion corporal de adultos (A); aparato bucal tipo masticador (B); antenas
gue constan de maximo once artejos; coxas incrustadas en cavidades (B); élitros
endurecidos; alas metatoracicas membranosas con mecanismos de plegamiento

longitudinal y transversal (C); y, segmentos abdominales invaginados (B).

18

Figura 15. Caracteristicas diferenciales confirmatorias de especimenes del Orden
Coledptera encontrados en arandano. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique
Morales).
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4.2.1. Familia Scarabaeidae — Principales Caracteristicas Encontradas.-

En el presente trabajo de investigacion, se confirmaron los caracteres
correspondientes a la Familia Scarabaeidae. Lamelas de maza antenal aplanadas.

Maza antenal con Ultimos artejos pilosos (A). Espiraculos ubicados en tergitos (B).

Figura 16. Caracteristicas diferenciales confirmatorias de especimenes de la
Familia Scarabaeidae encontrados en arandano. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald
Llique Morales).

4.2.2. Familia Melolonthidae — Principales Caracteristicas Encontradas.-

Lamelas de maza antenal aplanadas. Maza antenal con sedas largas y escasas (A).

Figura 17. Caracteristicas diferenciales confirmatorias de especimenes de la
Familia Melolonthidae encontrados en ardndano. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald
Llique Morales).
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4.2.3. Género Tomarus (Ligyrus)
Principales caracteristicas encontradas.-

Observaciones al estereoscopio, permitieron determinar las caracteristicas
diferenciales del Género Ligyrus, indicadas en las claves taxonOmicas. Estas
fueron: Artejo basal de los tarsos posteriores dilatados triangularmente o cilindricos
(B). Cabeza y pronoto con impresiones, concavidades, cuernos o tubérculos méas o
menos conspicuos (A). Elitros brillantes, sin cubierta tomentosa y con filas dobles
de puntos o costillas (F). Antenas con diez artejos (G). Tamario mayor a 15 mm (C).
Pronoto usualmente con tubérculos o féveas (D). Apice del clipeo bidentado,

truncado o redondeado (E). Cabeza sin una carina visible transversal preapical (1).

Mandibulas apenas visibles desde arriba o escondidas bajo el clipeo (H).
G

Figura 18. Caracteristicas diferenciales encontradas en especimenes del Género
Tomarus encontrados en ardndano. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique).

64



4.2.4. Geénero Dichotomius
Principales caracteristicas encontradas.-

Al estereoscopio, se determinaron las principales caracteristicas diferenciales del
Género Dichotomius, referidas en las claves taxondmicas utilizadas. Estas fueron:
Meso y metatibias cortas y robustas, fuertemente y en ocasiones abruptamente
ensanchadas apicalmente (A). Cabeza y pronoto generalmente con cuernos y
protuberancias (E, F). Cada élitro con siete u ocho estrias discales (H). Tercer artejo
de los palpos labiales bien desarrollado (B). Protarsos presentes y con ufias (C).
Superficie dorsal glabra (E, G, H). Metatarsos con el artejo basal triangular (D).

Clipeo usualmente muy rugoso (I). Cabeza con tubérculos o cuernos y pronoto

generalmente con quillas, tubérculos o prominencias (E, F).

A = am

Figura 19. Caracteristicas diferenciales encontradas en especimenes del Género
Dichotomius encontrados en arandano. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique).
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4.2.5. Género Anomala
Principales caracteristicas encontradas.-

Mediante ayuda del estereoscopio, se determinaron las principales caracteristicas
del Género Anomala, con guia de las claves taxondmicas. Estas fueron: Margen
elitral con borde membranoso (D). Antenas con nueve segmentos (A). Clipeo de
forma variable pero no estrechado, extendido y elevado en el apice (E). Espolon
protibial presente (C). Lacinia con mas de dos dientes (B). La mayor parte del labro
oculto bajo el clipeo (E), Borde anterior del clipeo recto, redondeado, parabélico o
proyectado (E). Borde lateral de los élitros no engrosado (G). Clipeo ampliamente
redondeado o con el borde anterior casi recto (E). Cuerpo robusto y convexo (D, G,

H). Espacio intercoxal del mesosternon estrecho, sin proyeccién notable (F).

Figura 20. Caracteristicas diferenciales encontradas en especimenes del Género
Anomala encontrados en arandano. Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique).
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4.2.6. Género Heterogomphus
Principales caracteristicas encontradas.-

Mediante observaciones al estereoscopio, se lograron determinar las principales
caracteristicas diferenciales del Género Heterogomphus, referidas en las claves
taxonomicas utilizadas. Estas fueron: Artejo basal de los tarsos posteriores dilatados
triangularmente o cilindricos (A). Tamafio corporal pequefio o0 moderado (E).
Cabeza y pronoto con impresiones, concavidades, cuernos o tubérculos mas o
menos conspicuos (D, E); si igualmente convexos, entonces patas mas 0 menos
robustas (G). Tarsos anteriores de los machos raramente engrosados (B). Elitros
brillantes, sin cubierta tomentosa y con filas dobles de puntos o costillas (F). Apice
de la tibia posterior con dientes cortos o largos (C). Tibia anterior cuadridentada

(H). Cuerpo ovalado (F). Armadura de los machos variable (D, E, F).

i,

Figura 21. Caracteristicas diferenciales encontradas en especimenes del Género
Heterogomphus encontrados en arandano. Cajamarca, 2020. (Fuente: R. Llique).
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4.3. Mortalidad de larvas

4.3.1. Primera Evaluacion (3 dias después de la inoculacion)

Tabla 7.

Porcentaje de mortalidad de larvas Scarabaeidae con tratamientos de Beauveria
bassiana (Valores Arcoseno), 3 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento Bloques (Scarabaeidae)

Codigo Cepa I I i v
T0 Sin aplic. 4.05 4.05 4.05 4.05
T1 Bb5 4.05 4.05 4.05 33.21
T2 CCB-LE-265 4.05 4.05 4.05 4.05
T3 Bb3 4.05 18.43  4.05 4.05

Fuente: Registros del experimento

Andlisis estadisticos de los resultados

Para el anélisis estadistico de los resultados obtenidos al dia 3 después de la
inoculacidn, se ha utilizado el analisis de varianza para un Disefio de Bloque
Completamente al Azar, asi como la prueba de conjuntos homogéneos con Tukey
y Duncan a fin de establecer diferencias entre los tratamientos de ensayo. El
procesamiento de datos se realiz6 en IBMSPSS Version 25, cuyos resultados se

presentan a continuacion:

Tabla 8.

Estadisticos descriptivos para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 3 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento ) Desviacion Intervalo de confianza al 95%
(cepa) N Media " “Standard Minimo Maximo
1: Testigo 4 4.050 4.239 -5.540 13.640
2: Bb5 4 11.340 4.239 1.750 20.930
3: CCB-LE-265 4 4.050 4.239 -5.540 13.640
4: Bb3 4 7.645 4.239 -1.945 17.235
Total 16 6.771 4.239 -2.819 16.362

Fuente: Registros de experimentacion
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En la Tabla 8, se observa que el tratamiento 2 (cepa Bb5) a los 3 dias después de la
inoculacion, alcanza la mayor mortalidad de larvas (11.34) de Scarabaeidae, con
una desviacion estandar de 4.239. En seguida el tratamiento 4 (cepa Bb3) se muestra
con una mortalidad de 7645. Finalmente estdn los tratamientos testigo y el

tratamiento CCB-LE-265, con menores tasas de mortalidad.

Tabla 9.

Prueba de Normalidad para las cepas de Beauveria bassiana, 3 dias después de la
inoculacion. Cajamarca. 2020.

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Tratamientos Estadistico gl  Sig. Estadistico gl  Sig.
2 0.441 4 0.630 4 0.001

4 0.441 4 0.630 4 0.001
*Los tratamientos 1 y 3 se han obviado por mortalidad constante

Fuente: registros de experimento

En la Tabla 9, se observa que por el valor de la significacion, los tratamientos no

siguen una distribucion normal.

Tabla 10.

Andlisis de Varianza para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 3 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Suma de Media

Fuente de Variacion Cuadrados &' Cuadratica Sig.
Tratamiento (Cepa) 145,789 3 48.596 .676 .588
Bloque (Género de Scarabaeidae) 145.789 3 48.596 .676 .588
Error 647.028 9 71.892

Total 1672.204 16

Fuente: Registros de Experimentacion

En la Tabla 10, se observa que no existe diferencia estadisticamente significativa

por los tratamientos, es decir, de las cepas de entomopatdgeno Beauveria bassiana
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para causar la mortalidad de los géneros de Scarabaeidae por patogenesis. El valor
de p de la prueba del andlisis de varianza para los tratamientos es p= 0.588 siendo
este valor p>0.05 se acepta la Hipotesis Ho de igualdad de las medias de los
tratamientos (cepas). Se concluye que al tercer dia después de la inoculacion del
hongo todas las cepas determinan similar efecto sobre la mortalidad de los géneros

de Scarabaeidae.

Tabla 11.

Sub conjuntos homogeéneos para las pruebas de comparaciones de medias para
mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria bassiana, 3 dias después de
la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Prueba Cepa N —Subcolnjunto

1 4 4.05

HSD 3 4 4.05
Tukey®® 4 4 7.65
2 4 11.34

Sig. 0.633

1 4 4.05

3 4 4.05

Duncan?® 4 4 7.65
2 4 11.34

Sig. 0.284

Fuente: Registros de Experimentacion

En la Tabla 11, de comparaciones de medias, tanto Tukey como Duncan indican
que al 3er dia después de la inoculacion no existen diferencias entre cepas del
entomopatogeno con respecto al resultado en mortalidad de larvas de los géneros

de Scarabaeidae.
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4.3.2. Segunda Evaluacion (8 dias después de la inoculacion)

Tabla 12.

Porcentaje de mortalidad de larvas Scarabaeidae con tratamientos de Beauveria
bassiana (Valores Arcoseno), 8 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento Bloques (Scarabaeidae)

Caddigo Cepa I I i v
T0 Sin aplic. 4.05 4.05 4.05 4.05
T1 Bb5 4.05 4.05 50.77 33.21
T2 CCB-LE-265 26.56 26.56 18.43 18.43
T3 Bb3 26.56 18.43 26.56 26.56

Fuente: Registros del experimento
Analisis estadisticos de los resultados

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos al dia 8 no se lleva a cabo porque
conforme se determind en la primera evaluacion a los 3 dias después de la

inoculacién, no hubieron cambios notables y tampoco significacion estadistica.

En tal sentido se continlia con la tercera evaluacion y el andlisis respectivo a partir

de ella.
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4.3.3. Tercera Evaluacion (13 dias después de la inoculacidn)

Tabla 13.

Porcentaje de mortalidad de larvas Scarabaeidae con tratamientos de Beauveria
bassiana (Valores Arcoseno), 13 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento Bloques (Scarabaeidae)

Caddigo Cepa I I i v
T0 Sin aplic. 4.05 4.05 4.05 4.05
T1 Bb5 26.56 4.05 71.56 39.23
T2 CCB-LE-265 39.23 56.79 56.79 26.56
T3 Bb3 33.21 26.56 33.21 33.21

Fuente: Registros del experimento

Andlisis estadisticos de los resultados

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos al dia 13 después de la
inoculacidn, se ha utilizado el analisis de varianza para un Disefio de Bloque
Completamente al Azar, asi como la prueba de conjuntos homogéneos con Tukey
y Duncan a fin de establecer diferencias entre los tratamientos de ensayo. El
procesamiento de datos se realizé en IBMSPSS Version 25, cuyos resultados se

presentan a continuacion:

Tabla 14.

Estadisticos descriptivos para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 13 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

. L 95% del intervalo de
Tratamiento Desviacion confianza para la media

N Media . Min  Méax

(cepa) estandar P X
L. inferior L. superior

1: Testigo 4  4.05 0.00 4.05 4.05 405 4.05
2: Bb5 4 3535 28.18 -9.50 80.20 405 71.56
3: CCB-LE-265 4 4484 14.73 21.40 68.29 26.56 56.79
4: Bb3 4 3155 3.33 26.26 36.84 26.56 33.21
Total 16 28.95 21.21 17.64 40.25 4.05 71.56

Fuente: Registros de Experimento
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En la Tabla 14, se observa que los tratamientos (cepas de hongo entomopatogeno)
gue muestran mayor mortalidad de larvas de los géneros de la familia Scarabaeidae
son el Tratamiento 2: Bb5 y el Tratamiento 3: CCB-LE-265, los cuales muestran
una media de 35.35 y 44.84 respectivamente. En ambos tratamientos se observa una
Desviacion Standard de 28.12 y 14.73 respectivamente. Por su parte el Tratamiento
1: Testigo sin aplicacién, muestra el menor indice de mortalidad (4.05), mientras
que el Tratamiento 4: Bb3, arroja una mortalidad menor (31.55) con respecto a los
dos tratamientos que destacan en la evaluacion. Para este tratamiento la desviacion

Standard es de 3.33.

Tabla 15.

Prueba de Normalidad para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 13 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento  Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
(cepa) Estadistico gl Sig.  Estadistico gl Sig.
1: Testigo 0.271 4 0.902 4 0.440
2: Bb5 0.274 4 0.854 4 0.240
3:CCB-LE-265 0.199 4 0.971 4 0.846
4: Bb3 0.271 4 0.902 4 0.440

Fuente: Registros de experimento.

Ho: La distribucion es normal

H1: No es normal

Nivel de significancia =5% = 0,05

Si p<0.05 se rechaza Ho

Segun la tabla 15, a los 13 dias después de la inoculacion, todos los Tratamientos

con la prueba de Shapiro-Wilk, arrojan un valor de significancia mayor de 0.05

implica la aceptacion dela hipdtesis nula Ho, que indica que la distribucion de
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valores sigue un proceso de normalidad. Esto habilita para realizar el analisis de

varianza para determinar la significacion dentro de los tratamientos.

Tabla 16.

Prueba de Homogeneidad de Varianzas para mortalidad de larvas de
Scarabaeidae por Beauveria bassiana, 13 dias después de la inoculacion.
Cajamarca. 2020.

Estadistico .
de Levene dfl df2 Sig.
4.690 3 12 0.022

Fuente: Registros experimentacion

La Tabla 16, muestra un nivel de significacién mayor a 0,05 lo que indica que se
acepta la hipotesis nula que manifiesta la homogeneidad de la varianzas. Esto
habilita para realizar el anlisis de varianza para determinar la significacion dentro
de los tratamientos.

Tabla 17.

Andlisis de Varianza para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 13 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tipo Il de

: Media .
Origen Cil;g]faggs gl cuadrética Sig.
Tratamientos (cepa)  3681.154 3 1227.051 4.979 0.026
Bloques 849.771 3 283.257  1.149 0.381
Error 2217.804 9 246.423
Total 20156.053 16

Fuente: Registros de experimento

Ho: Todos los tratamientos son iguales
H1: Alguno de los tratamientos es diferente
Nivel de significancia =5% = 0,05
Si p<0.05 se rechaza la Ho
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Segun la Tabla 17, se muestra los resultados del analisis de varianza para mortalidad
con los tratamientos consistentes en diferentes cepas de hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana, sobre larvas de géneros de Scarabaeidae. La prueba es
significativa p<0.05 para tratamientos, rechazando la hipétesis nula, por lo que se
puede afirmar que existe diferencia entre los tratamientos del experimento que

afectan significativamente la supervivencia de las larvas tratadas.

Tabla 18.

Sub conjuntos homogeéneos para las pruebas de comparaciones de medias para
mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria bassiana, 13 dias después de
la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamientos

Prueba (Cepa) N 1 2
1: Testigo 4 4.05
HSD  4:Bb3 4 31.55 31.55
Tukey*”  2:Bb5 4 35.35 35.35
3: CCB-LE-265 4 44.84
Sig. 0.08 0.64
1: Testigo 4 4.05
., 4Bb3 4 31.55
Duncan®™® . pps 4 35.35
3: CCB-LE-265 4 44.84
Sig. 1.00 0.28

Fuente: Registros de experimento

La Tabla 18, muestra que para Tukey, los tratamientos con cepas de hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana Bb5 y Bb3, a los 13 dias después de la
inoculacién, muestran una mortalidad de larvas de Scarabaeidae estadisticamente
similar inclusive a la del testigo sin aplicacién; pero a su vez se muestran similares
a la mortalidad que manifiesta CCB-LE-265 que se observa con la mayor

mortalidad al momento.
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Sin embargo la prueba de Duncan hace una diferenciacion mas ajustada entre ellos,
arrojando que los tratamientos con cepa de hongo entomopatégeno (Bb5, Bb3 y
CCB-LE-265) se muestran similares en su mortalidad. El tratamiento testigo (sin

aplicacion), no muestra mortalidad alguna y se encuentra en altimo lugar.
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4.3.4. Cuarta Evaluacion (18 dias después de la inoculacion)

Tabla 19.

Porcentaje de mortalidad de larvas Scarabaeidae con tratamientos de Beauveria
bassiana (Valores Arcoseno), 18 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento Bloques (Scarabaeidae)

Caddigo Cepa I I i v
T0 Sin aplic. 4.05 4.05 4.05 4.05
T1 Bb5 90.00 71.56 90.00 90.00
T2 CCB-LE-265 90.00 90.00 90.00 71.56
T3 Bb3 50.77 33.21 39.23 39.23

Fuente: Registros del experimento

Andlisis estadisticos de los resultados

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos al dia 18 después de la
inoculacidn, se ha utilizado el analisis de varianza para un Disefio de Bloque
Completamente al Azar, asi como la prueba de conjuntos homogéneos con Tukey
y Duncan a fin de establecer diferencias entre los tratamientos de ensayo. El

procesamiento de datos se realiz6 en IBM-SPSS Version 25:

Tabla 20.

Estadisticos descriptivos para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 18 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

95% del intervalo

de confianza para

Tratamiento Media Desviacion la media Min  Max

(cepa) estandar Limite  Limite

inferior  superior

1: Testigo 4 4.05 0.00 4.05 4.05 405 4.05
2: Bb5 4 8539 9.22 70.71 100.0 71.56 90.00
3:CCB-LE-265 4  85.39 9.22 70.71 100.0 71.56 90.00
4: Bb3 4 40.61 7.34 28.92 52.29 33.21 50.77

Total 16  53.86 35.82 34.77 7294 4.05 90.00
Fuente: Registros de Experimento
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En la Tabla 20, se observa que los tratamientos (cepas de hongo entomopatogeno)
gue muestran mayor mortalidad de larvas de los géneros de la familia Scarabaeidae
son el Tratamiento 2: Bb5 y el Tratamiento 3: CCB-LE-265, los cuales muestran
una media de 85.39. En ambos tratamientos se observa una Desviacion Standard de
9.22. Por su parte el Tratamiento 1: Testigo sin aplicacion, muestra el menor indice
de mortalidad (4.059), mientras que el Tratamiento 4: Bb3, arroja una mortalidad
menor (40.61) con respecto a los dos tratamientos que destacan en la evaluacion.

Para este tratamiento la desviacion Standard es de 7.34.

Tabla 21.

Prueba de Normalidad para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 18 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

. Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratamiento
(cepa) Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
2: Bb5 0.441 4 0.630 4 0.001
3:CCB-LE-265  0.441 4 0.630 4 0.001
4: Bb3 0.325 4 0.900 4 0432

Fuente: Registros de experimento.

Ho: La distribucion es normal

H1: No es normal

Nivel de significancia =5% = 0,05

Si p<0.05 se rechaza Ho

Segun la tabla 21, a los 18 dias después de la inoculacion, el tratamiento testigo sin
aplicacion (tratamiento 1) manifiesta una mortalidad constante, por lo que la prueba
lo ha omitido en el andlisis. En tanto que el Tratamiento 4 (Cepa Bb3) con la prueba

de Shapiro-Wilk, arroja un valor de significancia de 0.432 que por ser claramente

mayor que 0,05 se acepta la hipotesis nula Ho, que indica que la distribucion de
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valores sigue un proceso de normalidad. Esto habilita para realizar el analisis de

varianza para determinar la significacion dentro de los tratamientos.

Tabla 22.

Prueba de Homogeneidad de Varianzas para mortalidad de larvas de
Scarabaeidae por Beauveria bassiana, 18 dias después de la inoculacion.
Cajamarca. 2020.

Estadistico
de Levene dfl df2 Sig.
2.755 3 12 0.088

Fuente: Registros experimentacion

La Tabla 22, muestra un nivel de significacién mayor a 0,05 lo que indica que se
acepta la hipotesis nula que manifiesta la homogeneidad de la varianzas. Esto
habilita para realizar el analisis de varianza para determinar la significacion dentro

de los tratamientos.

Tabla 23.

Analisis de Varianza para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria

bassiana, 18 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tipo Il de .
Origen suma de Meo,l".i Sig.
cuadratica
cuadrados
Tratamiento (cepas) 18579.522 3 6193.174 119.756 0.000
Bloques 206.409 3 68.803  1.330 0.324
Error 465.436 9 51.715
Total 65665.760 16

Fuente: Registros de experimento
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Ho: Todos los tratamientos son iguales
H1: Alguno de los tratamientos es diferente
Nivel de significancia =5% = 0,05

Si p<0.05 se rechaza la Ho

Segun la Tabla 23, se muestra los resultados del analisis de varianza para mortalidad
con los tratamientos consistentes en diferentes cepas de hongo entomopatogeno
Beauveria bassiana, sobre larvas de géneros de Scarabaeidae. La prueba es
significativa p<0.05 para tratamientos, rechazando la hipétesis nula, por lo que se
puede afirmar que existe diferencia entre los tratamientos del experimento que

afectan significativamente la supervivencia de las larvas tratadas.

Tabla 24.

Sub conjuntos homogéneos para las pruebas de comparaciones de medias para
mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria bassiana, 18 dias despues de

la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento Subconjunto
Prueba (cepa) N 1 > 3
1: Testigo 4 4.0500
4: Bb3 4 40.6100
TlTkSeI;/)a'b 2: BbS 4 85.3900
3. CCB-LE-265 4 85.3900
Sig. 1.000 1.000 1.000
1: Testigo 4 4.0500
4: Bb3 4 40.6100
Duncan®®  2: Bb5 4 85.3900
3. CCB-LE-265 4 85.3900
Sig. 1.000 1.000 1.000

Fuente: Registros de experimento

La Tabla 24, muestra que para Tukey, los tres tratamientos con cepas de hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana, muestran una mortalidad de larvas de
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Scarabaeidae similar, no existiendo diferencias entre el efecto de las mismas, salvo

con el tratamiento testigo sin aplicacion que muestra una mortalidad nula.

Sin embargo la prueba de Duncan hace una diferenciacion mas ajustada entre ellos,
arrojando que los dos mejores tratamientos de hongo entomopatdgeno (Bb5 y CCB-
LE-265) son los que destacan en cuanto a mortalidad de larvas de Scarabaeidae, y
son los mas eficaces en cuanto a patogenicidad a los 18 dias después de la
inoculacion. En seguida, con una menor mortalidad de larvas se encuentra el
tratamiento 4, con la cepa Bb3, que seria menos eficaz para el control con respecto
a los dos anteriores. El tratamiento testigo (sin aplicacién), no muestra mortalidad

alguna y se encuentra en altimo lugar.
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4.3.5. Quinta Evaluacion (23 dias después de la inoculacién)

Tabla 25.

Porcentaje de mortalidad de larvas Scarabaeidae con tratamientos de Beauveria
bassiana (Valores Arcoseno), 23 dias después de la inoculacién. Cajamarca. 2020.

Tratamiento Bloques (Scarabaeidae)

Cadigo Cepa I I Il v
T0 Sin aplic. 4.05 4.05 4.05 4.05
Tl Bb5 90.00 90.00 90.00 90.00
T2 CCB-LE-265 90.00 90.00 90.00 90.00
T3 Bb3 90.00 90.00 63.43 71.56

Fuente: Registros del experimento

Analisis estadisticos de los resultados

Para el analisis estadistico de los resultados obtenidos al dia 23 después de la

inoculacion se ha utilizado el analisis de varianza para un Disefio de Bloque

Completamente al Azar, asi como la prueba de conjuntos homogéneos con Tukey

y Duncan a fin de establecer diferencias entre los tratamientos de ensayo. El

procesamiento de datos se realiz6 en IBMSPSS Version 25, cuyos resultados se

presentan a continuacion:

Tabla 26.

Estadisticos descriptivos para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 23 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

95% del intervalo de
confianza para la

Traamiento. N wegia DeSvAIOT media Min  Méx
L. inferior L. superior

1: Testigo 4 4.05 0.00 4.05 4.05 405 4.05

2: Bb5 4  90.00 0.00 90.00 90.00 90.00 90.00

3: CCB-LE-265 4  90.00 0.00 90.00 90.00  90.00 90.00

4: Bb3 4  78.74 13.41 57.40 100.0  63.43 90.00

Total 16  65.69 37.54 45.69 85.70 4.05 90.00

Fuente: Registros de Experimento
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En la Tabla 26, se observa que los tratamientos (cepas de hongo entomopatogeno)
gue muestran mayor mortalidad de larvas de los géneros de la familia Scarabaeidae
son el Tratamiento 2: Bb5 y el Tratamiento 3: CCB-LE-265, los cuales muestran
una media de 90 (100% de mortalidad en los datos porcentuales sin transformacion
al arco seno). En ambos tratamientos no se observa desviacion Standard. Por su
parte el Tratamiento 1. Testigo sin aplicacion, muestra el menor indice de
mortalidad (4.059), mientras que el Tratamiento 4: Bb3, arroja una mortalidad
menor (78.77) con respecto a los dos tratamientos que destacan en la evaluacion.

Para este tratamiento la desviacion Standard es de 13.41.

Tabla 27.

Prueba de Normalidad para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria
bassiana, 23 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Tratamiento Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
(cepa) Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
4: Bb3 0.299 4 - 0.843 4 0.205

Fuente: Registros de experimento.

Ho: La distribucion es normal

H1: No es normal

Nivel de significancia =5% = 0,05
Si p<0.05 se rechaza Ho

Segun la tabla 27, los tratamientos 1, 2 y 3 manifiestan una mortalidad constante,
por lo que la prueba los ha omitido en el analisis. En tanto que el Tratamiento 4
(Cepa Bb3) con la prueba de Shapiro-Wilk, arroja un valor de significancia de 0.205
que es claramente mayor que 0,05 se acepta la hipotesis nula Ho, que indica que la
distribucion de valores sigue un proceso de normalidad. Esto habilita para realizar

el analisis de varianza para determinar la significacion dentro de los tratamientos.
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Tabla 28.

Prueba de Homogeneidad de Varianzas para mortalidad de larvas de
Scarabaeidae por Beauveria bassiana, 23 dias después de la inoculacion.

Cajamarca. 2020.

Estadistico

de Levene afl df2

Sig.

0.023 3 12

0.995

Fuente: Registros experimentacion

La Tabla 28, muestra un nivel de significacién mayor a 0,05 lo que indica que se

acepta la hipotesis nula que manifiesta la homogeneidad de la varianzas. Esto

habilita para realizar el anélisis de varianza para determinar la significacion dentro

de los tratamientos.

Tabla 29.

Analisis de Varianza para mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria

bassiana, 23 dias después de la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Suma de

Media

Origen cuadrados gl cuadratica Sig.
Tratamiento (Cepa) 20607.759 3  6869.253 152.785 0.000
Bloques 134.881 3 44.960 1.000  0.436
Error 404.643 9 44,960

Total 90209.809 16

Fuente: Registros de experimento

Ho: Todos los tratamientos son iguales

H1: Alguno de los tratamientos es diferente

Nivel de significancia =5% = 0,05
Si p<0.05 se rechaza la Ho
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Segun la Tabla 29, se muestra los resultados del analisis de varianza para mortalidad
con los tratamientos consistentes en diferentes cepas de hongo entomopatégeno
Beauveria bassiana, sobre larvas de géneros de Scarabaeidae. La prueba es
significativa p<0.05, rechazando la hipotesis nula, por lo que se puede afirmar que
existe diferencia entre los tratamientos del experimento que afectan

significativamente la supervivencia de las larvas tratadas.

Tabla 30.

Sub conjuntos homogéneos para las pruebas de comparaciones de medias para
mortalidad de larvas de Scarabaeidae por Beauveria bassiana, 23 dias despues de

la inoculacion. Cajamarca. 2020.

Subconjunto para alfa= 0.05

Prueba Tratamientos (Cepa) N 1 > 3
1: Testigo 4 4.05
4: Bb3 4 78.75
HSD . 2: Bb5 4 90.00
Tukey* 3:CCB-LE-265 4 90.00
Sig. 1.00 0.15
1: Testigo 4 4.05
4: Bb3 4 78.75
Duncan®® 2: Bb5 4 90.00
3: CCB-LE-265 4 90.00
Sig. 1.00 1.00 1.00

Fuente: Registros de experimento

La Tabla 30, muestra que para Tukey, los tres tratamientos con cepas de hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana, muestran una mortalidad de larvas de
Scarabaeidae similar, no existiendo diferencias entre el efecto de las mismas, salvo

con el tratamiento testigo sin aplicacién que muestra una mortalidad nula.
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Sin embargo la prueba de Duncan hace una diferenciacion mas ajustada entre ellos,
arrojando que los dos mejores tratamientos de hongo entomopatdgeno (Bb5 y CCB-
LE-265) son los que destacan en cuanto a mortalidad de larvas de Scarabaeidae, y
son los mas eficaces en cuanto a patogenicidad a los 23 dias después de la
inoculacion. En seguida, con una menor mortalidad de larvas se encuentra el
tratamiento 4, con la cepa Bb3, que seria menos eficaz para el control con respecto
a los dos anteriores. El tratamiento testigo (sin aplicacion), no muestra mortalidad

alguna y se encuentra en ultimo lugar.

4.3.6. Evolucion de la mortalidad en el ensayo

En general de manera grafica se muestra la evolucién de la mortalidad de lar larvas
de Scarabaeidae con los diferentes tratamientos, que muestran un ascenso con

diferencias entre ellos, los que se presenta en las figuras siguientes.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Mortalidad

3 dias 8 dias 13 dias 18 dias 23 dias
DDI

Testigo Bb5 =@ CCBLE265 ==@=Bb3

Figura 22. Evolucion de la mortalidad promedio de larvas de Scarabaeidae con
cada una de las cepas de Beauveria bassiana. Cajamarca. 2020.
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Ligyrus Anomala ==@=Heterogomphus ==@=Dichotomius

Figura 23. Evolucion de la mortalidad promedio de cada uno de los géneros de

Scarabaeidae con todas las cepas de Beauveria bassiana. Cajamarca. 2020.
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4.4.  Confirmacion de la presencia del entomopatdgeno

De las larvas con esporulacion incubadas en camara himeda y a una T° de 23° C
por 5 dias, se realizd la extraccion de estructuras fungosas presentes en su
organismo con las cuales se confirmd visualmente, basado en las estructuras

caracteristicas del hongo en el caso de las 03 cepas, la presencia de Beauveria

bassiana. Trabajo que se realizo visualmente, al estereoscopio y al microsco

pio.

% 4

Figura 24. Beauveria bassiana esporulando en larvas de Scarabaeidae (A-C), Vista
microscopica (40X) (D-E), Vista estereoscdpica de B. bassiana esporulado (25X)
(F). Cajamarca, 2020. (Fuente: Ronald Llique).
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V. DISCUSION

Las cepas Bb5 y CCB-LE-265 de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, son las
gque muestran mayor patogenicidad calculada, lo que en términos numéricos se
entiende como virulencia; iniciandose este proceso a los 3 dias después de la
inoculacion (ddi), por lo que puede afirmarse que estas probablemente poseen
mejor condicidn genética respecto de la codificacion de las proteinas hidrofobinas,
las cuales le confieren una mejor y mas rapida adhesion a las estructuras cuticulares

del cuerpo del insecto; hecho que es determinante en el proceso infeccioso.

De igual manera los aspectos genéticos sobre expresados en estas dos cepas con
seguridad son los que determinan la degradacion de compuestos cuticulares por
quitinasas y; una mejor y mayor patogénesis en los insectos tratados, mediante la

produccion de substancias toxicas para tal fin.

En cada uno de los frascos del ensayo, conteniendo las unidades experimentales, se
mostraron: larvas vivas, larvas muertas sin esporulacion, larvas muertas con
esporulacién y larvas en descomposicion; hecho que indica que no necesariamente
en este tipo de trabajos de investigacion la esporulacion debe ser el parametro
indicador de eficacia del hongo, sino substancialmente la mortalidad del insecto

tratado.

La cepa de Beauveria bassiana Bb3, también manifiesta una patogenicidad
aceptable pero en un mayor tiempo desde la inoculacion pues al concluir el ensayo
no logré una mortalidad de 100%. En tal sentido este aspecto traducido en términos
de ataque en el campo de cultivo, puede posibilitar mayores dafios de la plaga en el

arandano.
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5.1. Evolucion de la mortalidad promedio de larvas de Scarabaeidae con

cada una de las cepas de Beauveria bassiana

En la Figura 22, podemos observar que las cepas Bb5 y Bb3 del hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana, son las que mas rapidamente empiezan la
patogénesis en las larvas de Scarabaeidae, iniciandose el proceso a los 3 dias
después de la inoculacion aunque con un porcentaje de mortalidad bastante
incipiente, mientras que la que mostré menos rapidez en el inicio de la mortalidad
es la cepa CCB-LE-265, tratamiento que al tercer dia no muestra inicio de
patogénesis. En tanto el testigo se mantiene inocuo a las larvas por el hecho de no

contener tratamiento entomopatdgeno alguno.

Al 8vo. dia después de la inoculacion, las tres cepas bajo estudio de Beauveria
bassiana, manifiestan patogenicidad con tasas de mortalidad similares y en ascenso,
destacando ligeramente la cepa Bb3, respecto de las otras dos. El testigo no

manifiesta infeccion alguna.

En la tercera evaluacion, coincidente con el dia 13 después de la inoculacion,
empiezan a marcarse las diferencias en tasas de mortalidad entre las 3 cepas bajo
estudio. Destaca ligeramente la cepa CCB-LE-265, respecto de las otras dos. En
seguida se muestra la cepa Bb5 y finalmente por debajo de las dos indicadas, la

cepa Bb3. El testigo no manifiesta infeccién alguna.

Para el dia 18 después de la inoculacion, las cepas Bb5 y CCB-LE-265 se muestran
con mayor tasa de mortalidad, siendo exactamente igual en ambas y manifestando
un ascenso fuertemente marcado, mientras que la cepa Bb3 si bien manifiesta

continuar en ascenso, ha quedado rezagada en términos de causa de mortalidad de
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las larvas de Scarabaeidae. Respecto al tratamiento testigo, en la medida de que no
posee tratamiento entomopatdgeno, no manifiesta mortalidad absoluta en ninguna

de las unidades experimentales.

Finalmente en el dia 23 después de la inoculacion, que es cuando se realizo la dltima
evaluacion, los tratamientos correspondientes a las cepas Bb5 y CCB-LE-265,
muestran una tasa de mortalidad del 100%. Respecto de la cepa Bb3, termino el
ensayo con una tasa de mortalidad menor al 100%, pues existieron larvas
sobrevivientes a este tratamiento por lo que se muestra con menor patogenicidad
con respecto a las dos cepas anteriormente mencionadas. El testigo para esta fecha
tampoco mostré ninguna actividad de infeccion o patogénesis en ninguna de las
especies de Scarabaeidae del ensayo, lo cual resulta I6gico en razon a no contener

algun tratamiento entomopatdgeno.

5.2. Evolucion de la mortalidad promedio de cada uno de los géneros de

Scarabaeidae con todas las cepas de Beauveria bassiana

En la Figura 23, podemos notar que la tendencia de todos los géneros a lo largo del
proceso de enfrentamiento con el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana es a
un ascenso bastante marcado y paulatino en la mortalidad, provocada por las cepas
en general de dicho hongo. Sin embargo se nota una mortalidad ligeramente mas
marcada en los géneros Dichotomius sp. y Anomala sp. y ligeramente menor en los
géneros Heterogomphus sp. y Ligyrus sp. con una mortalidad casi nula de 4.05 (que
representan un 0 % sin transformacion de datos) con respecto a los dos géneros

anteriores. Sin embargo al dia 23 de enfrentamiento, que representa la culminacion
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del experimento, los géneros que mostraron mortalidad completa con un valor de
68.51 (es decir el 100% sin transformacion de datos) son los generos Ligyrus sp. y
Anomala sp., de los cuales murieron la totalidad de sus larvas en todos los
tratamientos, por lo que se podria afirmar que estos dos géneros se comportan como

mas susceptibles al efecto del hongo Beauveria bassiana.

En lo que respecta a los géneros Dichotomius sp. y Heterogomphus sp. al finalizar
el experimento muestra un cierto porcentaje de larvas que sobrevivieron al ataque
de las cepas de Beauveria bassiana, destacando dentro de los dos el género
Heterogomphus sp. quien manifesté una mortalidad de 61.87 (que representa un
80% con datos no transformados). Esto podria hacernos afirmar que
Heterogomphus sp. es mas resistente al efecto de Beauveria bassiana como

controlador bioldgico.

5.3. Patogenicidad de las cepas de Beauveria bassiana en larvas de

Scarabaeidae
Mediante las pruebas de subconjuntos homogéneos de Duncan (Tabla 30) se ha
determinado que al cabo del ensayo (23 dias después de la inoculacién), las cepas
que mostraron una mayor mortalidad son las cepas del hongo entomopatdgeno Bb5
y CCB-LE-265, pues muestran una mayor tasa de mortalidad y destacan respecto
al tratamiento con la cepa Bb3 y por supuesto el testigo sin aplicacion. Esto, en
términos de eficacia indica que los dos tratamientos indicados son los mas eficaces

en cuanto a control de las larvas de Scarabaeidae.
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Asimismo, mediante las pruebas de subconjuntos homogéneos de Duncan (Tabla
24) se ha determinado que al cabo del ensayo (18 dias después de la inoculacion),
las cepas que también mostraron una mayor mortalidad son las cepas del hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana, Bb5 y CCB-LE-265, pues muestran una
mayor tasa de mortalidad y destacan respecto al tratamiento con la cepa Bb3 y por
supuesto el testigo sin aplicacion. Esto igualmente, en términos de eficacia indica
que los dos tratamientos indicados son los mas eficaces en cuanto a control de las
larvas de Scarabaeidae. En tal sentido, habiéndose iniciado las diferencias
estadisticas para este momento (dia 18), ya se pueden establecer conclusiones sobre

el inicio de la patogenicidad de aqui en adelante.

A los 13 dias después de la inoculacion, las pruebas estadisticas (Tabla 18) arrojan
resultados de mortalidad similares entre todos los tratamientos, inclusive el testigo,
por lo que no seria recomendable, realizar un andlisis de diferencias en

patogenicidad en ese momento.

Respecto a los analisis estadisticos realizados para los datos de las evaluaciones
correspondientes a los dias 3 y 8 después de la inoculacion de las cepas del hongo
Beauveria bassiana, no manifiestan mayor diferencia en cuanto a mortalidad de
larvas de Scarabaeidae, posiblemente porque en esos plazos, el hongo esta recién
ejerciendo su proceso infeccioso, que como se menciond en paginas anteriores toma
varias etapas para lograr ocasionar la muerte de los insectos (fijacion, germinacion,
penetracion, superacion de respuesta inmune, proliferacion y crecimiento en el

huésped).
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6.1.

6.2.

6.3.

VI. CONCLUSIONES

En el presente estudio se determind que las cepas mas patogenicas del hongo
entomopatdgeno Beauveria bassiana, causando la infeccion y muerte de larvas
de Scarabaeidae bajo condiciones in vivo, son las cepas Bb5 y CCB-LE-265 a
dosis comerciales, las cuales mostraron mayor porcentaje de mortalidad y en
un menor tiempo de accion, respecto a las otras cepas del ensayo. Se obtuvo

una mortalidad del 100% a los 23 dias después de la inoculacion.

Los géneros de Scarabaeidae que atacan al ardndano en la provincia de
Cajamarca y que se lograron colectar en campo, criar en laboratorio y
determinar como resultado del proceso de identificacion morfoldgica por
caracteristicas diferenciales macro y microscdpicas, son: Tomarus sp. (Ligyrus
sp.), Anomala sp., Heterogomphus sp, y Dichotomius sp. (Coleoptera :

Scarabaeidae).

Segun este ensayo las evaluaciones que permiten evidenciar diferencias en el
inicio de la patogenicidad de las cepas de Beauveria bassiana estudiadas sobre
larvas de Scarabaeidae, deben iniciarse a partir de los 18 dias después de la
inoculacién, puesto que antes no se estableceran resultados comparables entre

tratamientos.
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7.1.

7.2.

VIl. RECOMENDACIONES

Ensayar las cepas del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana Bb5 y CCB-
LE-265, a nivel de campos de cultivo para evaluar su patogenicidad in situ
frente a los Scarabaeidae determinados en el presente estudio y otros de la

misma familia que atacan al ardndano en las zonas de cultivo.

Realizar la caracterizacion molecular de las cepas mas promisorias de
Beauveria bassiana determinadas en el presente estudio para establecer las
caracteristicas genéticas que determinan una mayor patogenicidad del hongo y
por ende trabajar en forma direccionada estos aspectos, con la finalidad de

lograr mayor eficacia.
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IX. Anexos

Anexo 01. Cartillas de Recoleccion de Datos en Prueba de Patogénesis

A) 03 DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Tratamiento Unidad Evento Diasala  Afectacion
experimental ocurrencia (afectados/ Valor
(Cepade (Especie de H, 1, (N° DDI) total) Transformado
hongo) insecto) M, E) (%)

1 1 M 3 0 4.05
1 2 M 3 0 4.05
1 3 M 3 0 4.05
1 4 M 3 0 4.05
2 1 M 3 0 4.05
2 2 M 3 0 4.05
2 3 M 3 0 4.05
2 4 M 3 30 33.21
3 1 M 3 0 4.05
3 2 M 3 0 4.05
3 3 M 3 0 4.05
3 4 M 3 0 4.05
4 1 M 3 0 4.05
4 2 M 3 10 18.43
4 3 M 3 0 4.05
4 4 M 3 0 4.05

Cepa del hongo:

1: Testigo (TO)

2: Bb5 (T1)

3: CCB-LE-265 (T2)
4: Bb3 (T3)

Especies:
1. Tomarus sp.

2. Anomala sp.

3. Heterogomphus sp.

4. Dichotomius sp.



B) 08 DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Tratamiento Unidad Evento Diasala  Afectacion
experimental ocurrencia (afectados/ Valor
(Cepade (Especiede  (H,I, (N° DDI) total) Transformado
hongo) insecto) M, E) (%)

1 1 M 8 0 4.05
1 2 M 8 0 4.05
1 3 M 8 0 4.05
1 4 M 8 0 4.05
2 1 M 8 0 4.05
2 2 M 8 0 4.05
2 3 M 8 60 50.77
2 4 M 8 30 33.21
3 1 M 8 20 26.56
3 2 M 8 20 26.56
3 3 M 8 10 18.43
3 4 M 8 10 18.43
4 1 M 8 20 26.56
4 2 M 8 10 18.43
4 3 M 8 20 26.56
4 4 M 8 20 26.56

Cepa del hongo:

1: Testigo (TO)

2: Bb5 (T1)

3: CCB-LE-265 (T2)
4: Bb3 (T3)

Especies:
1. Tomarus sp.

2. Anomala sp.

3. Heterogomphus sp.

4. Dichotomius sp.



C) 13 DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Tratamiento Unidad Evento Diasala  Afectacion
experimental ocurrencia (afectados/ Valor
(Cepade (Especiede  (H,I, (N°DDI) total) Transformado
hongo) insecto) M, E) (%)

1 1 M 13 0 4.05
1 2 M 13 0 4.05
1 3 M 13 0 4.05
1 4 M 13 0 4.05
2 1 M 13 20 26.56
2 2 M 13 0 4.05
2 3 M 13 90 71.56
2 4 M 13 40 39.23
3 1 M 13 40 39.23
3 2 M 13 70 56.79
3 3 M 13 70 56.79
3 4 M 13 20 26.56
4 1 M 13 30 33.21
4 2 M 13 20 26.56
4 3 M 13 30 33.21
4 4 M 13 30 33.21

Cepa del hongo:

1: Testigo (TO)

2: Bb5 (T1)

3: CCB-LE-265 (T2)
4: Bb3 (T3)

Especies:
1. Tomarus sp.

2. Anomala sp.

3. Heterogomphus sp.

4. Dichotomius sp.



D) 18 DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Tratamiento Unidad Evento Diasala  Afectacion
experimental ocurrencia (afectados/ Valor
(Cepa de (Especiede  (H,I, (N°DDI) total) Transformado
hongo) insecto) M, E) (%)

1 1 M 18 0 4.05
1 2 M 18 0 4.05
1 3 M 18 0 4.05
1 4 M 18 0 4.05
2 1 M 18 100 90.00
2 2 M 18 90 71.56
2 3 M 18 100 90.00
2 4 M 18 100 90.00
3 1 M 18 100 90.00
3 2 M 18 100 90.00
3 3 M 18 100 90.00
3 4 M 18 90 71.56
4 1 M 18 60 50.77
4 2 M 18 30 33.21
4 3 M 18 40 39.23
4 4 M 18 40 39.23

Cepa del hongo:

1: Testigo (TO)

2: Bb5 (T1)

3: CCB-LE-265 (T2)
4: Bb3 (T3)

Especies:
1. Tomarus sp.

2. Anomala sp.

3. Heterogomphus sp.

4. Dichotomius sp.



E) 23 DIAS DESPUES DE LA INOCULACION

Tratamiento Unidad Evento Diasala  Afectacion
experimental ocurrencia (afectados/ Valor
(Cepade (Especiede  (H,I, (N°DDI) total) Transformado
hongo) insecto) M, E) (%)

1 1 M 23 0 4.05
1 2 M 23 0 4.05
1 3 M 23 0 4.05
1 4 M 23 0 4.05
2 1 M 23 100 90.00
2 2 M 23 100 90.00
2 3 M 23 100 90.00
2 4 M 23 100 90.00
3 1 M 23 100 90.00
3 2 M 23 100 90.00
3 3 M 23 100 90.00
3 4 M 23 100 90.00
4 1 M 23 100 90.00
4 2 M 23 100 90.00
4 3 M 23 80 63.43
4 4 M 23 90 71.56

Cepa del hongo:

1: Testigo (TO)

2: Bb5 (T1)

3: CCB-LE-265 (T2)
4: Bb3 (T3)

Especies:
1. Tomarus sp.

2. Anomala sp.

3. Heterogomphus sp.

4. Dichotomius sp.



