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Resumen

Lambayeque es una zona agricola importante en la regién norte contando con gran variedad
de flora y teniendo gran crecimiento en el uso del ecosistema suelo. Esto le que conlleva a tener
ciertos problemas en la flora por presencia de plagas y otras enfermedades, para poder controlar
estos problemas hacen uso pesticidas quimicos, es por ello que se planted la siguiente hipotesis El
hongo Beauveria b. genera un efecto de control bioldgico sobre el insecto Planococcus c. en
condiciones in vitro, region Lambayeque 2020.

El presente trabajo de investigacion “Efecto del control bioldgico del hongo Beauveria
bassiana sobre el insecto Planococcus citri, en condicion in vitro -region Lambayeque, 2020”. tuvo
como objetivo principal determinar si Beauveria b. parasita en Planococcus c. en condiciones in
vitro en el laboratorio Ciencia Para La Sanidad Del Agro SA.C., para ello se utilizé distintas
concentraciones de Velifer producto con formula concentrada de Beauveria b., contando con los
siguientes tratamientos (T1 1 L/ha sin coadyuvante, T2 1.5 L/ha con coadyuvante, T3 2 L/ha con
coadyuvante, T4 Testigo absoluto). Todos estos tratamientos cuentan con 4 repeticiones C/u con
10 individuos, se evaluo cada 24 horas por el lapso de 4 dias, en este tiempo se observo si Beauveria
b. parasita los individuos insectiles, en el tratamiento 3 vimos resultados desde las 24 horas de
inoculacion del producto. Pudiendo observar el efecto parasitario de Beauveria b., siendo este el
maés efectivo de los 3 tratamientos presentando el mayor indice de parasitismo., al término del

experimento se observo a 96 h. Beauveria parasito el 100% de los individuos excepto el T4.

Palabras clave: Bioldgico, Controlar y Parasita.



Abstract

Lambayeque is an important agricultural area in the northern region with a great variety
of flora and great growth in the use of the soil ecosystem. This leads to certain problems in the
flora due to the presence of pests and other diseases. In order to control these problems, they use
chemical pesticides, which is why the following hypothesis was raised. The Beauveria b. generates
a biological control effect on the insect Planococcus c. in in vitro conditions, Lambayeque 2020
region.

The present research work "Effect of the biological control of the Beauveria bassiana
fungus on the Planococcus citri insect, in in vitro condition - Lambayeque region, 2020". had as
main objective to determine if Beauveria b. parasitic on Planococcus c. under in vitro conditions
in the Ciencia Para La Sanidad Del Agro SA.C. laboratory, for this, different concentrations of
Velifer product with concentrated Beauveria b. formula were used, with the following treatments
(T11L/hawithout adjuvant, T2 1.5 L / ha with adjuvant, T3 2 L / ha with adjuvant, T4 absolute
control). All these treatments have 4 repetitions C / u with 10 individuals, it was evaluated every
24 hours for a period of 4 days, during this time it was observed whether Beauveria b. parasitizes
insect individuals, in treatment 3 we saw results from 24 hours after inoculation of the product.
Being able to observe the parasitic effect of Beauveria b., This being the most effective of the 3
treatments presenting the highest index of parasitism. At the end of the experiment it was observed

at 96 h. Beauveria parasitized 100% of the individuals except T4.

Keywords: Biological, Control and Parasite.
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. Introduccion

Debido a que Lambayeque es una zona agricola importante en la region norte contando con gran
variedad de flora y teniendo gran crecimiento en el uso del ecosistema suelo, se identifico una de
las plagas que afecta la flora. Planococcus ¢. mas conocido como el “Chanchito blanco” siendo
esta la causante de disminucion en el rendimiento de los cultivos, asi también genera el uso
excesivo de pesticidas quimicos para que pueda ser controlada, generando un impacto negativo en
el recurso suelo.

Actualmente la solucion para el control de esta plaga es el uso de insecticidas de formulacién
quimica, el cual puede generar efectos residuales en la flora y el agua, Asi mismo estos productos
pueden afectar la salud del personal que aplica el producto en el cultivo; en caso la flora sea de
fines productivos, el residuo de los insecticidas de formulacion quimica puede generar un efecto
residual en los frutos y siguiendo la cadena de consumo esto podria llegar hasta el consumidor
final generando diversos trastornos en la salud.

La aplicacion del Control Biolégico en el pais, ha permitido la reduccién de pérdidas de la
produccion agricola por efecto de las plagas biocontroladas en cultivos como la cafia de azlcar,
citricos, banano, café y diversas frutas y hortalizas; la reduccion en los costos para el control de
plagas, debido a los menores gastos efectuados en la aplicacion del control bioldgico frente a los
agroquimicos y la reduccion o eliminacion de los dafios a la salud de las personas, al no realizar
gastos en tratamientos médicos por una menor exposicion a los plaguicidas quimicos. Senasa
(2016)

Debido a esta situacion el Estado tomé accion para la conservacion de los recursos, Ley
sobre la Conservacion y el Aprovechamiento Sostenible de la Diversidad Bioldgica. N° 26839,
Art.5

c) La conservacion de los ecosistemas naturales, asi como las tierras de cultivo,
promoviendo el uso de técnicas adecuadas de manejo sostenible. (Ley N° 26839, Art.5)

d) La prevencion de la contaminacidon y degradacion de los ecosistemas terrestres y
acuaticos, mediante practicas de conservacion y manejo. (Ley N° 26839, Art.5)

e) La rehabilitacion y restauracién de los ecosistemas degradados. (Ley N° 26839, Art.5)
Asi mismo el Estado a través de sus entidades como Senasa promueve el uso de productos

bioldgicos “hongos entomopatogenos”, como alternativas para el aprovechamiento sostenible de



los cultivos en la agricultura, “Ficha técnica -1 Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin Cepa
CCB-LE265”

Caracteristicas generales: Beauveria bassiana es un patdgeno natural de insectos. Sus
esporas reconocen la cubierta del insecto plaga penetrando en su interior, dentro del cual liberan
sustancias que lo digieren y lo destruyen. Si las condiciones ambientales son adecuadas el hongo
produce nuevas esporas en el exterior del insecto muerto. Aungue el hongo actua desde el inicio
del tratamiento, su efectividad se observa a partir del 4° dia. Este hongo ha sido aislado de més de
200 especies de insectos de diferentes ordenes, incluyendo plagas de cultivos de importancia
economica (Alves, 1998).

Modo de accion: Los hongos entomopatdogenos actian por contacto en los diferentes
estadios de los insectos plaga. Las conidias, son las unidades infectivas, penetran al cuerpo del
insecto, produciéndole disturbios a nivel digestivo, nervioso, muscular, respiratorio, excretorio,
etc; es decir el insecto se enferma, deja de alimentarse y posteriormente muere. La muerte puede
ocurrir a los tres a cinco dias, dependiendo de la virulencia del hongo y estadio del insecto.
promueve y comercializa el uso de Beauveria b. para el biocontrol de plagas, adjunto la siguiente
tabla:

Tabla 1. Descripcion de plagas biocontroladas por Beauveria b.

Ingrediente Cultivo Plaga Dosis Aplicacion
Activo
Beauveria Café Flores “Broca del Café” 2 -4 bolsas por .3a4
bassiana Platano (Hypothenemus hampei), 200 litros e agua
Cruciferas “Gogojo negro del platano”
Algodon (Cosmopolites sordidus),
Alfalfa “Gorgojo rayado del platano”
Pasto (Metamasius himipterus),
“Polillas de la col” (Plutella
xylostella, Diaphania
hyalinata), “Pulgones” (Myzus
persicar), “Picudo del
algodon” (Antonomus

vestitus), “Gallinita ciega”
(Bothynus sp., Anomala sp.)
“Trips” “Arafiita roja”

Ficha técnica — 1. Beauveria b.(Balsamo) Vuillemin Cepa CCB- LE265, Senasa (2014)



Alrededor del mundo se han realizado algunos estudios para evaluar el potencial de B.
bassiana en larvas minadoras del orden Lepidoptera. Por ejemplo, en Lima (Pert) Malpartida et
al. (44) evaluaron el potencial de B. bassiana sobre larvas de Dione juno (Cramer 1779) (defoliador
de maracuya), para lo cual aplicaron concentraciones seriadas de 106 a 108 esporas/ml sobre larvas
del tercer estadio. En este estudio el mayor porcentaje de mortalidad fue de un 84% en larvas de
D. juno al cuarto dia a una concentracion de 108 esporas/ml estimando una Concentracion letal 50
(CL50) de 9,39 x 106 conidios/ml. Por lo anterior, los autores de este estudio llegaron a la
conclusién de que B. bassiana es un agente eficaz de control y deberia ser usado para el manejo
integrado de esta plaga. Esta conclusién fue la misma a la que llegaron Barrios et al. (50) con B.
bassiana para el control de Hypsipyla grandella (Zeller 1848), una plaga que afecta diferentes
especies nativas maderables de México. Para ello, evaluaron dos aislamientos nativos de B.
bassiana a una concentracion de 108 conidios/ml logrando unas mortalidades del 92% y 84% al
cabo de cinco dias. En Brasil, Silva et al. (51) por el contrario probaron cinco aislamientos de B.
bassiana y cinco aislamientos de M. anisopliae para el control de Plutella xylostella (Linnaeus
1758), de los cuales para B. bassiana todos produjeron un valor de mortalidad entre el 78% a 90%.
En este Gltimo estudio, los dos aislamientos con mayor porcentaje de mortalidad fueron elegidos
y evaluados a las concentraciones seriadas de 105 a 108 conidios/ml, en donde presentaron TL50
de 4,3y 1,1 diasy CL50 de 8,6 x 106 y 8,3 x 106 conidios/ml. (Bustamante,2019)

Determinando la problemaética de esta investigacion, esta tuvo como formulacion del
problema la siguiente interrogante ¢EIl hongo Beauveria b. tendré un efecto biocontrolador sobre
el insecto Planococcus c. en condiciones in vitro, en la region Lambayeque 20207, respondiendo
a dicha interrogante se plante6 como hipétesis que Beauveria b. genera un efecto de control
bioldgico sobre Planococcus c. en condiciones in vitro, en la region Lambayeque 2020.

Para resolver la interrogante antes mencionada y afirmar la hipétesis planteada esta investigacion
tuvo como objetivo general evaluar el efecto del control bioldgico del hongo Beauveria bassiana
sobre el insecto Planococcus citri, en condicién in vitro -region Lambayeque, 2020.Asi mismo, se

planted tres objetivos especificos, los cuales fueron los siguientes:

- Caracterizar si Beauveria b. genera parasitismo en Planococcus c.
- Determinar la eficacia de tres dosis de VELIFER el cual es una formulacion concentrada

de Beauveria b. frente a Planococcus c. “Cochinilla”, en condiciones in vitro.



- Validar el ensayo del enfrentamiento in vitro a través de un experto.

Es por este motivo que se vio necesario generar nuevas alternativas de control que sean
amigables con el medio; como el uso de biocontroladores, motivo por el cual se plante6 la presente
investigacion, para ver la eficiencia del hongo Beauveria b. sobre el insecto Planococcus c. en
condiciones in vitro. La aplicacion de productos biocontroladores es una solucion igual de eficiente
que los insecticidas y al mismo tiempo amigable con los recursos. La presente investigacion
impulsa el uso de productos biocontroladores para el uso agricola y cultivos urbanos, aportando
directamente a la comunidad lambayecana con una alternativa que no genera impactos negativos

en el desarrollo de sus actividades.



1. Marco tedrico
2.1.  Antecedentes bibliograficos
2.1.1 Internacional

Segun; Castillo, c., Cafazales, L., Valera R. & col. (2012), en el estudio “Caracterizacion
morfologica de Beauveria bassiana, aislada de diferentes insectos en Trujillo — Venezuela,
demostrd que encontraron de manera natural insectos muertos infectados por especies de
Beauveria, presentan una cubierta blanca muy densa formada por el micelio y esporulacion del
hongo. Generalmente los insectos atacados se momifican quedando adheridos en la planta,
principalmente en el envés de la hoja. Es por ello que mediante busqueda activa se recogieron
varios insectos sospechosos de estar infectados con B. bassiana, en algunos cafetales de la region
asi como también en otros lugares (Parroquia La Paz, Municipio Pampan; Parroquia Cuicas,
Municipio Carache, Parroquia Mitén, Municipio Carache; Cabimbud, Municipio Urdaneta; El
Corozo, Parroquia Monsefior Carrillo, Municipio Trujillo; San Jacinto Parroquia Monsefior
Carrillo, Municipio Trujillo; Arapuey, Municipio Julio César Salas, Estado Mérida), los cuales
fueron trasportados al Laboratorio de Fitopatologia y Control Biolégico Dr. Carlos Diaz Polanco
de la Universidad de Los Andes, Nucleo Universitario “Rafael Rangel”, Trujillo - Venezuela.
Para Mendoza, M., Alatorre, R., Hernandez, F., & cool (2006) en su investigacion Susceptibilidad del Piojo
Harinoso, Planococcus citri (Risso, 1913) (Hemiptera: Pseudococcidae) a productos micoinsecticidas. Se
presenta uno de los resultados; Efecto de micoinsecticidas sobre poblaciones mixtas de P. citri. La aplicacion
de los productos micoinsecticidas provocaron en los adultos de P. citri la eliminacién de la capa cerosa,
pérdida de movimiento y presencia de un exudado de color claro sobre el dorso del insecto 24 h después de
la incubacion. Posteriormente, se presentd un cambio en la coloracion y deshidratacion general del cuerpo del
piojo harinoso a las 96 h de observacion; el micelio se presentd a partir de las 168 h con la esporulacion de
color blanco cremoso, en el caso de Mycotrol® - ES, blanco con Vertisol® y color rosa palido con Pae-Sin®.
Con las observaciones al microscopio de los insectos muertos se corrobord la presencia de hifas hialinas,
fialides sobre conidiéforos y conidios pequefios que coinciden con la descripcion de cada uno de los hongos
empleados. Al evaluar los tres productos comerciales de hongos entomopatdgenos sobre huevos y adultos de
P. citri, se observo eliminacion de la capa cerosa en insectos adultos, que provoco un cambio en la textura de
su cuerpo, de blando hasta su desecacion (apariencia uva deshidratada) con aspecto quemado y finalmente la
muerte. Los adultos tratados con Pae- Sin permanecieron adheridos a la superficie del fruto, mostrando un

color naranja intenso, totalmente secos, después de las 168 h de incubacion. Posteriormente, en los insectos



mantenidos en cdmara hiumeda el hongo emergié por las zonas mas débiles del tegumento del cuerpo del
insecto. Los huevos presentaron un cambio en la coloracion y la deshidratacion a las 72 h de incubacion,
dando un aspecto de quemado. Las ninfas presentan un cambio en la coloracion 48 h después del tratamiento
y una deshidratacién en el cuerpo 96 h después del tratamiento. La presencia de micelio se observo a partir de
las 168 h. Observaciones microscépicas (40x) de los insectos muertos que presentaron los sintomas antes
mencionados, demostraron la presencia de conidias de P. fumosoroseus. Lo anterior coincide con lo
observado por Onions (1979), Domsch et al. (1980), Samson et al. (1988), Wraigt (1988) y Humber et al.
(2997).
En el tratamiento con Vertisol los piojos harinosos adultos se encontraban adheridos al fruto conservando su
forma y color, pero al tocarlos con una aguja de diseccion, emitian un exudado el cuerpo cambid en textura y
turgencia; a las 168 h el hongo empez6 a emerger por las zonas méas debiles del tegumento y cubrié
rapidamente el cuerpo del insecto. En los huevos, al igual que en los adultos y ninfas tratados con Vertisol se
presentaron cambios en color 48h después de la aplicacion y deshidratacion a las 96 h de incubacidn; el
micelio, blanco cremoso fue evidente a partir de las 144 h. La observacion microscépica de los insectos
muertos mostro la presencia de hifas hialinas, fialides solas sobre conidioforos y conidias pequefios que
coinciden con la descripcion de Brady (1979), Samson et al. (1988) y Humber (1997) para la especie L.
lecanii. En el tratamiento Mycotrol los adultos muertos permanecieron adheridos al fruto por la parte posterior
del cuerpo; se presentd un cambio en la tonalidad de los insectos y adquirieron un color rosado. La presencia
del hongo se presentd en las zonas mas débiles del tegumento cubriendo rapidamente y de manera abundante
al insecto. Las ninfas presentan un cambio en la coloracion 48 h después de la aplicacion y posteriormente
deshidratacion después de las 96 h de haber sido tratados. Los huevos presentaron inicialmente tonalidades
obscuras y deshidratacion a las 96 h posteriores a la infestacion. Esto puede deberse a la degradacion
enzimatica del corium que esta compuesto principalmente por proteinas (Trougakos y Margaritis 2002) y a
la accion de toxinas como las beauverinas producidas por B. bassiana que causan perturbacion en la
metamorfosis y mecanismos de defensa (Azevedo 1998). Luego de los sintomas iniciales se produjo micelio
blanco que cubri6 por completo los huevos y posteriormente la emision de esporas sobre los insectos muertos
(Figura 1h). Mediante la observacion microscopica (40X) se comprobd la presencia de esporas de B. bassiana
que coincide con lo observado por Azevedo (1998) y Rodriguez (2006).
2.1.2 Nacionales

En la investigacion de Chuquipoma, R. y Torres, L. (2016) en su trabajo de investigacion

Evaluacion de insecticidas para el control de Planococcus citri (Risso) (Hemiptera:



Pseudococcidae) en el cultivo de vid (Vitis vinifera L.), en Chongoyape — Lambayeque. Veremos
los siguientes resultados con tratamiento quimico.

Primer ensayo; el tratamiento de thiacloprid (Calypso 480 SC) en ambas dosis utilizadas no obtuvo
un efecto tdxico satisfactorio sobre Planococcus citri (Risso), pues la densidad incremento
paulatinamente durante el ensayo.

Con flupyradifurone (Sivanto 200 SL) en ambas dosis realizaron un efecto toxico medianamente
satisfactorio hasta los 15 dias después de la aplicacion para la dosis de 1.00 L/Ha, y solo hasta los
nueve dias después de la aplicacion para la dosis de 1.50 L/Ha.

Para el tratamiento de tiametoxan (Actara 250 WG), alcanz6 reducir la poblacion a los seis
después de la aplicacidn al igual que los otros tratamientos, sin embargo, a los nueve dias después
de la aplicacién no se observo efecto porque la poblacién incremento sobre pasando la densidad
inicial.

Con la aplicacion con spirotetramat (Movento 150 OD) se observo una reduccion de la densidad
de la poblacidn a los tres dias después de la aplicacion, luego hay una recuperacion de individuos,
sin embargo, a partir de los 21 hasta los 27 dias después de la aplicacion realizé una reduccién mas
notoria, logrando mantenerse como el tratamiento con mayor efecto residual.

El testigo comercial (diametoato + clorpirifos) logré un efecto toxico a los seis dias después de la
aplicacion, pero a los 12 dias después de la aplicacion pierde el efecto porque la poblacién aumento

a mas del doble de la inicial.

En el segundo ensayo se obtuvo; la sumatoria de estadios ninfales + hembra adulto no hubo
diferencias estadisticas en los tratamientos esto debido a que la plaga de Planococcus citri (Risso),
no fue uniforme en el campo.

El porcentaje de infestacion en dicha area fue bajo, lo cual no permitio determinar con exactitud
el efecto de los insecticidas aplicados en el ensayo.

Segun Negron, C. & Urrutia, Z. (2018). Determinacion de la eficacia de los productos
actara 25 WG Y Starkle 20 SG para el control de cochinilla harinosa (Planococcus sp) en el
cultivo de vid — variedad Sugraone - distrito de Chongoyape. Region Lambayeque” obtuvo que;
para el estadio ninfa 1, se determin6 mayor eficacia con el tratamiento Starkle 20 SG a los 14 dias

después de aplicado en un 47% y a los 21 dias después de aplicado en un 30%.



Para el estadio ninfas 2 y 3, se determin6 mayor eficacia con el tratamiento de Starkle 20 SG a los
14 dias después de aplicado en un 17%. « Para el estadio hembras g, se determin6 mayor eficacia
con el tratamiento de Starkle 20 SG a los 14 dias después de aplicado en un 59%.

Para los ovisacos, se determind mayor eficacia con el tratamiento de Starkle 20 SG a los 14 dias
después de aplicado en un 26% y a los 21 dias después de aplicado en un 48%.

Para el nimero total de individuos, se determin6 mayor eficacia con el tratamiento de Starkle 20
SG: a los 7 dias después de aplicado una eficacia de 30%, a los 14 dias después de aplicado una
eficacia de 40% y en la Gltima evaluacion 21 dias después de aplicado una eficacia de 31%.

Para J. Malpartida, M. Narrea & W. Dale, (2013). Patogenicidad de Beauveria bassiana (Bals)
Vuill., sobre el gusano defoliador del maracuya Dione juno (Cramer) (Lepidoptera: Nymphalidae)
en laboratorio. En condiciones de laboratorio la cepa comercial Bb-SENASA de Beauveria
bassiana fue patogénica para larvas de Dione juno en el 3er estadio, alcanzando mortalidades del
100% con la concentracion 108 conidias ml.L-1, ademés presenta alta capacidad para disminuir
drasticamente el consumo de alimentos al segundo dia de aplicacion. La CL50 obtenida para esta
cepa, fue de 9,39 x 106 conidias ml.L-1y La CL95 fue de 1,42 x 108 conidias ml.L-1. Estos valores
son similares a los reportados para el control de otros insectos, e indican que Dione juno es
susceptible de ser controlado por Beauveria bassiana. La caracterizacion fisioldgica de la cepa
BbSENASA, indica que esta es una cepa de buena calidad bioldgica, ya que presenta una
germinacién cercana al 100% ademas de tener un buen crecimiento en medios de cultivos
artificiales. Los resultados de esta evaluacion, indican que B. bassiana, es una agente de control
bioldgico, que debe ser considerado en un programa de manejo integrado de D. juno, sobre todo
si se tiene en cuenta las caracteristicas del tegumento, y el comportamiento lento y gregario de esta
plaga, que sin duda son condiciones que favorecen el desarrollo y efecto del hongo, en el campo.
Sin embargo, es recomendable hacer ensayos previos, bajo condiciones de campo, para determinar
la concentracion mas optima, asi como las condiciones ambientales mas favorables.

2.2 Bases tedrico — cientificas
2.2.1 Planococcus

Es considerada una de las plagas mas importantes en todo el mundo, P. citri es conocido
con diferentes nombres vulgares en el mundo, referidos a su aspecto mas o menos harinoso por las
secreciones cerosas de su cuerpo, por el aspecto algodonoso que presenta por los pelos

enmarafiados de la masa ovigera producida por la hembra, y por la melaza que excretan. Estos



nombres son citrus mealybug (Quayle, 1941, Ebeling, 1959), cotonello degli agrumi (Mineo et al.,
1976, Raciti, 1997), cotonet, melazo o cochinilla algodonosa (Llorens, 1990), cochonilha algodao
(Franco, 2000).
2.2.1.1Taxonomia

Orden: Hemiptera

Suborden: Homoptera

Serie Sternorrhyncha

Superfamilia: Coccoidea

Familia: Pseudococcidae

Subfamilia: Pseudococcinae

Género: Planococcus ferris

Especie: Planococcus citri

(Risso 1813)
2.2.1.2 Morfologia

P. citri presenta un acentuado dimorfismo sexual. A continuacion, se describen los
diferentes estados de desarrollo segun diversos autores (Gomez-Menor, 1937, Bodenheimer, 1951,
Garrido y del Busto, 1987, Llorens 1990).

e Huevo

Tiene forma oval eliptica liso, recién ovipositados tienen un color amarillo palido, pueden
ser de 300 a 500 huevos por hembra. Se encuentran dentro de estructuras algodonosas u ovisacos.
Esta masa de huevos es ubicada en hojas, ramas, brotes y frutos. Después de la puesta, que dura 5
— 10 dias la hembra muere. (Chuquipoma, R. y Torres, L. 2016)

e Ninfal

Llamada también migrante o “crawler”’; de forma oval; con patas y antenas largas. Suelen
preferir zonas con sombras o de contacto entre frutos y hojas para establecerse, ya que son muy
sensibles al calor seco. Durante este estadio se produce la mayor dispersion e infestacion de
plantas, succionando la savia y cubriéndose de una capa muy delgada de secrecién blanca harinosa.
Durante este estadio que se produce la infestacion de plantas vecinas. (Chuquipoma, R. y Torres,
L. 2016)



e Ninfall

Presenta un color amarillo, al inicio es de aspecto ceroso, conforme van desarrollando
adquieren una cubierta blanca harinosa va aumentando su tamafio, el viento es una agente
importante en el transporte de las ninfas, siendo un medio eficaz para la dispersion de esta especie.
(Chuquipoma, R. y Torres, L. 2016)

e Ninfa lll

Este ultimo estadio ninfal presenta caracteristicas similares a la hembra adulta (Figura N°
06). En este estadio se marca la diferencia entre sexos; al principio cuando recién mudan, son de
color amarillo similares a las ninfas hembras que posteriormente van tomando una coloracion
marron oscuro; y se sitan inmoviles en las partes mas protegidas de su hospedero porque van
perdiendo el movimiento. (Chuquipoma, R. y Torres, L. 2016)

e Pre-pupa (macho).

Se observa una ninfa sin movimiento de color marrén claro, protegiéndose de fibras

membranosas que secreta. (Chuquipoma, R. y Torres, L. 2016)
e Pupa (macho)

Este estadio se reconoce facilmente por su forma alargada, color marrén oscuro. Dejan de
alimentarse momento en que segregan una capsula cerosa, en cuyo interior permaneceran hasta
completar su desarrollo, permaneciendo dos o tres dias dentro de esta estructura. No se alimenta
ya que su aparato bucal no es funcional. (Chuquipoma, R. y Torres, L. 2016)

e Adulto macho

Presenta cuerpo delgado y dividido en tagmas, de consistencia suave débil, de coloracion
marron claro, con una leve capa cérea polvorienta. El aparato bucal esta atrofiado. Son alados, su
ciclo de vida es muy corto, generalmente de 2 a 3 dias. (Chuquipoma, R. y Torres, L. 2016)

e Adulto hembra

Las hembras presentan un cuerpo blando de forma ovalada, cerosa, consistencia suave,
cubierto con finas particulas de cera de color blanco, la capacidad de oviposicion es en promedio
300 huevos por hembra. Su ciclo bioldgico varia entre 38 A 42 dias en promedio, dependiendo de
las temperaturas. Las hembras, una vez fecundadas, no vuelven a acoplarse con los machos porque

generalmente mueren después de la puesta. (Chuquipoma, R. y Torres, L. 2016)
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2.2.1.3 Hospederos

Entre los hospederos estan el limonero, mandarino, naranjo y pomelo. La plaga afecta,
ademas caqui, granado, chirimoyo, guayabo y mango. Se le encuentra también en plantas
ornamentales como: Bougainvillea, Gardenia y Neri, entre otros (Ripa y Rodriguez, 1999).

2.2.2 Beauveria Bassiana

2.2.2.1 Caracteristicas Generales

Este hongo fue descrito por primera vez por Jean Beauverie en 1911 con el nombre de
Botrytis Bassiana. Posteriormente, Vuillemin la catalogo en su clase actual.

Ensayos enzimaticos posteriores, determinaron el género de Beauveria spp., y diferenciaron 6
especies: B. alba, B. amorpha, B. bassiana, B. brongniartii, B. Veleta, B. caledonica. (Kouassi,
2001)

Beauveria bassiana es un patogeno natural de insectos. Sus esporas reconocen la cubierta
del insecto plaga penetrando en su interior, dentro del cual liberan sustancias que lo digieren y lo
destruyen. Si las condiciones ambientales son adecuadas el hongo produce nuevas esporas en el
exterior del insecto muerto. Aunque el hongo actta desde el inicio del tratamiento, su efectividad
se observa a partir del 4° dia. Este hongo ha sido aislado de mas de 200 especies de insectos de
diferentes érdenes, incluyendo plagas de cultivos de importancia econémica (Alves, 1998).

2.2.2.2 Modo de accién

Los hongos entomopatogenos actlan por contacto en los diferentes estadios de los insectos
plaga. Las conidias, son las unidades infectivas, penetran al cuerpo del insecto, produciéndole
disturbios a nivel digestivo, nervioso, muscular, respiratorio, excretorio, etc; es decir el insecto se
enferma, deja de alimentarse y posteriormente muere. La muerte puede ocurrir a los tres a cinco
dias, dependiendo de la virulencia del hongo y estadio del insecto. (Senasa, 2014)

2.2.2.3Taxonomia

Reino: Fungi

Division: Amastigomicotina

Sub-divisién: Deuteromycotina

Clase: Hyphomycete

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Género: Beauveria
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Especie: Bassiana (balsamo) Vuillemin

Fuente (Kouassi,2001, p.3)

2.2.2.4 Morfologia

“Crece como un algodoén blando al principio y luego toma aspecto amarillento o rosa
palido, con el paso de los dias se vuelve de aspecto polvoriento y de color crema producto de las
esporas. El reverso es blanco o amarillo palido” (Ortiz,2009, p.15).

“Beauveria bassiana, es un hongo imperfecto, posee hifas septadas que contienen las
estructuras reproductivas denominadas conididforos, sobre los cuales se desarrollan las conidias”

(Hernandez & Berlanga, 1999, p. 1).

Micelio blanco ligeramente coloreado con un aspecto de blanco polvoso; conidiéforos
simples, irregularmente agrupados o en racimos verticilados; en algunas especies inflado en la
base, disminuyendo a una porcion mas fina y fértil que aparece en zigzag después de varias
conidias se produce; conidios (simoduloesporas) hialinas, redondeadas, unicelulares, secas, que
nacen solas en pequefios denticulos; parasito de insectos. (H.L. Barnett & Bary B. Hunter, 1998)
2.3 Definicion de términos basicos
2.3.1 Biocontrolador

Un biocontrolador se define como un producto de origen no sintético usado para el control
de plagas en los cultivos. Es sinénimo de biocontrolador el término bioplaguicida e insecticida
organico, ecoldgico o biolégico. (Esto es Agricultura, 2018)

2.3.2 Concentracion

La concentracion de una solucién nos indica la cantidad de SOLUTO presente en una
cantidad de SOLUCION.

Si tenemos una solucion, el soluto estara presente en una determinada proporcion con respecto al
solvente. Esa proporcion no cambiard a menos que se adicione mas soluto o mas solvente. En
consecuencia, la concentracion permanece constante. (Cedrén, J., Victoria L. y Robles J., 2011
2.3.3 Esporulacion

La esporulacion es un proceso de diferenciacion celular muy conservado entre las bacterias,
e involucra la regulacion de la expresion temporal y espacial de varios genes a través de la
utilizacion de factores de transcripcion sigma (o) de la ARN polimerasa. (Castafieda L., De La

Torre M.; Casas F.; Islas M.,2009.)
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2.3.4 Incubacion:
f. (Patol. Infeccioso). Periodo de incubacion: Tiempo transcurrido desde la penetracion

inicial de un agente patdgeno en el organismo hasta que aparecen los sintomas de la enfermedad.
(Dicciomed, 2019).

2.3.5 Parasitismo:
(Accidn de parasitar) adj.
Dicho de un organismo animal o vegetal: Que vive a costa de otro de distinta especie, alimentand
ose de él y depauperandolo sin llegar a matarlo. (Real Academia espafiola, 2020)
2.3 Hipdtesis
Beauveria b. genera un efecto de control bioldgico sobre Planococcus c. en condiciones in

vitro, en la region Lambayeque 2020.
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1 Materiales y métodos
3.1  Variables — Operacionalizacion
3.1.1 Variables

-Variable independiente: Control biolégico del hongo Beauveria bassiana.

-Variable dependiente: Insecto Planococcus citri.
3.1.2. Tabla de Operacionalizacion de variables
Tabla 2. Operacionalizacion de Variables

Unidad Técnica
Variables Definicion Dimension  Indicador de
Conceptual medida

Conteo de Laboratorio

Incubacion  Esporulacion individuos
VARIABLE Biocontrola Laboratorio
INDEPENDIENTE generando un Horas
“Control biolégico parasitismo  Tiempo de Individuos
del hongo Beauveria en los incubacion  Parasitados
bassiana.” insectos.
Laboratorio
VARIABLE ml
DEPENDIENTE
“Insecto Controlar Porcentaje Concentracion
Planococcus citri. poblacion del de de Beauveria b.
insecto individuos

Planococcus de

en flora. parasitados

Fuente: Elaboracién propia.

3.2 Tipo de estudio
Se describe a continuacion la metodologia seguida en el laboratorio, también ver croquis

figura 1.
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Extraccion de Planococcus c. en yemas de limon altamente parasitadas con diferentes
estadios de la plaga, a partir de esto se extrajeron los insectos, ver fotos (figura 6), se extrajeron
por lo menos 160 insectos en diversos estadios en estado activo y se observaron al
microestereoscopio para verificar y seleccionar las de actividad agil, con sus patas, antenas
completas y sin manchas ni micelio sobre su cuerpo. En cada tratamiento se utilizaran 40 insectos
de Planococcus c. distribuyéndose en cuatro repeticiones, cada repeticidn estuvo constituida de 10
insectos en perfecto estado. En conclusion, se obtuvieron cuatro grupos de 40 insectos cada uno
listos para el ensayo in vitro.

Figura 1. Flujograma del desarrollo de la metodologia del enfrentamiento in vitro de Velifer y
Planococcus c.

Yemas de limén
parasitadas

Extraccion de Planococcus

Desinfeccion
de Planococcus c.

Tratamiento de ] )
de Planococcus c. con Velifer Tratamiento testigo

Evaluacion

Fuente: Elaboracion propia.
3.3 Poblacién y muestra de estudio
3.3.1 Poblacion
La poblacion estd compuesta por la cantidad de individuos insectiles Planococcus c. presentes en
la flora lambayecana.
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3.3.2 Muestra
Posible control in vitro del Beauveria b. frente a Planococcus c.
3.3.3 Muestreo
se utilizo la férmula de Schneider-Oreli la cual es un ajuste de la ecuacion de Abbot, es utilizada
solo para mortalidad uniforme de insectos.
3.4 Instrumentos y materiales
3.4.1 Instrumentos y equipos

Microestereoscopio.

Microscopio.

Vasos de precipitacion.

Placas Petri.

Pinzas.

Mechero.

Lamina porta objetos.

Lamina cubre objetos.

Horno esterilizador.

Tijera de podar.
3.4.2 Materiales

Velifer.

Break up.

Coton blue.

Hipoclorito de sodio.

Alcohol.

Agua destilada.
3.5  Metodologia
3.5.1 Preparacion de la suspension de VELIFER

Las suspensiones de VELIFER se prepararon 10 minutos antes de realizar el
enfrentamiento in vitro. Se prepararon las suspensiones de los tratamientos T1, T2 y T3. Para cada
uno de los tratamientos se prepararon 10 ml de suspension conservando la concentracion que
indica la tabla de tratamientos Tabla 3.
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Tabla 3. Se describe las dosis que se usaran en el ensayo in vitro.

Tratamientos Dosis Repeticiones N° De Individuos
Evaluados Por
Repeticion
T1 1 L/ha sin 4 10
coadyuvante
T2 1.5 L/ha con 4 10
coadyuvante
T3 2 L/ha con 4 10
coadyuvante
T4 Testigo absoluto 4 10

Fuente: Elaboracién propia.

3.5.2 Desinfestacion de Planococcus c.

Cada grupo de 40 insectos de Planococcus c. se colocaron en un pequefio baso de
precipitacion estas se lavaron con 20 ml de solucion de Hipoclorito de Sodio al 0.1% por 1 minuto
en agitacion, posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril por tres veces, posterior a
este procedimiento se colocaron los insectos sobre un papel estéril.

3.5.3 Tratamiento de Planococcus c. con VELIFER

Los individuos insectiles desinfestados se colocaron en un vaso de precipitacion con la
suspension de VELIFER previamente preparada del tratamiento correspondiente T1, T2 y T3, por
tres minutos. Los insectos se dejaron escurrir y posteriormente se colocaron 10 individuos en una
lamina porta objeto estéril la cual estuvo colocada sobre un papel estéril humedecido dentro de la
placa de Petri, cada tratamiento estuvo constituido de cuatro repeticiones y cada repeticién
consistio de 10 individuos, en total por cada tratamiento se evaluaron 4 individuos.

El tratamiento T4 o testigo absoluto, estuvo constituido de 40 Insectos de Planococcus c. a
las cuales se acondicionaron 10 por cada repeticion, estos individuos solo se desinfestaron y se
enjuagaron no recibieron tratamiento con VELIFER u otro producto alguno. Los tratamientos se

incubaron a temperatura ambiente en promedio 29 °C durante cuatro dias.
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3.6  Plan de procesamiento de datos

Se utilizd instrumentos de recoleccion de datos como notas de campo, hojas de control y
fichas de observacion, una vez recolectada la informacion necesaria se analizaron los datos con
herramientas tecnoldgicas. Todos estos datos recaudados fueron presentados en tablas dinamicas
de doble entrada con la finalidad de tener una mayor exactitud.

e Notas de campo:

El presente instrumento sirvio para ingresar los distintos factores que se observaron en
campo.

e Hojas de control

Este instrumento nos facilito la metodologia de ingresar, reunir, clasificar los datos segun
distintas categorias, generando facilidad para analizar e interpretar los datos ingresados.

e Revision documental

Se acudi¢ a distintas fuentes de material bibliografico con la finalidad de enriquecer la
presente investigacion. Esto ayudd a dar un enfoque mas claro acerca de como desarrollar el
presente proyecto de tesis.
IV. Resultados
En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la metodologia utilizada descrita
anteriormente, estos se muestran teniendo en consideracion los objetivos especificos planteados
inicialmente:
4.1  Determinacion de eficacia en tres dosis de Velifer formulacién concentrada de

Beauveria b. frente Planococcus c. “Cochinilla”, en condiciones in vitro

A fin de analizar si existe diferencia en el control bioldgico de Beauveria se asume como primer
factor las concentraciones de Velifer sobre los individuos insectiles y como segundo factor el
tiempo de evaluacion que fue cada 24 horas (24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas). Analizando
una comparacion gréfica de promedios en el primer tratamiento (Figura 2) se observa que el grupo
que recibi6 el tratamiento 4 tiene menor promedio de eficacia y el grupo con tratamiento 3 tiene

mayor promedio de eficacia.
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Determinacion de eficacia de
Beauveria b.
24 - 96 h.

120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%
24H 48H 72H 96H

—T1] T2 e—T3 T4

Figura 2. Determinacion de eficacia de Beauveria b. 24 — 96h.

Fuente: Elaboracién propia.

En cada tratamiento como en cada momento de observacion se realizaron 4 repeticiones cada una
con 10 individuos, tal es asi que en la Tabla 4 se la evaluacion de los 4 tratamientos y en la tabla
5 se observan los promedios obtenido de acuerdo a la evaluacion realizada. A las 24 horas de
observacién so6lo en el tratamiento 3 se tiene un puntaje promedio de 2.5 y a las 96 horas de
observacion se tiene un promedio de 100 puntos en el tratamiento 1, 2 y 3, sin embargo, al mismo

tiempo en el tratamiento 4 se tiene un puntaje de 0 puntos.

Tabla 4. Evaluacién de los 4 tratamientos.

24H. 7PM 30/06/20 (27-29°) TRATAMIENTO
REPETICION Tl TOTAL PROCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/ 10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUQOS 0 0 0
REPETICION T2 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUQOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/ 10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0
REPETICION T3 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/ 10 INDIVIDUOS 1

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 1 2.5
REPETICION T4 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0
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R2/ 10 INDIVIDUOS
R3/ 10 INDIVIDUOS
R4/ 10 INDIVIDUOS

o O o

48H. 7PM 01/07/20 (27-29°)

TRATAMIENTO

REPETICION T1 TOTAL PROCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUQOS 2

R2/ 10 INDIVIDUOS 1

R3/ 10 INDIVIDUOS 3

R4/ 10 INDIVIDUQOS 1 7 17.5
REPETICION T2 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 2

R2/ 10 INDIVIDUOS 5

R3/ 10 INDIVIDUQOS 3

R4/ 10 INDIVIDUOS 5 15 375
REPETICION T3 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/10 INDIVIDUOS 4

R2/ 10 INDIVIDUOS 3

R3/ 10 INDIVIDUOS 7

R4/ 10 INDIVIDUOS 4 18 45
REPETICION T4 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/ 10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0

72H. 7PM 02/07/20 (27-29°) TRATAMIENTO

REPETICION T1 TOTAL  PROCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 8

R2/ 10 INDIVIDUOS 6

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 6 30 75
REPETICION T2 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 7

R2/ 10 INDIVIDUOS 10

R3/ 10 INDIVIDUOS 8

R4/ 10 INDIVIDUOS 9 34 85
REPETICION T3 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 10

R2/ 10 INDIVIDUOS 9

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUQOS 9 38 95
REPETICION T4 TOTAL PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/ 10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0
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96H. 7PM 03/07/20 (27-29°)  TRATAMIENTO

REPETICION Tl TOTAL  PROCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 10

R2/ 10 INDIVIDUOS 10

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 10 40 100
REPETICION T2 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 10

R2/ 10 INDIVIDUOS 10

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUQOS 10 40 100
REPETICION T3 TOTAL PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 10

R2/ 10 INDIVIDUOS 10

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUQOS 10 40 100
REPETICION T4 TOTAL  PORCENTAIJE

R1/ 10 INDIVIDUOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/ 10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0

Tabla 5. Promedios de acuerdo al tratamiento y al momento de observacion
Momento de observacion

Tratamiento 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Tratamiento

1 0.0 17.5 75.0 100.0
Tratamiento

2 0.0 375 85.0 100.0
Tratamiento

3 2.5 45.0 95.0 100.0
Tratamiento

4 0.0 0.0 0.0 0.0

Fuente: Elaboracion propia.

Al momento de aplicar el analisis de varianza y habiendo establecido las hipotesis:
Ho: No existe diferencia en el control biologico de Beauveria en el primer / segundo factor

H1: Existe diferencia en el control biol6gico de Beauveria en el primer / segundo factor

A un nivel de significancia del 5% se observa que existe diferencia significativa entre los

tratamientos (Tabla 6)
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Tabla 6. Andlisis de varianza en el primer factor — Tratamiento

Fuente de

variacion  SS df MS F p-value
Tratamiento 37,292.19 3 12,430.729 8.87 .0001
Error 84,131.25 60 1,402.188

Total 121,423.44 63

Fuente: Elaboracion propia.

Posteriormente se aplica la prueba de Tukey para evaluar donde existe la diferencia respecto a los
tratamientos. En la tabla 7 se observa que la diferencia significativa se da entre el tratamiento 1y

4, tratamiento 2 y 4, tratamiento 3 y 4.

Tabla 7. Prueba de Tukey para comparar tratamientos
Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
4 1 2 3
0.0 48.1 55.6 60.6
Tratamiento 4 0.0
Tratamiento 1 48.1 .0006
Tratamiento 2 55.6 .0001 5732
Tratamiento 3 60.6 2.41E-05 .3489 .7070

Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
4 1 2 3

0.0 48.1 55.6 60.6

Tratamiento 4 0.0
Tratamiento 1 48.1 |3.64
Tratamiento 2 55.6 [4.20 0.57
Tratamiento 3 60.6 [4.58 0.94 0.38

Fuente: Elaboracién propia.

Para analizar el segundo factor que es momento de observacion, a un nivel de significancia del 5%

se observa que existe diferencia significativa entre los tratamientos (Tabla 8)

Tabla 8. Andlisis de varianza en el segundo factor — Momento de evaluacion

Source SS df MS F p-value
Treatment 56,954.69 3 18,984.896 17.67 2.46E-08
Error 64,468.75 60 1,074.479

Total 121,423.44 63

Fuente: Elaboracién propia.
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Posteriormente se aplica la prueba de Tukey para evaluar donde existe la diferencia respecto a los

momentos de observacion. En la tabla 9 se observa que la diferencia significativa se da entre la

observacion realizada a las 24 horas y 72 horas, 24 horas y 96 horas, 48 horas y 72 horas, 48 horas

y 96 horas; es decir entre las observaciones realizadas a menor tiempo y mayor tiempo, pero no

existe diferencia entre observaciones consecutivas.

Tabla 9. Prueba de Tukey para comparar Momentos de observacion

24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

0.6 25.0 63.8 75.0
24 horas 0.6
48 horas 25.0 .0396
72 horas 63.8 1.01E-06 |.0014
96 horas 75.0 2.44E-08 |.0001 .3356

Tukey simultaneous comparison t-values (d.f. = 60)
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

0.6 25.0 63.8 75.0
24 horas 0.6
48 horas 25.0 2.10
72 horas 63.8 5.45 3.34
96 horas  75.0 6.42 4.31 0.97

Fuente: Elaboracién propia.

4.1.1 Evaluacion de movilidad Planococcus ¢

A fin de analizar si existe diferencia en la evaluacién de movilidad de Planococcus se asume como

primer factor las concentraciones de Velifer sobre los individuos insectiles y como segundo factor

el tiempo de evaluacion que fue cada 24 horas (24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas).

Analizando una comparacion grafica de promedios en el primer tratamiento (Figura 3) se observa

que el grupo que recibid el tratamiento 4 tiene mayor promedio y el grupo con tratamiento 3 tiene

menor promedio.
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Grafica de movilidad de Planococcus
C.
24 - 96 h.
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Figura 3. Grafica de movilidad de Planococcus c. 24 - 96 h.

Fuente: Elaboracion propia.

En cada tratamiento como en cada momento de observacion se realizaron 4 repeticiones cada una
con 10 individuos, tal es asi que en la Tabla 10 y 11 se observan los promedios obtenido de acuerdo
a la evaluacion realizada. A las 24 horas de observacion solo en el tratamiento 3 a diferencia de
los otros tratamientos se obtiene un puntaje promedio de 97.5. A las 96 horas de observacion se
tiene un promedio de 100 puntos en el tratamiento 4, sin embargo, al mismo tiempo en el

tratamiento 1, 2 y 3 se tiene un puntaje de 0 puntos.

Tabla 10. Evaluacion de movilidad del insecto Planococcus en los cuatro tratamientos.

7PM 30/06/20 (27-29°) TRATAMIENTO 24H.
REPETICION Tl TOTAL PROCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 10

R2/10 INDIVIDUOS 10

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 10 40 100
REPETICION T2 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 10

R2/10 INDIVIDUOS 10

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 10 40 100
REPETICION T3 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 10

R2/ 10 INDIVIDUOS 10 39 97.5
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R3/10 INDIVIDUOS

R4/ 10 INDIVIDUOS 10
REPETICION T4 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 10

R2/ 10 INDIVIDUOS 10

R3/10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 10 40 100

7PM 01/07/20 (27-29°) TRATAMIENTO 48H.
REPETICION T1 TOTAL PROCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 8

R2/ 10 INDIVIDUOS 9

R3/ 10 INDIVIDUOS 7

R4/ 10 INDIVIDUOS 9 33 82.5
REPETICION T2 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 8

R2/10 INDIVIDUOS 5

R3/10 INDIVIDUOS 7

R4/ 10 INDIVIDUOS 5 25 62.5
REPETICION T3 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 6

R2/10 INDIVIDUOS 7

R3/10 INDIVIDUOS 3

R4/ 10 INDIVIDUOS 6 22 55
REPETICION T4 TOTAL PORCENTAIJE

R1/10 INDIVIDUOS 10

R2/10 INDIVIDUOS 10

R3/10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 10 40 100

7PM 02/07/20 (27-29°) TRATAMIENTO 72H.
REPETICION T1 TOTAL PROCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 2

R2/ 10 INDIVIDUOS 4

R3/ 10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 4 10 25
REPETICION T2 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 3 6 15
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R2/10 INDIVIDUOS 0

R3/10 INDIVIDUOS 2

R4/ 10 INDIVIDUOS 1
REPETICION T3 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 0

R2/10 INDIVIDUOS 1

R3/10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 1 2 5
REPETICION T4 TOTAL PORCENTAIJE

R1/10 INDIVIDUOS 10

R2/10 INDIVIDUOS 10

R3/10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 10 40 0

7PM 03/07/20 (27-29°) TRATAMIENTO 96H.
REPETICION Tl TOTAL PROCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 0

R2/10 INDIVIDUOS 0

R3/10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0
REPETICION T2 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/ 10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0
REPETICION T3 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 0

R2/ 10 INDIVIDUOS 0

R3/10 INDIVIDUOS 0

R4/ 10 INDIVIDUOS 0 0 0
REPETICION T4 TOTAL PORCENTAJE

R1/10 INDIVIDUOS 10

R2/ 10 INDIVIDUOS 10

R3/ 10 INDIVIDUOS 10

R4/ 10 INDIVIDUOS 10 40 100
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Tabla 11. Promedios de acuerdo al tratamiento y al momento de observacion
Momento de observacion

Tratamiento 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas
Tratamiento

1 100.0 82.5 25.0 0.0
Tratamiento

2 100.0 62.5 15.0 0.0
Tratamiento

3 97.5 55.0 5.0 0.0
Tratamiento

4 100.0 100.0 100.0 100.0

Fuente: Elaboracion propia.

Al momento de aplicar el analisis de varianza y habiendo establecido las hipétesis:

Ho: No existe diferencia en la movilidad Planococcus en el primer / segundo factor
H1: Existe diferencia en la movilidad Planococcus en el primer / segundo factor

A un nivel de significancia del 5% se observa que existe diferencia significativa entre los
tratamientos (Tabla 12)

Tabla 12. Andlisis de varianza en el primer factor — Tratamiento

Fuente
variacion SS df MS F p-value
Treatment  37,292.19 3 12,430.729 8.87 .0001
Error 84,131.25 60 1,402.188
Total 121,423.44 63

Fuente: Elaboracién propia.

Posteriormente se aplica la prueba de Tukey para evaluar donde existe la diferencia respecto a los
tratamientos. En la tabla 13 se observa que la diferencia significativa se da entre el tratamiento 4

con el tratamiento 3, 2y 1.

Tabla 13. Prueba de Tukey para comparar Tratamientos

Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
3 2 1 4

Tratamiento 39.4 44.4 51.9 100.0
Tratamiento

3 39.4
Tratamiento

2 44.4 .7070
Tratamiento

1 51.9 .3489 5732
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Tratamiento
4 100.0 2.41E-05 .0001 .0006

Tukey simultaneous comparison t-values (d.f. = 60)
Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento

3 2 1 4
39.4 44.4 51.9 100.0

Tratamiento

3 39.4
Tratamiento

2 44.4 0.38
Tratamiento

1 51.9 0.94 0.57
Tratamiento

4 100.0 4.58 4.20 3.64

Fuente: Elaboracion propia.
Para analizar el segundo factor que es momento de observacidn, a un nivel de significancia del

5% se observa que existe diferencia significativa entre los momentos de observacion (Tabla 14).

Tabla 14. Andlisis de varianza en el segundo factor — Momento de observacion

Fuente de

variacion SS df MS F  p-value
Treatment  56,954.69 3 18,984.896 17.67 2.46E-08
Error 64,468.75 60 1,074.479

Total 121,423.44 63

Fuente: Elaboracion propia.

Posteriormente se aplica la prueba de Tukey para evaluar donde existe la diferencia respecto a los
momentos de observacion. En la tabla 15 se observa que la diferencia significativa se da entre el
96 horas y 48 horas, 96 horas y 24 horas, 72 horas y 48 horas, 72 horas y 24 horas.

Tabla 15. Prueba de Tukey para comparar momentos de observacion

96 horas 72 horas 48 horas 24 horas

25.0 36.3 75.0 99.4
96 horas 25.0
72 horas 36.3 .3356
48 horas 75.0 .0001 .0014
24 horas 99.4 2.44E-08 1.01E-06 .0396

Tukey simultaneous comparison t-values (d.f. = 60)
96 horas 72 horas 48 horas 24 horas

28



25.0 36.3 75.0 99.4

96 horas 25.0

72 horas 36.3 0.97

48 horas 75.0 4.31 3.34

24 horas 99.4 6.42 5.45 2.10

Fuente: Elaboracion propia.

4.2  Caracterizacion del parasitismo de Beauveria b. en Planococcus c.

Se toma como referencia a la tabla 4 para realizar la caracterizacion del parasitismo de
Beauveria.

Los tratamientos inoculados fueron T1 con 1 L/ha sin coadyuvante, T21.5 L/ha con

coadyuvante, T3 2 L/ha con coadyuvante los cuales se encubaron a 27°- 29° C.
En la evaluacion realizada a las 24 horas de la incubacion se pudo observar movilidad en todos los
individuos en los 3 tratamientos y el testigo, excepto un individuo en el tratamiento T3 que
representa el 2.5% del valor total de todo ese tratamiento, se pudo observar en el estereoscopio
pequefios micelios adheridos a su cuerpo.

A las 48 de incubacion pudimos observar el efecto parasitario de Beauveria en los

tratamientos T1 con 17.5% de individuos parasitados y movilidad de 82.5%, en el tratamiento T2
37.5% de individuos parasitados y 62.5% de movilidad y en el tratamiento T3 45% de parasitismo
de Beauveria y 55% de individuos con movilidad. En esta evaluacion pudimos observar a todos
estos tratamientos cubiertos con micelios en los individuos parasitados.
En el tercer dia de evaluacion pudimos observar el avance parasitario de Beauveria en los 3
tratamientos inoculados, a las 72 horas de inoculacién ya podemos observar con mayor claridad
micelios y esporas de Beauveria, en el tratamiento T1 se observé 75% del parasitismo de Beauveria
y 25% de movilidad de los individuos, en el tratamiento T2 se pudo ver el 85% del proceso de
parasitismo y 15% de movilidad de los individuos y en el Tratamiento T3 se observé con los
individuos llenos de micelios y esporas 95% de parasitismo de Beauveria y 5 % de movilidad en
los individuos.

Finalmente, en la evaluacion a las 96 horas de inoculacion de los tratamientos podemos
observar en todos los tratamientos inoculados T1, T2, T3 el 100% de parasitismo de Beauveria en
los individuos mostrando todo el cuerpo de Planococcus con micelios y esporas.

Respecto al tratamiento testigo T4 desde el inicio del ensayo se mantuvo la movilidad de los

individuos desde las 0 horas hasta las 96 horas.
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4.3  Validar el ensayo del enfrentamiento in vitro a través de un experto.

%29CSA

CIENCIA PARA LA SANIDAD DEL AGRO

LABORATORIO DE FITOPATOLOGIA

SERVICIO DE DIAGNOSIS
Datos de la muestra
Solicitante : VICTOR M. RIVAS PALACIOS
Analisis solicitado : Andlisis micologico
Muestra : Planoccocus citri parasitados con hongo.
Ingreso de la muestra : 30-06-20

Codigo del diagnéstico - 127-20-M

L Caracteristicas de la muestra

La muestra estuvo constituida por insectos Planococcus
citri, los cuales presentaron el cuerpo cubierto por micelios
y esporas de color blanco. Foto 1.

11.- Andlisis micologico

Con la finalidad de identificar microorganismos fungosos
presentes en la muestra se cultivé el hongo desarroliado
sobre los insectos en medio PDA y se procedio a la
identificacion morfologica del hongo que parasita el cuerpo
del insecto mediante la clave de Barnett, H. L., & Hunter,
B. B. (1998).

Se observaron colonias de color blanco algodonso
pulverulento, con conididfores simples, delgado en la
porcién superior que es en zigzag donde se producen las
conidias. Conidias simpodulosporas hialinas redondeadas
u ovoides de una célula, seca, lisa. Foto 2, De acuerdo a
las caracteristicas observadas y corroboradas con la clave
taxonomica se concluye que el hongo que parasita al

insecto es Beauveria spp..

AV. EL DORADO 128 - TELEF- (074) 601536 - CEL. 979674280 JLO - CHICLAYO - PERU
FITOLABSAHOTMAIL COM FACEBOOK.COM | FITOLABCSA

30



V. Discusion

En la tabla numero 4 del presente trabajo de investigacion se presenta el proceso de biocontrolador
de Beauveria desde las 24 horas hasta las 96 horas de incubacion en condiciones in vitro.
Presentando resultados desde las 24 horas de 2.5% en el tratamiento 3. Posteriormente se present6
el avance del parasitismo de Beauveria a 48 horas de inoculacion pudiendo observar resultados del
efecto biocontrolador en el tratamiento 1 con 17.5%, tratamiento 2 37.5%, tratamiento 3 45% y no
se presentd crecimiento de Beauveria en el tratamiento 4.

A 72 horas del proceso de incubacion se siguié observando el crecimiento de los valores en los
tratamientos T1 con 75%, T2con 85%, T3 con 95% vy el tratamiento 4 0%.

Finalmente, los resultados a 96 horas en los tratamientos inoculados alcanzaron el 100% de
parasitismo de Beauveria sobre Planococcus, el tratamiento T4 presento 0% de parasitismo de

Beauveria y 100% de movilidad de Planococcus.

En la tabla nimero 3, se muestra el efecto de parasitismo de Beauveria desde las 24 horas hasta
las 96 horas, coincidiendo con Mendoza, M., Alatorre, R., Hernandez, F., & cool (2006) quienes
también pudieron evidenciar el proceso de parasitismo de Beauveria sobre una poblacién de
Planococcus c.

Por otro lado, vemos un efecto de control bioldgico rapido de Planococcus c. a comparacion de la
investigacion presentada por Chuquipoma, R. y Torres, L. (2016) donde usaron productos de
formulacién quimica, presentando en sus fases iniciales un pequefio porcentaje de control del
individuo insectil y en evaluaciones posteriores pudieron evidenciar la recuperacion de la

poblacion de Planococcus.

Como resultado final este estudio de investigacidn determino que de acuerdo al resultado obtenido.
Puedo afirmar y coincidir con Castillo, c., Cafazales, L., Valera R. & col. (2012) pues en
condiciones in vitro Beauveria realizo un proceso de parasitismo tal como se produce de manera

natural.
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VI.

Conclusiones

Ante los resultados obtenidos, nos permite evidenciar las siguientes conclusiones:

Se determind que Velifer formulacion concentrada de Beauveria b. genera un efecto
biocontrolador en Planococcus c. A las 24 horas después de la inoculacion en los insectos,
se observé que hubo pérdida de actividad o movimiento en uno de los tres tratamientos T3
repeticion 3 a diferencia de los otros tratamientos incluido el testigo donde permanecieron

activas.

Se concluye que en el tratamiento 3 desde las 24 horas de inoculacion del producto, se
observo el efecto biocontrolador de Beauveria b., siendo este el mas efectivo de los 3
tratamientos. Presentando el mayor indice de parasitismo desde las 24 horas hasta las 96

horas.

Se observo la eficacia de Beauveria b., se evidencid que a partir de las 72 horas después de
inoculaciéon de los tratamientos, obtuvimos porcentajes de 75%, 85% y 95% en los
tratamientos T1, T2 y T3 respectivamente. A las 96 horas el porcentaje de eficacia se
incremento, con promedios de 100%, 100% y 100% en los tratamientos T1, T2 y T3

respectivamente.
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VII.

Recomendaciones

Se recomienda realizar distintas pruebas de campo con diferentes dosis de aplicacion, con
la finalidad de corroborar el efecto biocontrolador del hongo Beauveria b. en la flora
hospedera del insecto Planococcus c., para validar los resultados obtenidos en el estudio in

vitro.

Se recomienda seguir indagando sobre el efecto biocontrolador de Beauveria sobre otras
especies de insectos, pues en esta investigacion se pudo observar un alto grado de
parasitismo sobre un individuo insectil. Esto podria llevar a la reduccién del uso de

productos agroquimicos de gran impacto ambiental.
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IX.  Anexos
9.1 Anexol: Figura de recoleccion de muestras de yemas

Figura 6. Recoleccion de yemas de limoén vivero municipal de Lambayeque.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 7. Presencia de Planococcus en las yemas recolectadas.

Fuente: Elaboracién propia.
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9.2 Anexo2: Inoculacién de Planococcus con Beauveria b.

Figura 8. Materiales de laboratorio para ejecucion del enéayoin vitro.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 9. Inoculacion del tratamiento 3.

Fuente: Elaboracion propia.
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9.3  Anexo 3: Evaluacion del parasitismo de Beauveria b.

Figura 10. Evaluacién presencia de parasitismo.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 11. Individuos parasitados por Beauveria.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 12. Parasitismo de Beauveria en Planococcus.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 13. Vista microscopica de esporas y conidias de Beauveria.

Fuente: Elaboracion propia.
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9.5  Anexo5: Tabla de presupuestos

PRESUPUESTO DE EJECUCION

DESCRIPCION UNIDAD DE CANTIDAD PRECIO POR TOTAL
MEDIDA UNIDAD
Instrumentos y equipos
Microestereoscopio Dia 10 100 1000
Microscopio Dia 10 100 1000
Vasos de precipitacion Dia 10 2.5 25
Placas Petri Dia 10 1.5 15
Pinzas Dia 10 1 10
Mechero Dia 10 1 10
Lamina porta objetos Dia 10 0.50 5
Lamina cubre objetos Dia 10 0.50 5
Horno esterilizador Dia 10 10 100
Tijera de podar Dia 3 4 12
Materiales
Velifer Litros 10ml 1293.50 1293.50
Break up Litros 250ml 250 250
Coton blue Litros 100ml 33 33
Hipoclorito de sodio Litros 50ml 15 15
Alcohol litros 1L. 12 12
Agua destilada Litros 1L. 7 7
Otros Recursos
Movilidad para recoleccion Dia 3 18 54
de muestras
Materiales de oficina Dia 30 10 300
Analisis de Laboratorio
Anélisis micoldgico - - 300 300
TOTAL S/ 5931.50

Fuente: Elaboracion propia.
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