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RESUMEN

Uno de los principales problemas fitosanitarios de la palma aceitera es el picudo negro
(Rhynchophorus palmarum). La principal forma de control de esta plaga es a través del uso
de trampas con atrayentes e insecticidas sintéticos de alta toxicidad. Un enfoque alternativo
para el control de R. palmarum es el uso de hongos entomopatdgenos por ello, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar la capacidad entomopatdgena de cepas nativas de Beauveria
bassiana sobre el picudo negro de la palma (Rhynchophorus palmarum) in vitro. El estudio
se llevo a cabo en el Campus Experimental “La Maria" de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo, bajo condiciones controladas. Se utilizé un disefio completamente al azar con seis
tratamientos, incluyendo cuatro cepas nativas de B. bassiana, y dos controles (agua e
insecticida). Para llevar a cabo el estudio, los adultos de R. palmarum fueron inoculados con
una suspension de 1x10’ conidios de B. bassiana, agua o insecticida (Imidacloprid) en dosis
comercial, mediante sumersion. Los insectos se mantuvieron individualmente en recipientes
con cafia de azUcar durante 48 dias y se observo el porcentaje de mortalidad y el tiempo letal
medio (TLso). Adicionalmente en medio de cultivo PDA se evaluaron las caracteristicas
macro y microscopicas de las cepas. Las cepas LM012; MCB17 MCA1424 y BBAL31
presentaron 91.67%, 100.00%, 91.67% y 53.33% de mortalidad y el TLso fue de 31, 15, 21
y 36 dias respectivamente. Las caracteristicas macro y microscopicas de las cepas de B.
bassiana son propias de la especie. Las colonias poseen aspecto algodonoso y polvoriento,
hifas sin septos y conididas esféricas. La eficiencia de cepas nativas en el control de R.
palmarum es evidente, sin embargo, es necesario estudios adicionales en condiciones de

campo.

Palabras claves: palma aceitera, hongos entomopatdgenos, control, plagas



ABSTRACT

One of the main phytopathological problems of the oil palm is the black weevil
(Rhynchophorus palmarum). The primary method of controlling this pest is through the use
of traps with attractants and high-toxicity synthetic insecticides. An alternative approach to
control R. palmarum is the use of entomopathogenic fungi. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the entomopathogenic capacity of native strains of Beauveria bassiana
on the black weevil of the palm (Rhynchophorus palmarum) in vitro. The study was
conducted at the Experimental Campus "La Maria" of the Universidad Técnica Estatal de
Quevedo, under controlled conditions. A completely randomized design was used with six
treatments, including four native strains of B. bassiana, and two controls (water and
insecticide). To carry out the study, R. palmarum adults were inoculated with a suspension
of 1x107 conidia of B. bassiana, water, or commercial dose insecticide (Imidacloprid) by
immersion. The insects were individually maintained in containers with sugarcane for 48
days, and the percentage of mortality and the mean lethal time (LTso) were observed.
Additionally, the macro and microscopic characteristics of the strains were evaluated in PDA
culture medium. The strains LM012; MCB17, MCA1424, and BBAL31 showed mortality
rates of 91.67%, 100.00%, 91.67%, and 53.33%, and the LTsowas 31, 15, 21, and 36 days,
respectively. The macro and microscopic characteristics of the B. bassiana strains are typical
of the species. The colonies have a cottony and powdery appearance, hyphae without septa,
and spherical conidia. The efficiency of native strains in controlling R. palmarum is evident;
however, additional field condition studies are required.

Keywords: oil palm, entomopathogenic fungi, control, pests.
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Introduccion

La palma africana (Elaeis guineensis) es considerado un cultivo de importancia econémica
para Ecuador, sin embargo, puede ser afectado por diversos problemas fitosanitarios tales
como, el anillo rojo producida por la presencia del nematodo Bursaphelenchus cocophilus,
el cual interfiere en la formacion del follaje, rendimiento del fruto y formacion del tallo
(Hector, 2004), la pudricion del cogollo (PC) (Phytophthora palmivora) que afecta en la
produccidn de racimos y termina con la muerte de la planta (Sarria et al., 2008) y la pudricion
basal que produce cambios en la coloracion del follaje, iniciando en las hojas bajeras y
ascendiendo gradualmente hasta alcanzar las hojas superiores (Mestizo et al., 2012).

Adicionalmente, encontramos al picudo negro (Rhynchophorus palmarum), el cual se
alimenta de los tejidos frescos de la palma. Las hembras depositan sus huevos en lugares en
donde se han producido cortes o heridas ya sea por labores de cosecha o poda y cuando las
larvas emergen se alimentan de los tejidos blandos del cogollo y de las bases peciolares lo

que impide que la palma genere nuevos tejidos sanos (Aldana de la Torre et al., 2015).

El principal método de control del picudo negro de la palma es la reduccién de poblacion,
para lo cual se utilizan diversos métodos de trampeo para atraer y capturar estos insectos
(Cuadrado y Vera, 2012), también; estan los métodos bioldgicos en donde se usa hongos
entomopatogenos para reducir la poblacion de picudo negro. Uno de los hongos mas
destacados a utilizar en el control del picudo negro es el hongo Beauveria bassiana (Ortega
et al., 2006).

El hongo entomopatdgeno B. bassiana pertenece a la clase Deuteromycetes, es capaz de
infectar a mas de 200 especies de insectos(Pavone, 2021), tiene una amplia capacidad
patogénica de infestar diversos insectos generando un alto indice de mortalidad, pues es un
hongo que puede ser muy virulento cuando se aplica en condiciones éptimas, utilizando las
técnicas correctas de mezcla y aplicacion (Bernand, 2019). Debido a esta informacion
previa, se reconoce que el hongo B. bassiana se destaca como uno de los recursos mas
eficaces para la gestion bioldgica de plagas, y su aplicacion tiene el potencial de desempefiar
un papel fundamental en la regulacion de infestaciones que representan un desafio

significativo para la industria agricola.



En contraste con las bacterias y los virus que afectan a los insectos como patdgenos, B.
bassiana ataca al huésped desde el momento en que se produce un contacto fisico directo,
sin requerir que el insecto lo consuma para que ocurra la infeccién. Cuando las esporas de
este hongo entran en contacto con la cuticula de insectos susceptibles, germinan y crecen
directamente a traves de la cuticula hasta el cuerpo interno de su huésped (Groden, 2021).
Uno de los compuestos bioactivos producidos por B. bassiana es la micotoxina beauvericina
que ayuda a interferir con el sistema inmunoldgico del insecto, lo que facilita la invasion del

hongo a todos los tejidos (Pavone, 2021).

Actualmente, existe en el mercado métodos de control de plagas que estan en exceso cubierto
de formulaciones de pesticidas sintéticos altamente toxicos. EI mal manejo, y el uso
intensivo de los insecticidas sintéticos causan problemas en la salud humana, en el
agroecosistema e inclusive generan resistencia por parte del insecto. Es por ello que, la
implementacién de métodos biolégicos que presenten baja o nula toxicidad como la
utilizacion de hongos entomopatdgenos es considerada una buena alternativa para la

reduccion poblacional de R. palmarum.

Existen diversas cepas de B. bassiana tanto nativas como comerciales para el control de R.
palmarum, sin embargo, el grado de patogenicidad varia entre ellas. El presente estudio
busca evaluar la capacidad patogénica de cepas nativas de B. bassiana en condiciones in

vitro para el control de R. palmarum.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1.Problema de la investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

El picudo negro de la palma (Rhynchophorus palmarum) es una plaga que causa grandes
afecciones a varias especies de plantas de la familia Arecaceae, especialmente a la palma
africana (Elaeis guineensis), llegando a causar la pérdida de grandes extensiones de cultivo
por la diseminacién del picudo. Los dafios que el insecto puede causar son de manera directa
e indirecta. El dafo directo se ve ocasionado por las larvas que se alimentan de las bases
peciolares y en ciertos hibridos interespecificos llega a dafiar la inflorescencia. El dafio
indirecto se ve reflejado al ser el vector del nematodo Bursaphelenchus cocophilus que es
responsable de la enfermedad del anillo rojo, asi como la asociacién que tiene con la

enfermedad conocida como la pudricién del cogollo (Phytophthora palmivora).

El control de R. palmarum, esta basado en el uso de insecticidas quimicos altamente tdxicos,
ocasionando graves problemas en la salud y el medio ambiente, adicionalmente se ha
registrado problemas de resistencia del insecto a estos productos. EI uso de hongos
entomopatogenos es una la alternativa promisoria para el control de R. palmarum debido a
su potencial como controlador de especies del orden Coleoptera y el bajo impacto en la salud

ambiental y humana que posee.

Diagnostico

El picudo negro (R. palmarum), es un insecto plaga reconocido por los dafos que puede
ocasionar en la plantacion de palma africana. Es vector del nematodo Bursaphelenchus
cocophilus responsable de causar la enfermedad de anillo rojo presente en los tallos, ademas,
estd asociado a la enfermedad de la pudricion del cogollo (PC). La asociacion entre el picudo
negro y la pudricion del cogollo representa uno de los problemas més serios para los
productores de palma. Las hembras del picudo negro depositan sus huevos en el cogollo de
plantas infectadas por PC y las larvas lo utilizan como fuente de alimento, dificultando el

proceso de recuperacion de la planta o causando su muerte.



Pronéstico

El uso de plaguicidas sintéticos altamente toxicos para el control del picudo negro en el
cultivo de palma africana puede generar una serie de problemas que afectan de manera
significativa al medio ambiente y al productor. En el caso de no buscar alternativas eficientes
y menos toxicas para el control del picudo negro los problemas que ya existen se van a
intensificar. Los problemas de resistencia de los insectos a los plaguicidas van a ser mas
frecuentes, existiria mayor contaminacion del suelo, aire o agua, y esto afectaria a otras
especies no objetivo como insectos benéficos, ademas, se incrementarian los riesgos a la

salud humana por la utilizacion continua de plaguicidas.

1.1.2. Formulacion del problema

¢Cual es la capacidad entomopatdgena de cepas nativas de Beauveria bassiana sobre el

picudo negro de la palma (Rhynchophorus palmarum) in vitro?

1.1.3. Sistematizacién del problema

¢Cudl es el porcentaje de mortalidad de adultos de Rhynchophorus palmarum tratados con

cepas nativas de Beauveria bassiana?

¢Cual es el tiempo letal medio (TLsp) de adultos de Rhynchophorus palmarum tratados con

cepas nativas de Beauveria bassiana?

¢Cual es la caracterizacion macroscopica y microscépica de cepas nativas de Beauveria

bassiana para el control de Rhynchophorus palmarum?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad entomopatégena de cepas nativas de Beauveria bassiana sobre el

picudo negro de la palma (Rhynchophorus palmarum) in vitro.

1.2.2. Objetivos especificos

e Determinar el porcentaje de mortalidad de Rhynchophorus palmarum en estadio adulto

en presencia de Beauveria bassiana.

e Identificar el tiempo letal medio (TLso) de Rhynchophorus palmarum en estadio adulto

en presencia de Beauveria bassiana.

e Caracterizar macroscopicamente y microscopicamente cepas nativas de Beauveria

bassiana para el control de Rhynchophorus palmarum.



1.3. Justificacién

Entre los principales problemas fitosanitarios que se enfrenta el sector palmicultor es la
presencia de la enfermedad conocida como Pudricién de Cogollo (PC) producida por el
hongo Phytophthora palmivora. Los problemas que representa la PC son variados, afecta al
area meristematica de la planta, genera una clorosis en el haz de las hojas que puede terminar
en lesiones acuosas y con olor fétido, en algunas hojas presenta necrosis en la punta de los
foliolos bajeros, la enfermedad también suele atacar a las plantas mas jovenes, lo que retrasa
el crecimiento de los cultivos y prolonga el tiempo necesario para alcanzar la plena
produccion, ademas, esta enfermedad sirve como atrayente para la proliferacion del picudo
negro Rhynchophorus palmarum. Con este problema presente, se dificulta la renovacion de
palma en areas afectadas con alta incidencia del picudo debido al dafio que continuamente
realizan, alimentandose de los tejidos frescos de la planta impidiendo asi su desarrollo y
generando perdidas econdmicas.

En el mercado existes diversos méetodos de control para insectos plaga y enfermedades de la
palma, pero la mayoria implican altos costos para el productor. Generalmente y debido a la
presencia tanto de enfermedades como insectos plaga el uso de plaguicidas sintéticos es el
mas comun. Para el caso del picudo negro, frecuentemente se usan productos insecticidas
del grupo de los organofosforados y neonicotinoides reconocidos por su alta toxicidad y
efectos negativos sobre otros organismos no objetivo. También es posible utilizar métodos
de controles culturales y etolégicos a través del uso de trampas con atrayentes alimentares y

feromonas lo que permite la captura de insectos adultos.

Adicionalmente, existe la posibilidad de utilizar el método de control biolégico para el
control de plagas. Los hongos entomopatdgenos son un claro ejemplo de controladores
bioldgicos. Los hongos entomopatdgenos son organismos que producen enfermedades y
causan la muerte de insectos y otros artropodos. El ciclo vital de estos hongos se divide en
una fase parasitica, que va desde la infeccién hasta la muerte del hospedero y una saprofitica,
que transcurre despues de la muerte del insecto. Este aspecto de su biologia permite a los
hongos entomopatogenos actuar como patdgenos facultativos, es decir, son capaces de
sobrevivir a expensas de la materia organica del suelo u otro sustrato, mientras no haya

insectos disponibles para infectar.



El empleo de hongos entomopatdgenos como Beauveria bassiana para el control del picudo
negro han sido estudiado ampliamente. Numerosas cepas han sido cribadas con respecto a
su actividad contra los picudos adultos y muchas de ellas producen la mortandad de mas del
90%. Los insectos presentan diferente susceptibilidad a las diversas cepas que se
comercializan de este hongo. Se han recolectado cepas de diferentes insectos infectados y se
han cultivado para crear productos especificos para uso comercial (Quimcasa, 2020).

La utilizacion del hongo entomopatégeno B. bassiana en el control del picudo negro de la
palma (R. palmarum) ofrece numerosos beneficios, tanto desde una perspectiva
medioambiental como econdmica, lo que justifica su aplicacion como una estrategia efectiva

y sostenible para combatir esta devastadora plaga.

Las caracteristicas patogénicas de B. bassiana, su factibilidad de reproduccion de manera
artificial, su compatibilidad con otros métodos de control, asi como la rentabilidad de su uso
como una herramienta de control bioldgico para combatir el picudo negro ofrece una
solucion segura, efectiva y sostenible que beneficia tanto al medio ambiente como a los
agricultores. Al reducir el uso de pesticidas quimicos, es posible mejorar las caracteristicas
de los agroecosistemas, y reducir los efectos nocivos en la salud del ser humano. Esta
estrategia representa un enfoque prometedor para enfrentar el desafio que representa el

picudo negro en la produccion de palma africana en el pais.



CAPITULO Il

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual

2.1.1. Picudo negro Rhynchophorus palmarum

Pertenece al orden Coleoptera, familia Dryophthoridae Se trata de un escarabajo que
presenta un color negro mate, su tamafio generalmente va de entre 2y 5 cm. Cuando alcanza
la etapa adulta, este escarabajo exhibe lo que se conoce como dimorfismo sexual, lo que
significa que se pueden distinguir claramente el macho y la hembra. La hembra se caracteriza
por tener un pico alargado y curvado, que es mas largo que el del macho y presenta una
superficie lisa (Cartay, 2020).

2.1.2. Pudricion de cogollo (PC)

Es producida por el hongo Phytophthora palmivora. Las palmas atacadas con este
microorganismo presentan inicialmente una pudricién de la primera flecha a nivel del
peciolo, la misma que se rompe y queda suspendida entre las hojas centrales. Los tejidos
basales de estas flechas se encuentran completamente destruidos por una pudricion acuosa,
de color blanco amarillento y olor desagradable, convirtiéndose en un foco de proliferacion
de otra de las plagas mas comunes en la palma, el picudo negro Rhynchophorus palmarum
(Figueroa N. y Chavez M., 1984).

2.1.3. Control biolégico

En el contexto del control bioldgico de plagas, se emplea una estrategia que consiste en la
introduccion deliberada de depredadores naturales especificos en un area de cultivo para
controlar y reducir la poblacién de las especies consideradas como plagas. Esta técnica tiene
como objetivo principal erradicar la plaga sin recurrir al uso de productos quimicos o
pesticidas, lo que conlleva beneficios tanto para la calidad del producto cosechado como

para el medio ambiente circundante (Acosta, 2019).
El control bioldgico se basa en el principio de que los depredadores naturales, como insectos

0 microorganismos, pueden mantener a raya a las plagas al alimentarse de ellas o parasitarlas.

Al introducir estos depredadores en la plantacion, se establece un equilibrio natural en el
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ecosistema agricola, lo que a su vez reduce la necesidad de aplicar pesticidas sintéticos, que

pueden ser dafiinos para la salud humana y el entorno.

2.1.4. Hongos entomopat6genos

Los hongos entomopatdgenos son extremadamente relevantes en el campo del control
bioldgico de insectos plaga, representando el grupo mas importante para esta tarea.
Précticamente, todos los insectos susceptibles pueden verse afectados por las enfermedades
causadas por estos hongos. El proceso de infeccién comienza cuando las esporas del hongo
entran en contacto con la cuticula (capa externa) del insecto huésped. Una vez en contacto,
las esporas germinan y crecen directamente a través de la cuticula hacia el interior del cuerpo
del insecto (Perez y Vazquez, 2001). Un aspecto relevante de estos hongos es su capacidad
para utilizar la quitina como fuente de carbono, la cual es un componente fundamental del
exoesqueleto de los insectos. Ademas de su accion parasitaria, estos hongos producen
diversas toxinas que tienen la capacidad de paralizar o causar la muerte de su huésped
insecto. Esto contribuye a su efectividad en el control de plagas de insectos en la agricultura

y la silvicultura de manera respetuosa con el medio ambiente (France et al., 2016).

2.2. Marco Referencial

2.2.1. Origen de la palma africana Elaeis guineensis

La Elaeis proviene del griego de la palma de aceite que significa oliva y guineensis por su
origen geogréfico, es una planta tropical originaria de climas calidos, a lo largo del Golfo de
Guinea, localizados generalmente por debajo de los 500 msnm (Sierra Marquez et al., 2017).
Fue introducida a América en el siglo XV junto con los esclavos. Durante el siglo XX se
transforma en cultivo comercial. Es una planta propia de la selva himeda tropical calida,
crece a altitudes por debajo de los 500 msnm, aunque se desarrolla bien en regiones

pantanosas (Parra, 2017).
La mayor superficie mundial de cultivo y derivados, se la ubica en Malasia, seguido de
Nigeria, Indonesia, Zaire, Costa de Marfil. En el continente americano Colombia y Ecuador

poseen importantes parametros productivos industriales. Las principales zonas de cultivo en
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el Ecuador se ubican en Esmeraldas, Quevedo, Santo Domingo y en la region del Oriente

Ecuatoriano (Mérquez et al., 2016).

2.2.2. Clasificacion taxondémica de la palma africana

La clasificacion taxondmica estd dada de la siguiente manera:

e Division: Fanerégamas

e Tipo:  Angiosperma

e Clave: Monocotiledoneas
e Orden: Palmales

e Familia: Arecaceae

e Tribu:  Cocoinea

e Género: Elaeis

e Especie: guineensis (Technoserve, 2009).

2.2.3. Descripcion botanica de la palma africana

Elaeis guineensis es una palmera monoica, es decir que las flores femeninas y masculinas se
producen de manera independiente, pero en la misma planta. Su tronco o tallo tiene unas
medidas de 10 a 15 m. de altura 'y 30 a 60 cm. de diametro con cicatrices de las hojas viejas.
Las hojas presentan caracteristicas pinnadas de entre 4 y 5 m. de longitud, con 100-150 pares
de foliolos de 50-100 cm. de longitud. Se insertan en el raquis en varios planos, dandole a la

hoja aspecto plumoso, de color verde en ambas caras (Technoserve, 2009).

El peciolo de las hojas tiene 1-1.5 m. de longitud con los foliolos de la base convertidos en
espinas y con fibras. La inflorescencia es corta pero muy densa, de 10-30 cm. de longitud.
Los frutos son de forma ovoide, se generan en racimos con brécteas puntiagudas y presentan

una coloracion rojiza y de hasta 4 cm. de didmetro (Technoserve, 2009).
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2.2.4. Importancia de la palma africana

La importancia esta en los derivados de podemos obtener, como por ejemplo el aceite de
palma que tiene una amplia gama de usos, que incluyen la fabricacion de margarina, grasas
de panaderia, helados y como aceite de cocina, la adicion de aceite a las preparaciones de
cereales aumenta en gran medida su densidad calorifica, lo que es particularmente ventajoso
para los nifios pequerios. El aceite que es obtenido de la fruta se utiliza para fabricar jabones,
detergentes, velas, resinas, grasas lubricantes, cosméticos, glicerol y acidos grasos (Fern,
2022).

2.2.5. Produccion de palma africana en el Ecuador

La produccidn en el ecuador en los ultimos afios se ha visto afectada por la demanda del
mercado en el extranjero, en el 2022 con el estallido de la guerra entre Ucrania y Rusia se
incrementd la demanda del subproducto de la palma, el aceite. Debido a ello, la produccién
actual de palma esté casi en el limite para abastecer la demanda, esto se debe por los efectos
de plagas como la pudricion del cogollo, la produccion de palma de Ecuador ha caido
222.453 toneladas desde 2017, que fue el afio de produccion récord con una produccion de
604.247 toneladas (Orozco, 2022).

2.2.6. Picudo negro de la palma

Es un habitante natural en donde se cultiva palma aceitera en América tropica, de aqui
también deriva su origen, tiene varios nombres comunes entre los cuales se menciona:
Picudo, cucarrén de las palmas, gusano de los cogollos, gualpa, entre otros. La palma
africana no es el Unico hospedero de este insecto, pues también se ha visto presente en
plantaciones de cafia de azucar, cafa brava, guadua, papaya, pifia, platano, banano, mango.
Su principal atrayente son los tejidos en descomposicion, heridas o cortes presentes en hojas
(Albertazzi et al., 2019).
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2.2.6.1. Clasificacion taxondmica del picudo negro de la palma.

La especie "Rhynchophorus palmarum” se encuentra clasificada en el reino "Metazoa",

perteneciendo al filo "Arthropoda”. Dentro del subfilo "Uniramia”, se ubica en la clase

"Insecta”, lo que la identifica como un insecto. Al adentrarnos en su orden, se enmarca en

"Coleoptera”, lo que la sitGa en el grupo de los escarabajos. Esta especie especifica es parte

de la familia "Dryophthoridae”, conocida como los gorgojos. Ademas, se encuentra

catalogada en el género "Rhynchophorus”, que es un género de escarabajos de gran

importancia agricola y forestal, ya que algunas de sus especies son plagas de palmas y
arboles (Alonso y Lyal, 2019).

2.2.6.2. Ciclo de vida del picudo negro de la palma.

a)

b)

d)

Adultos: Son picudos de color negro, con el cuerpo en forma de bote. Miden entre 4 y
5 cm de longitud aproximadamente y 1.4 cm de ancho. La cabeza es pequefia y
redondeada con un caracteristico y largo rostrum curvado ventralmente. Presentan
dimorfismo sexual; los machos tienen un notable penacho de pelos en la parte dorsal

hacia el centro del rostrum o pico. Las hembras tienen el rostrum curvo y liso.

Huevos: Son de color blanco crema, ovoides y de un tamafio promedio de 2.5 x 1 mm.
Son colocados en posicion vertical, a una profundidad de 1 a 2 mm y protegidos con un
tapén de una sustancia cerosa de color amarillo cremoso. Tienen un periodo de

incubacion de 2 a 4 dias.

Larvas: Son apodas, es decir que no tiene patas. Cuando emergen del huevo pueden
medir 3.4 mm de longitud. El cuerpo es ligeramente curvado ventralmente. Su color es

blanco cremoso.

Pupa: Una vez formado el capullo que protege la pupa inicia la metamorfosis, es decir
el cambio de estado de larva a pupa y de pupa a adulto dentro del capullo. El capullo
mide aproximadamente 7 a 9 cm de longitud y 3 a 4 cm de diametro. La pupa es de color
café. Cuando es perturbada hace movimientos ondulatorios continuos con el abdomen
(Aldana de la Torre et al., 2011).
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2.2.6.3. Métodos de control para el picudo negro de la palma.

a) Control quimico

Una alternativa de control quimico para este insecto es la erradicacion directa de palmas
enfermas, para esto se utiliza un herbicida sistémico Metanoarsonato monosodico (msma) el
cual se inyecta en la estipite de la palma para evitar la colonizacion del insecto, otros
quimicos utilizados de forma complementaria para evitar que el insecto ataque a palmas
enfermas de pudricion de cogollo es la aplicacién de Fipronil, Imidacloprid o Carbaril, que
son insecticidas de amplio espectro que atacan al sistema nervioso de los insectos y se
pueden aplicar tanto edafico como foliar, generalmente son aplicados directamente en la
zona del cogollo de la palma con una bomba de mochila de 20 litros (Aldana de la Torre.
etal., 2013)

b) Control cultural

Después de haber realizado los procesos de cosecha o podas de la palma queda mucho
residuo vegetal, ya seas cormos o tallos, que con el tiempo se descompondran y causaran
una fermentacion, los picudos son atraidos por estas condiciones de pudriciéon y humedad,
es por ello por lo que es totalmente necesario eliminar estos residuos como una forma de

evitar posible foco de diseminacion de R. palmarum (Quijije et al., 2012).

Si la mata de palma en si presenta una enfermedad como la pudricion del cogollo, es mejor
eliminar esta palma ya que también sustituye un atrayente para el picudo, y a su vez
representa un foco de propagacion que puede afectar a las plantas a su alrededor (Quijije et
al., 2012).

c) Control etoldgico
Una forma de controlar es el uso de métodos de captura masiva, basada en la eliminacién
continua de adultos a través de trampas con feromonas, sin embargo, hay que tomar en

cuenta que por este método no puede eliminar toda la poblacion ya que habra picudos que
seguiran dafiando la planta y adultos que evitaran caer en las trampas. Estas trampas deben
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ser dispuestas para la que atraiga, capture y evite la huida del picudo, en la cual no serd
necesario la utilizacion de algun insecticida pues moriran solos (Armendariz et al., 2014).

d) Control biologico

Los cientificos estan experimentando con agentes de control bioldgico, tales como hongos
entomopatogenos (Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae) y nematodos
(Steinernema carpocapsae y Steinernema feltiae) para aumentar la eficiencia de las trampas.
Los picudos entran en la trampa a contaminarse para después salir y contaminar a otros
(Vezinay Baena, 2020).

e) Control con los hongos entomopatogenos

Durante los ultimos afios, se ha observado un notable avance en promover la utilizacion de
hongos entomopatdgenos para combatir las plagas de insectos. Esta practica ofrece una serie
de ventajas significativas, que incluyen la disminucion de los peligros relacionados con la
exposicion a productos toxicos para los agricultores, asi como la reduccion de la cantidad de
residuos de insecticidas en los alimentos, lo cual adquiere una gran relevancia, especialmente

si se contempla la exportacion o ya se esta involucrado en ella(Venero, 2021).

2.2.7. Resefa historica del uso de Beauveria bassiana en el control de Rynchophorus

palmarum

El picudo negro de la palma Rhynchophorus palmarum es una especie ampliamente
distribuida en el neotropico, desde el sureste de California y Texas hasta Bolivia, Peru,
Paraguay, Uruguay, Argentina entre otros, pertenece al orden Coleoptera, familia

Dryophthoridae, tribu Rhynchophorini.

Es considerada una especie holometabolo por tener metamorfosis completa (Lemus Garza,
2020). Los huevos de R. palmarum son de color blanco crema, ovoides y de un tamafo
promedio de 2.5 x 1 mm. Tienen un periodo de incubacion de 2 a 4 dias. Las larvas son
apodas, no tiene patas. Cuando emergen del huevo pueden medir 3.4 mm de longitud. El
cuerpo es ligeramente curvado ventralmente. Su color es blanco cremoso. El capullo o pupa

mide aproximadamente 7 a 9 cm de longitud y 3 a 4 cm de diametro. La pupa es de color
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café. Cuando es perturbada hace movimientos ondulatorios continuos con el abdomen. Los
adultos miden entre 4 y 5 cm de longitud aproximadamente y 1.4 cm de ancho. De cabeza
pequefia y redondeada con un caracteristico y largo rostrum curvado ventralmente (Aldana
de la Torre et al., 2011).

El picudo negro genera dafios tanto de manera directa como indirecta en los cultivos de
palma de aceite. El dafio directo se origina debido a las larvas, las cuales se alimentan
especificamente en las bases peciolares y la region del cogollo de las palmas que han sido
afectadas por la pudricion de cogollo. Por otro lado, el dafio indirecto se produce porque este
insecto actia como el principal vector del nematodo Bursaphelenchus cocophilus, el cual es

el causante de la enfermedad conocida como Anillo Rojo (Lemus Garza , 2020).

Los métodos de control empleados para para el control de picudo negro estan basados en la
captura de adultos utilizando trampas con atrayentes y eliminacion de palmas enfermas para

evitar proliferacion del insecto (Aldana de laTorre et al., 2010).

Para el trampeo se utiliza un recipiente de plastico en el cual se coloca cebo vegetal y
feromonas, también se utilizan insecticidas como Fipronil e imidacloprid para la répida
eliminacidn de los insectos, para evitar la reproduccién de R. palmarum, se destruye y pica
las palmas afectadas y en algunos casos se rocia con glifosato la planta (Aldana de la Torre
et at., 2017).

Otro método de control utilizable es el bioldgico, el cual aprovecha los adversarios naturales
de los picudos para mantener bajo control las poblaciones de estos insectos en las areas de
cultivo. Entre los enemigos naturales que pueden emplearse para el control de insectos plaga
se incluyen virus, bacterias, nematodos y hongos que son patdgenos para los insectos
(Enriquez, 2019). Los hongos entomopatogenos como Beauveria bassiana es un claro
ejemplo de enemigo natural, posee una amplia potencialidad para el control del picudo negro
de la palma y otras especies de insectos plaga (Huanes y Wilson, 2020; Requejo, 2019;
Brenes Monge, 2020; Viviani, 2021).

A lo largo de los afios ha sido registrado el potencial que tiene B. bassiana en el control del
picudo negro (R. palmarum). A continuacion, se registran algunos trabajos relacionados al

tema. En lainvestigacion de Gaviria, (2015), realizada con el objetivo de determinar el efecto
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de B. bassiana (cepa Beauveriplant SBb36) y Metarhizium anisopliae (cepa JGVM1) como
endofitos en palmas de coco, sobre larvas y adultos de R. palmarum. Mediante pulverizacion
foliar con una suspension de 1 x 10 conidias/mL de B. bassiana o M. anisopliae, se
obtuvieron resultados en los que indican que la colonizacidn por estos hongos, afectan
negativamente la oviposicion de hembras de R. palmarum, asi como el dafio en los tejidos
causados por adultos. De igual manera la cepa Beauveriplant SBb36 afectd
significativamente el tamafo de larvas, mientras que, la cepa JGVML1 presentd un efecto
intermedio comparado con el control, demostrando que los hongos entomopatogenos B.
bassiana y M. anisopliae son capaces de colonizar endofiticamente las plantas de coco,
afectando negativamente el desarrollo y el dafio causado por larvas, asi como la oviposicion

de hembras de R. palmarum.

En cuanto a la eficacia que posee B. bassiana, el trabajo realizado por los autores; (Sanchez
et al., (2017), demostraron que la efectividad de este hongo entomopatégeno sobre instares
larvales de R. palmarum provoco mortalidades de 33.33 %. Guevara (2018), en su estudio
determind la patogenicidad de B. bassiana en adultos vivos de R. palmarum L. en
condiciones de laboratorio. Entre los resultados obtenidos mostré que todas las
concentraciones de conidias de B. bassiana utilizadas (1 x 10°, 1 x 10%, 1 x 10" y 1 x10°%)
ejercieron una actividad entomopatdgena (patogénica) hacia R. palmarum observando
crecimiento micelial y el mayor nimero de insectos muertos con 2, 7'y 9 individuos a los 5,

10y 15 dias, con un control aproximadamente el 90 % mortalidad de los insectos.

Ledn et al., (2019), con el objetivo de determinar la patogenicidad de cepas promisorias de
M. anisopliae y B. bassiana sobre adultos de R. palmarum, y evaluar la diseminacion de las
mejores cepas desde adultos machos del picudo inoculados hacia hembras sin inocular. Los
resultados indicaron que la cepa CPMal104 mostré la mayor eficacia (1x10* y 1x10®
conidias mL™), sequida de la Mt008 (1x10® conidias mL™), con mortalidades de 78.6 % y
67.9 %, respectivamente. Se observl capacidad de diseminacion por contacto de M.
anisopliae cepas CPMal104 y Mt008, desde adultos machos inoculados hacia hembras sin
inocular. La mortalidad de las hembras alcanz6 100 % cuando los machos fueron inoculados
con la cepa CPMal104 aplicada en polvo. Concluyendo que la diseminacion de las cepas
CPMal104 y Mt008 de M. anisopliae por machos inoculados hacia hembras sin inocular, lo

cual convierte el uso de este entomopatdgeno en una alternativa promisoria de control.
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En otra especie plaga perteneciente al mismo género (Rhynchophorus ferrugineus Olivier)
también se ha probado la eficiencia de B. bassiana. Husseini, (2019), probd la eficacia de un
aislado local del hongo entomopatogeno B. bassiana contra las larvas y adultos del picudo
rojo de las palmeras (RPW) R. ferrugineus mediante la pulverizacion directa de las
conidiosporas del hongo en las etapas especificas en condiciones de laboratorio, uso seis
concentraciones aumentadas sucesivas de 6 x 10?2 a 6 x 10 esporas/mL. Los resultados
revelaron que las tasas maximas de mortalidad para las larvas tratadas del tercer estadio.
Cualquiera que fuera la concentracion probada, la mortalidad final alcanzé (100%). En el
caso de las larvas de L7 tratadas, la tasa de mortalidad oscil6 entre el 45y el 75% y los
individuos restantes sobrevivieron y formaron capullos en los que todos murieron en la etapa
de pupa. Ademads, todos los adultos tratados murieron, lo que demuestra que las
concentraciones mas altas probadas de B. bassiana mataron en un tiempo mas corto (7 dias)

que en las concentraciones mas bajas probadas (11 dias).

Ahmed y Freed (2021) verificaron la eficacia de B. bassiana contra larvas de R. ferrugineus
de tercer estadio utilizando las siguientes concentraciones, 3 x 108 2 x 108, 1 x 108, 1 x 107
y 1 x 10° esporas/mL. El valor de LCso mas bajo (1.3 x 10 esporas/mL) se registrd en la
poblacion de Khyber Pakhtunkhwa (KPK), seguida por las poblaciones de Punjab, Sindh y
Baluchistan, que tenian valores de LCso de 1.5 x 107, 5.3 x 10" y 1.02 x10® esporas/mL,
respectivamente, al séptimo dia post-tratamiento; las tasas de mortalidad mas altas fueron
90.0, 85.0, 77.5 y 75.0% para las poblaciones de KPK, Punjab, Sindh y Baluchistan,
respectivamente, en la concentracion mas alta probada de B. bassiana.

Dembilio et al., (2018), en condiciones de laboratorio para la especie R. ferrugineus, obtuvo
un tiempo letal del 50% (TLso) de 4.33 dias cuando se expuso a adultos (de 7 a 10 dias de
edad) al tanel de inoculacion (1T) que contenia 1 x 10 conidias g™ en una formulacion
fangica (B. bassiana) a base de aceite. Esta formulacion mantuvo la viabilidad de los
conidios al 50 % durante hasta 2 meses. Ademas, cuando los adultos estuvieron expuestos a
Tl de 2.5 meses de antigliedad, la mortalidad adn alcanzé el 50% 40 dias después de la
exposicion. Los ensayos de semicampo demostraron que el dispositivo permitia el facil
transito de los insectos a través del TI, que eran efectivamente atraidos e infectados.
Utilizando las IDA en ensayos de campo en parcelas de 4 ha, obtuvo una reduccion >50%
en el porcentaje de palmas centinela infestadas.
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(Alvarado et al., 2013), con el objetivo de encontrar cepas de B. bassiana y M. anisopliae,
que puedan infectar adultos y larvas de R. palmarum. Evaluaron la patogenicidad de 24 cepas
de M. anisopliae (L.) y B. bassiana sobre adultos de R. palmarum, posteriormente las cepas
que causaron la mayor mortalidad se evaluaron sobre el estado larval. Los resultados
indicaron que las cepas de M. anisopliae (L.) mas patogénicas fueron CPMal105,
CPMal104 y CPMal001, las cuales provenian de adultos de R. palmarum, causando
mortalidades del 87, 83 y 80 % sobre adultos y 27, 36 y 45 % sobre larvas de R. palmarum,

respectivamente.

Lopez et al., (2022); con el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad quitinolitica y
bioactividad de hongos aislados del picudo de la palma (Rhynchophorus palmarum) y
muestras de suelo de éareas de cultivo de coco (Cocos nucifera) frente al propio
insecto. Inicialmente, para determinar las propiedades quitinoliticas de los hongos aislados,
evalu6 su capacidad para hidrolizar la quitina en medio de cultivo liquido, realizaron pruebas
preliminares de patogenicidad, utilizando como modelo el picudo del frijol (Acanthoscelides
obtectus), para seleccionar los aislados de hongos que se utilizarian en experimentos con el
picudo de la palma. Finalmente, evalud la bioactividad de dos hongos entomopatdgenos
seleccionados sobre larvas y adultos del picudo de la palma. No hubo correlacién directa
entre la actividad quitinolitica y la patogenicidad en el picudo del frijol ni entre los
aislamientos y la bioactividad en el picudo de la palma. Beauveria bassiana CSU9 muestra
la mayor actividad sobre larvas y adultos del picudo de las palmeras, con un tiempo letal
promedio de 0.8 y 14.4 dias, respectivamente.

Alencar et al., (2020), con el objetivo de evaluar el efecto de hongos entomopatégenos en
adultos de R. palmarum. Para la concentracion 108 conidios. mL™, los aislados CPATC 032
y CPATC 057 causaron una mortalidad confirmada del 52 y 44% de los adultos de R.
palmarum, respectivamente. A la concentracion de 10° conidios. mL™, los aislados CPATC
032 y CPATC 057 causaron mortalidad de 64 y 52% de los insectos, respectivamente. Para
el aislado CPATC 032, en las tres concentraciones analizadas, los insectos tuvieron una
supervivencia promedio de 11 a 12 dias. El TLso del aislado CPATC 032 en concentraciones
de 108 y 10° conidios. mL™ fue de aproximadamente 17 dias. Todos los aislados analizados

y el producto Boveril® son patégenos para R. palmarum.
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De igual manera Ldpez, (2020), en palma de coco (Cocos nucifera L.) encontré que dos
aislamientos, B. bassiana CSU9 y Trichoderma virens CSC11, presentaron actividad
insecticida frente a A. obtectus con tiempos letales medios (TLso) de 5 y 4 dias,
respectivamente. Las pruebas de infeccidn sobre larvas y adultos de R. palmarum mostraron
alta efectividad de B. bassiana CSU9 alcanzando TLso de 0.76 a los 14.37 dias
respectivamente. Estos resultados demuestran el potencial que tienen los hongos
entomopatogenos nativos para controlar R. palmarum, representando un recurso viable para
el desarrollo de productos que puedan ser articulados a programas de manejo integrado de

plagas.

En cuanto a la caracterizacion de cepas de Beauveria bassiana este hongo presenta un
crecimiento lento, circular, llegando alcanzar 2 cm de didmetro en 10 dias, valores
aproximados fueron obtenidos por Domsch et al., (1980) para la colonia de B. bassiana en
un rango de 0.6 a 2.3 cm de didmetro. El aspecto de la colonia es lanoso y en forma de polvo
debido a los abundantes conidios, es de color blanco en un principio, tornandose amarillenta

posteriormente en la parte del centro, de textura blanda y superficie plana.

Esta especie de hongo (B. bassiana) posee hifas cenociticas, lisas, con células conidiégenas
formando densos racimos irregularmente agrupados, las fialides se encuentran hinchadas en
la base que asemeja la estructura de un frasco sub-globoso y se adelgazan hacia la parte que
sostiene las esporas llamado raquis en forma de zigzag. El tamafio de las ceélulas
conidiogenas es de 3.8-7 x 1.3-1.8 um, el raquis de 2.2-4.2 x 1 pum. Los conidios de B.
bassiana son hialinos, lisos, de forma globosa a elipsoidal con un tamafio de 2.2-3 um de
diametro, estos resultados coincidieron con la descripcion hecha por Alean (2003) y Domsch

y Anderson, (1993), para la especie B. bassiana.

El trabajo realizado por Yareta, (1997); encontrd tres rangos de tamafio y dos tipos de forma
de las conidias: <= 2.5 pum (redondos), 2.6-3.5 pum (redondos) y 4.0-5.0 x 2.5-3.0 um
(subglobosos). Tienen conidias elipsoidales, que difieren de las conidias redondas tipicas de
esta especie. Estos mismos aislamientos fueron los Unicos que tuvieron una cantidad
abundante de blastoconidios. El tamafio de las conidias vario entre 2.5 - 5.0 um, Algunos
aislamientos tuvieron una alta proporcién de conidios de 2.5 um y otros de 3.75 um de
diametro. Solo dos aislamientos mostraron una proporcion baja de conidios de 5.0 um de

diametro.
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El6segui etal., (2006), reporté las caracteristicas macroculturales de B. bassiana
encontradas en Metamasius hemipterus, en PDA presentd colonias al inicio blancas
afieltradas que con el tiempo se tornan cremas polvorientas. Reverso amarillo ligero, y las
caracteristicas microculturales mostraron células conididgenas muy tipicas de la especie, con
bases globosas. 2.0-3.0 (2.3 um) x 2.0-2.5 (2.1 pum). Conidios hialinos, globosos a
subglobosos 1.0-2.5 (1.9 um) x 1.0-2.0 (1.7 um). las encontradas en Spodoptera frugiperda,
mostraron caracteristicas diferentes en PDA colonias algodonosas y blancas al inicio que se
tornan beige y ligeramente polvorientas con el tiempo y reverso miel, con células
conididégenas muy tipicas de la especie, con bases globosas, 2.0-3.0 (2.4 um) x 2.0-2.5 (2.3
pum). Conidios muy homogeneos, hialinos, globosos, algunos ligeramente subglobosos, 2.0-

2.0 pm.
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CAPITULO 111

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacién

El siguiente estudio fue realizado en el laboratorio de Biologia y Microbiologia del
Campus Universitario “La Maria” de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
localizada en el Km. 7,5 Via Quevedo — EI Empalme. Sus coordenadas geogréaficas son
1°04'49.2" S, 79° 30' 05.3" W y altitud de 67 m.

3.2. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion fue de tipo experimental con el objetivo de evaluar la capacidad
entomopatogena de cepas nativas de Beauveria bassiana sobre el picudo negro de la

palma (Rhynchophorus palmarum) en condiciones in vitro.

3.3. Métodos de investigacion

En el desarrollo de la investigacion, se implementaron diversos métodos de investigacion
que permitieron abordar de manera sistematica y estructurada la evaluacion de la
capacidad entomopatdgena de Beauveria bassiana en el picudo negro de la palma. El
método inductivo fue considerado para la recoleccion de datos especificos al verificar la
interaccidn entre las cepas de Beauveria bassiana y el picudo negro de la palma, en donde
se obtuvieron datos de la mortalidad y de tiempo letal medio (TLso). Por otro lado, el
método deductivo se empled con el objetivo de establecer un razonamiento légico a partir
de premisas claramente definidas, al reconocer la eficacia de Beauveria bassiana y su
capacidad infecciosa en una amplia variedad de insectos y que entre ellos se encuentra
Rhynchophorus palmarum. Adicionalmente se utiliz6 el método analitico, el cual estuvo
vinculado estrechamente con el andlisis de los datos obtenidos durante la investigacion,
especialmente en lo que respecta a la evaluacion de las variables establecidas para
alcanzar los objetivos planteados. Este enfoque analitico permitié la concordancia de
resultados, proporcionando asi una base solida para las conclusiones derivadas del
estudio. En conjunto, la combinacion de estos métodos proporcion0 una perspectiva

integral y rigurosa que respaldo el proceso de investigacion.
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3.4. Fuentes de recopilacion de la informacion

La recopilacion de informacion para la investigacion se realizé mediante el uso de fuentes
primarias y secundarias. En el caso de las fuentes primarias, se realizo la evaluacion
directa de variables mediante observaciones minuciosas, obteniendo informacion fiable
y veridica en cada uno de los experimentos realizados, ademas estuvo basada en los
registros personales derivados de observaciones previas de datos procedentes del entorno
en el laboratorio. Por otro lado, entre las fuentes secundarias utilizadas se incluye revistas
especializadas, plataformas web de confianza, libros, articulos cientificos, guias técnicas
y otros recursos bibliogréficos relevantes. Este enfoque comprensivo facilitd una revision
exhaustiva de la literatura existente y posibilitd la evaluacion de aspectos especificos

relacionados con la investigacion que permitieron el respaldo de esta investigacion.

3.5. Disefio de la investigacion

3.5.1. Factores de estudio

Se evaluaron cuatro cepas nativas del hongo Beauveria bassiana sobre el picudo negro
de la palma (Rhynchophorus palmarum) en condiciones in vitro, ademas, se utilizaron
dos tratamientos control un control positivo (insecticida) y un control negativo (agua)

para realizar evaluar la mortalidad de los insectos y el tiempo letal medio (TLso).

Para la caracterizacion macroscépica y microscépica solo se utilizaron las cuatro cepas

nativas para realizar las observaciones.

3.5.2. Tratamientos
Para evaluar las variables de porcentaje de mortalidad y tiempo letal medio (TLso) de

picudo negro de la palma (Rhynchophorus palmarum) se utilizaron los siguientes

tratamientos (Tabla 1).

25



Tabla 1

Tratamientos utilizados en estudio

Tratamientos Descripcion/Nombre de
cepas

T1 Cepa 1 Beauveria bassiana 1 x 10 ’ conidios/mL LMO012

T2 Cepa 2 Beauveria bassiana 1 x 10 ‘conidios/mL MCBL17

T3 Cepa 3 Beauveria bassiana 1 x 10 “conidios/mL MCA1424

T4 Cepa 4 Beauveria bassiana 1 x 10 ’ conidios/mL BBAL31

T5 Aplicacion de Agua Control negativo

T6 Aplicacion de Insecticida Control positivo

Elaborado: Autor

3.5.3. Disefio experimental

Para el presente estudio se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) para las
variables mortalidad y tiempo letal medio (TLso) donde se evaluaron un total de seis
tratamientos y catorce repeticiones. Ademas, se realiz6 un andlisis descriptivo para dar
cumplimiento al tercer objetivo planteado en la investigacion. Para la evaluacion de las
variables porcentaje de mortalidad y tiempo letal medio (TLso) de picudo negro de la
palma (Rhynchophorus palmarum) fue establecida a partir de la aplicacién de los
estimadores de Kaplan-Meier y la comparacion de los tratamientos utilizando el test de
Holm-Sidak (P<0.05).

3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Manejo de experimento

a) Elaboracion de trampas para la captura de picudo negro

Se realizaron trampas siguiendo la metodologia propuesta por Moya Murillo et al.,
(2015), a partir de recipientes plasticos de 20 L de capacidad, y en el que realizo cortes
rectangulares de 8 cm de ancho por 12 cm de longitud en los laterales, se cubrid el
recipiente desde la base hasta la altura de los cortes con una lona sintética para facilitar el
ingreso de los insectos hacia la trampa. Dentro del recipiente se colocé el cebo alimentar
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(melaza + pifia) y en el centro del recipiente se ubicé la feromona (Rhyncholure). Estas

trampas fueron distribuidas de manera aleatoria en una plantacion de la palma africana.

b) Colecta de especimenes de picudo negro

Después de dos dias de la instalacion de las trampas en la plantacion de palma africana
se procedio a revisar y recolectar los insectos de picudo negro en cada trampa, la
frecuencia de colecta fue cada dos dias. Este procedimiento se realizd hasta colectar la
cantidad necesaria de individuos para realizar los experimentos establecidos (84
especimenes). Los insectos colectados fueron colocados en recipientes plasticos de 500
mL con 25 g de cafia de azUcar picada en pequefias piezas para su alimentacion y en donde

permanecieron un periodo de cuarentena.

3.6.1.1. Experimento 1.- Ensayo de mortalidad y tiempo letal medio (TLso) de picudo

negro de la palma Rhynchophorus palmarum.

a) Desinfeccion de insectos adultos de picudo negro de la palma

Una vez cumplido el periodo de cuarentena adultos de Rhynchophorus palmarum pasaron
por un proceso de desinfeccion. Para realizar la desinfeccion de los picudos fueron
sumergidos en una solucién de hipoclorito de sodio (concentracion de 0,5%) por un
periodo de tiempo de treinta segundos, posteriormente, los insectos recibieron tres
enjuagues de agua destilada. Para eliminar el exceso de humedad los insectos fueron

colocados en papel toalla.

b) Aplicacion de los tratamientos

Para realizar la aplicacion de las cepas se B. bassiana se utilizé la metodologia de
Alvarado (2013), los adultos de R. palmarum se sumergieron en una suspension del hongo
con la concentracion de 1 x 107 conidias/mL, durante un minuto. Los insectos fueron
colocados dentro de recipientes de 500m L, con 25 g de cafia de azUcar. Para el
tratamiento con agua, los insectos fueron sumergidos en agua destilada estéril, mientras
que, para el tratamiento con insecticida se utilizé el producto Imidacloprid (Desnukador)
(1 cc/L agua).
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c) Verificacion de la mortalidad de especimenes de picudo negro de la palma

Se contabilizo diariamente la mortalidad de insectos por la exposicion de las cepas de
cada tratamiento. Se realizO este procedimiento durante un periodo de 48 dias. Los
insectos muertos fueron retirados de los recipientes y ubicados en cdmaras himedas. Las
camaras humedas consistieron en placas Petri de 9 cm, forradas en el fondo con gasa
humedecida en agua destilada estéril, los insectos fueron dispuestos sobre la gasa. Cada
camara humeda fue colocada dentro de una incubadora (Thermo Fisher Sci 60L Ovn

Grvty) para registrar y confirmar la esporulacién del hongo.

3.6.1.2. Experimento 2. - Caracterizacion de cepas de B. bassiana.

a) Caracterizacion macroscopica y microscopica de cepas de B. bassiana

Para la caracterizacion microscopica se utilizo aislados del hongo Beauveria bassiana
(Cepa 1=LMO012, Cepa 2= MCB17, Cepa 3= MCA1424, Cepa 4= BBAL31) de 15 dias
de crecimiento en medio de agar PDA a 26°C. Con ayuda de un bisturi, se recolectd una
pequena porcion de la colonia y se la colocd en tubos eppendorf con 900 um de agua
destilada y 100 um del tinte azul de metileno, la muestra se la agité en un vortex por dos
minutos, con una pipeta se extrajo 10pum y se coloco en un portaobjeto para la observacion
en un microscopio a 40x. Fueron observadas y fotografiadas conidias y micelio de cada
una de las cepas para compararlas entre si. Las esporas fueron medidas utilizando el
programa ImageJ y comparadas entre cada una de las cepas. Diez esporas por cada cepa

fueron consideradas para el estudio.

3.6.2. Variables a evaluar en el experimento

3.6.2.1. Porcentaje de mortalidad de adultos de picudo negro de la palma

Rhynchophorus palmarum.

El nimero de adultos de R. palmarum muertos que fueron expuestos a los diferentes
tratamientos utilizados en la investigacion fueron contabilizados y transformados a

porcentaje utilizando la siguiente formula:
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#1Im x100

% M= #Ti
Donde:
- % M: Porcentaje de mortalidad.
- #1Im: Numero de insectos muertos por accion de los tratamientos.
- #TI Numero total de insectos utilizados en el ensayo.
- 100: Constante

3.6.2.2. Evaluacion del tiempo letal medio (TLso) del picudo negro de la palma
Rhynchophorus palmarum.

En conformidad con los datos de mortalidad en el que se verificd el nimero de insectos
vivos y muertos, se estimé el tiempo letal medio (TLso) para cada tratamiento en un
periodo de 48 dias de exposicion. Diariamente se revisaba el estado de los insectos adultos
y se anotaba el dia de evaluacion, el estado en el que se encontraba (vivo o muerto) y el
tratamiento al que pertenecia. Se utilizaron 14 insectos adultos de R. palmarum para

estimar el TLso.

3.6.2.3. Evaluacién de caracteristicas macroscépicas y microscépicas de cepas de B.
bassiana.

Para la caracterizacion macroscopica y microscopica de cepas de B. bassiana se realizd
la siembra de cada cepa tomando micelio aéreo de cada una de las cepas utilizadas y
colocando en una caja Petri que contenga el medio de cultivo de PDA (39 g/L) +
Rifampicina y Sulfato de Estreptomicina. Las cajas Petri con el medio de cultivo y la cepa
sembrada fueron incubadas por 7 dias a una temperatura de 26 °C. El proceso fue
replicado dos veces por cada cepa y mantenido por 15 dias hasta observar que en la
superficie del medio de cultivo aparezca suficiente micelio del hongo. Se reviso

semanalmente el desarrollo y morfologia del hongo.

Las caracteristicas morfoldgicas de color y aspecto de las cepas de B. bassiana se hizo
mediante la observacion directa, una vez que se alcanz6 el maximo desarrollo de los

hongos, se compard su morfologia con las caracteristicas descritas por (Padilla et al.,
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(2000) y Garcia et al., (2020). Los 7 dias iniciales sirvieron para conocer el crecimiento
en cuanto a su color, la forma del borde y pigmentacidn que se genera en el medio. En la

segunda semana se visualizé el color de su esporulacion.

3.7. Tratamiento de los datos

La variable de mortalidad de adultos de picudo negro fue analizada utilizando el modelo
lineal generalizado GLM (Familia: Poisson) y para realizar la comparacion de las medias
se utilizé la prueba de Tukey (P<0.05). Las curvas de supervivencia y el tiempo letal
medio fue establecido a partir de la aplicacion de los estimadores de Kaplan-Meier y la
comparacion de los tratamientos utilizando el test de Holm-Sidak (P<0.05). Para la
caracterizacion de las cepas de B. bassiana se realizd un analisis descriptivo. Se
verificaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad para cada variable mediante
las pruebas de Bartlett y Shapiro-Wilk, respectivamente, pero no se requirié ninguna
transformacion de datos. Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa

Infostat (version universitaria), SigmaPlot (Version 12.0) y RStudio (Version 4.2.2).

3.8. Recursos humanos y materiales

3.8.1. Recursos Humanos

e Docente director del Proyecto de Investigacion.
e Responsable del Laboratorio de Biologia y Microbiologia

e Estudiante responsable de la investigacion.

3.8.2. Recursos Materiales

3.8.2.1. Materiales.

e Balanza
e Calculadora

e Camara
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Thermoblock

Camara de flujo laminar
Trampas de feromonas
Placas Petri

Incubadora

Parafilm

Papel toalla

Matraz

Erlenmeyer

Pipetas

Autoclave

3.8.2.2. Reactivos.

Agua destilada
Alcohol
Cloro

Insecticida

3.8.2.3. Materiales de oficina.

Laptop

Hojas de papel bond de 75 g
Lapiceros

Libreta

Agenda

3.8.2.4. Materiales del experimento.

Cepas de Beauveria bassiana

Picudo negro (Rhynchophorus palmarum)
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CAPITULO VI

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Porcentaje de mortalidad de picudo negro de la palma R. palmarum

Considerando el andlisis de realizado, fue posible evidenciar diferencias significativas
entre los tratamientos (X?=10.83; DF=5; P=0.05). (Figura 1). Las cepas 1, 2, 3 y el
tratamiento insecticida, se comportaron de forma similar, permitiendo un porcentaje de

mortalidad de adultos de picudo negro de la palma superior al 90%.

De acuerdo con lo observado la cepa 4, resulté menos patogénica para el picudo negro de
la palma, mientras que, para el tratamiento en el que los insectos adultos fueron tratados

con agua se obtuvo el porcentaje mas bajo de mortalidad.

El porcentaje medio para cada uno de los tratamientos evaluados fueron los siguientes:
cepa 1= 91.67%, cepa 2= 100.00%, cepa 3= 91.67%, cepa 4= 53.33%, agua= 20.00% e
insecticida= 91.67%.

Figural
Porcentaje de mortalidad de adultos de picudo negro de la palma (R. palmarum) tratado
con cuatro cepas de Beauveria bassiana, agua e insecticida. Letras iguales no indican

diferencias significativas entre los tratamientos P<0.05.
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Nota: Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (Prueba de Tukey).
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4.1.2. Estimacion del tiempo letal medio (TLso) de adultos de picudo negro de la palma

R. palmarum

Las curvas de probabilidad de supervivencia de adultos de Rhynchophorus palmarum
expuestos a cuatro cepas de B. bassiana, agua e insecticida son mostradas en la Figura
2a. Debido a la estrecha relacion que tiene con el analisis de porcentaje de mortalidad fue
posible verificar el comportamiento de la mortalidad de los insectos utilizando el anélisis
de supervivencia (test Long Rank Test) el cual confirm6 que existen diferencias

estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados (X?= 37.71; DF = 5; P <0.001).

Figura 2
A) Curvas de supervivencia y B) tiempo letal medio (TLso) de adultos de picudo negro de
la palma (R. palmarum) tratados con cuatro cepas nativas de Beauveria bassiana, agua
e insecticida. Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos
P<0.05.

A Cepa 1 (LM012) B
— — Cepa 2 (MCB17)

Cepa 3 (MCA1424)
—— Cepa4 (BBAL31) 60
— Agua
— Insecticida

50
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|
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0.0 — T T 1 T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Agua Insecticida

Tiempo (dias) Tratamientos

Nota: Letras iguales no indican diferencias significativas entre los tratamientos P<0.05

El tiempo letal medio (TLso) fue medido durante 48 dias, en el cual se verificé el tiempo
de la mortalidad del 50% de los adultos de R. palmarum para cada tratamiento. Fue
posible evidenciar el TLso para las cepas 1,2,3, y 4 el cual fue de 31, 15, 21 y 36 dias
respectivamente, mientras que; para el tratamiento con insecticida fue de 3 dias. Para el
tratamiento con agua no fue posible obtener el dato debido a que no alcanzaron la

mortalidad requerida para el analisis (Figura 2B).
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4.1.3. Caracterizacién macroscopica y microscéopica de cepas de B. bassiana

a) Caracterizacion morfologica macroscépica

Las cepas de B. bassiana se caracterizaron por presentar un crecimiento lento, circular

inicial y posteriormente forman varias colonias. El crecimiento del hongo varid entra cada

una de las cepas evaluadas, sin embargo, el aspecto de las colonias observadas de todas

las cepas es lanoso y en forma de polvo debido a los abundantes conidios. Su color va

desde blanco en los primeros dias (del dia 1 al dia 8) hasta amarillento/beige a los 15 dias,

su textura es blanda y posee superficie plana o irregular. Las caracteristicas morfoldgicas

macroscépicas de cada cepa son mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2

Caracterizacién macroscopica de cepas de Beauveria bassiana

Cepa nativa de Beauveria L Aspecto de  Crecimiento Superficie de
. Ubicacion . . Color .
bassiana la colonia de colonia la colonia
La Mand/ . )
LMO012 ) Polvorienta Irregular Blanco Semi elevada
Cotopaxi
Mocache/ ) ) )
MCB17 . Polvorienta Circular Beige Elevada
Los Rios
Machala/ ) )
MCA1424 Algoodonosa Circular Beige Elevada
El Oro
Babahoyo/ )
BBAL31 : Polvorienta Irregular Blanco Elevada
Los Rios

Nota: El crecimiento del hongo vario entre las diferentes cepas, pero las caracteristicas que presento fueron

las propias del genero
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b) Caracterizacion morfolégica microscopica

Fueron caracterizadas cuatro cepas de B. bassiana utilizando un microscopio. En la
siguiente caracterizacion se observaron las esporas y micelio de cada cepa evaluada. Las
estructuras observadas fueron comparadas entre si de acuerdo con la literatura citada por
Garcia et al., (2011). Adicionalmente, se pudo contrastar la presencia de hifas alargadas
sin septos conformando ligeras ramificaciones dando paso a los conididforos intercalados
en las observaciones microscopicas. En la tabla 3, se observa las imagenes de conididas

con sus respectivas medidas y el micelio de cada cepa evaluada.

Tabla 3

Caracterizacion microscopica de cepas de Beauveria bassiana

Cepa nativa de - Areamedia -ongitud -
. . Conidias ) media Micelio
Beauveria bassiana pm um

—
- LMO12 1.84 pm?  2.82 pm
@)
N
- MCB17 2.40 pm?  3.08 pm
(@)
™
8  MCA1424 1.65um?  2.81 pm
@)
<
8 BBAL31 214 pm?  2.90 pm
(@)

Nota: Visualmente no se observaron diferencias entre las cepas, las hifas eran alargadas sin septos con
ligueras ramificaciones.
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4.2. Discusion

Las especies de hongos entomopatdgenos son las mas examinadas y empleadas en el
control bioldgico de insectos, y su potencial uso como bioinsecticidas se reconoce en
diversas familias de coleopteros (Kreutz et al., 2010; Velazquez et al., 2005; Gindin
et al., 2006; Tinzaara et al., 2007; Pedrini et al., 2010). EI hongo Beauveria bassiana, es
conocido por ser un agente entomopatdgeno de varias especies de insectos plaga, entre
ellas el picudo negro de la palma Rhynchophorus palmarum (Costaet al., 2011; Alvarado
etal., 2013).

El hongo B. bassiana entra en contacto con su huésped, generalmente a través de las
conidias (estructuras de reproduccion asexual). Las conidias tienen una estructura
especializada que les permite adherirse a la cuticula del insecto (Goettel y Inglis, 1997).
Una vez adheridas, las conidias germinan y el micelio del hongo crece a través de la
cuticula del insecto. EI micelio del hongo, al crecer en el interior del insecto, produce
enzimas y estructuras especializadas que permiten la penetracion de la cuticula. Estas
estructuras pueden incluir apresorios y haustorios, que facilitan la invasion de las células
del insecto (Roberts y St leger, 2004).

Debido al modo de accion que posee B. bassiana resulta altamente eficiente en el control
de insectos, sin embargo, su eficiencia depende de varios factores como la temperatura y
la humedad ambiental son criticas para la actividad y la supervivencia de este hongo. Las
condiciones optimas varian segun la cepa y la especie del hongo (Meyling y Eilenberg,
2007). La susceptibilidad a la infeccion por B. bassiana varia segun la especie de insecto.

Algunas especies son mas resistentes que otras (Lacey et al., 2015).

La cantidad de conidias de B. bassiana aplicada y la forma de aplicacion son factores
criticos para el éxito del control bioldgico (Vega et al., 2009). La presencia de otros
agentes de control bioldgico, como parasitoides, depredadores u otros hongos
entomopatogenos, puede influir en la eficacia de B. bassiana (Alkhaibari et al., 2016).
Algunas poblaciones de insectos pueden desarrollar resistencia a B. bassiana con el
tiempo, lo que disminuye su eficacia como agente de control (Lecuonay Tarocco, 2007).
En el presente estudio, al analizar la mortalidad del picudo negro de la palma (R.

palmarum), se observo una similitud en el comportamiento entre las cepas 1, 2, 3y el
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tratamiento con insecticida, lo cual constituye un hallazgo significativo. Este resultado
sugiere que estas cepas y el insecticida pueden ser igualmente efectivos para controlar el
picudo negro de la palma, logrando un porcentaje de mortalidad superior al 90%. Esto
respalda la posibilidad de integrar estas cepas especificas dentro en estrategias de control.
Estos resultados concuerdan con lo propuesto por Guevara (2018), en el cual determin6
la patogenicidad de B. bassiana en adultos vivos de R. palmarum L. en condiciones de
laboratorio. Los resultados que obtuvo mostraron que todas las concentraciones de
conidias de B. bassiana utilizadas (1 x 10°% 1 x 10°%, 1 x 107 y 1 x108) ejercieron una
actividad entomopatégena observando crecimiento micelial y el mayor numero de
insectos muertos con 2, 7 y 9 individuos a los 5, 10 y 15 dias, con un control

aproximadamente el 90 % mortalidad de los insectos.

Ledn et al., (2019), también determind la patogenicidad de cepas promisorias de B.
bassiana sobre adultos de R. palmarum, encontrando que la cepa CPMal1104 mostro la

mayor eficacia (1x10* y 1x108 conidias mL™) con mortalidad de 78.6 %.

El uso de cepas nativas a diferencia de las cepas comerciales las cepas nativas pueden
estar mejor adaptadas a las condiciones locales y al conjunto de huéspedes especificos de
una region (Goettel et al., 2008). En algunos casos, se seleccionan cepas comerciales de
Beauveria bassiana especificas para su eficacia y capacidad de produccion en masa
(Lacey y Shapiro, 2008). Es importante evaluar la pureza de las cepas antes de su uso en
el campo para evitar la contaminaciéon con otros microorganismos (Lord y Howard,
2005). Por este motivo es importante el uso de cepas nativas que permitan el control de
insectos propios de cada localidad. En este estudio fue evidente que las cepas nativas
utilizadas cumplen un papel importante en el control del picudo negro, al menos en

condiciones controladas.

Alencar et al., (2020) con el objetivo de evaluar el efecto de hongos entomopatogenos en
adultos de R. palmarum encontrando que el TLso del aislado CPATC 032 correspondiente
al hongo B. bassiana en concentraciones de 10® y 10° conidios mL* fue de
aproximadamente 17 dias. Todos los aislados analizados y el producto Boveril® son
patdgenos para R. palmarum. De igual manera Lépez, (2020) en palma de coco (Cocos
nucifera L.) encontré que dos aislamientos, B. bassiana CSU9 y Trichoderma virens

CSC11, las pruebas de infeccion sobre larvas y adultos de R. palmarum mostraron alta
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efectividad de B. bassiana CSU9 alcanzando LTso de 0.76 a los 14.37 dias
respectivamente. Estos resultados demuestran el potencial que tienen los hongos
entomopatogenos nativos para controlar R. palmarum, representando un recurso viable
para el desarrollo de productos que puedan ser articulados a programas de manejo
integrado de plagas. En el presente estudio fue posible evidenciar que el TLso vario entre
15 y 36 dias entre las cepas evaluadas, sin embargo, a diferencia de lo obtenido por
Alcazar et al., (2020) la concentracion utilizada en este estudio fue menor (10 conidios
mL1). Probablemente la concentracion, la diversidad genética asi como el origen de las

cepas de B. bassiana esta relacionado con estos resultados obtenidos.

En cuanto a la morfologia macroscopica, las cepas de B. bassiana presentan un
crecimiento lento y forman colonias iniciales circulares que luego se diversifican. La
apariencia lanosa y en forma de polvo debido a los abundantes conidios es tipica de la
especie (Roy et al., 2006). El aspecto de la colonia es lanoso y en forma de polvo debido
a los abundantes conidios, es de color blanco en un principio, tornandose amarillenta
posteriormente en la parte del centro, de textura blanda y superficie plana (Elésegui et al.,
2006). De forma general, las cepas evaluadas de B. bassiana comparten caracteristicas
entre ellas, pero existen algunas variaciones especialmente al crecimiento del micelio en
el medio de cultivo. Posiblemente las diferencias encontradas se deben a la diversidad
genética que mantiene esta especie. La transicion de blanco a amarillento/beige en el color
de las colonias a lo largo del tiempo es un fendmeno comun en el ciclo de vida de hongos
como B. bassiana. Este cambio de color puede estar relacionado con la produccion y

maduracion de conidios (Vega et al., 2009).

La especie B. bassiana posee hifas alargadas sin septos, formando ligeras ramificaciones
y dando paso a conidiéforos, esta es una caracteristica tipica de este hongo
entomopatogeno (Vega et al., 2009). El apresorio que posee es importante para
determinar la capacidad del hongo de colonizar y penetrar a los insectos huéspedes. Segun
Flores, (2003), la forma esférica y el tamafio de las conidias es propia de la especie B.
bassiana, asi como las caracteristicas de las células conididgenas, estos criterios
morfologicos més utilizados para la clasificacion de esta especie.

En este estudio fue posible observar la forma del micelio y conidias de cada una de las
cepas, las cuales comparten caracteristicas similares entre si, tal como lo mencionan

Elosegui et al., (2006), quienes reportaron algunas de las caracteristicas microculturales,
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en donde fueron identificadas las células conididgenas muy tipicas de la especie, con
bases globosas. 2.0-3.0 (2.3 um) x 2.0-2.5 (2.1 pm). Conidios hialinos, globosos a
subglobosos 1.0-2.5 (1.9 um) x 1.0-2.0 (1.7 pm).

El reconocimiento de estas estructuras microscopicas observadas es fundamental para
comprender el proceso de diseminacion de hongos entomopatégenos en especies como
R. palmarum.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

El uso de cepas del hongo entomopatogeno Beauveria bassiana es eficiente para el
control del picudo negro de la palma (Rhynchophorus palmarum), sin embargo, el grado
de patogenicidad varia entre ellas. De igual forma se observaron los més altos porcentajes
de mortalidad entre 91.67%, y 100.00% respectivamente.

El tiempo necesario para causar la mortalidad del 50% de los individuos (TLso) fue
diferente para cada cepa evaluada, demorando entre 15 a 36 dias respectivamente,

mientras que, para el tratamiento con insecticida fue de 3 dias.

Las cuatro cepas nativas de B. bassiana evaluadas en este estudio mostraron
caracteristicas morfolégicas macroscopica y microscopica propias del genero.
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5.2. Recomendaciones

o Utilizar las cepas de B. bassiana: LM012; MCB17 y MCA1424 en concentracion de
1 x 107 conidios/mL para el control de R. palmarum.

o Aumentar la concentracion de las cuatro cepas de B. bassiana evaluadas en este
estudio para 1 x 10° conidios/mL para verificar la posibilidad de reducir el tiempo

letal medio en adultos de R. palmarum.

o Realizar evaluaciones de diferentes cepas de B. bassiana para el control de R.

palmarum en condiciones de campo y demostrar su eficiencia.
o Realizar mediciones macroscépicas y microscopicas adicionales a las cepas de B.

bassiana considerando didmetro de la colonia sembrada, tamafio del micelio,

extension de las hifas presencia de células conididgenas.
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CAPITULO VII

ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo 1. Captura y recoleccion de insectos de picudo negro de la palma.

Anexo 2.
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Anexo 3. Dilucion y conteo de esporas de Beauveria bassiana.
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Anexo 5. Sumersion de insectos en concentracion de conidias, insecticida y agua destilada.

Anexo 6. Evaluacién de variables de porcentaje de mortalidad y tiempo letal medio.
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Anexo 7. Observacion y caracterizacion macroscépicas de cepas nativas de Beauveria

bassiana.

Anexo 8. Observacion y caracterizacién microscopicas de cepas nativas de Beauveria

bassiana.
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