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RESUMEN

La investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Proteccion Forestal y de Fauna
Silvestre de la Universidad Nacional de Cajamarca, ciudad, distrito, provincia y departamento
de Cajamarca, con el objetivo de evaluar el efecto patogénico de los hongos entomopatdgenos
Akanthomyces muscarius y Metarhizium anisopliae en larvas de Nematus desantisi “avispa
sierra del sauce”. Se uso el disefio completamente al azar (DCA) con un testigo (agua destilada)
y 6 tratamientos con hongos entomopatdgenos en concentraciones de 4 x 10°, 8 x 10° y 16 x
10° conidias L. La mortalidad, ademas de sintomas y signos presentados durante el proceso
patogénico, se registraron cada 24 h, por un periodo de 23 dias. Los datos de mortalidad
acumulada registrados mostraron que A. muscarius obtuvo el porcentaje mas alto con el T6
(83.3 %), sequido del T5 (51.7 %) y T4 (36.7 %); para los tratamientos con M. anisopliae, el
T3 fue el que registrd la mayor mortalidad acumulada (53.3 %), seguido del T2 (31.7 %) vy el

T1 (25 %), por su parte, el testigo solamente alcanzé un porcentaje de 3.3 %.

Palabras clave: Entomopatogeno, Akanthomyces muscarius, Metarhizium anisopliae, larvas,

Nematus desantisi.
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ABSTRACT

The study was conducted at the Forest and Wildlife Protection Laboratory of the
National University of Cajamarca, located in the city, district, province, and department of
Cajamarca, with the objective of evaluating the pathogenic effect of the entomopathogenic
fungi Akanthomyces muscarius and Metarhizium anisopliae on larvae of Nematus desantisi
(willow sawfly). A completely randomized design (CRD) was employed, including one control
treatment (distilled water) and six treatments with entomopathogenic fungi applied at
concentrations of 4 x 10° 8 x 10° and 16 x 10° conidia L. Mortality, together with the
symptoms and signs observed during the pathogenic process, was recorded at 24-hour intervals
over a 23-day period. The cumulative mortality data obtained indicated that A. muscarius
achieved the highest percentage in treatment T6 (83.3%), followed by T5 (51.7%) and T4
(36.7%). For the treatments with M. anisopliae, T3 recorded the highest cumulative mortality
(53.3%), followed by T2 (31.7%) and T1 (25%), whereas the control treatment reached only

3.3% mortality.

Keywords: Entomopathogen, Akanthomyces muscarius, Metarhizium anisopliae, larvae,

Nematus desantisi.



CAPITULO I. INTRODUCCION
El género Salix abarca numerosas especies, tanto arbustivas como arbodreas, las cuales
tienen una amplia distribucion mundial. Los sauces son usados en sistemas agroforestales para
estabilizar margenes de rios, se les atribuye la capacidad de absorber el nitrégeno derivado de
la ganaderia intensiva, ademas es usado con fines de produccién maderable (Ball et al., 2005).
Asimismo, tienen aplicaciones en la medicina, ya que su corteza es fuente de acido salicilico,
precursor de la conocida aspirina, un farmaco analgésico, antifebril y antiinflamatorio

(Dickmann y Kuzovkina, 2014).

Los sauces son atacados por larvas de la avispa sierra, la cual ademas de alimentarse
especificamente de especies del género Salix, también ataca a otras especies de la familia
Salicaceae (Loetti et al., 2012). Llegando a causar hasta un 90 % de defoliacion en sauces,

incluso hasta provocar la muerte de los arboles afectados (Baldini y Ojeda, 1994).

El control bioldgico implica el uso de enemigos naturales de plagas para suprimir sus
poblaciones. Es una técnica antigua, siendo ya utilizada por los chinos en el siglo 111 (Jacas et
al., 2005). Dentro del control biol6gico se encuentran los hongos entomopatdgenos, estos
microorganismos son capaces de causar enfermedades y posterior muerte a sus hospedantes
(Sepulveda, 2019). Los hongos mas importantes son Beauveria bassiana,
Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea e Hirsutella thompsonii (H.
Gobmez et al., 2014). Nematus desantisi al ser un insecto de importancia en el sauce, los hongos
entomopatogenos son una opcion de control idonea; por tal motivo, se planted esta
investigacion, para evaluar el efecto patogénico de los hongos entomopatogenos

Akanthomyces muscarius y Metarhizium anisopliae, en larvas de la avispa sierra del sauce.



1.1. Problema de investigacion

Las larvas de Nematus desantisi en niveles poblacionales altos generan intensas
defoliaciones a arboles de sauce. Aunque estos pueden volver a generar hojas nuevas, estas a
menudo son consumidas por una nueva generacion de larvas. La consecuencia inmediata de la

defoliacion es la pérdida de la capacidad fotosintética (Ede, 2009).

El control quimico de plagas ocasiona factores adversos como brotes de plagas
secundarias, resurgencia de plagas, disminucion de enemigos naturales, ademas que su uso
indiscriminado genera resistencia en los organismos plaga, haciendo que se usen productos aln
mas toxicos. Teniendo estos problemas, se toma como una opcion el control bioldgico (Pacheco
et al., 2019). Los hongos entomopatogenos constituyen el grupo de mayor importancia en el

control bioldgico de insectos plaga (Gomez et al., 2014).

En Cajamarca la plaga de Nematus desantisi es desconocida, sin embargo, podria llegar
a convertirse en una plaga cronica, causando dafios severos a los sauces. El desconocimiento
de métodos de control para la plaga hace que no se realice un adecuado manejo, incurriendo en
problemas mayores, por tal motivo, se busca conseguir su control mediante métodos
bioldgicos, usando hongos entomopatdgenos. En Perd, es escasa la informacién relacionada al
uso de entomopatdgenos y es nula con respecto a su aplicacion frente a N. desantisi. Valverde-
Rodriguez et al. (2024) sefialan que esto podria ser por el desconocimiento sobre la efectividad
de los microorganismos en el manejo de las plagas. Por ello, la pregunta de investigacion es
¢ Cudl es el efecto patogénico de Akanthomyces muscarius y Metarhizium anisopliae en larvas

de Nematus desantisi, “avispa sierra del sauce”, en condiciones de laboratorio?



1.2. Justificacion

La avispa sierra del sauce ha sido reportada como plaga de importancia por producir
defoliaciones severas en salicaceas (Bellocq et al., 2019), registrandose en paises como
Argentina (Dapoto y Giganti, 1994), Nueva Zelanda (Berry, 1997), Chile (Baldini y Ojeda,

1994) y Sudafrica (Urban y Eardley, 1995).

La ausencia de métodos de control para la avispa sierra del sauce propicia el uso de
productos quimicos. Jiménez (2009) menciona que esto se debe a su rapidez de accién frente
al control de plagas, pero junto con ello genera diversos problemas de salud, ambientales y
agroecoldgicos. Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez (2014) sefialan que los hongos
entomopatogenos se han convertido en una opcion de control de plagas, sin generar

contaminacion y deterioro del medio ambiente.

Esta investigacion se realizé con el fin de generar una herramienta de control para larvas
de Nematus desantisi “avispa sierra del sauce”, con productos a base de hongos
entomopatdgenos, teniendo en cuenta la importancia del valor ambiental de los sauces, ademas
considerando que la utilizacion de productos quimicos en los Gltimos afios ha tenido un
aumento progresivo, el control biolégico usando hongos entomopatégenos llega a ser una
opcion principal de manejo, ya que es amigable con el medio ambiente, no es dafiino para las
plantas, animales y el hombre, ademés de que las plagas no desarrollan mecanismos de
resistencia. A. muscarius y M. anisopliae han sido utilizados en el control de insectos plaga y
han resultado ser eficaces. Con esta investigacion se busca integrar el método de control con

hongos entomopatogenos al manejo integrado de esta plaga.



1.3. Objetivos
1.3.1. Obijetivo general

Evaluar el efecto patogénico de Akanthomyces muscarius (Petch) Spatafora, Kepler &
B. Shrestha y Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin en larvas de Nematus desantisi D.R.

Smith, “avispa sierra del sauce”, en condiciones de laboratorio.

1.3.2. Objetivos especificos
Determinar la dosis ptima de Akanthomyces muscarius en el control microbioldgico

de Nematus desantisi.

Determinar la dosis 6ptima de Metarhizium anisopliae en el control microbiolégico de

Nematus desantisi.

1.4. Hipdtesis

- Hipotesis nula (Ho):

Akanthomyces muscarius y Metarhizium anisopliae no ocasionan mortalidad a larvas

de Nematus desantisi.

Hipdtesis alternativa (Hi):

Akanthomyces muscarius y Metarhizium anisopliae ocasionan al menos 50 % de

mortalidad a larvas de Nematus desantisi.



CAPITULO Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes de la investigacion

Nufiez Altamirano (2024) realiz6 una investigacion en condiciones de laboratorio para
evaluar la patogénesis de tres hongos entomopatdgenos sobre trips de la rosa, en Cajamarca,
Per(. Se usé un disefio completamente al azar con un testigo (TO) para el cual se us6é agua
destilada estéril y 6 tratamientos en concentraciones diferentes de Beauveria bassiana (T1=12
x 10°% T2=24 x 10° conidias Cil™), Lecanicillium lecanii (T3=12 x 10° T4=24 x 10° conidias
Cil™") y Metarhizium anisopliae (T5=12 x 10° T6=24 x 10° conidias Cil™). Luego de dos dias
de evaluacion, Beauveria bassiana (T2) y Lecanicillium lecanii (T4) causaron una mortalidad

de 100 %, seguido de Metarhizium anisopliae (T6) con una mortalidad de 77 %.

Saidi et al. (2023), en un estudio bajo condiciones de laboratorio, aislaron una cepa de
Akanthomyces muscarius de granos de trigo y evaluaron su capacidad para controlar larvas del
primer estadio de Thaumetopoea pityocampa. Las concentraciones usadas fueron 2.3 x 10%, 2.3
x 10°y 2.3 x 10° conidias mL y para el testigo se usé agua estéril y Tween 80 (0.01%). La
mayor concentracion de conidias ocasion6 una mortalidad de 92.15% y la menor concentracion
solamente alcanz6 62.74 %. Estos datos fueron registrados 11 dias después de la aplicacion de

las suspensiones de conidias.

Ozdemir et al. (2021) realizaron una investigacion en la cual evaluaron la eficacia de
aislados de hongos entomopatdgenos contra ejemplares adultos de Palomena prasina (L.), en
Samsun, Turquia. La concentracion de conidias usada para todos los aislados fue de 1 x 108
conidias mL™? y para el testigo se usé agua destilada estéril con 0,01 % de Tween 80. Los
aislados que alcanzaron los mejores resultados pertenecieron a Beauveria spp., llegando a

ocasionar 100 % de mortalidad a los 6 y 10 dias después de la aspersion; A. muscarius con el



aislado TR-OR-1y Purpureocillium lilacinum con (TR-SM-7), también lograron mortalidades

de 100 %, pero a los 10 y 11 dias, respectivamente.

Saleem y lbrahim (2019) evaluaron la virulencia de los hongos entomopatégenos
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y Lecanicillium lecanii sobre larvas de
Oryctes agamemnon “escarabajo rinoceronte”, en Al Madinah, Arabia Saudita. Para ello
usaron tres concentraciones de conidias (1 x 104, 1 x 10%y 1 x 108 conidias mL") con 5 réplicas
cada una, ademas de un testigo sin conidias. La mortalidad fue registrada diariamente hasta 28
dias después de la inoculacién. Todos los hongos entomopatdgenos resultaron ser virulentos,
logrando mortalidades més altas con la mayor concentracién; M. anisopliae logré una

mortalidad de 60.8 %, B. bassiana 55.5 % y la menor mortalidad fue de L. lecanii con 29.2 %.

Avalos et al. (2013) llevaron a cabo una investigacion para determinar el efecto del
hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae sobre larvas del tercer estadio de
Plutella xylostella “polilla dorso de diamante”, en condiciones de laboratorio, en La Libertad,
Perd. Se prepararon concentraciones de hongos de 1 x 10°, 1 x 10° y 1 x 107 conidias mL™ y
para el control se us6 Tween 80 al 0.1%; las evaluaciones de mortalidad se hicieron diariamente
durante 5 dias. La supervivencia de las larvas fue de 5% para la concentracion de 1 x 10° y de
0% para las demas concentraciones, no hubo diferencia significativa entre los porcentajes de

supervivencia.

Hasibuan et al. (2009) realizaron un estudio donde evaluaron la efectividad del hongo
entomopatogeno Metarhizium anisopliae contra larvas de Plutella xylostella “polilla dorso de
diamante”, en Lampung, Indonesia. Para ello hicieron uso de un disefio completamente
aleatorizado (DCA), con cuatro concentraciones de conidias (5 x 10%, 3.5 x 10°%, 2.5 x 106y 1.2
x 107 conidias mL™) y un testigo (agua). Los resultados que se obtuvieron mostraron que

después de 36 h de la aspersidn, la concentracién mayor mat6 a un 30 % de larvas, la menor



concentracion de conidias logro la menor mortalidad siendo de 16.67 %, por su parte el testigo

ocasiono una mortalidad de 0%.

2.2. Bases tedricas
2.2.1. Género Salix
Abarca arboles y arbustos deciduos (didicos); algunos pueden llegar a medir hasta 35

metros de altura (Salix nigra) y otros como Salix herbacea, al cual Linneo califico como el
arbol mas pequefio del mundo (Waizel-Bucay, 2010). Las especies presentan hojas alternas,
caducas, pubescentes, llegando a ser hasta tomentosas, glabras y con estipulas persistentes o
deciduas. Inflorescencias en amentos, raramente se presentan en espigas, pueden ser laxos o
densos, terminales o axilares, las bracteas florales alternas protegen flores imperfectas. En
flores estaminadas el niUmero de estambres mayormente es de entre 2 y 8, estos presentan
filamentos libres. Flores pistiladas con 2 carpelos, con un ovario sésil o pedicelado. Sus frutos
en capsulas pequefias, dehiscentes desde el apice, con 2 a 4 valvas. Presenta numerosas
semillas, endospermadas, con multiples pelos largos y sedosos (Novara, 2012).
Segun World Flora Online (2025) la clasificacion taxondmica es la siguiente:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta (Angiospermas)

Orden: Malpighiales

Familia: Salicaceae

Género: Salix

2.2.1.1. Distribucién climatica. Los sauces tienen su origen en las zonas tropicales del
este de Asia, llegando hasta las regiones frias del norte de Europa y Norteamérica, prefieren
sitios himedos, como zonas ubicadas en llanuras aluviales, a lo largo de cursos de agua y

pantanos (Adema et al., 2022).



2.2.1.2. Importancia del género Salix. Los arboles y arbustos de este género han
tenido valor desde tiempos antiguos; proporcionan madera, lefia y fibra, ayudan en la
restauracion de bosques, recuperacion de areas degradadas, aportan al paisaje y a la mitigacion
del cambio climético (Dickmann y Kuzovkina, 2014). Sus raices se prolongan varios metros,
evitando la erosion en riberas; amenizan el paisaje, ademas de ofrecer habitat a la fauna (Smart

et al., 2005).

En la medicina se usaban desde la antigliedad para aliviar la fiebre, como analgésicos
y antiinflamatorios, propiedades medicinales que provienen principalmente del acido salicilico

derivado de la salicina contenida en la corteza de los sauces (Waizel-Bucay, 2010).

Los sauces son usados en espacios urbanos, debido a sus atributos ornamentales y su
adaptabilidad ecol6gica. Muchas especies se cultivan por su temprana floracion, cuyas
inflorescencias 0 amentos son uno de los principales atractivos, sumado a ello el follaje verde
amarillento, verde oscuro, azul, plateado intenso o gris, generan un marcado contraste con otras
plantas, incluso con tallos desnudos y las diversas formas de porte ascendente o colgante,

aportan una fascinante arquitectura (Kuzovkina y Quigley, 2004).

2.2.2. Nematus desantisi Smith “avispa sierra del sauce”

Ede (2009) sefiala que Nematus desantisi Smith 1983 inicialmente fue descrita como
una nueva especie, sin embargo, mas tarde, Koch y Smith (2000) mencionan la sinonimia de
esta con Nematus oligospilus.

2.2.2.1. Taxonomia. Smith (2003) clasifica a la avispa sierra de la siguiente forma:

Orden: Hymenoptera
Suborden: Symphyta
Familia: Tenthredinidae

Subfamilia; Nematinae



Género: Nematus

Especie: Nematus desantisi Smith, 1983

2.2.2.2. Morfologia

Huevos: Tienen una medida de alrededor de 1,4 mm de largo, reniformes, de coloracion
verde (Urban y Eardley, 1995).

Larva: Mide 2 mm recién eclosionada y es de color amarillo pélido, en su dltimo
estadio tiene una longitud de hasta 17 mm y es casi totalmente verde; el ancho de la cépsula
cefalica es de 1,6 mm; sutura coronal con una franja negra o marrén; region superior del
triangulo frontal marron; ojos negros; placa epicraneal con una franja marrén desde el 0jo hasta
el vértice; la region lateral de los estadios iniciales a veces con una o dos franjas longitudinales

fuscosas, propatas en los segmentos abdominales 11-VII (Urban y Eardley, 1995).

Pupa: Tiene una longitud de 7-8 mm, libre. Las antenas, podotecas y pterotecas bien
visibles. Ojos bien destacados de color oscuro, dentro de un capullo sedoso, semicircular,

inicialmente verde y castafio al final del estado (Dapoto y Giganti, 1994).

Adulto hembra: Mide 5.2-7,0 mm, de color verde cuando esta viva; van decolorandose
de amarillo al ser montadas en seco. Las antenas de color amarillo palido: escapo y pedicelo
negros; superficie superior del flagelo marrén. Cabeza con mancha negra posterior al area
postocelar, area interocelar y mancha en el area frontal ambas de color negro. Alas hialinas;
costa y estigma amarillos (verdes cuando estan vivas): venas restantes parduscas. Cabeza y
torax brillantes, con microescultura mas opaca en la mitad del vértice y la frente (Koch y Smith,
2000). El ovipositor consta de tres pares de valvas (la sierra, la lanza y la vaina, de ventral a

dorsal), todas ellas con sensillas mecanosensoriales (Fernandez et al., 2019).

Adulto macho: Tiene una longitud de 4.7-5.3 mm, su coloracién es similar a la de la

hembra excepto en el area postocelar, la parte posterior del occipucio y el area frontal, las
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cuales son totalmente negras. Superficies superiores de los tarsos completamente marrones.
Abdomen con una franja dorsal ancha, negra y longitudinal. Escultura de la cabeza y el torax
similar a la de la hembra. Cabeza en vista dorsal subparalela detras de los ojos, ligeramente
estrecha, las antenas presentan una longitud que es 3.4 veces mayor que el ancho de la cabeza

(Koch y Smith, 2000).

2.2.2.3. Distribucion. Es comdn en la region holartica, se presenta en América del Sur,

Lesotho, Sudafrica y Nueva Zelanda (Koch y Smith, 2000).

2.2.2.4. Dafios. Las larvas neonatas perforan las hojas en forma circular entre las
nervaduras; se alimentan de las ldminas foliares en forma paralela a la nervadura principal, para
finalmente reducirlas solo a esta nervadura. Al alcanzar mayor tamafio se ubican
longitudinalmente sobre el borde de las hojas y curvan el extremo caudal hacia el haz (Dapoto
y Giganti, 1994). Los sauces pequefios pueden quedar totalmente defoliados, mientras que los
arboles mas grandes quedan defoliados mas intensamente en la mitad inferior de la copa (Urban

y Eardley, 1995).

2.2.2.5. Ciclo biologico. La postura de los huevos inicia con la aparicion de hojas en
los sauces. Las hembras van incrustando sus huevos, los cuales quedan semiencajados en el
tejido foliar. EI promedio de huevos por hoja es de 30, estos eclosionan en un periodo de tiempo
de entre 6 a 7 dias; inmediatamente después las larvas inician su alimentacion, generando

orificios de forma circular en las hojas (Baldini y Ojeda, 1994).

La duracién del periodo larval es de aproximadamente tres semanas; antes de empezar
a empupar las larvas maduras tejen sus capullos sobre las laminas foliares, o los restos de las
hojas defoliadas. Si el follaje de los arboles es reducido se desplazan hacia las grietas de la
corteza; al llegar el periodo de hibernacidn, las larvas se trasladan hacia el suelo donde forman

una camara en la que tejen sus capullos, al cual se adhieren particulas de tierra, permaneciendo
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de 4 a 8 dias en este estado. La longevidad de los adultos es de 3 a 7 dias y la duracion del ciclo

bioldgico es de 31 a 36 dias (Dapoto y Giganti, 1994).

2.2.3. Control bioldgico de plagas

Es ejercido por entomopatdgenos, parasitoides y depredadores, los cuales se encuentran
en la naturaleza actuando sobre las plagas, de esa forma evitan que aumenten sus nimeros y
generen dafos significativos (Garcia, 2000). Estos enemigos naturales de las plagas en su
mayoria son manipulados, siendo algunos usados como formulados listos para ser aplicados,

como Verticillium spp., Beauveria bassiana, Bacillus thuringiensis (Jiménez, 2009).

El control bioldgico despert6 un gran interés a finales del siglo XIX, pero dejo6 de ser
usado con la generalizacion de la lucha quimica. Los problemas causados por el uso de
plaguicidas de manera intensiva hicieron que nuevamente el control biolégico tuviera lugar
importante, ahora es considerado indispensable en estrategias de produccion sostenible (Jacas

et al., 2005).

Eilenberg et al. (2001) mencionan que la subdivision del control biolégico incluye
cuatro estrategias, que son el control biologico clasico, control biolégico de inoculacion,

control bioldgico inundativo y control biolégico conservativo:

Clésico: Consiste en la introduccion de una especie biologica exoética, de manera
intencional, la especie es generalmente coevolucionada. Tal es el caso de las liberaciones del
escarabajo vedalia (Rodolia cardinalis) contra la cochinilla acanalada (Icerya purchasi) en

California.

Inoculativo: Consiste en la liberacion de un organismo vivo como agente de control
bioldgico, siendo esto de manera intencional, con la expectativa de que se multiplique y

controle la plaga por un periodo prolongado. Ejemplo de esto son las liberaciones de
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Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera: Aphelinidae) y otros enemigos naturales, ahora

comunmente practicadas en invernaderos.

Inundativo: Consiste en el uso de organismos vivos para controlar plagas, se logra el
control exclusivamente por los propios organismos liberados. Ejemplo: uso de

Bacillus thuringiensis para el control de insectos.

Conservativo: Consiste en la modificacion del medio ambiente o de las précticas
existentes para proteger y mejorar enemigos naturales especificos u otros organismos para

reducir el efecto de las plagas, como el caso de bancales para escarabajos en Gran Bretafia.

2.2.4. Hongos Entomopatdgenos

2.2.4.1. Generalidades. Son microorganismos filamentosos que estdn formados por
una parte vegetativa y una reproductiva. El conjunto de hifas vegetativas forma el micelio.
Estos microorganismos son usados en el control bioldgico de plagas. Causan enfermedad y
muerte a los insectos hospederos. La obtencidn de cepas generalmente proviene de la colecta
en terreno, de insectos parasitados, o del suelo de lugares que no han sido intervenidos por el
hombre, como parques o reservas naturales. Siendo patégenos facultativos, los hongos
entomopatdgenos tienen la capacidad de desarrollar un ciclo de infeccion al entrar en contacto
con los insectos hospederos. Si esto no ocurre, el hongo puede usar la materia organica como

sustrato (Sepulveda, 2019).

El ciclo inicia con la adhesién de las conidias a la cuticula del insecto hospedero, para
posteriormente germinar, en este proceso influyen la temperatura y humedad ambiental. El
hongo produce enzimas las cuales degradan la cuticula y permiten la penetracion (Sepulveda,
2019). Cuando el hongo ha ingresado al cuerpo del insecto, en el hemocele, los cuerpos hifales
producen blastosporas para colonizar y aprovechar los nutrientes del hospedero, ademas

secretan proteinas efectoras y metabolitos secundarios para evadir la respuesta inmune del
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hospedero, simultaneamente van produciendo toxinas que generan debilitamiento (Espinel et
al., 2018). Los insectos en esta etapa tienen alteraciones en sus movimientos, no se pueden
desplazar normalmente, dejan de alimentarse y reproducirse para posteriormente morir.
Posterior a ello el hongo coloniza completamente el hemocele. Luego la cuticula es atravesada

desde el interior, el insecto queda cubierto de micelio y conidias (Sepulveda, 2019).

La eficacia de los hongos depende de su virulencia y persistencia, de las caracteristicas
del insecto, ademas de los factores ambientales, que son condicionantes en el éxito del

micoinsecticida (Quesada-Moraga et al., 2009).

2.2.4.2. Akanthomyces muscarius (Petch) Spatafora, Kepler & B. Shrestha. El
género Akanthomyces fue establecido por Lebert en el afio 1858 para una especie, A. aculeatus
Lebert, encontrado en una polilla en Europa (Chen et al., 2020). Tiene una amplia distribucion,
preferentemente en climas templados; se ha comercializado como agente de control biolégico

contra hemipteros, como moscas blancas y pulgones (Erdos et al., 2023).

a. Taxonomia

Segun Index Fungorum (2025) y Micobank (2025) se clasifica de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Akanthomyces

Especie: Akanthomyces muscarius (Petch) Spatafora, Kepler & B. Shrestha 2017
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b. Caracteristicas

Consta de colonias de 2-2,5 cm de didmetro tras 10 dias a 26 °C en Agar Papa Dextrosa
(PDA), son circulares, compactas, con reverso de color crema a amarillo palido (raramente
amarillo). ElI micelio consta de hifas septadas, ramificadas, hialinas y lisas. Conidiéforos
erectos, flexuosos, septados, ramificados, lisos. Las células conididgenas con un collar
diminuto, solas o dispuestas en verticilos, ensanchadas en la base y ahusadas en la punta.
Conidias solitarias de tamafio variable, viscosas, elipsoidales, subcilindricas a cilindricas, base

atenuada, apice redondeado, son unicelulares, lisas, hialinas a subhialinas (Vinit et al., 2018).

¢. Modo de accion

Inicia con la adhesion de las conidias del hongo en la cuticula del hospedero,
seguidamente enzimas hidroliticas junto con otros factores y las condiciones ambientales
favorecen a la germinacion y penetracién de la cuticula (Ortiz-Urquiza, 2017, como se citd en
Turco et al., 2024). El hongo luego se multiplica en la hemolinfa del insecto, coloniza los
tejidos internos y puede producir metabolitos secundarios toxicos. Los insectos muertos

aparecen momificados y son la fuente de nuevos propagulos infecciosos (Grabka et al., 2022).

Generalmente la temperatura adecuada para la germinacién y el crecimiento de los hongos
entomopatdgenos esta entre 20 °C y 28 °C, con un 6ptimo de 25 °C (Espinel et al., 2018). El
desarrollo éptimo de la mayoria ocurre si la humedad relativa es superior al 90 % (Quesada-

Moraga et al., 2024).

2.2.4.3. Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin. Conocido como el hongo de la
muscardina verde, se utiliza en el control de diversas plagas, como el salivazo de los pastos
(Zulia spp.), el salivazo de la cafia de aztcar (Aenolamia spp., Mahanarva postica), también se
ha utilizado contra el picudo rayado en cafia de azlcar (Metamazius hemipterus), termitas

(Cornitermes cumulans), el escarabajo del coco (Oryctes rhinocerus), mosca blanca
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(Bemisia tabaci), el pulgén (Myzus persicae) y chinches (Piezodorus guildinii, Nezara viridula
y Euschistus heros). M. anisopliae tiene la caracteristica de producir destruxina E, una toxina
que tiene propiedades repelentes e insecticidas. Mas de 300 especies de insectos son

susceptibles a la infeccion por este entomopatogeno (Carballo et al., 2004).

a. Taxonomia

Segun Index Fungorum (2025) y Micobank (2025) se clasifica de la siguiente manera:

Reino: Fungi

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Clavicipitaceae

Género: Metarhizium

Especie: Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (1883)

b. Caracteristicas

M. anisopliae presenta células conidiégenas de forma cilindrica, con apices
redondeados o0 conicos. Los conididforos son ramificados repetidamente formando una
estructura semejante a un candelabro. Los conidios son aseptados, cilindricos u ovoides,
formando cadenas usualmente arregladas en columnas prismaticas o cilindricas, o en masas
solidas de cadenas paralelas. Su color varia entre el verde palido o brillante a verde-amarillo u
olivaceo (Carballo et al., 2004). Las conidias son blancas cuando son jévenes, pero al madurar

toman el color verde oscuro caracteristico de esta especie (Gémez et al., 2014).

¢. Modo de accion

M. anisopliae actla por contacto, el conidio se adhiere a la cuticula, luego penetra por

accion mecanica y enzimatica, seguidamente coloniza el interior del insecto, asi como también
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produce toxinas. La velocidad y eficiencia con que se desarrolle cada una de estas etapas puede
determinar la virulencia del microorganismo (Villamizar y Cotes, 2003). Los insectos enfermos
dejan de alimentarse, pierden la coordinacion, el tegumento cambia de color. Después de morir,
presentan signos caracteristicos como son crecimiento del hongo en las zonas intersegmentales,

también presentan una coloracion verde debido a la esporulacion (Carballo et al., 2004).

2.3. Definicién de términos basicos
2.3.1. Entomopatdégeno

Microorganismo que enferma a los insectos y les causa una muerte lenta. Entre estos,
los mas importantes son hongos, virus y bacterias (Jiménez, 2008). Son microorganismos
capaces de causar enfermedades a insectos, invaden, se reproducen en sus hospederos y se
propagan para infectar a otros insectos. Incluyen agentes no celulares (virus), procariotas

(bacterias), eucariotas (hongos y protistas) y nematodos (Kaya y Vega, 2012).

2.3.2. Epizootia

Enfermedad causada por microorganismos entomopatdgenos, la cual se presenta con
un alto indice de frecuencia en una poblacion. La epizootia puede ser natural, cuando los
entomopatdgenos estan enfermando a las poblaciones sin necesidad de haber sido introducidos
al agroecosistema; también puede ser artificial, cuando se hace produccion masiva de los
entomopat6genos y son aplicados en campo para controlar cierta plaga a la que van dirigidos

(Vazquez Moreno y Eldsegui Claro, 2011).

2.3.3. Estado de vida de un insecto
Son las etapas de vida de un insecto: huevo, ninfa (en los Hemimetabolos), larva 'y

pupa (en los Holometabolos) y adulto (Costa y Ide, 2006).
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2.3.4. Estadio
Es cada etapa del estado larval o ninfal, los estadios estan delimitados por el periodo

entre mudas (Costa y Ide, 2006).

2.3.5. Insecto

Invertebrado con simetria bilateral, presenta tres regiones bien definidas que son
cabeza, torax y abdomen, poseen tres pares de patas, la mayor parte de los adultos presentan
dos pares de alas (Moreno y Lépez, 2017). Pertenece al filo Arthropoda dentro de la clase
Insecta, se caracteriza por poseer tres tagmas corporales (cabeza, térax y abdomen; cada uno
de los cuales es el resultado de la tagmosis de multiples segmentos), un par de antenas, tres

pares de patas y dos pares de alas en la edad adulta (Redak, 2023).

2.3.6. Patogenicidad

Es la capacidad que tiene un organismo para causar una enfermedad, la cual es medida
por la virulencia (Castellanos-Dominguez, 1997). La patogenicidad resulta de la expresion de
factores virulentos, proteinas esenciales para la invasion y colonizacion del huésped, la evasion
de su sistema inmunitario y la absorcion de nutrientes a su costa. La infeccion es el dafio

infligido al huésped durante este proceso (Abade dos Santos et al., 2021).

2.3.7. Plaga

“Cualquier especie, raza o biotipo vegetal o animal o agente patdgeno dafiino para las
plantas o productos vegetales” (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agriculturay la
Alimentacién [FAQ], 2010, p. 18). Cualquier organismo vivo que ocasiona dafios econémicos,
los cuales pueden afectar, entre otros, a los vegetales, e incluyen acaros, insectos, aves,
roedores, nematodos, virus, viroides, hongos, bacterias, micoplasmas y malezas (Cafiedo et al.,

2011).
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2.3.8. Virulencia

Es la capacidad de los microorganismos entomopatdgenos para causar mortalidad en
plagas (Davila et al., 2001), expresa el grado de patogenicidad dentro de una especie o0 grupo
(Shapiro-Ilan et al., 2005). La virulencia se emplea para comprender dos rasgos de un
organismo patogenico: su infectividad (la capacidad para colonizar a un huésped, representada
numéricamente por la dosis infecciosa media - Dlso) y la gravedad de la enfermedad producida

(representada por la dosis letal media DLso) (Castellanos-Dominguez, 1997).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del estudio

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Proteccion Forestal y de Fauna
Silvestre de la Escuela Académico Profesional de Ingenieria Forestal, Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Cajamarca, ubicado en la ciudad, distrito, provincia 'y
departamento de Cajamarca, a 2684 m s. n. m., 776648.94 m E y 9206718.50 m N (Google

Earth).

3.2. Materiales
3.2.1. Material bioldgico
- Larvas de Nematus desantisi “avispa sierra del sauce”
- Hongos entomopatogenos (Akanthomyces muscarius y Metarhizium anisopliae)

- Arboles de sauce

3.2.2. Materiales y equipos de laboratorio
- Aceite agricola
- Agua destilada
- Alcohol al 90 %
- Baldes
- Balanza electronica
- Bisturi
- Céamara fotografica
- Colador
- Estereoscopio
- Estiletes

- Formatos de toma de datos



Guantes desechables

Jaulas de crianza

Laminas cubre y portaobjetos
Lentes de proteccion
Microscopio

Papel filtro

Pinzas entomoldgicas

Placas Petri

Pulverizador

Termohigrometro

3.3. Metodologia

3.3.1. Variables

3.3.1.1. Variable independiente
Akanthomyces muscarius

Metarhizium anisopliae

3.3.1.2. Variable dependiente

Larvas de Nematus desantisi

20



3.3.2. Tratamientos

Tabla 1

Tratamientos en estudio

21

Tratamiento Entomopatdgeno Gramos/Litro  Concentracion de
de agua conidias en la

solucién

TO Testigo (agua destilada) 0 0

T1 Metarhizium anisopliae 49 4x10°

T2 Metarhizium anisopliae 8¢ 8 x 10°

T3 Metarhizium anisopliae 169 16 x 10°

T4 Akanthomyces muscarius 5.71¢9 4 x10°

T5 Akanthomyces muscarius 1143 ¢ 8 x 10°

T6 Akanthomyces muscarius 22.86 ¢ 16 x 10°

3.3.3. Disefio experimental

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con seis tratamientos de hongos

entomopatdgenos y un testigo, cada uno con tres repeticiones, haciendo un total de 21 unidades

experimentales.

Figura 1

Disefio experimental

Te To T2 T1 T2 Ts Ts
T1 Ts To T1 T Te T3
Ta T3 Ts Ts To Ts Ta
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3.3.4. Unidad de andlisis, poblacion, muestra
Unidad de analisis: Esta constituida por cada una de las larvas evaluadas de

N. desantisi.

Poblacion: Comprende 140 larvas evaluadas de N. desantisi.

Muestra: La muestra es igual a la poblacion, la cual estuvo constituida por 140 larvas

evaluadas de N. desantisi, con 20 larvas asignadas a siete tratamientos.

3.3.5. Obtencién de material experimental
a) Recoleccién de larvas de N. desantisi
Se hizo recoleccién de las larvas en arboles de sauce infestados, asi como también se

recolecté ramitas terminales para su alimentacion periddica.

b) Obtencion de los hongos entomopatdgenos
Los hongos entomopatdgenos fueron adquiridos del Servicio Nacional de Sanidad

Agraria (SENASA), Lima.

3.3.6. Preparacion y aplicacion de los tratamientos
Primero, se llevo a cabo la prueba en blanco para determinar la cantidad de agua,

entomopatdgeno y aceite agricola necesarios para cada tratamiento.

Para la preparacion de tratamientos se uso la metodologia propuesta por Gomez et al.
(2014), quiénes indican que la dosis es de 2 bolsas de 800 g del entomopatdgeno por 200 L de
agua y 100 mL de aceite por cada 800 g. Para la preparacion se agregd al entomopatdgeno
(contenido en granos de arroz) aceite agricola con el objetivo de encapsular las conidias,
seguidamente se le agregd agua destilada, para soltar las conidias. Se coldé la mezcla,
obteniendo como resultante el caldo entomopatogeno, el cual se depositd en un balde y se dejo

reposar 16 h, con el objetivo de hidratar las conidias.
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Las larvas recolectadas fueron colocadas en jaulas de crianza de vidrio, cubicas de 25
cm de lado, en donde se les alimentd con 50 g de ramitas terminales de sauce, después de 24 h
se realizaron las aspersiones de manera uniforme con 50 mL de la suspension, para cada
tratamiento con hongos segun la concentracion definida y el testigo con agua destilada, se

realizé una sola aplicacién, posteriormente se llevd a cabo las evaluaciones.

3.3.7. Condiciones ambientales
Las condiciones de temperatura y humedad relativa en el laboratorio y en el interior de
cada caja, se registraron durante los 23 dias de evaluacion, obteniendo los siguientes

promedios:

Tabla 2

Promedios de las condiciones ambientales registradas en el area de evaluacion

Temperatura Humedad
Ambiente promedio (°C) relativa
promedio (%)
Laboratorio 17.4 534
Cajas 17.7 96.7

3.3.8. Registro de datos de la patogénesis

Se hizo registro de las caracteristicas de las larvas infectadas, analizando aspectos como
el color, movimiento, tasa de alimentacién y la presencia del micelio. Las larvas muertas fueron
recolectadas en placas Petri con base de papel filtro humedecido, para permitir el crecimiento
de los hongos, la muerte con el entomopatégeno se confirmé mediante la aparicion del micelio
en el cuerpo de las larvas muertas (colonizacion) y las posteriores observaciones microscopicas

en laboratorio.

3.3.9. Procesamiento y analisis de datos
Para determinar la dosis optima de cada hongo entomopatogeno el procedimiento fue

el siguiente:
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La mortalidad de larvas se evalud diariamente durante 23 dias, periodo que duré la
etapa larvaria, para luego obtener el porcentaje de mortalidad, para ello se usé la formula dada

por Nidagundi et al. (2021), que se indica:

d
M =-—x100
n

Donde:

M=Porcentaje de mortalidad de larvas

d=Numero de larvas muertas por el tratamiento

n=Numero total de larvas

La correccion de la mortalidad se hizo mediante la férmula de Abbott (1925, como se citd en

Nidagundi et al., 2021), que se sefala:

M —-C)

c=100_cx100

Donde:
Mc= Mortalidad corregida
M= Porcentaje de mortalidad observada en el tratamiento
C= Porcentaje de mortalidad observada en el testigo.
Los datos obtenidos durante el proceso de evaluacion se sometieron a analisis mediante
el programa estadistico R (RStudio), para el calculo del andlisis de varianza (ANOVA) a un

nivel de 5 %.
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Los porcentajes de mortalidad obtenidos se transformaron, con el objetivo de estabilizar
las varianzas, mediante la formula usada por Lin y Xu (2020), adicionando un factor de

correccion de 0.05:

Yi' = arcsenoVPi + 0.05

Donde:
Yi’: Dato transformado en radianes
Pi: Proporcion de mortalidad observada en cada tratamiento

Para verificar la confiabilidad del ANOVA, se calcularon los supuestos estadisticos,
como normalidad de los residuos mediante la prueba de Shapiro-Wilk, la homogeneidad de
varianzas mediante Bartlett, ademas de la independencia de residuos con Durbin-Watson. Al
comprobar las diferencias significativas entre los tratamientos, se procedio a realizar la prueba

de comparaciones maltiples de Tukey con un nivel de significancia del 5 %.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Dosis Optima de Metarhizium anisopliae y Akanthomyces muscarius en larvas de
Nematus desantisi
4.1.1. Metarhizium anisopliae

Tabla 3

Manifestaciones de la patogenicidad en larvas de N. desantisi con M. anisopliae

NUmero Pérdida de

b Mortalidad Colonizacion Esporulacion
de larvas movilidad

Tratamientos

(Dfa) (Dia) (Dia) (Dfa)
T1 20 3 5 12 14
T2 20 3 4 11 13
T3 20 2 4 11 13

En la Tabla 3 se evidencian los dias en que se presentaron por primera vez cada una de
las manifestaciones de la patogenicidad del hongo con los tres tratamientos. Se observa que las
larvas de N. desantisi perdieron movilidad a partir del dia 3 parael T1y T2 y al segundo dia
para el T3; la mortalidad fue registrada a partir del dia 4 en los tratamientos T2y T3, enel T1
fue al dia 5; la colonizacion de las larvas se vio a partir del dia 12 parael T1, parael T2y T3
fue al dia 11; la esporulacion se observo a partir del dia 14 con el T1y al dia 13 parael T2y

T3.

4.1.2. Akanthomyces muscarius

Tabla 4

Manifestaciones de la patogenicidad en larvas de N. desantisi con A. muscarius

NUmero Pérdida de

v Mortalidad Colonizacion Esporulacion
de larvas movilidad

Tratamientos

(Dia) (Dfa) (Dfa) (Dfa)
T4 20 2 4 10 12
TS5 20 2 4 10 12
T6 20 2 4 10 12

En la Tabla 4 se muestra los dias en los cuales se observaron por primera vez cada una

de las manifestaciones de la patogenicidad del hongo con los tratamientos usados. Se observa
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que la pérdida de movilidad de las larvas de N. desantisi se mostré al dia 2 para todos los
tratamientos; de igual manera la mortalidad fue registrada al dia 4 en todos los tratamientos; la
colonizacién de las larvas se manifestd a partir del dia 10 para todos los tratamientos; la

esporulacién se mostro a partir del dia 12 en todos los tratamientos.

4.1.3. Comparacion entre los tratamientos

Figura 2

Manifestaciones de la patogenicidad en los tratamientos con hongos respecto al testigo

Dias
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Tratamientos

En la Figura 2 se observa que los tratamientos con los hongos entomopatdgenos
muestran diversos indicadores de la patogenicidad, a diferencia del testigo en el que solo se
observé mortalidad, considerandose esta como muerte natural, con ello se evidencia que los
efectos observables en las larvas de N. desantisi tratadas con los hongos entomopat6genos

fueron causados especificamente por estos.

La dosis 6ptima del hongo se determind mediante el nimero de larvas infectadas y que
posteriormente murieron, al respecto Téllez-Jurado et al. (2009) mencionan que para que el
hongo entomopatdgeno cause mortalidad al hospedador pasa por varias fases, primero la

adhesion de esporas a la cuticula y su consecutiva germinacion, seguido penetra en el
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hemocele, para después desarrollarse internamente, proceso en el cual causa la muerte del
insecto. Finalmente, las hifas emergen nuevamente al exterior del insecto, en donde se inicia

la esporulacion.

Las larvas de N. desantisi inoculadas con los hongos entomopatégenos mostraron
pérdida de movilidad, en su mayoria a los dos dias después de la aplicacion de los tratamientos,
posterior a ello, la mortalidad se observé también mayoritariamente dos dias después, seguido
fueron colonizadas con hifas de ambos hongos. M. anisopliae las coloniz6 completamente 7
dias después de la muerte y las esporas fueron visibles 9 dias después de la muerte, las cuales
se caracterizaron por un color verde, esto concuerda con el estudio de Gabarty et al. (2014),
quienes observaron la presencia de esporas verdes sobre larvas de Agrotis ipsilon después de
15 dias de su muerte causada por M. anisopliae, por su parte, Gerding et al. (2000) evidenciaron
que el micelio de M. anisopliae sobre larvas de Otiorhynchus sulcatus, inicialmente fue color
blanquecino, para luego cambiar a un color verde oliva por la presencia de esporas. Las larvas
infectadas con Akanthomyces muscarius fueron colonizadas 6 dias después de la muerte, las
esporas pudieron ser apreciadas mediante vistas microscopicas 2 dias después de la
colonizacién. Al respecto, Saidi et al. (2023) sefialan que 10 dias después de la aplicacion con
A. muscarius su micelio blanquecino coloniz6 completamente a larvas de

Thaumetopoea pityocampa.

4.2. Determinacion de la dosis 0ptima de Metarhizium anisopliae sobre el control de larvas
de Nematus desantisi

Las evaluaciones duraron 23 dias, hasta que todas las larvas hayan muerto o empupado.

En las tablas y graficos se muestran solamente los dias en los cuales se observé mortalidad, los

dias que no se incluyen la mortalidad fue de 0 %.
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4.2.1. Tratamiento 1 (T1): Metarhizium anisopliae (4 x 10° conidias L)
En la Tabla 5 se evidencian los dias en los que se registrd la mortalidad durante el

tiempo que duraron las evaluaciones. El porcentaje de mortalidad fue de 25 %, de un total de

20 larvas evaluadas.

Tabla b

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi

Evaluacion Evaluacion
Fecha de e Dias osterigsszenolgorcenta'e de
aplicacion N° de larvas posteriol 2
a la aplicacion mortalidad
evaluadas o
(%)
20/10/2025 20 5 5.0
6 6.7
7 8.3
8 5.0
TOTAL 25.0
Figura 3
Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi.
8.3 %
6.7 7
5.0 ” ”

w
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En la Figura 3 se observa que durante los cuatro primeros dias no se evidenciaron larvas

muertas, la mortalidad larvaria inici6 5 dias después de la aplicacion con el tratamiento y tuvo
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un nimero maximo al dia 7. Este tratamiento no generé mortalidades significativas en las larvas

de N. desantisi, 75 % del total no se vio afectado llegando a empupar.

Las condiciones de temperatura y humedad relativa del medio influyeron en la
mortalidad de larvas de N. desantisi. Nussenbaum (2014) indica que M. anisopliae tiene alta
germinacion cuando se incuba en temperaturas de entre 23 y 30 °C. Por su parte, Espinel et al.
(2018) mencionan que la temperatura es un factor que tiene mucha influencia en la
patogenicidad y virulencia de los hongos entomopatogenos, asi como también otros factores

como la radiacioén solar y la humedad relativa.

Las larvas infectadas presentaron pérdida de movilidad, esto debido a que M. anisopliae
produce destruxinas (Dxs), estas toxinas pueden provocar dificultades en la alimentacién y
movilidad de los insectos como lo mencionan Schrank y Vainstein (2010). Esto concuerda con
Hasibuan et al. (2009), quienes evidenciaron la disminucion de movimientos en larvas de
Plutella xylostella tratadas con M. anisopliae, ademas de no observar desarrollo fungico
externo en las larvas infectadas antes de la muerte del hospedador. Maranhdo y Maranhao
(2008) mencionan que para que haya desarrollo fungico externo, las condiciones deben ser
favorables (temperatura y humedad); cuando se presentan las condiciones adecuadas, las hifas
atraviesan el tegumento del insecto ocurriendo la emergencia del hongo hacia el exterior.
Generalmente la emergencia ocurre por las regiones menos esclerosadas del tegumento, como
las membranas intersegmentales o los espiraculos, pero esto dependerd también del hospedante

y de su estado de desarrollo.

4.2.2. Tratamiento 2 (T2): Metarhizium anisopliae (8 x 10° conidias L)
En la Tabla 6 se muestran los dias en los que se registrd la mortalidad durante el tiempo
que duraron las evaluaciones. El porcentaje de mortalidad fue de 31.7 %, de un total de 20

larvas evaluadas.



Tabla 6

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi

Evaluacion Evaluacién
inicial osterior
Fecha de b

Dias posteriores  Porcentaje de
a la aplicacion mortalidad
(%)

aplicacion N° de larvas
evaluadas

20/10/2025 20 5.0

8.3

6.7

5.0

0N O

6.7

TOTAL 31.7

Figura 4

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi
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En la Figura 4 se observa que la mortalidad con este tratamiento inicid 4 dias después

de la aplicacién, mostrando resultados de mortalidad un dia antes que el T1, la mayor

mortalidad de larvas se registrd 5 dias después de la aplicacién, el 68.3 % de larvas lleg6 a

empupar. La baja mortalidad de larvas en este tratamiento puede estar relacionada con diversos

factores especificos, Carballo et al. (2004) mencionan que entre los factores involucrados en la

mortalidad del hospedador con M. anisopliae estan: la produccion de metabolitos tdxicos, el
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efecto mecanico que se produce durante la etapa de infeccion, ademas de las enzimas que
produce este hongo, las cuales ayudan en el desarrollo de la enfermedad; la humedad es otro
factor de importancia que influye en los diferentes procesos de infeccion del hongo. Al
respecto, Gonzalez (2003) afirma que los aislamientos de M. anisopliae aumentan su
patogenicidad, mientras mayor sea la humedad relativa, siendo mas patogénico con humedades
relativas de entre 90 y 100 %, Boucias et al. (1988) también demostraron que la presenciay la

disposicion espacial de las espinas cuticulares facilitan la fijacion de los conidios.

Los resultados de mortalidad aumentaron ligeramente con respecto al T1, esto coincide
con lo reportado por Lucero et al. (2004), quienes observaron que al incrementarse la
concentracion de conidias de M. anisopliae mayor fue el porcentaje de mortalidad de larvas de
Ancognatha scarabaeiodes.

4.2.3. Tratamiento 3 (T3): Metarhizium anisopliae (16 x 10° conidias L)

En la Tabla 7 se presentan los dias en los que se registréd la mortalidad durante el tiempo

que duraron las evaluaciones. El porcentaje de mortalidad fue de 53.3 %, de un total de 20

larvas evaluadas.
Tabla 7

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi

Evaluacion Evaluacion
inicial posterior

N° de larvas Dias posteriores Porcentaje de
evaluadas a la aplicacion mortalidad
(%)

6.7

8.3

8.3
11.7
10.0
5.0

3.3
TOTAL 53.3

Fecha de
aplicacion

20/10/2025 20

|0 (N[O |1~

[EY
o
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Figura 5

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi
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En la Figura 5 se observa que a partir del dia 4 empez6 a mostrarse la mortalidad. El
porcentaje maximo de larvas muertas en un dia fue de 11.7 %, registrandose esta mortalidad 7

dias después de la aplicacion del tratamiento, el 46.7 % del total de las larvas llegé a empupar.

Para este tratamiento (T3) la mortalidad de larvas fue mayor que para el T1y T2.
Estudios similares como el realizado por Saleem y Ibrahim (2019) registraron una mortalidad
de 60.8 % en larvas de Oryctes agamemnon y un tiempo letal medio de 11.3 dias. Del mismo
modo, Alvarado et al. (2013) reportaron 45 % de mortalidad en larvas de
Rhynchophorus palmarum. Zafar et al. (2020) mencionan que M. anisopliae alcanzé el 93.13
% de mortalidad en larvas de Plutella xylostella a una concentracion de 4 x 10# esporas mL™,
ademas indico que los resultados fueron altamente dependientes de la concentracion. En otros
estudios, como el realizado por Pria Janior et al. (2008), M. anisopliae causé una mortalidad
de 87.1 % en Oncometopia facialis, a una concentracion de 5 x 10" conidios mL™. Abdel-
Raheem et al. (2021) reportaron una mortalidad de 85 % en ninfas y adultos de

Aphis craccivora a una concentracion de 1 x 10° esporas mL™. Ibarra-Aparicio et al. (2005)
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obtuvieron 40.1 % de mortalidad en Dalbulus maidis a los 25 dias después de la aspersion a
una concentracion de 1 x 107 esporas mL™*. Lucero et al. (2004), por su parte, mencionan que
M. anisopliae causo una mortalidad de 100 % en larvas de Ancognatha scarabaeiodes, 18 dias
después de la aplicacion a una concentracion de 1 x 10 esporas mL™. Bernal et al. (1994)
evaluaron la virulencia de M. anisopliae en Hypothenemus hampei a una concentracion de 1 x
107 conidias mL™?, logrando alcanzar 95 % de mortalidad. Asimismo, Espinel Correal et al.
(1998) obtuvieron mortalidades de hasta 100 % en Rhammatocerus schistocercoides, a los 11

dias a una concentracion de 1 x 108 conidios mL™.

La sintomatologia que presentaron las larvas antes de la muerte no difirio de los
tratamientos T1y T2, observandose solamente la disminucion de movimientos.
4.3. Determinacion de la dosis 6ptima de Akanthomyces muscarius sobre el control de
larvas de Nematus desantisi
Para los tratamientos aplicados de A. muscarius, las evaluaciones finalizaron cuando las
larvas habian muerto o llegado a empupar, durando 23 dias. En las tablas y gréaficos se muestran
Unicamente los dias en los cuales se evidencio mortalidad larval, los dias que no estan incluidos

la mortalidad fue de 0 %.

4.3.1. Tratamiento 4 (T4): Akanthomyces muscarius (4 x 10° conidias L)
En la Tabla 8 se presentan los dias en los que se registrd la mortalidad durante el tiempo
que duraron las evaluaciones. El porcentaje de mortalidad fue de 36.7 %, de un total de 20

larvas evaluadas.



Tabla 8

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi

Evaluacion Evaluacion
Fecha de inicial i posterior _
o o Dias posteriores  Porcentaje de
aplicacion N° de larvas SR i
a la aplicacion mortalidad
evaluadas
(%)
20/10/2025 20 4 6.7
5 6.7
6 10.0
7 8.3
8 5.0
TOTAL 36.7
Figura 6
Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi
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En la Figura 6 se observa que con el tratamiento se obtuvo el nimero méaximo de

mortalidad el dia 6, iniciando la mortalidad el dia 4. El porcentaje de larvas que no se vieron

afectadas fue de 63.3 %. Al respecto, Shahriari et al. (2021) mencionan que esta ausencia de

mortalidad en las larvas puede deberse a la interaccion huésped-patogeno, influyendo factores

como la eficiente fijacion de los conidios al tegumento, la composicion del tegumento que

afecta al tubo de penetracion y la respuesta de defensa de las larvas frente al hongo. Pedrini
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(2018) sefala que existen dos tipos de reacciones inmunitarias: la primera es la respuesta
celular, la cual implica fagocitosis, agregacion de hemocitos y la encapsulacion de patdgenos;
la segunda es la respuesta humoral, que incluye la induccion de diversos péptidos

antimicrobianos, lectinas y la cascada de la profenoloxidasa.

Las condiciones de temperatura y humedad relativa influyeron en la mortalidad de
larvas, especialmente la alta temperatura es un factor que influye en el efecto del hongo
Monzo6n (2001). Akanthomyces muscarius puede germinar y crecer de forma Optima con
humedades relativas cercanas al 100 % (Nishi et al., 2022; Rodriguez Dos Santos, 2023; Saidi
et al., 2023), segun la European Food Safety Authority et al. (2020) la temperatura 6ptima de
crecimiento de este hongo es de 25 °C. En este sentido Montesinos-Matias et al. (2015) sefialan
que, para almacenar un hongo entomopatégeno durante tiempos prolongados, se debe mantener

en refrigeracion (4-8 °C), de esa forma disminuir el metabolismo de los hongos.

Las larvas asperjadas con este tratamiento mostraron pérdida de movilidad. Esto se debe
a que Akanthomyces muscarius produce Bassianolida (Soltani et al., 2023). Este metabolito es
capaz de provocar la disminucion de movimientos en las larvas, mediante la inhibicion de las

contracciones musculares mediadas por acetilcolina (Kanaoka et al., 1978; Singh et al., 2016).

4.3.2. Tratamiento 5 (T5): Akanthomyces muscarius (8 x 10° conidias L)
En la Tabla 9 se muestran los dias en los que se registré la mortalidad durante el tiempo
que duraron las evaluaciones. El porcentaje de mortalidad fue de 51.7 %, de un total de 20

larvas evaluadas.
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Tabla 9

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi

Evaluacion Evaluacion
Fecha de inicial i 'posterlor _
T o Dias posteriores  Porcentaje de
aplicacion  N° de larvas L i
a la aplicacion mortalidad
evaluadas
(%)
20/10/2025 20 4 6.7
5 10.0
6 6.7
7 8.3
8 11.7
9 5.0
10 3.3
TOTAL 51.7
Figura7
Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi
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En la Figura 7 se observa el efecto del entomopatdgeno sobre larvas de N. desantisi, el
porcentaje maximo de larvas muertas fue de 11.7 %, registrado el dia 8, el 48.3 % de larvas no

presentd mortalidad ni sintomas de la enfermedad hasta la pupacion.

Se observé que la mortalidad empez6 a partir del dia 4. Estos resultados son similares

a los reportados por Ozdemir et al. (2021), quienes sefialan que al inocular A. muscarius sobre
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Palomena prasina no se produjo ninguna mortalidad significativa hasta el dia 3, esta se
incremento a partir del dia 4. Monzon (2001) sefiala que la eficacia del hongo entomopatégeno
frente al insecto depende de la interaccion directa de ambos ya que actGa por contacto. Al
respecto, Boucias y Jacquelyn (1991) mencionan gque el entomopatogeno al actuar por contacto,
invade al huésped por medio de la cuticula. Ademas de que existen varias cepas de hongos
entomopatogenos que producen sustancias mucosas, las que facilitan la adhesion de los
conidios en la cuticula del insecto y propician la posterior degradacién de esta. Pedrini et al.
(2007) mencionan que, para la fijacién de conidios influye la estructura superficial y la
composicion quimica de la cuticula del hospedero. Mantzoukas y Eliopoulos (2020) indican
que el tipo de hongo influye en el tiempo de muerte del huésped, luego de la muerte los hongos

producen miles de esporas sobre el cuerpo del insecto.

4.3.3. Tratamiento 6 (T6): Akanthomyces muscarius (16 x 10° conidias L)
En la Tabla 10 se muestran los dias en los que se registro la mortalidad durante el tiempo
que duraron las evaluaciones. El porcentaje de mortalidad fue de 83.3 %, de un total de 20

larvas evaluadas.

Tabla 10

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi

Evaluacion Evaluacion
inicial posterior

Dias posteriores

a la aplicacion

Fecha de
aplicacion  N° de larvas
evaluadas

20/10/2025 20

Porcentaje de
mortalidad (%0)

10.0
10.0
13.3
21.7
15.0
5.0
5.0
3.3
TOTAL 83.3
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Figura 8

Porcentaje de mortalidad de larvas de N. desantisi
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En la Figura 8 se observa que el porcentaje maximo de mortalidad fue de 21.7 %,
registrado el dia 7, después de la aplicacién. El porcentaje de larvas que llego a empupar fue

de 16.7 %.

El efecto de este tratamiento sobre las larvas fue mas significativo, se evidencié que la
mortalidad fue mayor a medida que aument6 la concentracion de conidias. Al respecto, Saidi
et al. (2023) reportaron un 92.15 % de mortalidad de larvas de Thaumetopoea pityocampa a
los 11 dias después de la inoculacion con A. muscarius a una concentracion de 2.3 x 108
conidios mL™, De la misma manera, Ozdemir et al. (2021) mencionan que aislados de A.
muscarius causaron mortalidades de hasta 85 % en Palomena prasina, siendo 5.62 dias el
menor tiempo letal medio registrado. Bohata et al. (2024) reportan que A. muscarius a una
concentracion de 1 x 107 esporas mL™* mostré patogenicidad sobre Bemisia tabaci. Gielen et
al. (2021) sefialan que Akanthomyces muscarius infecté facilmente a Cabera pusaria,
Ematurga atomaria y Hypomecis punctinalis, sin evidencia de preferencia por una especie

sobre la otra.



40

El Unico sintoma visible antes de la muerte de las larvas fue la disminucion de

movimientos, no hubo diferencias con el T4y T5.

Con los datos de porcentajes de mortalidad acumulada, se realizaron comparaciones graficas
de ambos hongos cada uno con sus respectivos tratamientos y el testigo, luego fueron
analizados mediante pruebas estadisticas, para determinar la existencia de diferencias

significativas entre tratamientos, posterior a ello se detalld la descripcion patogénica.

- Mortalidad acumulada

En la Figura 9, los resultados muestran que al dia 23 después de la aplicacion,
Akanthomyces muscarius registré con el T6 una mortalidad acumulada de 83.3 %, seguido del
T5 (51.7 %) y T4 (36.7 %). Para los tratamientos con M. anisopliae el T3 fue el que logrd
mayor mortalidad acumulada, es decir 53.3 %, seguido del T2 (31.7 %) y el T1 con 25.0 %.
Por su parte, la mortalidad acumulada en el testigo fue de 3.3 %. Los tratamientos con la
concentracion mas alta (16 x 10° conidias L), correspondientes al T3 y T6, obtuvieron los
mayores porcentajes de mortalidad acumulada para ambos hongos. A. muscarius resulto ser
superior en porcentajes frente a los tratamientos con M. anisopliae, a pesar de usar la misma
concentracion de conidias. Esto podria deberse a la patogenicidad y virulencia del hongo con
las condiciones de temperatura y humedad dentro de cada caja, asi como la respuesta de las
larvas frente a cada hongo entomopatdgeno. Estos resultados concuerdan con Hasibuan et al.
(2009), quienes obtuvieron que el mayor porcentaje de mortalidad (30 %) de larvas de
Plutella xylostella se obtuvo con la concentracion mas alta (1.2 x 107 conidias mL™).
Asimismo, Saidi et al. (2023) reportaron que la mayor mortalidad de larvas de
Thaumetopoea pityocampa (92.15 %) lo obtuvo la mayor concentracion de esporas de
A. muscarius. Ramirez-Sanchez et al. (2019) mencionan que la mortalidad a mayor

concentracion puede estar relacionada al nimero de esporas que se adhieren a la cuticula y que
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germinan posteriormente, a mayor cantidad de esporas mayor posibilidad de infectar al

hospedador.

El proceso hasta la muerte del insecto, inicia con la adhesion de las conidias a la cuticula
del hospedador, la tasa de éxito y la mortalidad estan determinadas mayormente por esta
primera fase, tras la adhesion las conidias germinan, mediadas por la presién mecanica y la
produccion de enzimas, el hongo penetra la cuticula e ingresa al interior del insecto. En la
hemolinfa se alimenta de los nutrientes presentes, en donde ademas puede segregar metabolitos
insecticidas e inmunosupresores que interfieren con las respuestas inmunitarias del huésped
acelerando la muerte. Posterior al agotamiento de nutrientes el hongo emerge del cuerpo del
insecto, continuando con su desarrollo externo en donde produce nuevamente conidias (Ma et

al., 2024).

Figura9
Porcentaje de mortalidad acumulada de larvas de N. desantisi, 23 dias después de la

aplicacion de los tratamientos
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A. muscarius demostrd ser mas patogénico que M. anisopliae con un porcentaje de

mortalidad acumulado de 83.3 %, frente a M. anisopliae con 53.3 %. Al respecto, Manfrino y
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Rocca (2024) documentaron que al comparar tres entomopatdgenos, A. muscarius fue el mas
patogénico, con una tasa de mortalidad promedio (£SE) en Orius insidiosus del 55.6 + 5.2 %,

a una concentracion de 1 x 107, obtenida 10 dias después de la inoculacion.

- Mortalidad corregida para los tratamientos.

En la Tabla 11 se registran los porcentajes de mortalidad corregidos. Esta mortalidad
representa el efecto especifico de ambos hongos entomopatégenos en los cuales se ha
eliminado la interferencia natural (testigo). EI T6 obtuvo un porcentaje de mortalidad corregida

de 82.8 % seguido del T3 (51.7 %), T5 (50 %), T4 (34.5 %), T2 (29.3 %) y T1 (22.4 %).
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Tabla 11

Porcentaje de mortalidad corregida de larvas de N. desantisi

Mortalidad corregida (%0)

Tratamientos Dias

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
T1 0.0 0.0 0.0 0.0 5.0 11.7 20.0 25.0 23.7 23.7 23.7 23.7 23.7 23.7 22.4 224 224 224 224 224 224 224 224
T2 0.0 0.0 0.0 5.0 13.3 20.0 25.0 31.7 30.5 30.5 30.5 30.5 30.5 30.5 29.3 29.3 29.3 29.3 29.3 29.3 29.3 29.3 29.3
T3 0.0 0.0 0.0 6.7 15.0 23.3 35.0 45.0 49.2 525 525 525 525 52,5 51.7 51.7 51.7 51.7 51.7 51.7 51.7 51.7 51.7
T4 0.0 0.0 0.0 6.7 13.3 23.3 31.7 36.7 35.6 35.6 35.6 35.6 35.6 35.6 34.5 34.5 345 345 345 345 345 345 345
T5 0.0 0.0 0.0 6.7 16.7 23.3 31.7 43.3 47.5 50.8 50.8 50.8 50.8 50.8 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0
T6 0.0 0.0 0.0 10.0 20.0 33.3 55.0 70.0 74.6 79.7 83.1 83.1 83.1 83.1 82.8 82.8 82.8 82.8 82.8 82.8 82.8 82.8 82.8

Debido a la existencia de mortalidad en el testigo, se hizo una correccion diaria mediante la formula de Abbott, obteniendo porcentajes de
mortalidad ajustados, pertenecientes al tratamiento usado, estos resultados a los cuales se les ha quitado la mortalidad natural, reflejan los efectos

patogénicos reales, ya que no se mezclan los efectos naturales y la del tratamiento, evitando asi sesgar los resultados.
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- Analisis de varianza (ANOVA)
Mediante la verificacion de los supuestos estadisticos a un nivel de significancia de
0.05 se comprobo la validez del ANOVA. El supuesto de normalidad de los errores con
Shapiro-Wilk (P-valor = 0.402 > 0.05) demostrando que los residuos siguen una distribucion
normal (Dudley, 2012). La homogeneidad de varianzas con Bartlett (P-valor = 0.802 > 0.05),
seflalando que existe homogeneidad de varianzas entre los grupos (Beyene y Bekele, 2016).
Asimismo, la independencia de errores con Durbin-Watson (DW= 2.223 > du = 2.124),

indicando que no existe correlacion de primer orden entre los residuos (Wooldridge, 2009).

Tabla 12

Anélisis de varianza (ANOVA) para las larvas muertas de N. desantisi

Fuentede Gradosde Sumade Cuadrados F
variacion libertad cuadrados  medios calculada critico p-valor
Tratamientos 6 1.50 0.25 105.31 2.848 <0.0001
Error 14 0.03 0.0024
Total 20 1.54

El valor del coeficiente de variacion (CV) fue de 6.61 %, el cual indica que la
variabilidad observada fue minima, sefialando que las condiciones del experimento fueron
homogéneas, descartdndose la influencia significativa de factores externos no evaluados.
Gbémez y Gomez (1984) mencionan que este valor es considerado estadisticamente aceptable
en control de insectos, lo cual respalda la confiabilidad de los resultados.

Los resultados del analisis de varianza muestran que los tratamientos aplicados
generaron efectos estadisticamente significativos F > F §5¢=2.848, con un P-valor (< 0.0001),
siendo este valor menor al nivel de significancia (0.05).

- Prueba de Tukey

La comparacion de medias usando la prueba de Tukey a 0.05 de significancia mostrd

que los tres tratamientos con Akanthomyces muscarius presentaron diferencias significativas
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entre si, T5 (51.7 %), T4 (36.7 %) y el T6 (83.3 %) el cual obtuvo la media mas alta, ademas
todos fueron estadisticamente diferentes al testigo (3.3 %). Para el caso de M. anisopliae el T3
fue el que obtuvo la mayor media (53.3 %) presentando diferencia estadistica frente al T2 (31.7
%)y T1 (25 %) que no mostraron diferencias entre si, pero si se evidenciaron diferencias

significativas frente al testigo (3.33 %) (Tabla 13).

Tabla 13
Prueba de Tukey al 5 % de probabilidad

Tratamientos Medias n Agrupacion
T6 83.3 3 A
T3 53.3 3 B
T5 51.7 3 B
T4 36.7 3 C
T2 31.7 3 C
Tl 25 3 C
T0 3.33 3 D

Nota. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Figura 10

Comparacion grafica de las medias de los tratamientos mediante la prueba de Tukey
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En la Figura 10 se observa que el T6 fue el que obtuvo los mejores resultados, frente a
los tratamientos restantes, el testigo se mantuvo por debajo de los valores de mortalidad de
todos los tratamientos. Algunos de los tratamientos a pesar de estar diferenciados
numéricamente en porcentajes de mortalidad, no fueron significativamente diferentes con la

prueba de Tukey.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
La dosis dptima de Akanthomyces muscarius fue de 16 x 10° conidias L (T6), que
causd una mortalidad de 83.3 % en larvas de Nematus desantisi a los 23 dias después de la

aplicacion del tratamiento.

La dosis Optima para Metarhizium anisopliae fue de 16 x 10° conidias L™ (T3),
causando una mortalidad de 53.3 % en larvas de Nematus desantisi a los 23 dias después de la

aplicacion del tratamiento.

5.2. Recomendaciones
Realizar investigaciones con aplicaciones en campo, usando las concentraciones con

los mejores resultados para cada hongo entomopatdgeno, contra larvas de Nematus desantisi.

Realizar investigaciones en laboratorio evaluando el efecto de combinaciones de
hongos entomopatdgenos (M. anisopliae + A. muscarius, Beauveria bassiana + M. anisopliae,

etc.) en larvas de Nematus desantisi.
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ANEXOS

Anexo 1. Panel fotogréafico del experimento

Figura 1A

Larva de N. desantisi alimentandose de hoja de Sauce

Figura 1B

Disefio experimental

EFECTO DE Akanthomyces muscarius(Petnc)
SPatatora, KePler & B.Shrestha v Metarhizium
aniseoPliae(Metschn.) Sorokin EN Nematus
desantisi D.R.Smith(AVISPA SIERRA DEL
SAUCE), EN EL VALLE DE CAJAMARCA.

TESISTA :BACHILLER ANDER SALCEDO LEIVA[
= ASESOR : 0SCAR SAENZ NARRO |
- - — y— —

A—Aﬁ__%f




Figura 1C

Colecta de larvas de N. desantisi

Figura 1D

Preparacion de los tratamientos
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Figura 1E

Aplicacion de los tratamientos mediante aspersion

Figura 1F

Vista microscopica de A. muscarius
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Figura 1G

Vista microscopica de M. anisopliae

Figura 1H

Larva de N. desantisi infectada con A. muscarius
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Figura 11

Larva de N. desantisi infectada con M.

anisopliae
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