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RESUMEN. Con la finalidad de demostrar la efectividad de entomopatdgenos sobre instares larvales de R. palmarum,
se evaluaron los hongos Beauveria bassiana, Paecilomyces sp. y Metarhizium anisopliae, los cuales, se reprodujeron
en el laboratorio del Instituto Tecnoldgico del Valle de Oaxaca; empleando medios de cultivo Saboraud y PDA (Agar
Papa Dextrosa). Posteriormente se siguié una metodologia para la reproduccién de hongos entomopatégenos; una vez
obtenido el inoculo o esporas, se prepararon soluciones de cada entomopatdgeno llegando hasta la dilucion 1x10°2, el
bioensayo se desarrolld bajo un disefio experimental completamente aleatorizado, de diez tratamientos con cinco
repeticiones cada uno, incluyendo un testigo absoluto tratado con agua destilada. Las soluciones se aplicaron por
aspersion sobre las unidades experimentales; las cuales consistieron en diez larvas de tercer instar. La comparacion de
medias se hizo por el método Tukey con un nivel de significancia de (a = 0.05). El entomopatégeno que causdé mayor
mortalidad fue Paecilomyces sp. con porcentajes de 70, 55 y 28.33 %, mientras que con M. anisopliae se alcanzaron
mortalidades de 60, 46.66 y 16.66 %, el entomopatégeno B. bassiana provocé mortalidades de 53.33, 35 y 33.33 %.
Los resultados de las rectas probit-logaritmicas indicaron susceptibilidad de los individuos a Paecilomyces sp. debido
a que para alcanzar un estimulo de 50 % se necesitan concentraciones de B. bassiana de 1.8 x 10 conidias ml%, para
Paecilomyces 3.3 x 107 conidias ml* y M. anisopliae 1 x 10° conidias ml-%, para el 90 % de estimulo, se necesitan
concentraciones de 3.24 x 10%?, 2.8 x 10*2y 5.78 x 10 conidias mI* para B. bassiana, Paecilomyces y M. anisopliae
respectivamente.
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Biological control of larvae of Rhynchophorus palmarum L. (Coleoptera: Curculionidae)
under laboratory conditions

ABSTRACT. This experiment evaluated the effectivity of entomopathogenic fungi on larval stages of R. Palmarum.
Isolates of Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana and Paecilomyces sp. which were reproduced in the laboratory
of the Instituto Tecnolo6gico del Valle de Oaxaca. were cultivated either onto Saboraud maltose yeast-extract medium
(SMY) or potato dextrose agar (PDA) medium. Entomopathogenic fungi reproduction was done according to
methodology. Once the inoculum or spores were obtained, several dilutions of each entomopathogenic fungus was
prepared reaching the level of 1 x 10°2. The bioassay was carried out using a randomized complete block design (RED)
with ten treatments and five replications, including the absolute control consisted in spraying only distilled water.
Solutions were sprayed in all the experimental units which consisted on ten larvae in third instar. Data were analyzed
for each dependent variable by using ANOVA followed by the Tukey test at the « = 0.05 level of significance. The
entomopathogenic fungus that caused the highest mortality was Paecilomyces sp. with percentages of 70, 55 y 28.33
% in each treatment, while M. anisopliae reached mortality percentages of 60, 46.66 y 16.66 %. Nevertheless, the
entomopathogenic fungus that had the lowest mortality percentage was B. bassiana with 53.33, 35 y 33.33 %. The
results of the probit-logarithmic lines indicated susceptibility of the individuals to Paecilomyces sp. Because to reach
a stimulus of 50 %, B. bassiana concentrations of 1.8 x 102 conidia ml, for Paecilomyces 3.3 x 107 conidia ml, and
M. anisopliae 1 x10° conidia mI. For the 90 % stimulus, concentrations of 3.24 x 10'?, 2.8 x 10'? and 5.78 x 10"
conidias ml* are required for B. bassiana, Paecilomyces and M. anisopliae respectively.
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INTRODUCCION

En la costa del estado de Oaxaca, la palma de coco (Cocos nucifera L.) es uno de los cultivos
de mayor importancia debido a la superficie cultivada, el valor de la produccién, el nimero de
familias que dependen de €l y la mano de obra que genera. Se cultivan 10,085 ha que rinden en
promedio 953 kg ha™ y producen 9,615 t de copra con un valor de 28.719 millones de pesos
(SAGARPA, 2012). Del cultivo de cocotero dependen en forma directa aproximadamente 2,000
productores y sus familias y durante la cosecha se generan cerca de 200,000 empleos.

El picudo negro (Rhynchophorus palmarum L.), es la principal plaga del cultivo de cocotero;
los dafios que ocasiona pueden ser de forma directa o indirecta: En forma directa las larvas penetran
por las axilas de las hojas, llegan al cogollo de las plantas y las matan; en forma indirecta el picudo
trasmite el nematodo (Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) Baujard) que causa el anillo rojo del
cocotero, que también provoca la muerte de las palmas (Ovando et al., 2010). El sintoma
caracteristico del dafio del insecto, se observa en las hojas de las palmas; las cuales se tornan
amarillas, después se secan y caen; es tipico que por el ataque del picudo las hojas se doblan en su
base formando un codo de 45°. Las galerias que forman las larvas, facilitan la entrada de algunos
hongos patégenos como Phytophthora palmivora y otros artropodos que en conjunto causan la
muerte de la planta (SENASICA, 2013).

En México la asociacion picudo negro-nematodo causa serios problemas en los estados donde
se explota este cultivo (Dominguez et al., 1999). La plaga se distribuye en toda la superficie coprera
y en areas sin control puede llegar a causar la perdida de hasta el 80 % de plantaciones jovenes de
hibridos y ecotipos de alto del pacifico (CESAVEGRO, 2011). Para evitar los dafios de esta plaga,
es necesario buscar alternativas efectivas que permitan disminuir la poblacion de R. palmarum para
que se cause el menor dafio posible al medio ambiente, asi como a la fauna benéfica en el
agroecosistema, hasta el momento la principal medida de control ha sido el uso de trampas con
feromonas de agregacion, cebo alimenticio con insecticida. Por lo anterior se planted el uso de
organismos entomopatdgenos, ya que el control ejercido por los enemigos naturales, en forma
natural o aumentativa, es barato, efectivo, permanente y no interfiere negativamente con ningun
otro proceso del ecosistema (Falguni-Guharay y Pascal, 2004), evaluando bajo condiciones de
laboratorio la mortalidad, determinando la DLso y DLoo; asi como el tiempo de mortalidad en larvas
de R. palmarum al ser inoculadas con los hongos entomopatdgenos mencionados anteriormente.

MATERIALES Y METODO

Se colectaron larvas de R. palmarum en una huerta ubicada en la comunidad de Zapotengo
perteneciente al municipio de San Pedro Pochutla, en la regién Costa de Oaxaca. Posteriormente,
se trasladaron al laboratorio del Instituto Tecnoldgico del Valle de Oaxaca, donde se confinaron y
se depositaron individualmente en recipientes plasticos y se mantuvieron alimentadas con platano.

Beauveria bassiana se aisl6 de broca de café (Hypothenemus Hampei Ferrari) y Paecilomyces
sp. de un defoliador de pasto el cual no fue identificado; Los organismos en cuestion fueron
encontrados en regiones del estado de Oaxaca, con respecto a M. anisopliae se adquiridé en un
laboratorio comercial, por lo cual se preparé una solucion de 10 g de producto en 100 ml de agua
destilada y se aplico sobre ejemplares de Sitophilus zeamais, una vez esporulados se procedié a
aislarlo y reactivarlo al igual que los entomopatdgenos nativos. EI medio de cultivo empleado fue
PDA, y se incubaron a temperatura de 27 = 1 °C, posteriormente se siguio la metodologia descrita
por Aragén (1993) para su reproduccién.

Obtenido el inoculo se tomo6 una muestra de 10 g de sustrato de cada hongo y de manera separada
se mezcl6 en 100 ml de agua destilada estéril y se le afiadié 1 ml de adherente, dispersante y
humectante (Nonil Fenol Etoxilado con 10 moles de Oxido de Etileno). A las mezclas se les
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denomino soluciones madre (SM), posteriormente se prepararon diluciones de cada uno hasta tener
la dilucion 1 x 1072 (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Tratamientos a evaluar en larvas de Rhynchophorus palmarum.

No. tratamiento  Entomopatégeno Dilucién
1 B. bassiana SM
2 B. bassiana 1x10*
3 B. bassiana 1x107?
4 Paecilomyces sp. SM
5 Paecilomyces sp. 1x10?
6 Paecilomyces sp. 1x107?
7 M. anisopliae SM
8 M. anisopliae 1x10?
9 M. anisopliae 1x107?
10 Testigo absoluto Agua destilada

Las concentraciones se aplicaron por aspersion sobre cada unidad experimental, las cuales
constaron de cinco larvas de tercer instar de un tamafio aproximado de 1.5 cm de largo y 0.2 cm de
diametro, las cuales fueron alimentadas con platano. Setenta y dos horas posteriores a la
inoculaciéon se colocaron en camara himeda para inducir la proliferacion de estructuras
reproductivas de los hongos. El disefio experimental empleado fue completamente aleatorizado con
diez tratamientos y cinco repeticiones. Se registrd el nimero de larvas muertas cada 24 horas, los
datos se analizaron en el programa computacional SAS (1997), una vez obtenido el anélisis de
varianza, los porcentajes de mortalidad se transformaron a unidades probit y la concentracion a su
respectivo logaritmo, con estos valores transformados y estandarizados se empled el-método
PROBIT para calcular las rectas en unidades probit (dosis-mortalidad) y determinar DLso y DLgo
de acuerdo con lo propuesto por Lagunes y Vasquez (1994).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los hongos entomopatdgenos empleados mostraron ser una alternativa para el control de R.
palmarum, debido a que mostraron porcentajes de mortalidad altos sobre larvas de tercer instar. En
el andlisis de varianza se observo diferencias significativas entre los tratamientos, lo que indica que
los hongos ejercieron diferente grado de control, el aislamiento con mayor, mortalidad fue el
tratamiento cuatro solucién madre de Paecilomyces sp., con una concentracion de 2.05 x 108
conidias ml* causo mortalidad de 70 %, seguido por el T7 del entomopatdgeno M. anisopliae (5.9
x 10® conidias mlt) con 60 %, siendo estos dos tratamientos los mas altos y con cierta similitud en
su efectividad.

En un tercer sitio se ubico el T5 de Paecilomyces sp., (2 x 10 conidias mIt) con 55 % de
infeccion, el entomopatdgeno B. bassiana con el T1 (1.052 x 10*° conidias mI™) influy6 en 53.33
%. Las diluciones de B. bassiana, Paecilomyces sp. y M. anisopliae: T2 y T3, T6 y T9,
respectivamente, provocaron mortalidad del 16.66 al 35 %, debido a que su concentracion de
esporas fue menor ya que son diluciones de la solucién madre. Por su parte el T8 de M. anisopliae
(5.1 x 107 conidias mI™) provocd 46.66 % de mortalidad (Fig. 1).
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Figura 1. Porcentajes de mortalidad de larvas de Rhynchophorus palmarum, segin la
prueba de medias Tukey (a = 0.05).

El tiempo transcurrido de la inoculacion a presentarse la micosis de cada hongo en los
tratamientos con mayor mortalidad, vario de acuerdo con el entomopatégeno empleado. La
sintomatologia de Paecilomyces sp., se observo a las 96 h con un 35 % de mortalidad actuando
mas rapido que B. bassiana con 15 % y M. anisopliae cuyos sintomas se observaron hasta las 168
h posteriores a la inoculacién (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad de cada tratamiento sobre larvas de tercer instar de Rhynchophorus palmarum de
96 a 288 h posteriores a la inoculacion.

Entomopatégeno  Concentracién Tiempo (h)

96 120 144 168 192 216 240 264 288
B. bassiana 1.052 x 10%° 15 21 23 30 36 43 50 52 533
B. bassiana 9.95x 10° 8 11 20 26 31 31 33 33 35
B. bassiana 9.52 x 10° 2 10 20 25 25 28 31 32 333
Paecilomyces 2.05 x 108 35 43 50 52 65 65 68 68 70
Paecilomyces 2.0 x 107 22 33 42 48 50 52 52 55 55
Paecilomyces 1.7 x 108 10 15 18 18 20 22 23 23 28.3
M. anisopliae 5.9 x 108 0 0 0 16 32 38 48 56 60
M. anisopliae 5.1x 107 0 0 0 5 18 30 40 40  46.7
M. anisopliae 5x 10° 0 0 0 3 5 13 14 15 167

Los niveles de mortalidad por debajo del 50 % de la poblacién expuesta, en el resto de
tratamientos se debieron a que fueron las diluciones y por consecuencia su concentracion de
conidias.mL™* fue menor. La aparicion del micelio se dio después de las 24, 48 y 72 horas
confirmando a que la muerte fue causada por el hongo de acuerdo a lo descrito por Pariona et al.,
(2007). Se observo que Paecilomyces sp. tuvo mayor efectividad, que los otros entomopatégenos
al necesitar menor concentracion de esporas para alcanzar la DLso y DLgg (Cuadro 3).

Del mismo modo, para alcanzar un estimulo de 50% de la poblacion expuesta se necesitan
concentraciones de B. bassiana de 1.8 x 102 esporas ml, para Paecilomyces 3.3 x 107 esporas mi*
y M. anisopliae 1 x 10° esporas ml, para el 90 % se necesitan concentraciones de 3.24 x 10*2, 2.8
x 1012 y 5.78 x 10* esporas ml* para B. bassiana, Paecilomyces y M. anisopliae, respectivamente
(Cuadro 1).
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Cuadro 3. Dosis de esporas ml'* aplicadas, porcentajes de mortalidad observados y DLsq DLgo obtenidas.

. . Dosis conidias % de
Aislamiento mi Mortalidad DLso DLgo

B. bassiana 1.052 x 10% 53.33
9.95 x 10° 35.00 1.8x 102 3.24x10%

9.52 x 10° 33.33

Paecilomyces 2.05 x 108 70.00
2.0x 107 55.00 3.3x107 2.8 x 10%?

1.7 x 106 28.33

M. anisopliae 5.9 x 108 60.00
5.1x 107 46.66 1x10° 5.78 x 10!

5x 108 16.66

Testigo 0 5.00 - -

CONCLUSION

Los tres aislamientos evaluados presentaron actividad patogénica contra larvas de R. palmarum
en condiciones de laboratorio, destacandose el aislamiento de Paecilomyces ya que una vez
estandarizada su concentracion mostré ser mas virulento, necesitando menor concentracion para
alcanzar los porcentajes de mortalidad descritos anteriormente.

Por otro lado, aunque B. bassiana provoca mortalidades de 53.33 %, por lo cual, es importante
seguir trabajando con este hongo debido a que fue colectado cerca de la region donde se encuentra
el problema fitosanitario, el cual ya esta adaptado a las condiciones de la zona y su efectividad no
se verd afectado por las condiciones del ambiente en una posible inclusion dentro de los programas
de manejo integrado de cultivo (MIC).

En este trabajo se selecciond emplear estos entomopatdgenos por su mayor potencial para el
control bioldgico de insectos, resultando ser virulentos en larvas de R. palmarum bajo condiciones
de laboratorio; ya que, aunque se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones
letales de los hongos, Paecilomyces actla mas rapido y con menor concentracion de esporas.
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