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RESUMEN

En Nicaragua, la larva de Phyllophaga spp representa una de las principales
amenazas para muchos cultivos de interés agricola, ya que su comportamiento
subterraneo dificulta el manejo y su resistencia al uso intensivo de insecticidas ha
reducido la eficacia del control quimico. Frente a este panorama, el control biolégico
mediante hongos entomopatdgenos surge como una alternativa sostenible, destacando
B. bassiana por su reconocida capacidad infecciosa sobre insectos agricolas. Este
estudio evalu6 a B. bassiana en formulaciones liquidas y granuladas, aplicadas a dos
profundidades de suelo (2cm y 14cm), sobre larvas de Phyllophaga spp en condiciones
de laboratorio. Las unidades experimentales se establecieron en contenedores plasticos
con suelo natural no esterilizado, garantizando la presencia de microorganismos vy
materia organica propios del entorno larvario. Los tratamientos (liquidos y granulados)
se aplicaron con una concentracion de B. bassiana de 108 conidias/ml. Se utilizaron 30ml
por cada tratamiento en los liquidos, y 6 g de sustrato en cada tratamiento granulado.
Los resultados mostraron un incremento progresivo de mortalidad con el tiempo de
exposicidn. A las 120 horas los granulados destacaron con valores de Abbott de 14.79
(BG2)y 19.17 (BG14). Alas 168 horas, BG14 alcanzé la mayor eficacia (74.40), seguido
por BG2 (43.25), mientras que las formulaciones liquidas presentaron mortalidades
intermedias (23.20 y 33.44). Los testigos mantuvieron valores nulos o negativos durante
todo el periodo. El analisis estadistico confirmé diferencias significativas entre los
tratamientos rechazando la hipotesis nula y validando mediante Tukey quién agrupo a
los tratamientos granulares como los mejores. Estos hallazgos evidencian que la
formulacion y la profundidad son determinantes, destacando a BG14 como el mejor
tratamiento. Los resultados confirman el desempefio de B. bassiana en contra
Phyllophaga spp, consolidandolo como una alternativa bioldgica con alto potencial para

fortalecer el manejo de plagas y garantizar una agricultura mas eficiente y segura.
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I. INTRODUCCION

El control biolégico de plagas mediante el uso de hongos entomopatdégenos ha
cobrado gran relevancia con la busqueda de alternativas sostenibles frente al uso
intensivos de agroquimicos. Beauveria bassiana ha sido ampliamente reconocido por su
capacidad infecciosa sobre diversos insectos de importancia agricola. Investigaciones
recientes han evidenciado su efectividad en distintos contextos: Zhang et al (2019)
reportaron un 83.33% de mortalidad en Frankliniella occidentalis utilizando formulacién
granular de B. bassiana en sustrato, mientras que Ritu et al (2012) destacaron la eficacia
de su formulacion liquida aplicada en el suelo contra larvas Helicoverpa armigera.
Asimismo, Davila y Kevin (2020) demostraron como la respuesta al hongo varia segun
la especie objetivo y la formulacion utilizada, observando una mayor eficacia en la

formulacion liquida.

En Nicaragua, una de las amenazas mas apremiantes para la agricultura es la
larva Phyllophaga spp, cuyo comportamiento subterraneo dificulta el manejo efectivo, y
cuya resistencia creciente al uso intensivo de insecticidas ha mermado la eficiencia del
manejo quimico (Arguello-Chavez, 2017). Esta situacién, sumada a los dafos
significativos en raices y semillas de cultivos como maiz, platano y cafa, ha generado
pérdidas econdmicas de hasta un 30% (Comision Nacional Forestal [CONAFOR], 2018;
Instituto Nacional de Estadisticas [INEC], 2018). La necesidad de explorar alternativas
biolégicas adaptadas a las condiciones locales es urgente, especialmente considerando
que no se cuenta con estudios suficientes sobre la efectividad de B. bassiana frente a
Phyllophaga spp, ni cémo influyen factores como el método de aplicacion y la

profundidad del suelo, en el que este puede ser efectivo.

Esta investigacion surge con el propésito de evaluar el desempefio de B. bassiana
aplicado en formulaciones liquidas y granulares a dos profundidades de suelo (2cm y
14cm), sobre la mortalidad de larvas de Phyllophaga spp. La importancia de este estudio
no solo radica en llenar un vacio cientifico sobre el comportamiento del hongo en
condiciones subterraneas, sino también en generar alternativas ecoldgicas, viables y
accesibles en concordancia con las estrategias nacionales orientadas a una agricultura

ecoldgica resiliente y con menor huella ambiental.



Il. OBJETIVOS
2.1. General

Evaluar la efectividad de Beauveria bassiana en diferentes formulaciones (liquido
y granulado) bajo diferentes profundidades de suelo (2cm y 14cm) para el manejo de

Phyllophaga spp en estado larval, en condiciones de laboratorio.
2.2. Especificos

Evaluar la eficacia sinérgica entre métodos de aplicacion y profundidad del hongo
entomopatdégeno, identificando combinaciones que maximizan el efecto letal de

Phyllophaga spp.

Comparar las tasas y dinamica temporal de mortalidad de larvas de Phyllophaga
spp, sometidas a tratamientos con B. bassiana, aplicados en formulacién liquida y

granulada, evaluadas en diferentes profundidades 2cm y 14cm.

Determinar la combinacién oOptima entre formulacion (liquida o granulada) y
profundidad de aplicacion que permita un manejo mas eficiente, ecolégico y sostenible

de larvas de Phyllophaga spp.



M. HIPOTESIS

Ho: La aplicaciéon de B. bassiana mediante diferentes métodos (liquido y
granulado) en distintas profundidades del suelo (2cm y 14cm) no genera diferencias

significativas en la mortalidad de larvas de Phyllophaga spp.

H1: Al menos una de las combinaciones entre métodos de aplicacion (liquido y
granulado) en diferentes profundidades, tiene diferencias significativas en la mortalidad

de larvas de Phyllophaga spp.



IV. MARCO TEORICO
4.1. Phyllophaga spp (Gallina Ciega)

Gallardo-Tapia e Hidalgo-Lépez (2021) describe que en la mayoria de los paises
latinoamericanos el término gallina ciega se utiliza para referirse a las larvas de
escarabajos en su mayoria pertenecientes a la familia Scarabaeidae, Taxonomia de
Phyllophaga spp se presenta en la Tabla 1. Varias de estas larvas son consideradas
fitopatdbgenas debido a sus habitos alimenticios, las cuales pueden clasificarse como
rizéfagos estrictos, rizofagos facultativos o sapréfitos. Las especies rizéfagas, en
particular, se alimentan directamente de las raices de una amplia diversidad de plantas
cultivadas, provocando dafos significativos en los sistemas radiculares. Esta actividad
puede traducirse en pérdidas econdmicas considerables, convirtiendo a estas larvas en

una amenaza potencial para la produccion agricola. Destacan el género Phyllophaga
spp.

4.2, Taxonomia

Tabla 1
Taxonomia de Phyllophaga spp

Phylum Arthropoda
Clase Insecta

Orden Coleoptera
Familia Scarabaeidae
Subfamilia Melolonthinae
Género Phyllophaga
Especie Phyllophaga spp

Nota: basado en la taxonomia de European and Mediterranean Plant Protection
Organization [EPPO] (2002)



4.3. Ciclo biolégico de Phyllophaga
4.3.1. Huevo

Los huevos de Phyllophaga presentan una forma ovoide, son opacos y de color
blanco. Al momento de la oviposicion, miden aproximadamente 2mm de largo por 1Tmm
de ancho; después de 24 horas aumentan de tamanio, alcanzando 2.5mm de longitud y
1.25mm de ancho. Estos se depositan a profundidades de entre 2 a 15cm, agrupados en
lotes de 10 a 20 unidades. La hembra realiza la oviposicién durante un periodo de 2 a 4
dias, tras lo cual necesita copilar nuevamente para continuar la puesta (Oliveira y Frizzas,
2017).

4.3.2. Larva

Las larvas son de tipo escarabeiforme en forma de “C” (tipo C), con cuerpos
robustos y tres pares de patas toracicas bien desarrolladas. Una de las caracteristicas
distintivas es la fusion completa de la galea y la lacinia maxilar. Sus mandibulas son
hipognatas, gruesas y orientadas hacia abajo. Presentan palpos maxilares y antenas
conformadas por cuatro artejos las cuatro conformadas con amplias areas sensoriales
(Cuate-Mozo et al., 2019).

4.3.3. Pupa

Cuando las larvas alcanzan el tercer instar y han completado su alimentacion,
eliminan el contenido intestinal y construyen una celda en el suelo donde entran en una
etapa de reposo conocida como diapausa pre-crisalida que puede durar entre 5 a 6
meses. Posteriormente, se transforman en pupas de tipo exarata, con coloracion
variable, generalmente café palido. Esta fase pupal dura poco mas de un mes. Al
finalizarla, emergen los adultos los cuales permanecen inactivos dentro de la celda hasta
que la humedad del suelo provocada por las lluvas, los estimula a emerger a la superficie

(Oliveira y Frizzas, 2017).
4.3.4. Adultos

Los adultos de Phyllophaga son escarabajos de cuerpo ovalado y alargado, con

una longitud de entre 15 y 18mm. Su coloracion varia entre café rojizo y café oscuro.



Poseen antenas lameladas cuyos tres ultimos segmentos estan aplanados y dispuestos
lateralmente. El pronoto es mas ancho que largo y las patas son moderadamente largas,
con pocas o hinguna espina. Todas las ufias tarsales son bifidas y de forma uniforme. En

algunos individuos, el dorso presenta setas largas (Cuate-Mozo et al., 2019).
4.4. Importancia agricola

El complejo de insectos conocido comunmente como “gallina ciega” representa
una de las plagas de suelo mas significativas en términos econdémicos para la agricultura
de américa latina. Estas larvas afectan directamente al sistema radicular de diversos
cultivos. Su impacto ha sido documentado en mas de 40 especies agricolas, donde los
dafios pueden ir desde sintomas iniciales como el amarillamiento foliar hasta pérdidas
totales del rendimiento. En el caso del cultivo del maiz, uno de los mas importantes en la
region, se estima que incluso bajo un escenario conservador de afectacion del 15%, las
pérdidas econdmicas anuales ascienden a aproximadamente 135 millones de dolares.
Cabe destacar que, en cultivos emergentes, aun no se cuentan con datos cuantitativos
precisos sobre el nivel de dafio ocasionado por este complejo, lo que dificulta su manejo
y prevencion (AGRICULTURA'Y SENASICA, 2020).

Estudios localizados refuerzan la gravedad del problema, se han reportado niveles
de dano en maiz que oscilan entre el 50 y el 90%. En general las perdidas en diversos
cultivos fluctuan entre 22% y el 48% especialmente cuando no se implementan
estrategias efectivas de manejo. Estos datos reflejan la urgencia de establecer
programas de monitoreo, diagndstico y control biolégico del complejo de “gallina ciega”,
a fin de reducir su impacto econémico y garantizar la sostenibilidad de los sistemas
productivos agricolas en la region (AGRICULTURA'Y SENASICA, 2020).

4.5. Meétodos de control
451. Control quimico

BIFENTRINA. Es un piretroide, afectando los canales de sodio del sistema
nervioso causando hiperexcitacion y paralisis, es eficaz contra las larvas del suelo por su
alta residualidad y accion tanto de contacto como por ingestion. Es altamente persistente

en el suelo, toxica para insectos benéficos del suelo, abejas y organismos acuaticos,
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aunque tiene bja solubilidad, puede afectar aguas subterraneas si se usa en exceso.
CLORPIRIFOS ETIL. Un organofosforado, bloquea la transmision nerviosa del insecto,
muy efectivos para larvas de escarabajos usado en varios cultivos de alto valor.
Altamente toxico en humanos, se asocia con problemas neuroldgicos, también puede
contaminar vegetales si no se maneja correctamente, alta persistencia en ambientes
humedos. FIPRONIL. Fenilpirazol, provoca un colapso en el sistema nervioso, es eficaz
en tratamientos preventivos o localizados, en suelos arcillosos 0 con mucha materia
organica puede acumularse facilmente (AGRICULTURAY SENASICA, 2020).

4.5.2. Mecanico y cultural
4.5.3. Control Mecanico

Una de las herramientas mas efectivas dentro de este manejo es el uso de
trampas de luz, disefiadas nada mas para el monitoreo y captura de adultos. Estas
trampas aprovechan el comportamiento fototactico positivo de los escarabajos adultos,
especialmente durante sus vuelos crepusculares. Consisten en un embudo acoplado a
una cubeta recolectora que contiene agua mezclada con detergente. Se activa una
lampara de 20W, la cual se recomienda encender alrededor de las 8:00 p.m.,
coincidiendo con el inicio del vuelo de los adultos, y permanecer encendida por al menos
dos horas (Ruiz et al., 2012).

4.5.4. Control Cultural

Implica practicas agronémicas destinadas a reducir la poblacion larval antes y

durante el establecimiento del cultivo.

Monitoreo del suelo previo a la siembra, consiste en la inspeccion aleatoria de
cinco cuadrantes por hectarea cada uno de 1m? y 25cm de profundidad, para evaluar la
presencia de larvas. Este muestreo debe iniciarse antes de la siembra y repetirse cada
15 dias, ajustando la frecuencia a la extension y homogeneidad del terreno. 5 larvas por
cuadrante se considera un umbral critico, superar este limite indica una situacion de
emergencia, que demanda la implementacion inmediata de medidas de control para

prevenir dafios severos (Ruiz et al., 2012).



4.5.5. Control biolégico a Phyllophaga spp.

En la agricultura “control biolégico” hace referencia al uso de organismos vivos,
como predadores, parasitos o patdégenos, para reducir o eliminar las poblaciones de
plagas que afectan a los cultivos. Es un método de regulacion de plagas manejado a
través del ser humano por ende la disminucién del uso de plaguicidas sintéticos (Guédez
et al., 2009).

Ramirez-Pabon (2020) llevé a cabo un estudio innovador enfocado en el uso de
control biolégico mediante aves insectivoras, evaluando su efectividad como
depredadores naturales de larvas del orden Coleoptera, con especial énfasis en el
complejo Phyllophaga spp, en ambiente controlado donde se simularon parcelas
agricolas con antecedentes de alta infestacién larval. En este contexto, se alimentd
previamente a un grupo seleccionados de aves con larvas de escarabajos, entre ellas
las pertenecientes al género Phyllophaga, con el objetivo de promover su
reconocimiento, aceptacion y consumo como fuente proteica. Posteriormente se
liberaron aves entrenadas en el suelo intervenido. Observandose un comportamiento de
busqueda y escarbado, lo que permitié la deteccién y depredacién directa de las larvas.
Este comportamiento no solo evidencio la capacidad de aprendizaje de los organismos
liberados, sino también su adaptacion a un entorno agricola en funcion del control
biolégico. El resultado del estudio se alcanz6 una efectividad del 86% en la reduccion

poblacional de las larvas.

Lo que sugiere un alto potencial del uso aves como una herramienta ecologica en
el manejo integrado de plagas. Este enfoque ofrece una alternativa sostenible y
ambientalmente amigable, disminuyendo la dependencia de insecticidas quimicos,

promoviendo un equilibrio ecoldgico en los agroecosistemas afectados por larvas.

Solis-Perez et al (2016) evaluaron el efecto sinérgico de los hongos
entomopatdégenos Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana contra Phyllophaga
vetula, se reactivaron los hongos en medios PDA y se aplicaron en larvas, se midid la
patogenicidad, virulencia e interaccion de las cepas. Evidenciando que la combinacion

de ambos hongos logré una efectividad del 99% en la mortalidad de larvas. Estos



resultados destacan su potencial como herramienta bioldgica eficaz para el control de

esta plaga.
4.6. Hongos entomopatdégenos

Segun Araujo y Albuquerque (2009) son un grupo de microorganismos diversos
filogénicamente, muchos de ellos hoy dia son estudiados como agentes de control
bioldgico de insectos se conocen mas de 700 de hongos entomopatdégenos pero poco
mas de 10 han sido empleadas para el control biolégico, se caracterizan, por infectar
todas las etapas del ciclo de vida de los insectos, se encuentran en habitas acuaticos,
terrestres y subterraneos e invaden al insecto por via cutanea, siendo por esta causa los

unicos patégenos capaces de infectar un amplia variedad de insectos.

Por otro lado, Rodriguez y Arredondo (2007) hablan de que, entre los hongos de
importancia agricola, asi como para el control bioldgico, son B. bassiana, M. anisopliae,

poseen un amplio espectro de huéspedes dentro de los artropodos.
4.7. Beauveria bassiana

B. bassiana es un hongo entomopatdgeno, su taxonomia se presenta en la Tabla
2. Es reconocido por su capacidad de infectar y causar la muerte en una gran diversidad
de insectos de importancia agricola. Su modo de accién se basa en el contacto directo
con el hospedero, donde las conidias germinan, penetran la cuticula mediante enzimas
hidroliticas (como proteasas, quitasas y lipasas) y colonizan internamente los tejidos del
insecto. Este proceso culmina con la muerte del insecto por una combinacion de invasion
micelial, toxinas fungicas (beuvericina y bassianolide) y la desorganizacion fisioldgica del
sistema inmunolégico del insecto. Particularmente util contra ordenes como Coleoptera,

Lepidoptera, Heminoptera (Pedrini, 2022)



4.71. Taxonomia

Tabla 2

Taxonomia de Beauveria bassiana
Reino Fungi
Sub-reino Dikarya
Filum Ascomicetes
Sub-filum Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Sub-clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Cordycipitaceae
Género Cordyceps
Especie Beauveria bassiana

Basado en la taxonomia de Fula y Vasquez (2018)

4.7.2. Mecanismo de accion

Adhesion de la espora a la cuticula del hospedero y germinacién de la espora:
El primer contacto sucede cuando la espora del hongo se deposita en la superficie del
insecto. La adhesidn ocurre sucesivamente en tres etapas: Adsorcion de la espora a la
superficie mediante el reconocimiento de receptores especificos de naturaleza
glicoproteica en el insecto: iones divalentes como el Ca+2 y el Mg+2 reducen las fuerzas
de repulsidon electrostatica de la superficie del insecto, y afectan la hidrofobicidad
Adhesion de la interfase entre la espora pre-germinada y la epicuticula: una vez
afectada la hidrofobicidad, las adhesinas sintetizadas por el hongo, que se encuentran
en la superficie de las esporas, reconozcan el receptor y se adhieran al insecto; la pre-

germinacion de la espora se inicia con el hinchamiento de la misma, que es favorecido
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por la humedad aportada por el ambiente y el insecto (Fula y Vasquez, 2018; Wang et
al., 2021; Pedrini, 2022; Chiriboga, Garcés y Gomez, 2014).

Germinacién y desarrollo hasta la formaciéon del apresorio para comenzar la
fase de penetracion: la germinacion es disparada por mensajeros que generalmente
son carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares del insecto, finalmente se
desarrolla el apresorio por los nutrientes cedidos debido a la degradacion de la cuticula.
Penetracion en el hemocele Accion combinada de dos mecanismos uno fisico y
uno quimico: Fisico: presion ejercida por el haustorio (estructura fungica) la cual se
encarga de deforma inicialmente la capa cuticular rompiéndola, luego las areas
esclerosadas y membranosas de la cuticula. Quimico: accidén enzimatica hidrolitica, de
las proteasas, lipasas y quitinasas, las cuales degradan el tejido en la zona de
penetracion, facilitando la entrada del hongo (Fula y Vasquez, 2018; Wang et al., 2021;
Pedrini, 2022; Chiriboga, Garcés y Gomez, 2014).

Estudios indican que en la digestidon del integumento sigue una secuencia de lipasa-
proteasaquitinasa. Replicacion en el hemocele: Una vez dentro del insecto, el hongo
prolifera formando cuerpos hifales secundarios, que se ramifican en la procuticula
conformada principalmente de fibrillas lameladas de quitina embebidas en una matriz
proteinica que actua como cubierta fisica protectora ante el sistema inmune del insecto.
Posteriormente, las hifas se encuentran con la capa epidérmica y se diseminan a través
del hemocele. Al agotarse los nutrientes, el hongo inicia un crecimiento micelial
invadiendo todos los 6rganos del hospedero. Finalmente, las hifas penetran la cuticula
desde el interior del insecto y emergen a la superficie iniciando la formacion de esporas
cuando la humedad relativa es adecuada (Fula y Vasquez, 2018; Wang et al., 2021,
Pedrini, 2022; Chiriboga, Garcés y Gomez, 2014).

De acuerdo con Wang et al (2021) en la produccion de toxinas (antibiosis) las
principales de B. bassiana son las siguientes, tenemos beauvericina, bassianina,
bassianolida, beauverolidas, tenellin, oosporeina, acido oxalico, cristales de oxalato de
calcio y muchos analogos de beauvericina. Entre ellas, la beauvericina secretada por

micelio es una de las toxinas mas importantes.
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V. DISENO METODOLOGICO
5.1. Descripcion del area de estudio.

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de hongos entomopatdégenos ubicado
en la Unidad de Investigacion y Reproduccion de Controladores Biolégicos (UIRCB), del
Area de conocimiento de Ciencias Agrarias y Veterinaria, que se encuentra de la entrada
a La Ceiba 1.5 km al este en la ciudad de Leon (Barcenas, Rostran y Silva, 2017). Este

laboratorio presenta una temperatura de 28°C y una humedad relativa de 70%
5.2. Tipo de investigacion.

Se realizd una investigacion del tipo cuantitativa con enfoque experimental, de
corte longitudinal, especificamente un experimento puro, dado que se realiz6 una
manipulacion intencionada de las variables independientes (métodos de aplicaciéon y
profundidad de aplicacion de B. bassiana) para observar su efecto en las variables
dependientes. Segun Hernandez-Sampieri y Mendoza (2020), este tipo de estudio

permite establecer relaciones de casualidad.
5.3. Descripcion del Diseio experimental.

Este estudio es de tipo bifactorial, ya que se evaluaron simultaneamente dos
factores: métodos de aplicacion de B. bassiana (liquido y granulado) y profundidad de
aplicacién en el suelo (2cm y 14cm). Ademas, se incluyeron tratamientos testigos a los
que se le aplicoé de agua destilada a ambas profundidades, conformando un total de seis

tratamientos.

Se empled un disefio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones por
tratamientos, resultando 18 unidades experimentales (6 tratamientos x 3 repeticiones).
Cada unidad experimental estuvo constituida por 7 larvas de Phyllophaga spp, sumando

un total de 126 larvas, que constituiran el universo del estudio (MUESTRA)

Los tratamientos fueron asignados de manera aleatoria a las unidades

experimentales, garantizando asi la validez estadistica del analisis.
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Tabla 3

Factores (tratamientos)

Factor a (Métodos de aplicacion)

T1: B. T2: B. bassiana  T3: Testigo
bassiana (Granulado) Absoluto
(Liquido)
Factorb T4:2cm B. bliquido 2cm B. b granulado Agua 2cm
(profundidades)
(BL2) 2cm (BG2) (A2)
T5:14cm B. b liquido B. b granulado Agua 14cm
14cm (BL14) 14cm (BG14) (A14)

Nota: La tabla muestra la distribucion de los tratamientos evaluados, en un disefo
bifactorial, considerando el Factor a (métodos de aplicacion del hongo B. bassiana) y el
Factor b (profundidades de suelo). Cada tratamiento combina un método y una

profundidad especifica, codificados, para su identificacién en el disefio experimental.

Tabla 4

Disefio completamente aleatorizado (DCA) del experimento (repeticiones y

tratamientos)

Repeticion
1 BL2 BG2 A2 BL14 BG14 A14
2 BL14 A2 BG2 BG2 A14 BG14
3 BG2 B14 BL2 A14 BG14 A2
Leyenda

BL2: B. bassiana liquido a 2cm de profundidad.
BG2: B. bassiana granular a 2cm de profundidad

A2: Testigo absoluto agua a los 2cm
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BL14: B. bassiana liquido a 14cm de profundidad
BG14: B. bassiana granular a 14cm de profundidad
A14: Agua a los 14cm de profundidad

5.4. Definicion de los tratamientos

BL2: Aplicacion del hongo entomopatégeno B. bassiana en formulacion liquida,
incorporado al suelo abriendo un surco a una profundidad de 2cm, con el objetivo de

establecer contacto directo con las larvas superficiales de Phyllophaga spp.

BG2: Hongo en presentacién granular en sustrato de arroz, aplicado a 2cm de
profundidad. Este método permite una liberacién lenta y sostenida de conidias en la zona,

optimizando la persistencia del agente de control en la superficie del suelo.

A2: Tratamiento testigo donde se aplicd unicamente agua a 2cm de profundidad,
sin presencia del agente bioldgico, para establecer la referencia frente a los tratamientos

activos.

BL14: Hongo en formulacion liquida a una profundidad de 14cm, buscando
alcanzar larvas en capas edaficas profundas, evaluando su eficacia bajo condiciones de

mayor cobertura y menor disponibilidad de oxigeno

BG14: se aplico de la formulacién granulada en sustrato de arroz a 14cm de
profundidad, con el objetivo de liberar progresivamente las estructuras infectivas en

zonas subterraneas, adaptandose al habitat natural de las larvas de Phyllophaga spp

A14:; Unicamente agua a 14cm de profundidad. Permiti® comparar los efectos

bioldgicos con respecto a los tratamientos que contienen el agente entomopatogeno.
5.5. Definicién y clasificacion de las variables a evaluar
5.5.1. Mortalidad de Phyllophaga spp.

Represento la proporcion de larvas muertas tras la aplicacion de los tratamientos.
Esta variable se corrigio aplicando la formula de Abbott (1925) tal como fue utilizada por
Castillo-Altamirano et al (2003) para ajustar el efecto del tratamiento respecto al testigo,

se midié mediante el conteo de larvas vivas y muertas en cada unidad experimental.
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Mortalidad en tratamiento (%) — mortalidad en control (%)
X

100 — Mortalidad en control 100

Mortalidad corregida (%)

Se considerd cuantitativa continua, ya que expresara una magnitud numérica que
puede tomar cualquier valor dentro de un rango entre 0% y 100%, permitiendo,
comparaciones precisas entre tratamientos. Es de naturaleza dependiente, ya que su
valor dependié directamente del tipo de formulacion, profundidad y combinacién de los
tratamientos aplicados. Su nivel de medicion es proporcional, porque se expreso en
porcentajes que tienen unos cero absolutos (ausencia de mortalidad y permiten

operaciones matematicas como multiplicacion o division.
5.5.2. Eficacia de formulaciones x profundidad

Esta variable se refirio al efecto sinérgico generado por la interaccion entre
aplicacion (liquida o granulada) y la profundidad de aplicacién (2cm o 14cm), que fue
evaluada con base en los niveles de mortalidad. Esta variable se consider6 cualitativa
nominal ya que es como una categorica compuesta dado que se constituye a partir de
dos variables cualitativas (tipo de aplicacion y profundidad) que se combinan para formar
categorias unicas. Tendra naturaleza independiente dado que su manipulacion influira
sobre los niveles de mortalidad observados. Su nivel de medicién sera nominal, pues se
conformara por categorias no numéricas que no admiten orden jerarquico, pero si
permiten comparar efectos entre grupos. Se analizé estadisticamente, observando las

interacciones significativas entre formulaciones y profundidad.
5.5.3. Eficiencia toxicolégica de los tratamientos

Esta variable permitié establecer que tratamiento demuestra mayor eficiencia para
causar efectos letales en las larvas. Fue del tipo cualitativa ordinal, ya que permitié
establecer una jerarquia entre tratamientos segun su eficiencia sin cuantificar
exactamente cuanto mejor es uno respecto al otro. Se caracteriza de naturaleza
dependiente, porque sus resultados se vieron influenciados por las caracteristicas del
tratamiento aplicado. Su nivel de medicion es ordinal, porque los tratamientos se
clasificaron del mas al menos eficiente sin que existe escala numérica. Se estableceran

criterios de evaluacidon multicriterio (mortalidad, tiempo)
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5.5.4. Dinamica temporal de mortalidad

Reflejé como varia la mortalidad de Phyllophaga spp, a lo largo del tiempo tras la
aplicaciéon de los tratamientos, permitiendo analizar la velocidad y duracion del efecto
hongo. Del tipo cuantitativa continua ya que expresé como porcentajes de mortalidad,
registros en diferentes momentos. Su naturaleza de tipo dependiente porque el patrén
de mortalidad dependié del tratamiento, su aplicacion y su profundidad de aplicacion. Su
medicion se realizé mediante registros periddicos, graficando curvas de mortalidad por

tratamiento y tiempo.
5.6. Produccién del hongo
5.6.1. Cepa utilizada

La cepa utilizada en este estudio B. bassiana cepa 114, seleccionada por su

especificidad entomopatdégena hacia insectos del orden Coleodptera.
5.6.2. Preparacion de PDA para reproduccion de B. bassiana.

Se siguieron los pasos estandares para la elaboracion de un medio de cultivo con
valores de 1000ml, se cortaron en trozos pequefios 400g de papas, en el cual se dejaron
hervir por 25 minutos. El agua de papa cocida es de los ingredientes fundamentales ya
que proporciond Carbohidratos (almiddn) siendo este una de las fuentes mas accesibles
para el desarrollo del hongo, asi también contiene minerales como potasio, magnesio y
fosforo. Luego de la infusidon se vacio el liquido en un Erlenmeyer con ayuda de un
embudo con algodon para no dejar pasar sedimentos de papa, en el Erlenmeyer se
agregaron 20g de dextrosa (fuente opcional de azucares) se mezclé con ayuda de una
espatula por 1min, se agregaron 20g de agar con ayuda de una espatula se mezclé por
un minuto, se le afadié una capsula y media de amoxicilina se homogenizé por un
minuto, el uso de amoxicilina es importante para minimizar la presencia de bacterias en

el medio de cultivo.
5.6.3. Siembra del hongo

La siembra se realizé utilizando un medio compuesto por la infusiéon de agua de

papa cocida, dextrosa y agar, el cual fue vertido en placas Petri de vidrio. Una vez semi-
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solidificado, se refrigeré y se dejo reposar por 24h. Posteriormente se tomoé un inéculo
del cultivo madre con un asa estéril, rozando suavemente la superficie para adherir
esporas, las cuales fueron transferidas a las nuevas placas de duplicacion. Estas se

incubaron de 5 a 7 dias hasta alcanzar un desarrollo micelial adecuado.
5.6.4. Suspension liquida del hongo

Siguiendo la metodologia adaptada de Espinoza y Vallejos (2016), se realiz6 la
produccion de una solucion liquida de B. bassiana con el objetivo de obtener una
suspension concentrada de blastosporas, donde se utilizaron como tratamientos en los
ensayos de control biologico. Inicialmente, se procedi6 al cultivo del hongo en medio
solido tipo PDA (papa dextrosa agar), el cual proporciond una fuente rica en
carbohidratos y otros nutrientes esenciales para estimular el desarrollo fungico. Una vez
las colonias de B. bassiana alcanzaron un crecimiento adecuado y uniforme, se
realizaron cortes cuadriculados del crecimiento micelial, utilizando una espatula o bisturi
estéril estos fragmentos miceliales se utilizaron como inoculo para el cultivo liquido. El
cultivo liquido se prepard con una solucion nutritiva basada en sacarosa como fuente de
carbono y compuestos nitrogenados como fuente de nitrégeno, en concentraciones
ajustadas para favorecer la produccién de estructuras asexuales (blastosporas). Esta
solucion fue vertida en matraces Erlenmeyer estériles, en los cuales se introdujeron los
cortes miceliales previamente obtenidos. Posteriormente los matraces se colocaron en
una agitadora orbital a 130 rmp, lo que permite una aeracion y homogenizacion
adecuadas. Este proceso de agitacion constante se mantendra durante 48 horas, tiempo
en el cual se espera una produccién activa de blastosporas en el medio liquido. Al final
de este periodo se obtuvo una suspension concentrada de blastosporas viables del

hongo.
5.6.5. Preparacion de sustrato y siembra del hongo

De acuerdo con las recomendaciones de Chiriboga, Garcés y Gomez (2014), se
empled arroz precocido como sustrato sélido para la produccion de B. bassiana. El arroz
cocido previamente hasta alcanzar una textura parcialmente suave y, posteriormente,
colocado en bolsas plasticas adecuadas para autoclavado. Estas bolsas se esterilizaron

en autoclave a una temperatura de 121° durante 15 o 20 minutos, con el objetivo de
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eliminar posibles microorganismos competidores con el hongo. Una vez finalizado el
proceso de esterilizacion, se dejé reposar el arroz hasta alcanzar temperatura ambiente
dentro de un entorno estéril. La inoculacion del sustrato se realiz6 en una cabina de
bioseguridad o cabina de flujo laminar, con el fin reducir el riesgo de contaminacion
cruzada. Para la inoculacion, se tomé 20ml de suspension liquida de blastosporas
previamente preparada, utilizando una jeringa estéril. Esta se insert6 directamente en el
interior de cada bolsa de arroz a través de un orificio previamente marcado.
Posteriormente, se llevo al punto de inoculacion con cinta adhesiva para evitar el ingreso

de contaminantes y conservar condiciones asépticas durante el proceso de incubacion.
5.7. Establecimiento del Bioensayo
5.71. Recoleccion y seleccion de larvas de Phyllophaga spp.

La recoleccioén y seleccion de larvas de Phyllophaga spp. Se llevo a cabo en los
campus del area de conocimiento de Ciencias Agrarias y Veterinarias, se siguieron
procedimientos dedicados y especificos, como describe Solis-Perez et al (2016). En
primer lugar, se identificaron zonas del campo donde se reportd la presencia de estas
larvas, eligiendo sitios con distintas caracteristicas de suelo y condiciones agricolas

donde se obtuvo una muestra representativa.

La recoleccion se realizd entre las 7:00 y 8:00 de la mafiana, momento en el que
segun AGRICULTURA y SENISICA (2020), las larvas se encuentran mas activas y
proximas a la superficie del suelo. En el sitio seleccionado, se delimité un area de un
metro cuadrado y se excavd hasta una profundidad de 20 cm. El suelo extraido se tamiz6

cuidadosamente para localizar las larvas.

Durante la seleccién, se aplicaron criterios estrictos priorizando larvas que sean
activas, de tamano uniforme (L2) y sin signos visibles de enfermedad o debilidad. Este
control de calidad aseguré que los individuos utilizados en el experimento fueron
adecuados y se encontraban en 6ptimas condiciones para su analisis posterior en el

laboratorio (traslado).
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5.7.2. Conteo de conidios

El conteo de conidios se realizd a partir de la suspension liquida de blastosporas
obtenida del cultivo en medio agitado. Para ello, se tomé una alicuota de la solucion y se
colocé en una camara de Neubauer, la cual fue observada bajo un microscopio. El conteo
se llevé a cabo en las cuadriculas especificas de la camara, permitiendo calcular la
concentracion de conidios por mililitro (conidios/ml). Este procedimiento permitié

estandarizar la dosis a aplicar en los tratamientos de experimento.
5.7.3. Aplicacién de los tratamientos en las unidades experimentales

Los tratamientos se aplicaron a cada unidad experimental, combinando dos
variables: el método de aplicacién del hongo (liquido o granulado) y a la profundidad a la

que sera incorporado en el suelo (2cm y 14cm)

Las larvas de Phyllophaga spp, se ubicaron en su correspondiente unidad
experimental de acuerdo con el esquema de aleatorizacion. Cada unidad estara
conformada por un contenedor plastico de aproximadamente 21 x 21 y 15 cm de
profundidad. El sustrato fue el mismo suelo del sitio de recoleccion, sin esterilizar, con el
objetivo de conservar los microorganismos y la materia organica presentes en su entorno

natural, elementos clave en la alimentacion y comportamiento de las larvas.

Para los tratamientos con B. bassiana en aplicacion liquida, se utiliz6 una
suspension preparada, a una concentracion de 10° conidias/ml. Esta solucion se aplicd
mediante un atomizador manual rociando uniformemente sobre la superficie del sustrato
desde una distancia aproximada de 10cm, depositando un total de 30ml de la suspension

liquida.

En el caso de la formulacién granulada, se realizard un surco superficial en el
sustrato contenido dentro del recipiente. Este surco se aplicara la cantidad
correspondiente de B. bassiana en granulos (6gr) mediante el método de voleo.
Posteriormente, el surco sera cubierto nuevamente con el mismo suelo previamente

removido, procurando mantener la estructura del sustrato lo mas natural posible
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5.7.4. Camara humeda

Transcurridas 72 horas desde la aplicacion de los tratamientos, las larvas se
colocaron en una camara humeda, siguiendo el procedimiento de Solis-Perez et al
(2016), para ello se utilizaron placas Petri en cuyo interior se colocaron discos de papel
toalla previamente humedecidos con agua destilada. Adicionalmente, se empleara una

solucién de hipoclorito de sodio al 1% para la desinfeccién superficial de las larvas.

Cada larva fue sumergida en la solucidén clorada durante aproximadamente 4
segundos, lo que permitid eliminar posibles contaminantes externos sin afectar su
integridad ni interferir con la evaluacién del efecto hongo, al finalizar dicho procedimiento,
con agua estéril se retird el exceso de cloro en los individuos. Posteriormente, se

colocaron cuidadosamente sobre el papel humedo dentro de placas Petri.

Las placas fueron selladas e incubadas a temperatura ambiente, manteniendo
condiciones de humedad adecuadas para validad y favoreciendo el crecimiento fungico.
En los dias siguientes, se observara el desarrollo de estructuras esporulantes sobre el

cuerpo de las larvas.
5.7.5. Validacién de la causa de muerte del insecto (larva)

Para confirmar que la causa de muerte de las larvas fue efectivamente la infeccion
por B. bassiana, se siguio el protocolo descrito en el manual de laboratorio de Barnnett
et al (1998). Este manual proporciono6 una guia didactica sobre las principales estructuras

micoldgicas relevantes en el ambito agricola.

En particular, se consulté la pagina 101, donde se describen cinco estructuras
microscopicas caracteristicas de B. bassiana. Estas estructuras fueron empleadas como
referencia para identificar la esporulacién del hongo en los cadaveres de las larvas
tratadas. La observacion se realizd6 mediante microscopia, permitiendo validar que la
muerte del insecto (larva) se debid a la accidén patogénica del hongo y no a otras causas

externas.
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5.8. Analisis de los resultados

Para el procesamiento y analisis de los datos obtenidos en el estudio, se utilizé el
software IBM SPSS Statistics, el cual ofrecid una amplia gama de herramientas
estadisticas adecuadas para variables de distinta naturaleza. Inicialmente, se aplicaron
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas para determinar si los datos
cumplen con los supuestos necesarios para realizar analisis paramétricos. En este caso
cumplieron con dichos supuestos, se procedié con analisis como el ANOVA, permitiendo
identificar diferencias significativas entre los tratamientos evaluados. Asimismo, el
software permitié explorar asociaciones, patrones de comportamiento y dinamicas
temporales, facilitando el abordaje estadistico de todas las variables planteadas en los
objetivos de investigacion, tanto en sus dimensiones cuantitativas como cualitativas, de

forma robusta y objetiva.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El indice de mortalidad corregida de Abbott representé la proporcion de larvas
muertas tras la aplicacién de los diferentes tratamientos. Esta variable se corrigio
aplicando la férmula propuesta por Abbott (1925), tal como fue utilizada por Castillo-
Altamirano et al (2003), con el fin de ajustar el efecto del tratamiento respecto a los
testigos. La mortalidad se midi6 mediante el conteo de larvas vivas y muertas en cada

unidad experimental.

De acuerdo con los resultados presentados en la Tabla 5, los valores obtenidos
mostraron una clara variacion en la efectividad de los tratamientos a lo largo del tiempo
de exposicion. Alas 72 horas todos los tratamientos presentaron valores nulos (0), lo que
indica que en esta etapa temprana no existio un efecto significativo sobre la normalidad
mortalidad de las larvas. Sin embargo, a partir de las 120 horas, comenzaron a

observarse diferencias marcadas entre los tratamientos.

En particular, los tratamientos BG2 y BG14 alcanzaron indices de Abbott de 14.79
y 19.17, respectivamente, mientras que los tratamientos A2 y A14 reflejaron un valor de
0, sugiriendo una baja y nula efectividad en esta fase. Los tratamientos BL2 y BG2

mostraron una mortalidad intermedia con valores de 9.77 y 4.76, respectivamente.

Con el incremento del tiempo, los resultados fueron mas contrastantes. A las 144
horas, se evidenci6 un aumento en la efectividad de os tratamientos BG2 (34.14) y BG14
(39.21), en contraste con los valores nulos mantenidos con los tratamientos testigos en
A2 y A14 (0). los tratamientos BL2 y BL14 presentaron un efecto moderado con 18.95 y

24.01, respectivamente.

Finalmente, a las 168 horas, se observaron los valores mas altos de mortalidad
corregida. El tratamiento BG14 alcanz6 el indice mayor (74.40) seguido por BG2 (43.25),
mientras que BL2 (23.20) y BL14 (33.44) mantuvieron valores intermedios. Los
tratamientos A2 y a 14 nuevamente al ser testigos absolutos se mantienen con una

efectividad nula (0)
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Tabla 5

indice de Abbott
Horas Trat Abbott
00:00 A14 0
00:00 A2 0
00:00 BG14 0
00:00 BG2 0
00:00 BL14 0
00:00 BL2 0
72:00:00 A14 0
72:00:00 A2 0
72:00:00 BG14 0
72:00:00 BG2 0
72:00:00 BL14 0
72:00:00 BL2 0
120:00:00 A14 0
120:00:00 A2 0
120:00:00 BG14 19.17
120:00:00 BG2 14.79
120:00:00 BL14 4.76
120:00:00 BL2 9.77
144:00:00 A14 0
144:00:00 A2 0
144:00:00 BG14 39.21
144:00:00 BG2 3414
144:00:00 BL14 24.01
144:00:00 BL2 18.95
168:00:00 A14 0
168:00:00 A2 0
168:00:00 BG14 74.4
168:00:00 BG2 43.25
168:00:00 BL14 33.44
168:00:00 BL2 23.2

Nota: Los valores presentados corresponden al promedio de mortalidad de Phyllophaga
spp por repeticion, ajustados mediante la férmula de Abbott, con el fin de corregir la

mortalidad natural observada en el testigo.
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El anadlisis de varianza (Tabla 6) indica que existen diferencias significativas en la
mortalidad de larvas entre los grupos evaluados. La media cuadratica entre grupos
MC=10.027 es considerable superior a la media cuadratica dentro de los grupos
(MC=1.756), lo que se traduce en un estadistico F elevado (F=5.711). este valor refleja
que la variabilidad explicada por los tratamientos supera ampliamente la variabilidad
residual. Ademas, el nivel de significancia (P=0.000) confirma que estas diferencias son
estadisticamente robustas. Lo que permite rechazar hipdtesis nula de igualdad entre
grupos. En consecuencia, se concluye que al menos uno de los tratamientos tiene un

efecto diferencial sobre la mortalidad larval.

Tabla 6
ANOVA de un factor

ANOVA
Larvasmuertas
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 50.133 5 10.027 5.711 0.000
grupos
Dentro de 147.467 84 1.756
grupos
Total 197.600 89

Nota: ANOVA de un factor, mostrando diferencias al menos para uno de los tratamientos.
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Figura 1

Respuesta diferencial de tratamientos segun variable dependiente

RESPUESTA DIFERENCIAL DE TRATAMIENTOS SEGUN VARIABLE
DEPENDIENTE
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Nota: Los tratamientos muestran respuestas diferenciadas en la variable
evaluada, con variabilidad moderada segun los errores estandar. Destacan BG14 y BG2

por sus valores superiores.

Los resultados en la Figura 1 se observa una diferencia en la eficacia de los
tratamientos aplicados sobre la mortalidad larvaria. Tal como muestran los valores
corregidos en el indice de Abbott en la Tabla 5, los tratamientos granulados (BG14 y
BG2) presentan los porcentajes de mortalidad mas elevados. En particular, BG14
alcanzo un 74.4% de desempefio en 168 horas, seguido por BG2 con un 43.25%, lo que
indica que ambos métodos granulares fueron los mas efectivos en comparacion con los

liquidos y los testigos.

En contraste, los tratamientos liquidos (BL2 y BL14) muestran niveles de
mortalidad menores. En el caso de BL2, el indice de Abbott maximo apenas alcanzé
23.2%, mientras que BL14 alcanzé un 33.44% de Abbott. Estos valores, aunque
superiores al testigo evidencian un efecto considerablemente menor frente a las

formulaciones granulares.
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Respecto a los testigos (A2 y A14), como era de esperarse no se registraron
diferencias significativas, manteniéndose en un 0% de mortalidad durante todo el periodo

de evaluacion, lo cual valida el efecto diferencial de los tratamientos evaluados

Un aspecto relevante para considerar son los valores de error estandar Figura 1.
Muestran cierta dispersion en los tratamientos mas efectivos (BG14 y BG2), alcanzando
errores de 12.78% y 8.19% respectivamente, lo que indica que existié variabilidad en las
repeticiones. En cambio, en los tratamientos liquidos (BL2 y BL14) el error es

relativamente menor.

Sin embargo, es importante aclarar que un error elevado no significa un fallo en
los datos, sino que refleja la variabilidad biolégica entre repeticiones. En este caso, los
errores mas grandes se asocian a tratamientos con alta eficiencia, como BG14 Tabla 5
y Figura 1, donde la mortalidad alcanzé niveles superiores a 80% en ciertos momentos

del ensayo, generando una amplitud mayor en la respuesta.

En los primeros centimetros del suelo ubicado en el recipiente plastico se
encontraba la mayor densidad de raices y tejidos jovenes de plantas nativas del suelo,
que son el principal recurso alimenticio de larvas; por ello, la probabilidad de encuentro
hospedero-inéculo es mayor en capas superficiales (CONAFOR, 2018). En este
contexto, BG2 afiade un plus de actuar como micro-reservorio: el grano libera conidios
de forma sostenida y mantiene un banco de esporas en el horizonte donde las larvas
transitan y se alimentan aumentando la tasa de encuentros efectivo-infeccion por roce

(Araujo y Albuquerque, 2009).

El soporte solido protege a los conidios de desecacién y radiacion, amortigua
fluctuaciones térmicas y retiene humedad capilar alrededor del granulo; esa corona
humeda favorece la germinacién y penetracion cuticular (Lopez, 2025; Espinoza y
Vallejos, 2016; Solis-Perez et al., 2016). Por contraste, las formulaciones liquidas se
absorben rapidamente a coloides, se lixivian con pulsos de agua y pierden viabilidad mas
pronto, reduciendo el tiempo de exposicion efectiva a las larvas (Araujo y Albuquerque,
2009).
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Que BG14 supere a BG2 al final del ensayo sugiere un segundo mecanismo: en
capas mas profundas el microclima es mas estable, lo que prolonga la viabilidad del
hongo; ademas, las larvas de Phyllophaga spp realizan movimientos verticales siguiendo
humedad y recursos, incrementando la probabilidad de contacto con focos granulares
persistentes (Wang et al., 2021; Pedrini, 2022; Chiriboga, Garcés y Gomez, 2014).

Asi, la combinacién “granular + microclima estale” potencia su desempefio a 144-
168h, coherente con los picos de Abbott de BG14 en la Tabla 5.

Parte de la bibliografia reporta mejor desempefo de formulaciones liquidas en
otras plagas o escenarios (Davila y Kevin, 2020). Dado la evidencia de estos resultados
contrastan la generalizacion y muestra que, para Phyllophaga spp, la persistencia y la
retencion espacial del indculo pesan mas que la disponibilidad instantanea. La diferencia
es razonable Phyllophaga spp es hipogea, con contacto prolongado con el sustrato; por
ende, el reservorio granular ofrece mas encuentros acumulados en el tiempo que un

pulso liquido de corta vida en el suelo.

En conjunto Tabla 5 y Figura 1 sostienen que los granulares especialmente BG14
y BG2 son la opcién mas robusta para el manejo de Phyllophaga spp, combinan
persistencia, exposicion acumulada y coincidencia espacial con la zona de forrajeo

larvario.

Este hallazgo contribuye a llenar un vacio cientifico en el conocimiento del
desempeno de B. bassiana en relacion con la interaccion entre formulacion, profundidad
y habitat de la plaga. La mayoria de los estudios previos han comparado la eficacia de
cepas o concentraciones, pero no existe un evaluado de la influencia conjunta de la
formulacion y la profundidad del suelo en la mortalidad de Phyllophaga spp. En este
sentido, los resultados de este trabajo no solo refuerzan la importancia de la bio-
formulacion, sino que también aportan evidencia que puede guiar decisiones practicas
en programas de manejo integrado, optimizando el uso de bioplaguicidas en funcién de

la biologia de la plaga y las caracteristicas edaficas locales.
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Figura 2

Larvas muertas en funcion horas/exposicion

Larvas muertas en funcion horas/exposicion
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La Figura 2 muestra que durante las primeras 72 horas de exposicion la
mortalidad de larvas de Phyllophaga spp, fue practicamente nula, mientras que a partir
de este punto la curva comienza a ascender de manera progresiva y constante hasta
alcanzar su maximo valor cercano a las 168 horas, donde la media de mortalidad supera
las 2.5 larvas por unidad experimental. Ese patrén temporal es caracteristico de los
hongos entomopatégenos en insectos coledpteros, el proceso infeccioso no es
inmediato, sino que sigue una fase de latencia, correspondiente al tiempo necesario para
que los conidios germinen, penetren la cuticula, colonicen la hemolinfa y finalmente

provoquen la muerte del insecto hospedero (Wang et al., 2021)

La ausencia de muertes en las primeras horas indica que la infeccion no es
instantanea. Segun Téllez-Jurado et al (2009); la germinacion de conidios sobre la
cuticula de coledpteros es mas lenta que en lepidopteros o himenodpteros debido a la

composicion lipidica
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A partir de las 72h, los conidios ya han atravesado la cuticula y ha colonizado el
interior larvario, iniciando la fase de mortalidad acumulada. En este lapso, la curva de la
Figura 2 muestra un crecimiento lineal, lo que sugiere un desempefo sostenido del
inoculo. Este comportamiento concuerda con lo descrito por Chiriboga, Garcés y Gomez
(2014); Real-Baca et al (2025) quienes describen que el 80% de las mortalidades en

insectos ocurren entre las 70 y 168 horas al ser infectadas por B. bassiana

El ascenso progresivo también refleja que la densidad de esporas viables en el
suelo se mantuvo estable en este rango temporal, lo cual se atribuye a condiciones

adecuadas.
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El analisis de varianza de un factor Tabla 6 evidencio la existencia de diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados, lo que confirma que la
aplicacién de Beauveria bassiana en sus diferentes formulaciones y profundidades
influyé en la mortalidad de larvas de Phyllophaga spp. Para profundizar en estos
resultados, se realiz6 una prueba de comparaciéon de medias, cuyos resultados se

presentan en |la Tabla 7.

En esta tabla de grupos Tabla 7 se muestran de manera clara los tratamientos
que conformaron categorias homogéneas y, al mismo tiempo, los que resultaron
significativamente diferente en contraste con los testigos. Estos resultados permiten
identificar las combinaciones de formulacién y profundidad que generaron un efecto mas

notorio sobre la mortalidad larval

Los resultados muestran un patrén diferencial en funcion tanto de la formulacion
(granular vs la liquida) como de la profundidad de aplicacion (2cm y 14cm). La eficiencia
toxicolégica de los tratamientos se refleja en la capacidad diferencial de cada
combinacion para generar mortalidad significativa respecto a los testigos (A2 y A14,

ambos con 0.00). De acuerdo con la prueba de Tukey, se identifican tres subgrupos.
Subgrupo 1: A2, A14 (0.00) — sin efecto

Subgrupo 2: BL2 (0.93) y Bl14 (1.07) — baja eficiencia

Subgrupo 3: BG2 (1.60) y BG14 (2.00) - alta eficiencia

Esto sugiere que la eficiencia toxicoldgica esta directamente asociada al tipo de
formulacion, siendo la granular la que presenta mayor capacidad de mantener la

viabilidad y accién patogénica del hongo en tiempo.

Como indican estudios previos, la estructura de los granulos permite un
microambiente favorable para la sobrevivencia de las esporas, protegiéndolas de la
desecacion, factores que en suelos agricolas pueden limitar severamente la accion de

las formulaciones liquidas
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Finalmente, la eficiencia toxicoldgica alcanzada por los tratamientos granulados
se podria considerar una alternativa viable para programas de manejo integrado, ya que
combina persistencia, adaptacion edafica y un espectro de accién compatible con el ciclo

de vida del insecto.

Tabla 7

Prueba de Tukey (subconjuntos)

Larvas Muertas

HSD Tukey?
Tratamientos N Subconjunto para-alfa = .5
1 5 3

A2 15 0.00

A14 15 0.00

BL2 15 0.93
BL14 15 107

BG2 15 1.60
BG14 15 900
Sig. 1,000 0.740 0.962

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Nota: Subconjuntos de medias (Mortalidades por combinacion)
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En la Figura 3 se observa la validacion de la causa de muerte del insecto

mediante la presencia de estructuras reproductivas del hongo B. bassiana.

Las imagenes muestran claramente la formacion de hifas y conidioforos, lo que

confirma que el agente causar de la mortalidad larvaria fue la colonizacion fungica.

Esto significa que el hongo logré germina sobre la cuticula del insecto, invadir sus
tejidos internos y, posteriormente, desarrollarse en su superficie, completando el ciclo de
infeccion. La visualizacidon de estas estructuras reproductivas es la evidencia directa de
que la muerte de las larvas no se debié a factores externos, sino al efecto
entomopatdégeno de B. bassiana

Figura 3
Validacion de causa de muerte del insecto. A y B estructuras reproductivas de B.

bassiana

A

Nota: Estas figuras son de origen propio, extraccion y revelacion realizadas por el

investigador.
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VIl. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que la eficacia de B. bassiana
sobre las larvas de Phyllophaga spp esta determinada tanto por la formulacion utilizada

como por la profundidad de aplicacion.

Las combinaciones BG14 y BG2 demostraron un desempefio sobresaliente,
alcanzando mortalidades corregidas de 74.40 y 43.25 a las 168 horas, respectivamente,

lo que los posiciona como los tratamientos mas eficientes.

Esta tendencia es evidenciada por prueba de Tukey, el cual agrup6é a los
granulados en el subgrupo de mayor eficiencia toxicologica, en contraste con los testigos
y los liquidos. De acuerdo con los resultados estadisticos, se rechaza la hipotesis nula al
encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, lo que confirma
que tanto la formulacion como la profundidad influyen de manera determinante en la

mortalidad de las larvas

El patrén diferencial de desempeio entre las combinaciones se explica por las
propiedades fisicoquimicas de cada sistema de aplicacion. Los granulos actuan como
micro-reservorios que liberan conidios de forma sostenida, protegiéndolos frente a
desecacion, radiacion y fluctuaciones térmicas, ademas de retener humedad capilar, lo

que favorece la germinacion y la infeccion.

Estos hallazgos no solo refuerzan el potencial de Beauveria bassiana como
herramienta dentro de los programas de manejo integrado de plagas, sino que también
brindan lineamientos practicos para optimizar su aplicacion en campo, privilegiando
formulaciones granulares y profundidades intermedias a profundas como estrategia para
maximizar el control de Phyllophaga spp. Ademas, los resultados se alinean con las
directrices de practicas agricolas sostenibles promovidas en Nicaragua, orientadas a
reducir la huella ambiental de los sistemas productivos y fomentar un manejo
responsable de los recursos naturales, en concordancia con los principios de la

agricultura sin huella.
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VII. RECOMENDACIONES

Incrementar el tiempo de mezcla y homogenizacién de las suspensiones de B.
bassiana durante la preparacion, con el fin de lograr una mayor concentracién de inoculo

viable

Implementar pruebas a nivel de campo, en donde los factores ya no sean
simulados (temperatura, humedad y radiacién solar). Permitira con mayor certeza la

viabilidad del uso de B. bassiana.

Explorar la aplicacion del hongo en diferentes formulaciones (liquidas, granuladas,
encapsuladas o en combinacion con otros sustratos organicos ya que posiblemente

pueda variar segun la presentacion utilizada

Desarrollar investigaciones de persistencias que midan al hongo viable a lo largo

del tiempo.
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X.

ANEXOS

Tabla 8

Indice de Abbott para todos los tratamientos y repeticiones

HORAS TRAT ABBOTT
00:00 BL2 0
00:00 BG2 0
00:00 A2 0
00:00 BL14 0
00:00 BG14 0
00:00 A14 0

72:00:00 BL2 0
72:00:00 BG2 0
72:00:00 A2 0
72:00:00 BL14 0
72:00:00 BG14 0
72:00:00 A14 0
120:00:00 BL2 9.77443609
120:00:00 BG2 39.8496241
120:00:00 A2 0
120:00:00 BL14 9.77443609
120:00:00 BG14 39.8496241
120:00:00 A14 0
144:00:00 BL2 24.0121581
144:00:00 BG2 54.4072948
144:00:00 A2 0
144:00:00 BL14 39.2097264
144:00:00 BG14 54.4072948
144:00:00 A14 0
168:00:00 BL2 23.1950845
168:00:00 BG2 53.9170507
168:00:00 A2 0
168:00:00 BL14 38.5560676
168:00:00 BG14 53.9170507
168:00:00 A14 0
00:00 BL2 0
00:00 BG2 0
00:00 A2 0
00:00 BL14 0
00:00 BG14 0
00:00 A14 0
72:00:00 BL2 0
72:00:00 BG2 0
72:00:00 A2 0
72:00:00 BL14 0
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72:00:00
72:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
168:00:00
168:00:00
168:00:00
168:00:00
168:00:00
168:00:00
00:00
00:00
00:00
00:00
00:00
00:00
72:00:00
72:00:00
72:00:00
72:00:00
72:00:00
72:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
120:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
144:00:00
168:00:00
168:00:00

BG14
A14
BL2
BG2
A2
BL14
BG14
A14
BL2
BG2
A2
BL14
BG14
A14
BL2
BG2
A2
BL14
BG14
A14
BL2
BG2
A2
BL14
BG14
A14
BL2
BG2
A2
BL14
BG14
A14
BL2
BG2
A2
BL14
BG14
A14
BL2
BG2
A2
BL14
BG14
A14
BL2
BG2

0

0
9.77443609

0

0
9.77443609
9.77443609

0
8.81458967
39.2097264

0
24.0121581
39.2097264

0
23.1950845
37.2759857

0
38.5560676
84.6390169

OCO0OO0COO0O0OO0O0OO0OOO0OCO0OO0OO0OCOOOO

9.77443609
9.77443609
0
0
7.89473684
0
24.0121581
8.81458967
0
8.81458967
24.0121581
0
23.1950845
38.5560676
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168:00:00 A2 0

168:00:00 BL14 23.1950845
168:00:00 BG14 84.6390169
168:00:00 A14 0

Nota: Indice de Abbott, todos los tratamientos y repeticiones, resaltando a BG2 y BL14
como los mejores.

Figura 4

llustracion dimensional (recipiente plastico)

21cm

—— e mm mm mm mm e mm mm omm sk Em Em e Em Em Em e e o Em e

: i
6,615cm :

Nota: llustracién digital del recipiente utilizado para este estudio
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Figura 5

(A) Recipientes utilizados (dimensiones). (B) Medicion de humedad volumétrica

Figura 6

Humedad volumétrica en cada combinacion a lo largo del estudio

Barras simples Media de Humedad por Tratamientos

12100
10.00
8.00

6.00

Media Humedad

4.00

200

0.00

BL2 BG2 A2 BL14 BG14 A4

Tratamientos

Nota: Se observa que todas las combinaciones tienen la misma media de %volumétrico (agua)
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Figura 7

(A) Papas precocidas, (B) Agar, (C) Dextrosa

Figura 8
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Figura 9

(A) Hifas y conidios de B. bassiana, (B) Estructura de B. bassiana, (C) Estructura de B.

bassiana, (D) Libro guia

A

Barnett et al

(1998)

Nota: Revelacion, tincion y proceso de impresion de esporas realizadas por el
investigador
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Figura 10
(A) larvas desinfectadas por cloro, y enjuague previo, (B) colocacion en camara

humeda, (C y D) larvas infectadas y muertas, (E y F) revelacion de estructuras B

bassiana
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