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RESUMEN

En Nicaragua los productores para el control de Plutella xylostella utilizan principalmente
productos quimicos, realizando de 8-15 aplicaciones, provocando de esta forma altos costo de
produccién en el cultivo y principalmente resistencias de las plagas hacia los productos
quimicos. La presente investigacion se realizo con el objetivo de evaluar la patogenecidad y
virulencia de la cepa 114 de Beauveria bassiana vuill en tres concentraciones 10° 10° 10"
sobre larvas de Plutella xylostella en el laboratorio de hongo entomopatégenos del campus
agropecuario UNAN- Ledn 2012. La metodologia del trabajo se realizo con la recoleccion
de insecto en el departamento de Esteli, en el laboratorio Eco Posada Tisey, Recolectando 300
larvas. La técnica de reactivacion de las cepa 114 consiste en someter al hospedero a una
concentracion del hongo utilizando la técnica de inmersion, se utilizaron 75 larvas por
concentracion. La cepa 114 de Beauveria bassiana causo mortalidad entre 81.33% y el 92%
en Plutella xylostella iniciando esta mortalidad a los tres dias y alcanzando los mayores
porcentaje de mortalidad entre los 9 vy 11 dias después de inoculada, la esporulacién
alcanzada en los insectos expuestos es de 53.33% y 61.2 %, en conclusion la cepa 114 de
Beauveria bassiana es patogénica a Plutella xylostella con una mortalidad del 87.99 % y una
esporulacién promedio de 58.17% estos resultados son satisfactorio por lo que puede ser

utilizado como una opcién de manejo en Plutella xylostella.



l. INTRODUCCION

El cultivo repollo Brassica oleracea var. Capitata pertenece a la familia de las Cruciferas
(brassicaceae en la actualidad). Es producido por pequefios y medianos productores y sus
mayores areas de siembra se concentran en la zona norte del pais, Jinotega, Matagalpa,
Sebaco, Concepcion, Esteli y Crucero, donde constituye una actividad de gran importancia
economica. (CATIE 2002).

Los insectos plagas pueden llegar a ser uno de los principales factores de la pérdidas
economicas o bajos rendimientos, y como principal plaga de dafio se clasifica la
comuUnmente llamada palomilla o polilla del repollo Plutella xylostella. En las zonas donde
se produce este cultivo, los productores utilizan productos quimicos de forma indiscriminada,
para el control de Plutella xylostella, debido a que el objetivo del productor es poder
alcanzar el maximo rendimiento de su cultivo, es por eso que hace uso de productos de forma

indiscriminada.

Existen nuevas practicas que pueden contribuir a los procesos productivo, utilizando tacticas
como el uso de hongos entomopatdégenos como Beauveria bassiana, al igual que el uso de

plaguicidas botanico, como aceite de neem. (INTA 2008).

En Nicaragua los productores utilizar grandes dosis para el control de Plutella xylostella. Es por
ello que el INTA en el afio 2008 realizo una investigacion con el hongo entomopatégenos Beauveria
bassiana donde probaron la efectividad del hongo contra Plutella xylostella (INTA 2008, Trabanino
1998).

Con este trabajo se pretendid investigar si el hongo entomopatdgenos Beauveria bassiana y
el producto botanico aceite de neem son alternativas eficientes para el manejo de Plutella
xylostella ya que esta es la plaga principal que afecta el cultivo repollo asi obtener buenos
resultados en los rendimientos. De esta manera estaremos contribuyendo con los productores
de repollo a obtener mejores resultados en sus cultivos con la disminucion en los costos de
produccién y control de la Plutella xylostella de una forma inocua para el hombre y el medio
ambiente.
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1. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la patogenecida y esporulacién de tres concentraciones de Beauveria bassiana
(10°, 10°,10™) en larvas de Plutella xylostella, en el laboratorio de hongo entomopatdgenos,

Campus Agropecuario de la UNAN — Ledn 2012.

Objetivos especificos

» Evaluar el tiempo de mortalidad causado por el hongo Beauveria bassiana en Plutella

xylostella en condiciones de laboratorio.

> Comparar la patogenecidad de las concentraciones (108, 10°10%) del hongo

Beauveria bassiana en Plutella xylostella en condiciones de laboratorio.
> Determinar la concentraciones (10, 10°10') de Beauveria bassiana provoca que

mayor porcentaje de esporulacion en larvas de Plutella xylostella en condiciones de

laboratorio.

11



I11.  HIPOTESIS

Ho: En todas las concentraciones 10° 10° 10'°tendran igual porcentaje de mortalidad y

esporulacién sin tener ninguna diferencia significativa en el bioensayo

H.: Al menos en uno de los tres concentraciones 108 10° 10 se obtendran diferencias

significativas tanto en la mortalidad y esporulacion.
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IV. MARCO TEORICO

4.1 Generalidades del cultivo

4.1.1 Taxonomia
Nombre cientifico: Brassica oleracea.
Clase: Dicotileddnea

Subclase: Dillenidae
Familia: Cruciferas (brassicaceae en la actualidad)
Género: Brassica

Especie: Oleracea

Orden: Caparales

El repollo es una de las hortalizas que mas se consume en Nicaragua, también es un cultivo
que sufre del ataque de varis plagas y enfermedades. En Nicaragua, se han realizado
investigaciones para desarrollar conceptos y tecnologias para el manejo integrado de plagas,
mucho de los cuales estan implementados por los productores en algunas comunidades
donde se han desarrollado actividades dirigidas a mejorar el manejo de plagas en el cultivo
de repollo (CATIE 1999).

4.1.2 Origen

La mayoria de los miembros de la familia del repollo, tienen su origen en la zona del

Mediterraneo, Asi a menor, Inglaterra y Dinamarca. (Trabanino 1998).

4.2 Epoca de siembra
Por los requerimientos de temperaturas que tiene la planta de repollo en las diferentes etapas
de su desarrollo es considerada para corrientes un cultivo de otofio invierno, finalizando la

cosecha en noviembre diciembre para aquellas siembras realizadas durante el mes de julio.
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Cuando no se dispone de riego, se cultiva durante la época de lluvias; si se dispone de riego

se pueden trasplantar en cualquier época del afio (INTA 2008).

4.2.1densidad poblacional

Para el establecimiento de la plantacion, ya sea en surcos o en eras, la distancia entre plantas
es 25 cm y la distancia entre lineas de siembra varia entre 25 cm y 40 cm; en épocas con
mucha humedad se prefiere 40cm de separacién y entre camas es de 1,20 cm para una as
densidad de 30,000 plantas por hectarea (INTA 2008).

4.3 Plagas del cultivo

Las plagas del cultivo de repollo la podemos encontrar como insectos en distintas partes de la

planta, estas se pueden clasificar como:

= Plagas del follaje: en las hojas de las plantas, como gusano grasiento, Spodoptera sp,

Pulgon del repollo, Gusano del repollo.

Polilla del repollo es la plaga que ocasiona grandes pérdidas econdémicas su nombre

cientifico es Plutella xylostella (Lepidoptera)

4.4 Polilla del repollo

441 Taxonomia

Nombre cientifico: Plutella xylostella.

Nombre comun: palomilla dorso de diamante, palomilla del repollo
Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Familia: Plutellidae

14



4.4.2 Ciclo de vida de la Plutella xylostella

» Los huevos y lavas

Estos huevos, a los tres dias, revientan en unos gusanitos que bien pueden llegar a medir
media pulgada. En los primeros dias, son de color amarillo palido y después cambian a un
verde oscuro. En esta etapa es cuando se dedican a comer y comer las hojas y flores no sélo

de repollo, sino también de brocoli y coliflor.

» Larvas
Las larvas pueden medir hasta 10 milimetros de largo, es de color verde claro y cuando se
realizan movimientos en las hojas ella se mueve dando pequefios saltos. La presencia se
puede dar en cualquier época del afio aunque los ataques mas intensos ocurren en los meses
de mayores temperaturas. Las larvas se alimentan de las hojas y brotes tiernos, en las hojas
siempre se ubican en la cara inferior y es alli donde se alimentan, dejando Unicamente las
nervaduras y quedando las hojas totalmente perforadas. En todas las zonas productoras de

repollo es considerado el insecto que ocasiona las pérdidas econdmicas mas importantes.

» Pupasy palomillas adultas
Entre los 12 y 18 dias, los gusanos se envuelven en un capullo o pupa de seda, el adulto es
una pequefia mariposita de color gris claro, que tiene un vuelo bajo y corto, deposita los
huevos en lacara inferior de las hojas del repollo cinco dias pasan en esta etapa porque
después sale una palomilla de cada capullo. Son una miniatura de papalotitos, su tamafio es
como el de un grano de arroz de color cafecito con manchas grises, que salen a buscar como

emparejarse, y después poner huevos, alli inicia el ciclo de vida de nuevo.

4.5 Control

4.5.1 Quimico

La mayor parte de los productores de repollo toman la decisién de realizar numerosas
aplicaciones de insecticidas, ya que tradicionalmente cuando se observan las primeras larvas

sobre el cultivo se debe iniciar el control utilizando los siguientes productos y sus dosis:
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- Carbaril 85 % 400 gramos en 100 litros de agua.
- Deltametrina 2,5% 60 c.c. en 100 litros de agua.
- Engeo 75cc en 100 litros de agua

4.5.2 Manejo Integrado de Plagas

En el cultivo de repollo el uso de hongos entomopatégenos se combina con muestreos y uso
de productos botanicos como Neem, y microbiales como Dipel y control biologico con
liberacion de parasitoides de la plaga la plaga que afecta, El uso de este hongo constituyen
alternativas eficientes de manejo de las plagas: si se usan adecuadamente pueden ser
eficiente como cualquier otro insecticida. Se reducen los riesgos de contaminacion al
ambiente, el suelo, el agua, por ser productos elaborados a base de un organismo vivo no
sintético, no contamina el ambiente; ademas se reducen los riesgos de intoxicaciones, ya que
los hongos entomopatdgenos no afectan la salud de los trabajadores, ni de los animales

domésticos.

4.5.3 Control bioldgico

Se pueden utilizar los mismos productos Beauveria bassiana y Bacillus thuringiensis y hay
otros productos que incluyen parasitoides, depredadores, indicados para el control del
gusano del repollo, donde lo mas importante es detectar a tiempo la presencia de la plaga
para iniciar los tratamientos ya que se trata de un insecto muy voraz que en pocos dias puede

ocasionar dafios significativos y pérdidas econdmicas (Trabanino 1998).

46  Hongo entomopat6genos

4.6.1 Historia

El empleo de hongos entomopatogenos en campo comenzd a finales del siglo XIX. Los
hongos entomopatdgenos constituyen el grupo de mayor importancia en el control biologico
de insectos plagas. ElI genero mas estudiado parra el control de plagas es: Beauveria
bassiana, el cual fue uno de los primeros hongos entomopatégenos en ser descritos. Este
hongo es conocido desde 1836 como el agente causal de la “muscardina blanca” en los
gusanos de seda Bombix mori L, desde entonces es considerado un organismo importante en

el control biologico de insectos. EI hongo fue descubierto por Bassi de Lodi, el que mostro a

16



la naturaleza patogenica y contagiosa del hongo, infestando al gusano de la seda y también
desarrollo medida para controlar la enfermedad. Beauveria bassiana es conocido por su
amplio rango de hospederos y distribucién geografica. Su patogenecida se ha probado contra

mas especies de insectos que cualquier otro hongo (Bustillo, 1991).

4.6.2 Uso de hongos entomopatdgenos en Nicaragua
En Nicaragua se han alcanzado logros importantes en este campo, de manera que cada dia la
demanda de este tipo de productos aumenta debido a que los consumidores demandan cada

vez mas, productos de consumo, libres de residuos de plaguicidas.

El uso de hongos entomopatdgenos debe considerarse como parte de programas de Manejo
Integrado de Plagas y no como una medida unilateral de manejo de las plagas. Ademas es
importante tomar en cuenta que los productos a base de hongos son una medida de supresion
directa, cuya efectividad depende del contacto con la plaga, si no se logra establecer dicho
contacto no hay control, por lo que al momento de realizar una aplicacion se debe garantizar
la calidad de la misma, tomando en cuenta que factores son favorables para estos productos;
ademas hay que considerar gue por tratarse de organismos Vvivos, son afectados por los rayos
ultravioleta, por lo que al ser expuestos al sol sufren degradacion; ademas hay que estar
claros que debido a la velocidad de su accion, su efecto inmediato y otras propiedades, estos

productos no son sustitutos de los insecticidas quimicos sintéticos (FUNICA 2001).

4.6.3 Uso de hongos entomopatogenos en repollo

Con el uso de hongos entomopatégenos se protegen los enemigos naturales, debido a que
son productos bastante especificos y su accion no es inmediata. Los productos agricolas se
obtienen libres de residuos toxicos: por tratarse de un organismo vivo no deja residuos en los
cultivos, por lo tanto los consumidores pueden estar seguros que los productos que consumen

no tienen problemas de residuos quimicos.
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Es el hongo maés utilizado para el control de Plutella xylostella por su mejor eficiencia por lo
cual, se recomienda hacer un tratamiento de B. bassiana, en este se puede recomendar hacer
aplicaciones realizadas cada cuatro dias, utilizando concentraciones de 10 conidias por
hectarea, también se debe continuar los muestreos poblacionales y acompariarlos con otro

tratamiento de 3 aplicaciones seguidas de la manera mencionada (UNA 2000).

Este tipo de aplicacion asegura una mejor efectividad que las aplicaciones realizadas con dosis
mayores pero calendarizadas o de la forma tradicional. En algunas de las técnicas de
aplicacion se utilizan los mismos equipos y boquillas usadas para hacer aplicaciones
convencionales. Otras técnicas involucran la aplicacion utilizando trampas atrayentes
impregnadas con el hongo como es el caso de trampas de pseudotallo que son utilizadas para

atraer al picudo del platano (Cosmopolites sordidos) (INTA 2008)

4.7 Beauveria bassiana
4.7.1 Taxonomia

Reino: Fungi

Divisién: Ascomycota
Clase: Hordariomycetes
Orden: Hipocreales
Familia: Clavicipitaceaes

Género: Beauveria

4.7.2 Caracteristicas del hongo

Este hongo presenta unas estructuras que son visibles al microscopio llamadas fidlidas o
células conididgenas que tienen una base globosa o sea en forma de botella y se extienden
apicalmente en grupos densos. Estas fialidas presentan un raquis que es denticulado en zig-zag

y se extiende apicalmente con un conidio por denticulo.
18



El conidio es aceptado, globoso y menor a 3.5 mm para B. bassiana y ovoides a cilindricos con
2.5 a 4.5 mm para B. brongniarti. EI micelio es de color blanco y los conidios presentan una
coloracion blanca a crema. Los cadaveres de insectos infectados por B. bassiana, presentan
una cubierta blanca muy densa formada por el micelio y esporulacion del hongo.
Generalmente, los cadaveres de insectos atacados se momifican quedando adheridos en la

planta, principalmente en el envés de la hoja (Diaz 1999).

Beauveria bassiana produce varias toxinas siendo las principales los ciclo de psipeptidos entre
los cuales estan la Beauvericina, el beauverolide H e I, el bassianolide, el isarolide A, By C.
Todas estas son aisladas del micelio de B. bassiana. Beauvericina es el compuesto que ha
recibido més atencion. Ha demostrado ser toxico a moscas y mosquitos en pruebas realizadas
en laboratorio. Esta toxina ayuda a romper el sistema inmunoldgico del hospedante (INTA
2006).

4.7.3 Uso de Beauveria bassiana

El uso de este hongo es ventajoso ya que controla otro tipo de plagas que puedan a llegar a
hospedarse; Beauveria bassiana (muscardina blanca), infecta una gran diversidad de familias
de insectos pero especialmente Coledpteros y Lepiddpteros. Entre las plagas para las cuales se
aplica mas B. bassiana, estdn la mosca blanca (Bemisia tabaci), el picudo del algodon
(Anthonomus grandis), el picudo del chile (Anthonomus eugenii), el escarabajo de la papa
(Leptinotarsa decemlineata), Cydia pomonella en manzana, el barrenador europeo del maiz
(Ostrinianu bilialis), un gusano de los pinos (Dendrolimus spp.), la broca del café
(Hypotenemus hampei), el picudo de la cafia de aztcar (Metamazius hemipterus), el gorgojo de
la cafia de azucar (Sphenophorus levis), el barrenador gigante de la cafia de azlcar
(Castnialicus), el picudo del platano (Cosmopolites soridus) y diferentes especies de chinches
y salta monte (INTA 2008).

4.7.4 Condiciones en que puede actuar Beauveria bassiana

Las condiciones Optimas para la germinacion son: temperatura de 23 a 25 °C y humedad del

92%. EIl conidio germina originando un tubo germinativo en cuyo extremo se diferencia un
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apresorio cuya funcion podria ser debilitar la cuticula en los puntos de contacto o simplemente

es una transicion hacia la formacion del pico o estaquilla de penetracion (FUNICA 2001).

475 El ciclo de vida de Beauveria bassiana

Comprende dos fases, una patogénica y la otra saprofitica.

a) La fase patogénica

Involucra cuatro pasos principales: adhesion, germinacion, diferenciacion y penetracion. El
proceso de infeccidn se inicia con la unién de los conidios del hongo a la cuticula del insecto.
Existen sitios preferenciales del tegumento del insecto hospedante donde los conidios se
adhieren, germinan y penetran. Estos lugares corresponden a las regiones inter-segméntales del
insecto donde la composicidn y estructura es sensiblemente diferente al resto del tegumento.

El hongo ingresa a través de la cuticula, principalmente por las partes fragiles con la
participacién de procesos fisicos y quimicos a través de las enzimas producidas durante la
germinacion y penetracién como son quitinasas, proteasas y lipasas, que actan en un orden
determinado por el sustrato de la cuticula, primero sobre la porcion cerosa de la epicuticula y
luego sobre la matriz de proteina y quitina. Previo a la penetracion del hongo, hay una
actividad metabolica a nivel de apresorio que ayuda a degradar la capa cerosa de la epicuticula
probablemente con enzimas proteasas, amilopeptidasas y esterasas que facilitan el proceso de
penetracién. Otra via de entrada es a través del tracto digestivo, pero generalmente los conidios

no pueden germinar en el intestino.

El modo de accidn es por la multiplicacion del hongo en el interior del hospedero conduce a la
produccién de hifas y blastosporas y a la producciéon de toxinas que en conjunto van a
provocar la enfermedad y la muerte del insecto. Esta ocurre por la accion fisica del micelio
mismo invadiendo los 6rganos Yy tejidos, comenzando por el tejido gr aso y también por la
caida o desbalance de nutrientes y por la accién insecticida de los metabolitos toxicos emitidos

por el hongo, principalmente la Beauvericina.
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Sintomatologia

Los insectos antes de sucumbir a la infeccidn, exhiben varios sintomas incluyendo
intranquilidad, cese de alimentacion y pérdida de coordinacion. Puede haber cambios en la
coloracion del tegumento. Los insectos enfermos, generalmente, se mueven hacia lugares altos
como la vegetacion o si son subterraneos, hacia la superficie del suelo donde van a permanecer

hasta su muerte y luego como cadaveres adheridos a las hojas (UNA 2000).

b) En la fase saprofitica

Ocurre dentro del hemocele, con un crecimiento prolifico del hongo. Esta multiplicacion del
hongo ocurre por gemacion produciendo formas micelianas libres y unicelulares llamadas
blastosporas y también la produccion de hifas finalmente, el hongo invade los tejidos y como
consecuencia ocurre la muerte del hospedante. Después de la muerte ocurre una fase de
crecimiento micelial hacia el exterior que concluye con la produccion de nuevas unidades

reproductivas (conidios) sobre la superficie y rodeando el cadaver del insecto (FUNICA 2001).

4.7.6 Modo de accion de Beauveria bassiana

Los hongos entomopatdgenos actlan principalmente por contacto, el hongo es capaz de
penetrar dentro del insecto e invadirlo, provocandole la muerte por micosis. Estos hongos
producen sustancias liticas y toxinas que ayudan a la penetracion y a inhibir los mecanismos
de defensa de los insectos aun cuando muchas de estas toxinas se producen solo en el interior
del insecto. Se ha demostrado que muchas especies de hongos pueden producir durante su
reproduccion metabolitos bio - activos con efectos insecticidas, lo que potencia su accion.
Alves (1986)

4.7.7 Ventaja del uso de hongos entomopatdgenos

Los agentes microbiologicos en particular los hongos entomopatogenos ofrecen varias
ventajas en el control de plagas: bajos costos de produccion, bajo impacto ambiental, en
particular no tienen efectos secundarios sobre organismos acuaticos y animales de sangre
caliente son mas selectivos que los productos quimicos adecuados para usarse en areas de

produccidn organica y areas protegidas, la eliminacion de residuos es relativamente facil,
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basta con exponer el producto al sol para que las esporas se activen casi total mente. (Milner
y hunter; 2001, Jenkin et, al 1998, citado por Barrientos 1998)

4.7.8 Costo del uso de hongos entomopatdgenos

Los costos pueden resultar méas bajos, tanto para el pais como para los usuarios, debido a que
si se usan correctamente se puede requerir de menor numero de aplicaciones, ademas que no
se requiere de inversion de divisas por que pueden ser producidos localmente (FUNICA
2001).
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V. MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio

El estudio se realizo en el laboratorio de hongos entomopatdgenos del Centro de Investigacion
y Reproduccion de Controladores Biologicos ubicado en el Campus Agropecuario de la
UNAN- Leoén, durante el periodo 2012.

El laboratorio presento temperatura entre los 25- 27 °C y una humedad relativa de 80%.
(Durante el tiempo que se estuvo evaluando la temperatura era regulada entre las horas de la

8 de la mafiana hasta las 5:30 06 6:00 de la tarde, durante los quince dias que duro el ensayo.
Recoleccion de muestra de Plutella xylostella

La recoleccién de insecto para evaluar, se efectué en el departamento de Esteli, en el
laboratorio Eco Posada Tisey. En el periodo de septiembre del 2012, Recolectando 300 larvas
colocandola en tasas plasticas con alimento (hojas de repollo), luego se trasladan al Campus
Agropecuario donde se procede a la seleccion de larvas segun el estado L2 (longitud de 2 mm)
para montar el bioensayo.

Desinfeccidn de alimento

Para alimentar a las larvas se utilizaron hojas de repollo, desinfectados hipoclorito de sodio a
razon de 2%, luego dejandolos secarse en papel toallas, y se colocaron en platos petri
plasticos esterilizados y se les colocaron las larvas ya desinfectadas e inoculadas con el

hongo preparado.
Preparacion de la suspension fungosa y conteo de conidias

De la cepa 114 de una bolsa de Beauveria bassiana, tomamos 10gr de esta y la diluimos con
agua (250ml) en un beaker de 250 ml agitandolo previamente dentro de la cAmara humeda

para que estos desprendieran las conidias.

Para realizar el conteo de conidias de la solucion anterior se tomaron 10ml de la solucién
colocandose un ml en la cAmara de Neubauer y utilizando el microscopio Optico, la camara

contiene una serie de cuadrantes, el conteo lo realizaremos en los cuadrantes mas pequefios
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que tienen un factor de 4x10° se contaron 5 puntos de la cdmara, los extremos y el centro

para un total de 25 cuadros pequefios con cuatro repeticiones de cada muestra.

La formula para determinar la concentracion de conidias por ml de disolucion es dada
por N x 10 x 25 x 10,000, donde N = promedio de conidias encontradas de cada muestreo, 10

es el factor de disolucion a utilizar, 25 es el numero de cuadrante y 10,000 es una constante.

De acuerdo al tipo de concentracion encontrada se determinara si se aumentara o bajaran el

porcentaje de conidias.
Montaje de la prueba de mortalidad de la cepa 114 en concentraciones 10 10° 10%

La técnica de reactivacion de las cepa 114 consiste en someter al hospedero a una
concentracion del hongo utilizando la técnica de inmersidn, se evaluara la mortalidad causada
en base a la esporulacién del hongo en el cuerpo del insecto muerto, las larvas muertas por el
efecto del hongo se separaran a esporulacion en medios de cultivo con PDA (Papa Dextrosa
Agar) para obtener inéculo primario reactivado en el hospedero y de esta manera pasar a la

prueba de patogenecidad.
Montaje de bioensayo de patogenecidad

Se utilizo la concentracién 10°, pero para garantizar tener las concentraciones 10° 10 en
base a la concentracion encontrada tomando en cuenta el resultado obtenido en el conteo de

conidia se procederad a aumentar la dosis que se utilizo para la primera concentracion.

El método que se utilizo para el bioensayo es el de inmersion de las larvas de Plutella
xylostella en la suspension de conidias durante dos a tres segundos, luego los insectos se
escurrieron sobre papel toalla para eliminar el exceso de la suspension sobre sus cuerpos y
se trasladaron a las tasas plasticas trasparentes de bioensayo colocando 5 larvas con alimento
fresco, (trozos de hoja de repollo) libre de insecticidas. Luego se colocaron en un lugar

favorable para el desarrollo del hongo.

Para esta concentracion se realizo tres pruebas de patogenecidad, en el cual utilizo 25 larvas

para cada prueba y teniendo en total 75 larvas por concentracion.
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Mortalidad

La toma de datos se realizo cada dos dias a partir del primer dia hasta los 15 dias después de
la inoculacion y se contabilizaron los insectos vivos y los muertos en base a la esporulacién

del hongo en el cuerpo del insecto.

Una vez hecha la infeccion se procedié a observar el tiempo de mortalidad y tiempo de
esporulacién del hongo en las larvas; ya muertas las larvas se trasladaron a cdmara humeda

para observar su esporulacion para evitar una contaminacion del hongo.
Variables medidas
» Tiempo de mortalidad

Esto se realizo desde el momento de inoculacién de la larva hasta observar el dltimo insecto
muerto en cada una de las repeticiones. Se observo que a los tres dias las larvas en cada una
de las repeticiones iniciaban a morir, al igual que en todas las repeticiones se obtuvo el

ultimo dato de mortalidad al treceavo dia.

» Porcentaje de mortalidad: Se calculo mediante la siguiente formula:
M% = Numero de larvas muertas por réplica x 100 / larvas evaluada (25).

» Tiempo de esporulacién

Se evalu6 desde la mortalidad de las larvas hasta que las larvas estaban completamente
esporulados en cada una de las concentraciones. (Desde que iniciaron las larvas a esporular,

hasta que ya no haya presencia de larvas con germinacién de hongos).

» Porcentaje de esporulacion

En cada repeticion se colocaron las larvas muertas en platos petri, colocado en la cdmara
humedad se observaron cuantos esporulan, este se medio en porcentaje en cada una de las

repeticiones.
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El ensayo de patogenecidad y virulencia fue montado en el Campus Agropecuario, en el
laboratorio de hongos entomopatégenos en el periodo de quince dias del cuatro al 18 de

noviembre 2012

Los rangos de temperatura correspondiente al periodo de evaluacién era de 26-27 °C y la
variacion de temperatura eran solo de un grado. Se considera que los rangos de desarrollo del

hongo es de Las condiciones Optimas para la germinacion son: temperatura de 23 a 25 °C y

VI.

RESULTADOS Y DISCUSION

humedad del 80% (FUNICA 2006).
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En el gréafico 1. La mortalidad de los insectos con la concentracién 10° ml. Inicia a los 3 dia
después de la inoculacion, la repeticion 1 obtuvo una mortalidad de 16% al igual que la
repeticion 3, mientras que la repeticiéon 2 obtuvo una mortalidad de 28%, obteniendo asi una

mayor mortalidad en los primeros 3 dias después de inoculacion, luego a los 9 dia después
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de la inoculacion, se observo que la mortalidad de la réplica 3 presentaba 80% de mortalidad
de larvas, siendo esta mayor en comparacion con la repeticion 1y 2, luego al 11 dia después
de la inoculacion la réplica 3 alcanzo una mortalidad del 84% al igual la réplica 2siendo estas

mayores en comparacion con la réplica 1 que una mortalidad del 76%.

Estos resultados se relacionan con los encontrados por Ferran (1978), en la cual afirma que
existe una correlacion positiva entre el numero de esporas infectivas y la mortalidad, ademas
menciona que las concentraciones 10° y 10’ conidias/ml es efectivo y se podria usar, lo que
permite gastar menor cantidad de polvo de conidias para obtener un alto porcentaje de
mortalidad de larvas esto significa cien veces menos peso del polvo de conidias a las

concentraciones 10° y 10" con respecto a las concentraciones 10° y 10%°.
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Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella inoculadas con Beauveria

bassiana, concentracion 10° conidias/ml. cepa 114, en condiciones de laboratorio.

El grafico 2. Muestra la diferencia de porcentaje de mortalidad en cada uno de las replicas de

la concentracién 10° en esta gréfica se observar que a los tres el dia de inoculacion las larvas
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de Plutella , iniciaron a morir las larvas con una mortalidad del 24%, en la réplica 3 seguida
de la réplica 2 con un 20 %, y la réplica 1 con un 16%, luego en el dia 7 de inoculacién la
mortalidad de la réplica 2 presento una incrementacion al 72% de mortalidad, a diferencia de

las otras réplicas que presentaban solo el 52% en la réplica 3 y 32% en la réplica 1.

Posteriormente en el dia 11 de inoculacién la réplica 1 concluyo el periodo de mortalidad
teniendo en total 96% de las larvas muertas mientras que las otras dos réplicas obtuvieron
mortalidad del 92% la réplica 2 y un 84% la réplica 3. En esta grafica se puede observar que
la réplica 1 fue mejor que las otras dos réplicas debido a que obtuvo un mayor porcentaje de

mortalidad en la finalizacion del periodo de experimentacion del en su duracién de 15 dias.

Segln Alves (1986), la patogenecidad estd afectada por el estado de susceptibilidad del
hospedero y a las condiciones ambientales del bioensayo, por lo que se pueden tener

respuestas de mortalidad diferentes con el mismo hospedero y la misma cepa de Beauveria.
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Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella inoculadas con Beauveria

bassiana, concentracion 10*° conidias/ml. cepa 114, en condiciones de laboratorio.



El grafico 3, Podemos observar el comportamiento de la mortalidad de larvas en el ensayo
de la concentracién 10, se observa que en las tres réplicas la mortalidad inicia a los tres dias
después de inoculadas las larvas de Plutella xilostella, en la cual se observa mortalidad del
28% en la réplica 2, sequida de la réplica 3 con el 24% vy la réplica 1 con un 20% de
mortalidad, posteriormente en el dia 9 después de inoculadas las larvas, se observa que entre
las replicas de acuerdo a sus porcentajes de mortalidad no tienen mucha diferencia
significativa ya que en la réplicas 1 y 3 presentaron mortalidad de 80% al 88%, mientras que

la réplica 2 en ese periodo presento el 92% de mortalidad,

A partir del dia 9despues de inoculacion, la réplica 2 fue mejor con el 92% ya que su
aumento fue constante, en comparacion a las replicas 1 y 3 que siempre se mantuvieron por
debajo de la réplica 2. Luego en los 11 dias de inoculadas las larvas, las réplicas 1 y 3
aumentaron 8% mas, en cambio la réplica 2 solo aumento el 4%, encontrandose estas con

poca diferencia significativa al finalizar el bioensayo experimental.

Haciendo referencia con los resultados obtenidos por Badilla y Alves (1991) sobre la alta
patogenecidad de la concentracién de 10™ se asemejan a los a los obtenidos en esta
investigacion, ya que ellos afirman que la mortalidad presentara el mayor porcentaje de
mortalidad después de los 7 dias, ya que la aplicacion y efecto transcurrido tiene que ser muy
corto, por el rapido desarrollo larval que presenta esta plaga, y la concentracién alta de
conidias/ml, (esto se debe a que las concentraciones altas no difieren significativamente en
su virulencia), dando resultados en cual en esta concentracion todas las réplicas tienen un

alto porcentaje de mortalidad.
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Promedio de los porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella inoculadas
con Beauveria bassiana, concentracién 10® 10° y 10'° conidias/ml. cepa 114, en
condiciones de laboratorio.

El grafico 4. Muestra la diferencia de porcentaje de mortalidad en cada uno de los
tratamientos donde se observa el efecto de las concentraciones de dosis 108, 10°, 10' de la
cepa 114. En la grafica podemos observar que en el dia de inoculacién nimero tres iniciaron
a morir las larvas de los tres tratamientos sin embargo las concentraciones 10°, 10°%iniciaron
con igual porcentaje de mortalidad 20% a diferencia de la concentracién 10'° que obtiene
mayor porcentaje de mortalidad al inicio, siendo esta de 24%, posteriormente a los 9 dias de
inoculacion las concentraciones se encontraban con el mayor porcentaje de mortalidad
alcanzado, sin embargo en este periodo transcurrido se observa que la mortalidad aumentan
gradualmente de acuerdo al nivel de concentracion/ml en la que fueron inoculadas,
destacandose que las concentraciones que posen mayor cantidad de conidias por mililitro,
obtienen un mayor porcentaje de mortalidad.

Segun Badilla y Alves (1991) en estudio realizados en picudo de la cafia, determinaron que
cuando las concentraciones de conidias aumentaban, las incrementaba el porcentaje
mortalidades (cuando las concentraciones eran mayores de 10°). Datos que se relacionan a
los resultados obtenidos por Gutiérrez (1991), en la cual determina que al aumentar las
concentraciones de Beauveria b por mililitro aumentaban la mortalidad de Plutella xilostella,
por lo que determino que las concentraciones 107 10® 10° 10%°, no difieren significativamente
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en cuanto a mortalidad lo que siguiere que las concentraciones superiores a 10 son altamente
patogénica.
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Porcentaje de esporulacién de larvas de Plutella xylostella inoculadas con Beauveria

bassiana, en la concentracion 10%conidias/ml. cepa 114, en condiciones de laboratorio.

En el grafico 5. Se puede observar que la concentracién 10° conidias por ml inicio
esporulacion de los insectos en el 5 dia después de la inoculacién, encontrando que la
repeticion 3 presentd una esporulacion de 4% mientras que la repeticion 2 y 1 no
presentaron esporulacion; luego hasta el dia 11 presentaron un aumento en la esporulacién
obteniendo que la réplica 3 tuvo una esporulacion de 48% siendo este mayor, en
comparacion a la réplica 2 y 1 esto se mantuvo en porcentaje de 32-36, hasta el dia 15 donde

se observa claramente que la réplica 3 fue mejor en comparacion a las otras dos.
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Esporulacion de las larvas de Plutella xylostella, con la concentracién 10°conidias/ml en

condiciones de laboratorio, durante el afio 2012 Campus agropecuario, UNAN-LEON

En el grafico 6. Se puede observar que la concentracién 10° conidias por ml inicio
esporulacién de las larvas en el 5 dia después de la inoculacion, presentando la repeticion 1
como la mejor, ya que presentd esporulacion de 8% mientras que la repeticion 2 presentd
una esporulacion de 4% y la repeticién 1 no presentaron esporulacion; luego hasta el dia 11
aumentd el 40% en esporulacion la réplica, mientras que la réplica 2 que obtuvo un 38% y
con una mayor esporulacion la réplica 1, con un 48% luego el dia 15 después de la
inoculacion se observa claramente que la réplica 1 fue mejor con un 68% seguido de la

réplica 3 con un 60 % y por Gltimo la réplica 2 con un 58% de esporulacion.

32



00
o

N
o

c 70

=)

& 60

>

S 50

o

[75]

(¢5)

o 40 ER1
©

.% 30 HR2
€ mR3
(D)

(&)

S

a

=
o

o

Dia 5 Dia 7 Dia 9 Diall Dia 13 Dia 15
Dias despues de la inuculacién

Esporulacion de las larvas de Plutella xylostella, con la concentracion 10 conidias/ml

en condiciones de laboratorio durante el 2012, Campus Agropecuario, UNAN-LeoON.

En el gréafico 7. se puede observar que la concentracion 10™° conidias por ml inicio
esporulacion de los insectos en el 5 dia después de la inoculacién, encontrando que la
repeticion 1 y 3 presento una esporulacion de 4% mientras que la repeticion 2 todavia no
presentaban esporulacion; luego para el dia 7 se observo que aumento a 12% la esporulacién
de la réplica 3, siendo este mayor que la réplica 1 que tuvo un leve aumento al 8% de

esporulacion, al igual manera que la réplica 2 con un 4 % de esporulacion.

En la presente grafica se puede observar que la réplica que obtuvo mayor porcentaje de
esporulacién consecutivamente fue la R3, ya que siempre presento porcentaje mas alto que la
réplica 1y la réplica 2.
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El grafico 8 Muestra la diferencia de porcentaje de esporulacion en cada uno de los
tratamientos donde se observa el efecto de las concentraciones de dosis 10° 10° 10" de Ila
cepa 114. En la grafica podemos observar que en el dia de inoculacién nimero cinco todos
los tratamientos iniciaron a esporular a partir del dia cinco después de inoculadas, iniciando
con un mayor porcentaje la concentracion 10'° con un 4%, continuando la concentracion 10°
con 2% vy al final 10% con 1.3%, a los nueve dias de inoculacién se pudo observar que la
concentracién 10" superaba el porcentaje de las deméas concentraciones duplicando la
concentracién 10° con un 16% més y a la concentracion 10° con 21.34. A los quince dias
después de inoculados, se observé que la concentracién de mayor porcentaje de esporulacion
fue la de 10%° con 61.2%, seguido de la concentracion 10° con un 60% y la concentracién10®

que obtuvo el 53.33% de esporulacién, alcanzado 7.87% menos que la concentracién 10%.

Entendemos que la esporulacion de un insecto es la evidencia de la mortalidad de un agente

causal, pero que esta esporulacion esta afectada principalmente por temperatura y humedad
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relativa, por lo que puede influir en el porcentaje de esporulacion (tanto en campo como en
laboratorio). Los datos obtenidos son satisfactorios ya que los porcentajes van sobre 20% de
de esporulacion en las tres bioensayos a distintas concentraciones, puesto que segun
Leucuona (1995) los resultados de un bioensayo son aprobado a partir del 20% de

esporulacion.

Segun los datos obtenidos aceptamos la hipdtesis alternativa, ya que encontramos diferencia
significativa de casia 10% menos en los resultados de mortalidad y esporulacion de la

concentracion 108 con respecto al las concentraciones 10° y 10™.
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VII. CONCLUSION

Segun resultados obtenido en el ensayo realizado en laboratorio de Hongo Entomopatogenos

de la UNAN- Ledn concluimos que:

El hongo Beauveria bassiana cepa 114 provoca la mortalidad total en las larvas de

Plutella xilostella a los 11 dias después de la inoculacion.

En las tres réplicas usada de Beauveria bassiana en diferentes concentraciones (10°,
10°, 10™) obtuvimos que es altamente patogénica contra la larvas aisladas de Plutella

xylostella debido a que causo mortalidad en laboratorio es 87.99%.

En el laboratorio de hongo entomopatégenos se determino que la concentracién 10
presento un mayor porcentaje de esporulacién en comparacién a las otras dos
concentraciones obteniendo un 61.2% de esporulacion seguido de la concentracion
10° con un 60 % de esporulacién y un 53.33% de esporulacién 10® obteniendo que la
concentracién 10'° obtuvo un mejor resultado en relacion a las otras dos

concentraciones
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VIIl. RECOMENDACION

Recomendamos a los pequefios y medianos productores que como una medida de
prevencion y control de Plutella xylostella se debe utilizar Beauveria bassiana debido a
que es altamente patogénica, causando altos porcentajes de mortalidad, es una alternativa
sana para la salud de los seres vivos y muy rentables ya que este hongo después de
aplicado permanece en la superficie (area) aplicada, continuando asi su reproduccion y su

efecto por lo que es una alternativa patogénica.

Que estudiantes tesistas continlen con la investigaciébn en campo, asi tomando
referencias de los resultados de esta investigacion, asi mismo el cultivo evaluado y

preparado en el laboratorio de hongos entomopatdgenos de la UNAN - Ledn.

Utilizar concentraciones de 10'° 6 10° ya que sus porcentajes de mortalidad, virulencia y
esporulaciéon son muy similares con respecto a los resultados obtenidos en la
investigacion, en el cual se demostr6 que ambas concentraciones son altamente

patogénicas.
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ANEXOS. 1

Desinfeccién de alimento e insectos.
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Preparacion Conteo de conidias
Suspensién fungosa

Montaje de la prueba de bioensayo



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA UNAN LEON
FACULTAD DE CIENCIAS Y TECNOLOGIA

HOJA DE MUESTREO - LABORATORIO DE HONGO ENTOMOPATOGENOS

Fecha

Realizado por

N° de muestra N° de muestreo

DD de la inoculacién N° Concentracion

REPLICA 1

N° de la taza N° Larvas N° Larvas N° Larvas N° Larvas N° de larvas
evaluadas vivas muertas esporuladas

1

2

3

4

5

Total

REPLICA 2

N° de la taza N° Larvas N° Larvas N° Larvas N° Larvas N° de larvas
evaluadas vivas muertas esporuladas

1

2

3

4

5

Total

REPLICA 3

N° de lataza | N° Larvas N° Larvas N° Larvas N° Larvas N° de larvas

evaluadas vivas muertas esporuladas

1

2

3

4

5

Total
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA UNAN LEON
FACULTAD DE CIENCIAS Y TECNOLOGIA
DISENO DE DISTRIBUCION DE LAS LARVAS A MUESTREAR POR REPLICAS Y CONCENTRACIONES
LABORATORIO DE HONGO ENTOMOPATOGENOS

OOC

Plato 2. Plato 3.
Plato 1.

O C

Plato 4. Plato 5.

En cada plato Petri se colocaron 5 larvas de Plutella xilostella inoculadas con Beauveria
bassiana, en cada un replica se utilizaron 25 larvas (lo que equivalen a 5 platos Petri
por réplica). Por cada concentracidn se evaluaron tres réplicas. Teniendo en total 75

larvas evaluadas por cada concentracion.
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