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RESUMEN.

En Nicaragua, Plutefla xylostella es |la plaga gue causa mayores darfios al cultivo de
repollo (Brassica oferacea) 1o que implica una gran inversion en el control de la mfsma.
Para contribuir a la busqueda de alternativas para el Manejo Integrado de esta plaga se
realizd este estudio en las instalaciones del Centro Nacional de Proteccion Vegetal
(CENAPROVE) y en la Universidad Nacional Agraria durante el periodo comprendido
entre Febrero 1981 y Febrero 1992.

Se evalud la Cepa CB-32 del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana (Bals & Vuils)
en 6 formulaciones conteniendo 0%, 2%, 4%, 6%, 8% y 10% de aceite de algodén en
agua sobre larvas del segundo instar de P. xylostella. La concentracion de conidias en las
formulaciones fué de 3.35x10%. En un rango de tiempo de 14-30 horas después de la
inoculacién en PDA se distinguieron con un mayor porcentaje de germinacién de conidias
las formulaciones con 0 y 2% de aceite de algoddn. Las mismas demdstraron mayor
sedimentacion reportando 0.2 y 0.5 ml seis horas después de ser sometidas a reposo.

Para la evaluacion del efecto de la radiacion solar sobre las conidias de B. bassiana se
realizo un analisis de varianza y pruebas de Tukey con un 95% de confianza, las
respaldan que las formulaciones pueden separarse en cuatro categorias estadisticas
diferentes de las cuales en primer lugar tenemos las formulaciones con 0 y 2% de aceite
que presentan el mayor porcentaje de germinacion de conidias expuestas a 24 horas de
radiacion solar (86.61% y 80.36%) respectivamente. A la vaniable patogenicidad de las
conidias de B. bassiana en huésped de Plutella xylostella se efectuo un analisis de
varianza y prueba de Tuckey y resulto que las formulaciones pueden clasificarse en 3
categorias estadisticas, sobresaliendo la patogenicidad de las conidias de las
formulaciones con 0 y 2% de aceite reportando 95 y 80% respectivamente.

E! tiempo letal para las formulaciones no vario provocando |a mortalidad dos dias despues

de la inoculacion de las larvas por el método de inmersion.
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l. INTRODUCCION.

En Nicaragua, el repollo (Brassica oleraceae L. Cruciferas: Brassicae) es, después
del tomate, una de las hortalizas mas consumidas. Su produccién esta en manos
de pequerios y medianos productores que o siembran en parcelas de monocultivo
dentro de un sistema diversificado de produccion (Diaz J. et al, 1999). E! costo de
produccidn promedio por hectarea para la regidon Centroamericana oscila entre
US.$800.00 y US.$1,342.00, de éstos se invierte entre el 20-38% en el control de
plagas. Un alto porcentaje del costo del control se concentra en el combate de
Flutella xylostella (Lepidoptera: Pluteliidae) (CATIE, 1890). Gurdian (1999)
reporta costos de produccién de C$9,849.19 para el cultivo de repollo en
Nicaragua, de éstos, entre el 10-20% es para el control de plagas .

Plutella xylostella es canocida comunmente como palomilla del dorso de diamante,
oruga verde del repollo, palomilla del repollo, polilla de ta col. Su distribucién es
cosmopolita y sus huéspedes son: repollo, broccoli y otras plantas del género
Brassicae (un gran numero de cruciferas cultivadas). En los primeros estadios se
alimentan en la superficie de las hojas dejando ventanas de la epidermis superior
intactas, a veces pueden minar el tejido de la hoja. Las larvas mayores perforan
las hojas haciendo muchos agujeros irregulares. De mayor importancia cuando las
larvas penetran en el corazon y otras partes comerciables de fa planta (King &
Saunders, 1984).

En Honduras, los agricuitores han reaccionado a las altas poblaciones de esta
plaga con aplicaciones mas frecuentes, mezclas de insecticidas y el reemplazo
constante de productos que dejan de ser efectivos. Generalmente no rotan
productos, sino gue aplican el mismo insecticida una y otra vez en el mismo [ote
de repolio hasta que deja de ejercer un buen control (Rosset P. & Secaira E.
1989).



En Nicaragua, productos que tienen muchos afios de uso como el Decis, Filitox,
Lannate y Cimbush, ya no controlan Plutefla. Algunos nuevos productos como
Jupiter, Dipel y Evisect han bajado su efectividad contra Plutelffa en algunas
Zonas. Entre los que controlan la plaga sin afectar a los enemigos naturales, el
medio ambiente y la salud humana estan: Semilla molida de Nim, Torta molida de
Nim, Dipel y Javelin (Diaz B.J. et al. 1999).

La lucha biologica parece constituir una seria esperanza de mejoramiento de la
situacion fitosanitaria, la extension mas o menos rapida de sus utilizaciones
depende de |la profundidad de las investigaciones y su puesta en practica debe
acontecer dentro del marco general de la lucha integral en cuyo seno debera

ocupar un lugar muy importante (Meneses, et al 1981).

Después del primer experimento de Bassi en 1835 con Beauveria bassiana y el
gusano de seda (Bombyx mon), mas de 30 hongos entomopatogenos han sido
experimentados como preparaciones para el control de varios insectos (Weiser,
1982). Sin embargo, s0lo unos pocos se han investigado intensivamente con el fin
de usarlos en programas de control microbial. Los hongos entomopatégenos mas
estudiados pertenecen a los géneros: Beauveria, Metarrhizum, Nomuraea,
Aschersonia e Hirsutella (Bustillo, 1989).

Los hongos patdogenos penetran por la cuticula del huésped y se desarrollan
dentro del cuerpo que se llena de micelios causando la muerte dei huésped. El
insecto enfermo pierde apetito, muchas veces cambia de color y la cuticula puede
tener manchas que indican los lugares donde penetrd el hongo. Después de la
muerte, si las condiciones son dptimas, el cuerpo se cubre de micelios. El cadaver
muchas veces toma una consistencia similar a la del queso (Poinar y Thomas
1978; citados por Schotman y Lacayo, (1989).

B. bassiana L es un Deuteromycete entomopatégeno que infecta una variedad de
insectos principalmente de los Ordenes Lepiddptera y Coledptero (Story, 1986).



El hongo entomopatogeno B, bassiana es muy conocido por su amplio range de
huéspedes y distribucién geografica. Su patogenicidad se ha probado contra mas
especies de insectos que cualquier hongo, entre otros insectos: Ostrinia nubilialis
(Lepidoptera: Pyralidae) (Fengz et al 1988), Elasmopalpus lignosellus
(Lepidoptera: Pyralidae) (M° Dowell, ef al 1990), Pantorhytes plutus (Coleéptera:
Curculionidae) (Prior C and Jollands P, 1987), Cylos formicarius (Coledptera:
Curculionidae) (Broche R y Chang B, 1989), Artipus floridanus (McCoy ef al 1985),
Dendroctonus ponderosae (Coledptera: Scolytidae) (Hunt et al 1984), Curculio
caryae (Chaplin et a/ 1981),

Este hongo (B. bassiana) ya es usado en gran escala en Europa del Este, URSS,
China. Esta siendo ampliamente estudiado en Estados Unidos por ser un potencial
patégenco contra larvas del suelo y barrenadores del tatio (Gottwald & Tedders,
1983; Feng et al 1985; M® Coy ef a/ 1985). Couch et al en 1981, afirmé que un
insecticida microbial puede ser producido, formulado y estabilizado de modo que
las condiciones normales de almacenamiento no afecten las propiedades
insecticidas del producto.

El aislado CB-32 de B. bassiana (Bals Vuill) en concentracion de 4.41x10°
conidias/ml en larvas de P. xylostella se mostro como un aislado promisorio para
el control de esta plaga (Lopez, A. 1993).

Dada la importancia de la plaga P. xylostella en el cultivo de repollo en Nicaragua
se realiz6 el presente estudio con el objetivo de contribuir al manejo de la plaga
elaborando un formulado cuyo ingrediente activo sean conidias del hongo

entomopatdégenc B. bassiana en una emulsidén de aceite de algodon en agua.
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A

1.

OBJETIVOS.

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de aceite de algodén sobre
la patogenicidad, viabilidad de conidias del hongo entomopatégenc 8
bassiana CB-32.

Evaluar la estabilidad de las emulsiones con o sin exposicion a radiacion solar

atraves de porcentajes de germinacion de conidias de B. bassiana.

Evaluar el comportamiento de las diferentes emulsiones en cuanto a

sedimentacion segun los niveles de aceite de algodon.



.  MATERIALES Y METODOS.

3.1 Ubicacién del Experimento:

Los bioensayos se efectuaron en las instalaciones de la Universidad Nacional
Agraria (UNA) ubicada en el Kilémetro 12 1/2 carretera norte. Este experimento se
desarrolié en el periodo comprendido de Mayo de 1991 a Febrerc de 1992.

3.2 Descripcion de los Tratamientos:

Los tratamientos a evaluarse fueron seis concentraciones de aceite de algoddén a
2%, 4%, 6%, 8% y 10% en emulsiones del conidias del hongo entomopatogeno B.
bassiana en agua y un testigo el cual consistid en una emulsidn sin aceite de
algodon. La concentracion de Conidias fué de 1.42x10° Conidias/mi. Para la
realizacién de los bioensayos se prepararon cien mililitros de cada emulsién, los
Bioensayos se realizaron en el Laboratorio de Control Microbial de la Escuela de
Sanidad vegetal en la Universidad nacional Agraria.

3.3 Produccién de B. bassiana:
3.3.1 suministro de inoculo de B. bassiana.

Se utilizé el inoculo de la Cepa CB-32 de B. bassiana que fué suministrado por el
Proyecto de Hongos Entomopatogenos del CENAPROVE.

3.3.2 Produccidon de B. bassiana.
El proceso de produccion de conidias de B. bassiana se desarrollé en el

Laboratorio de Hongos Entomopatogenos del CENAPROVE. Este proceso de
produccién constd de las siguientes etapas:



a) Reproduccion de conidias de B. bassiana en medio liquido.
b) Produccion de conidias de B. bassiana en arroz.
¢) Produccidon de crema de conidias de B. bassiana.

a) Reproduccion de conidias de B. bassiana en Medio Liguido:

Los ingredientes del medio liquido {(cuadro 1.), se fueron mezclando con el agua
hasta formar 1000 mi de Medio Liquido, el cual fué distribuido en 20 erlenmayer
de 500 ml, colocando 50 ml en cada uno. Los erlenmayer conteniendo medio
liquido fueron esterilizados en autoclave a 120°C durante 20 minutos. Una vez
esterilizado el medio liquido en los erlenmayer, fueron sembrados en éstos
inéculos del cultivo puro de B. bassiana, luego fueron cotocados durante 15 dias

en un cuarto de crecimiento a temperatura ambiente.

Cuadro 1. Ingredientes que constituyen el Medio Liquido para la produccion
de B. bassiana. (Bustamante M, Quiroz |. 1999)'

Ingredientes: Cantidad:
Afrecho de arroz 250 gr.
Levadura de cerveza 10.0 gr.
KH2PO4 (Hidrogeno fosfato de potasio) 13.6gr.
CaChz (Clorurc de potasio) 025¢gr.
Agua destilada 1000.0 ml
pH=7.

b) Produccion de conidias de B. bassiana en arroz:

Se prepararon 4000 gr. de arroz gue fueron lavados y dejados en agua durante 30
minutos, secados a temperatura ambiente. Luego se a distribuyeron 200 gr. de

arroz en 20 erlenmayer de 5000 m!| y se esterilizaron en autoclave durante 15

' Comunicacion Personal. Lic.Mario Bustamante, Ing. Israel Quiroz. CENAPROVE.
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minutos a 120°C, luego se procedié al trasiego de medio liquido conteniendo
conidias de B. bassiana en los 20 erlenmayer conteniendo el arroz esterilizado.
Cada erlenmayer conteniendo arroz y conidias de B. bassiana fué agitado
manualmente para garantizar la inoculacién de conidias en todo el arroz. El
trasiego se realizé en una cadmara de transferencia. Al finalizar el trasiego, los
erlenmayer conteniendo arroz y conidias de B. bassiana fueron transferidos al

cuarto de crecimiento por cuatro semanas. (Bustamante M, Quiroz 1. 19912)
c) Produccion de Crema de Conidias de B.bassiana:

Se cosecharon las conidias realizando un lavado de arroz con agua estéril mas
una gota del emulsificante quimico Tween-80. Posteriormente tamizamos Yy
obtuvimos Conidias con una concentracion de 3.35x10° Conidias / mi. Para el

conteo de conidias utilizamos una camara de Neubauer (de 0.1 mm de
profundidad). Se realizaron pruebas de germinacion de las conidias elaborando
una solucion de agua estéril mas crema de conidias e inoculando en una gota de

papa-dextrosa-agar {(PDA) colocada en portaobjetos debidamente esterilizados.

3.4. Establecimiento de Cria y Multiplicacion de P. xylostella en
laboratorio:

3.4.1 Produccion de plantas de repollo para cria de P. xylostella:
En el invernadero de la UNA se establecié un almacigo de repollo variedad

superette, cuyas plantas fueron sembradas en pequenas maceteras. Estas plantas
se utilizaron para oviposicion de adultos y alimentacion de larvas de P. xylostella.

* Comunicacion Personal. Lic.Mano Bustamante, Ing. Israel Quiroz. CENAPROVE.
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3.4.2 Establecimiento del Pié de Cria de P. xylostella:

Para la obtencion del pié de cria se procedid a colectar en el Departamento de
Jinotega, en San José de Las Latas insectos de P. xylostella en estado de pre-

pupa. pupa y adulto, los que fueron trasladados posteriormente al laboratorio de
cria de insectos.

3.4.3 Cria de P. xylostella en Laboratorio:
a) Preparacion de Jaulas de Oviposicion:

Las jaulas de Oviposicion de P. xylostella eran de 50cm x 50cm x 50cm, éstas
fueron forradas alrededor y la parte de arriba con malla fina de nylon y el fondo de
madera. Antes de introducir el pie de cria en las jaulas, éstas fueron desinfectadas
con formalina al 10%.

b) Preparacion de alimentos de P. xylostella :

Los adultos de P. xylostella fueron alimentados con una solucion de agua, miel de
abeja y vitamina E. Con esta solucién se humedecio un trozo de algodén que fue

colocado en cada una de las jaulas de Oviposicion y cambiadas cada dos dias.
c) Multiplicacion de P. xylostella:

En cada jaula fueron introducidas entre 20 a 30 adultos de P. xylostella y tres
plantas de repollo. Las plantas fueron previamente desinfectadas con una solucion
de hipoclorito de sodio al 2% para evitar la contaminacién de la cria con
organismos nocivos. En estas jaulas el cambio de plantas de repollo se realizo
cada cuatro dias.



d) Crecimiento y Desarrollo de larvas de P. xylostella:

Se establecieron jaulas para el crecimiento y desarrollo de larvas de P. xylostella.
En éstas se introdujeron las piantas de repollo procedentes de las jaulas de
oviposicion. Luego de la eclosion de huevos éstas plantas era sustituidas cada dos
dias por piantas frescas del invernadero, las cuales fueron iguaimente
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2%.

Las larvas permanecian en estas jaulas hasta llegar ai estado de pupa. Las pupas
eran aisladas de las jaulas de crecimiento y desarrollo de larvas e introducidas en
las jaulas de oviposicion.

3.5 Variables a medir en Ia experimentacion:

3.5.1 Estabilidad de las emulsiones:

Una vez que se ha demosirado que un hongo es promisorio en el control de
plagas de cultivos se hace necesario determinar la forma adecuada de aplicacion
del mismo, sin que su viabilidad sea afectada. Bustamante (1996) manifiesta que
una formulacion ayuda prolongar la vida de las oonidias en el almacenamiento,
posibilita una mejor distribucidn de las conidias sobre las plantas, ayuda a que las
conidias se adhieran a las hojas o frutos y permanezcan vivas ahi por un buen
tiempo, protege las conidias de los efectos nocivos de rayos solares, el calor o el

viento.

E! parametro utilizado para medir la viabilidad de las conidias de B. bassiana en
las emulsiones elaboradas es la germinacion de las mismas a las 14, 16, 18, 20,
22, 24, 26, 28 y 30 horas posteriores a la inoculacion en PDA. Las pruebas de
germinacion se establecieron colocando papel filtro humedecido con agua estéril
en el fondo de platos petri sobre los cuales fueron colocados dos portacbjetos en
forma de cruz (para facilitar la manipulacion de los mismos). En cada extremo del

portaobjeto superior se coloco una gota de PDA, luego se procedié a esterilizar en
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autoclave a 120°C por 15 minutos. Una vez realizada la esterilizacion de los platos
petri conteniendo portaobjetos con PDA, éste fué inoculado con una gota de
formulacion en una camara de flujo laminar para evitar |la contaminacién de otros
microorganismos.

3.5.2 Sedimentacion de las emulsiones:

Se prepararon 300 ml de cada una de las emulsiones y fueron distribuidos
equitativamente en tres pipetas de 200 mililitros, de positanto 100 mililitros de la
emulsion, realizandose tres repeticiones por cada una de las emulsiones
elaboradas (2%, 4%, 6%, 8%, 10% vy el, testigo), posteriormente se dejaron en
reposo para determinar la sedimentacion formada en cada pipeta y obtener asi un
promedio por cada formulacién alas 2, 4 y 6 horas de reposo.

3.5.3 Efecto de la Radiaciéon Solar sobre Conidias de B. bassiana:

Para evaluar el efecto de |a radiacién solar sobre las conidias se tomaron un total
de 54 plantas cultivadas en maceteras plasticas las cuales fueron previamente
lavadas con solucion de hipoclorito de sodio al 2% y posteriormente inoculadas
mediante aspersién con las emulsiones elaboradas. Se inocularon tres plantas por
formulacion y se realizaron tres repeticiones. Las plantas inoculadas fueron
expuestas a radiacion solar por 24 horas, (6:00 am. a 6:00 am), luego de
pasadas las 24 horas después de la inoculaciéon de las plantas con las conidias las
plantas fueron enjuagadas con agua estéril con la cual fueron montadas pruebas
de germinacion para determinar ia viabilidad de las conidias luego de ta exposicidn
a la radiacién solar.
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3.5.4 Evaluacion de Patogenicidad:

a) Seleccion de larvas de P. xylostella:

Se seleccionaron de la cria de P xylostella un total de 360 larvas
correspondientes al segundo instar de desarrollo. Fueron utilizadas 60 larvas por

tratamiento y 20 larvas por cada repeticion.

b) Preparacion de alimento y condiciones para las larvas de P. xylostella
sometidas a bioensayos:

Para fa alimentacion de las larvas de P. xylostella se utilizaron discos foliares de
repollo de 20 centimetros de diametro previamente lavados y desinfectados con
hipoclorito de sodio al 2%. Los discos foliares fueron colocados en la solucion de
hipocloritc de sodio durante cinco minutos y luego se dejaron secar a temperatura
ambiente para prevenir un exceso de humedad que pudiera causar dano a las
larvas. Se utilizaron viales plasticos de una onza para ubicar individuaimente a las
larvas después de la inoculacién. Estos viales antes de ser utilizados en los
bioensayos se desinfectaron de igual forma que los discos foliares de repolio’.

*

C) Inoculacién de conidias de B. bassiana en larvas de P. xylostella.

La inoculacion de conidias de B.bassiana en larvas de P. xylostella se did atraves
del método de inmersion de larvas en las emulsiones preparadas con conidias.
Fueron utilizadas un total de 60 larvas por tratamiento designandose 20 larvas

para cada una de las tres repeticiones que se realizaron de los bioensayos.

Cada larva inoculada con la emulsién atraves del método de inmersion fué
colocada individualmente en los viales plasticos previamente desinfectados. La

evaluacion de Patogenicidad de las diferentes emulsiones se midié basandonos

' Comunicucion Personal Rodrigucz. H. Universidad Nacional Agraria. Managua.



en el numero de larvas muertas por el hongo. Para esto se revisaron diariamente

los Bioensayos.

Las larvas muertas fueron colocadas en un plato petri donde igualmente se situd
un trozo de algoddn humedecido con agua estéril para mantener la humedad.
Posteriormente las larvas muertas fueron revisadas de forma periddica y cuando
se observd estructuras fungosas en su superficie con ayuda de un estereoscopio
se verifico si estas estructuras fungosas comrespondian al hongo B. bassiana

ratificando asi la patogenicidad del hongo en cada una de las emulsiones.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Estabilidad de las emulsiones.

Al prepararse una emulsidbn con hongos se debe tomar en cuenta que los
ingredientes de la misma ayuden a mantener la viabitidad de las conidias.

% de germinacion de conidies de B.bassiana

v T

14 16 1 26 28 o

20 22 2
Hor ué j

HMO% E2% D4% CI6% mWa% Bi0%

Grafica1.  Porcentaje de gemminacion de Conidias de Beauveria bassiana Inoculadas
en PDA en los diferentes niveles de la emulsion (0, 2, 4, 6, 8 y 10%)
respectivamente.

En un rango de tiempo de 14-30 horas después de la inoculacion de las conidias
de B. bassiana en medio de cultivo PDA se obtuvieron porcentajes de germinacién
entre 38.78% - 81.42%, sobresaliendo las emulsiones con 0, 2 y 4% de aceite de
algoddn presentando un 81.42% 73.33% y 61.36% respectivamente.

Para la emulsién del 0% e! tiempo de germinacion de las conidias estuvo entre las
primeras 14 y 16 horas de la inoculacion, en cambio las de 2% y 4% el tiempo de
germinacion oscilé entre 18 y 24 horas, esto demuestra que entre mayor es la
cantidad de aceite de algodén en la emulsién, menor es el porcentaje y mas

tardada la germinacion de conidias.



Prior C. et al (1987) observé que la viabilidad conidial inmediatamente después de

sumergirlas en aceite de coco o0 agua+Tween-80 fue de 97%.

En 1986 Rombach M.C et a/ obtuvo un porcentaje de germinacién de conidias de

95% en 20 horas posteriores a la inoculacion sobre caldo de dextrosa sabourand.

3.2 Sedimentacién de las emulsiones:

Una de las cualidades que debe tener una emulsion con hongos entomopatégeno
es la suspensidn mas o menos durable de las conidias. Bustamante (1996)
manifiesta que una buena formulacién debe facilitar la mezcla de las conidias con
el agua para las aplicaciones. Garcia-Pelayo y Gross R. (1993) define

sedimentacion como la formacion de sedimentos, progresion lenta de un depdsito.

[WZhes @anrs Wehe]

Sadimentacion de fas formulacionas (mi)

D% 2% 4% 4% 8% 10%
Tratamientos

Grifica2.  Sedimentacién de las diferentes emulsiones ( 0, 2, 4, 6, 8 y 10%)
observada durante 2, 4 y 6 horas después de la preparacion de las
emulsiones.

Los ensayos establecidos para conocer la sedimentacion de las emulsiones a las

2, 4 y 6 horas después de sometidas a reposoc demuestran que la menor
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concentracion de sedimento (0.4 ml y 0.5ml) se observo a las 6 horas de reposo
en las emuisiones con 0 y 2% de aceite de algodon. Podemos aseverar que a las
6 horas de reposo, la cantidad de conidias suspendidas en estas emulsiones fué
menor, también se observd que a medida que el porcentaje de aceite aumenté en
las emuisiones, la sedimentacion fué mayor con respecto a las formulaciones con

menor cantidad de aceite.

3.3 Efecto de la Radiacion Solar sobre Conidias de B. bassiana en cada
una de las emulsiones.

Al momento de ser aplicada en los cultivos las conidias pierden viabilidad
drasticamente debido a la desecacidén causada por radiacién solar y el viento. Esto
obliga a que las emulsiones deban contener ingredientes que protejan a las
conidias del efecto de factores ambientales adversos a la germinacion vy
patogenicidad de las mismas.

o | - =

Tratamientos

75.66 a

€69.56a

S S T T R T | T Y

0 10 20 30 40 SQ 60 70 80

% de germunacidn de conidies de B. bassiana

Grafica 3. Analisis de vananza y separacion de medias (Tukey) realizado a porcentaje
de germinacion de conidias de B. bassiana en emulsiones de aceite en agua después de

exposicion a la Radiacion Solar.

15



El analisis de varianza fué significativo a un 99% de confiabilidad en el porcentaje
de germinacion de las conidias y las Pruebas de separaciéon de medias (Tukey)
con un 95% de confianza muestran que las emulsiones expuestas a 24 horas de
radiacidén solar pueden separarse en cuatro categorias estadisticas diferentes de
las cuales en primer fugar tenemos las emulsicnes con 0 y 2% de aceite que
presentan el mayor porcentaje de germinacion de conidias (69.56% y 75.66%)
respectivamente y la emulsién con 4% que reportd un 64.3%.

Story en 1986 afirmé que ias conidias expuestas a la luz directa del sol pierden un
50-100% de su viabilidad original con uno o dos dias de exposicion.

3.2 Evaluacion de Patogenicidad de conidias de B. bassiana en cada una
de las emulsiones.

El uso de una formulacion depende en gran medida del control que pueda ejercer
sobre alguna plaga, por lo que la evaluacion de la patogenicidad es una prueba

obligateria al momento de elaborar una formulacion.

Tratamettor

T U P g e e e e e e s

1] [ ] 02 0.3 0.4 0.5 0.8 0.7 [ ] 0.9 1
Marialidad de tarves de P wylostellsa en proporcidn

Gréfica4. Andlisis de varianza y separacion de medias (Tukey 95%) para el
porcentaje de mortalidad de larvas de P. xylostella inoculadas con las

diferentes emulsiones.
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El analisis de varianza fue significativo con un 95% de confiabilidad y la
separacion de medias por Tukey al 95% establecio tres categorias estadisticas
para la variable de patogenicidad, sobresaliendo en |la primera los tratamientos
con 0 y 2% de aceite reportando 95% y 80% respectivamente, estos presentaron

los mas altos porcentajes de mortalidad en larvas de P. xylostel/a.

Esto se asemeja a los resultados reportados por Contreras et al, 1997, que
observaron un 74.8% de mortalidad un dia después de aplicadas conidias de B.
bassiana en emulsidén de aceite. Este resultado es similar al obtenido por Carbailo
M, en 1998 al evaluar formulaciones con aceite de soya en adultos de
Cosmopolites sordidus reportando una mortalidad de 85%.

Igual que en la germinacion, a medida que se incrementd el nivel de aceite en la
emulsion fueron menos larvas las que murieron por el hongo, observandose que
las larvas que murieron por otras causas presentaron una gran flexibilidad en su
cuerpo, 10 que hace suponer que sus muertes fueron debidas a intoxicacion por el
nivel de aceite dado que al examinarilas al estereoscopio no se observo el
crecimiento de otros microorganismos en su cuticula.

El tiempo letal (TLsg ) para los tratamientos fue dos dias después de |a inoculacién

de las larvas por el método de inmersion.



V. CONCLUSIONES.

Ei 2% de aceite de algodon en formulaciones con conidias de B. bassiana
demostré que tiene poco efecto negativo sobre la germinacion de conidias con un
promedio de 73.33% de germinacién y 80% de mortalidad en larvas de P.

xylostefla.

+ El aumento de aceite de algodon en una formulacién provoca menor germinacion
de conidias, disminuye la patogenicidad del hongo en condiciones de laboratorio.

Al aumentar la concentracién de aceite en las emulsiones de conidias de 5.

bassiana se presenta mayor sedimentacion en la formulacion.

A 24 horas de exposicion a la radiacidon solar el 2% de aceite de algeddn en una
formulacion denota proteccion a las conidias contra la desecacién, por efecto de la

radiacion solar,

Al aumentar la concentracion de aceite en las emuisiones se da una disminucion

de la germinacién de las conidias de 8. bassiana.



Vi. RECOMENDACIONES.

Se debe continuar la realizacion de bicensayos con la formulacion del 2% de
aceite de algodén en otros estadios de larva, prepupa y pupa para conocer posible
patogenicidad sobre P. xylostella.

Evaluar el efecto de B. bassiana en emulsion con el 2% de aceite de algoddn
sobre P. xylostella a nivel de campo.

También es importante que los biocensayos puedan evaluarse distintos horas de
toman datos para determinar el TlLsp,

9
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ANEXO



Figura 1. Ciclo biologico de Plutelfa xylostella.

LARVAS PUPA

Figura 2. Almacigos de Repallo Vr. Superette en el invernadero de la Universidad Nacional
Agraria.

25



Figura 3. Produccidn de plantas de repollo Vr. Supertte en Invernadero de la Universidad
Nacional Agraria.

Figura 4. Planta de repollo con el crecimiento adecuado para la intreduccion en la cria de F.
xylostella en el invernadero de la Universidad Nacional Agraria.
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Figura 5. Algunos instrumentos utilizados durante los biocensayos en el laboratoric de
MIP/UNA.

Figura 6. Preparacion de Discos foliares (20 cm de diametro) de hojas de repollo para
bicensayas.
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Figura 7. Desinfeccion de discos foliares de repollo en hipoclarite de sodic ai 2%.

Figura 8. Discos foliares de repofio listos para el montaje de los bioensayos.
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Figura 9. Preparacion de viales plasticos (1 onz.) para la realizacion de los bioensayos.

Figura 10. Prueba de germinacion de B. bassiana en PDA.
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Figura 11. Revision al estereoscopio de esporulacidn de conidias de B. bassiana en larvas de
P. xylostella.

Figura 12. Germinacion de conidias de B. bassiana en PDA. (Fuente laboratorio de control
microbial de la Universidad Nacional Agraria
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Figura 13. Preduccion de conidias de B. bassiana en arroz (Fuente laboratorio de control
microbial de la Universidad Nacional Agraria

Figura 14. Raquis conidioforico, conidiéforos y Figura 15. lLarva de P. xylostella afectada por
conidios de B. bassiana vistos al el Hongo B. bassiana (Fuente. Diaz J et
microscopio de barrido (Fuente Torres, H. al 1999)
et al 1993)




Cuadro 1. Ingredientes utilizados para preparar las formulaciones.

Porcentaje de Cantidad de
Aceite de Proporcion de Ingredientes Formulacién
Algodén elaborada

% (i} {mil) {ml) (mi) {mi) {mi)

10 12.35 4.67 0.3 3 79.68 100.0
8 9.87 467 0.3 3 82.16 100.00
6 7.40 4.67 0.3 3 84.63 100.00
4 439 467 0.3 3 87.63 100.00
2 247 4.67 0.3 3 89.56 100.0
0 0 4 67 03 3 92.02 100.00
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