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RESUMEN

Formulaciones de Beauveria bassiana (Bals y Vuils) para el manejo de plagas en el
cultivo del repollo (Brassica oleracea L. var capitata) en el Tisey, Esteli

Con el objetivo de evaluar formulaciones de hongos entomopatogenos para el manejo de plagas
en el cultivo del repollo (Brassica oleracea L), se realizé el estudio en la finca El Tisey, Esteli.
El estudio se establecid en la época de postrera de octubre 2009 a enero 2010. Se evaluaron seis
tratamientos con tres repeticiones y fueron: Beauveria bassiana + arcilla blanca, B.
bassiana+arcilla verde, B. bassiana+talco, B. bassiana+leche en polvo, B. bassiana+aceite
sunspray 6E, B. bassiana en sustrato. Las aplicaciones se realizaron 20 dias después del
trasplante y la dosis de Beauveria bassiana fue de 1.7x10% conidias/ha. Los muestreos fueron
cada 8 dias después del trasplante. Las variables evaluadas en laboratorio fueron: Viabilidad y
concentracion de conidias y en campo fue poblacion de Plutella xylostella, Leptophobia sp y
Diabrotica sp. La viabilidad y concentracion de conidias de B. bassiana de los formulados
fueron adecuados durante seis meses en almacenamiento. La formulacion B. bassiana+aceite
sunspray 6E presentd los mejores resultados manteniendo los niveles mas bajos de incidencia
de P. xylostella, Leptophobia sp y afidos, pero menos efectiva para Diabrotica sp. La menor
incidencia de Diabrotica sp se observé en los tratamientos B. bassiana+arcilla blanca, pero
registr6 mayor incidencia de P. xylostella y Leptophobia sp. La menor incidencia de P.
xylostella se observé en octubre y la mayor incidencia en noviembre. En cambio Leptophobia
sp presentd niveles bajos en octubre y en noviembre la incidencia mas alta. Para Diabrotica sp
los niveles mas bajos se observaron a inicios de octubre y los mas altos a finales del mismo mes.
La mejor formulacion fue B. bassiana+aceite sunspray 6E para el manejo de P. xylostella,
Leptophobia sp y afidos. El producto sin formular, registr el mayor nimero de cabezas por ha
y el producto formulado B. bassiana méas Arcilla Blanca present6 el mayor peso por cabeza.

Palabras claves: Hongos entomopatdgenos, formulaciones, Beauveria bassiana, Plutella
xylostella
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ABSTRACT

Formulations of Beauveria bassiana (Bals or Vuils) for pest control in cabbage (Brassica
oleracea L capitata) in Tisey, Esteli

This study was conducted in order to evaluate different formulations of entomopathogenic fungi
Beauveria bassiana for pest management in cabbage (Brassica oleracea). The study was
established since October 2009 to January 2010 in El Tisey, Esteli. Six plots were established
with three replicates. Beauveria bassiana (1.7x10%2 conidia / ha) as biological control agent was
evaluated in one liquid and four solid formulations B. bassiana + white clay, B. bassiana+ green
clay, B. bassiana + talc, B. bassiana + milk powder + B. bassiana oil Sunspray 6E, B. bassiana
substrate. Samples were taken every 8 days after transplant. Ten plants per plot were sampled
for a total of 180 plants. The applications were made 20 days after transplant. The laboratory
variables evaluated were: viability and concentration was conidias and field population of
Plutella xylostella, Leptophobia sp, Diabrotica sp. The viability and concentration of conidia of
B. bassiana formulations were adequate for six months in storage. In general pest’s occurrence
was low during the crop cycle. The lowest incidence of P. xylostella and Leptophobia sp was
found in the plots treated with B. bassiana + 6E Sunspray oil. The lowest incidence of
Diabrotica sp was observed in B. bassiana + white clay, B. bassiana and green clay. The lower
incidence of P. xylostella was observed in October and the highest incidence in November.
Instead Leptophobia sp presented low levels in October and November highest incidence.
Diabrotica sp lower levels were observed in early October and the highest at the end of the
month. The best formulation was B. bassiana + Oil Sunspray 6E for handling P. xylostella and
Leptophobia sp. The not formulated product, recorded the highest number of heads per hectare,
and whereas the product made more white clay B. bassiana had the highest weight per head.

Key words: Entomopathogenic fungi, formulations, Beauveria bassiana, Plutella xylostella



I. INTRODUCCION

El repollo (Brassica oleracea L) es una planta originaria de Europa, pertenece a la familia
Brassicaceae. Su importancia radica en el aprovechamiento de las hojas para el consumo humano,
las que tienen alto contenido de vitaminas A y C asi como calcio y hierro, y pueden ser consumidas
en estado fresco, cocinadas de diversas formas y encurtidas. En Nicaragua, la importancia
economica del cultivo del repollo es principalmente por su constante demanda de consumo
durante todo el afio, asi como generaciéon de empleo. El cultivo del repollo estd en manos de
pequefios y medianos productores con pocos recursos econémicos, los que siembran en parcelas
de monocultivo o asociado con otros cultivos con un promedio de areas sembradas entre 0.34 a
3.49 ha (CATIE/UNA, 1999). En cuanto a las areas cultivadas en Nicaragua, existe mucha
variabilidad de informacion, el Censo agropecuario (2011) reporta aproximadamente 850 ha
cultivadas de repollo donde la mayor parte de siembra del cultivo estd ubicada principalmente
en los departamentos de Matagalpa, Jinotega, Esteli, una pequefia proporcién en Masaya,
Carazo (INTA, 2006) y pequefas areas cultivada en la Region Autonoma del Atlantico Norte
(RAAN) y en la Region Autonoma del Atlantico Sur (RAAS) (CENAGRO, 2011).

La Fundacion Hondurefia de Investigacién Agricola - FHIA (2012), afirma que segln
estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), en el 2010 se cosecharon a nivel mundial 2.08 millones de hectareas de repollo,
obteniéndose una produccién de 57.96 millones de toneladas, con un rendimiento promedio
mundial de 27.81 t/ha; y que en la regidn centroamericana, Nicaragua cosech6 en ese mismo
afio la mayor area con 10,300 ha, pero obtuvo los rendimientos méas bajos con 1.43 t/ha. Los
costos de produccion varian en los paises centroamericanos y se destina del 20-38% del gasto
para el control de plagas (CATIE, 1990). Siendo Plutella xylostella la plaga que mayormente
ataca a este cultivo (Rao y Lal, 2004), afectando severamente el rendimiento y la calidad del
producto (INTA, 2006). Otras plagas que afectan al cultivo de repollo, reduciendo su
rendimiento y calidad son Leptophobia sp, Diabrotica sp y afidos (INTA, 2002).

A nivel mundial P. xylostella se ha vuelto resistente a mas de 50 insecticidas y cada afio se
reportan nuevos casos de resistencia. En Nicaragua algunos productos que tienen muchos afios
de uso han perdido efectividad como, Deltametrina (Decis®), Filitox®, Lannate®, Cipermetrina
(Cymbush®) y a otros productos como Jupiter®, Dipel® y Evisect® (CATIE/UNA, 1999).
Ante esta situacion se hace necesario el desarrollo de opciones alternativas de manejo donde la
proteccion ambiental es de fundamental importancia (Wai Hong et al., 1999) y constituye una
alternativa muy importante en el desarrollo de una agricultura sustentable que preserve los
recursos naturales y el medio ambiente. En este enfoque de manejo, el uso de bioplaguicidas ha
sido uno de los pilares fundamentales de exitosos programas de manejo integrado de plagas a
nivel mundial, particularmente en el manejo de organismos plaga que se han dispersado a nuevas
areas geograficas donde sus enemigos naturales no estan presentes para regular sus poblaciones.



En Nicaragua, se han evaluado bioplaguicidas para reducir el dafio de P. xylostella en el cultivo
de repollo (CATIE/UNA, 1999). En este sentido, Romero y Rojas en el (2004), realizaron un
estudio de factibilidad del uso de bioplaguicidas a base de hongos entomopatdgenos para el
manejo de plagas, indicando que constituyen una alternativa viable y factible desde el punto de
vista de mercado, técnico-financiero, econémico y ambiental, porque segun los resultados
estadisticos obtenidos, los valores de impacto estudiados son irrelevantes al no ocasionar efectos
negativos sobre los componentes del ambiente, salud humana y la recuperacion de la inversion
se alcanza en corto tiempo.

Los hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de infectar activamente una gran diversidad
de insectos, estdn ampliamente distribuidos en diferentes ecosistemas por lo que se pueden
utilizar para el control de plagas insectiles, son inocuos para animales de sangre caliente, plantas
y demas componentes del ecosistema y tiene la capacidad de desarrollar epizootias en la
poblaciones de insectos plagas (Espafia, 2000).

Existen dos 6rdenes de hongos entomopatdgenos de importancia como controladores bioldgicos
de plagas. El orden hipocreales, que pueden ser usados en estrategia de inundacién o de
inoculacién. La estrategia por aumento (inundacién), que es a corto plazo, donde un gran
namero de conidias son liberadas para controlar de manera relativamente rapida la poblacion
plaga. Estos hongos tienen un alto potencial como agentes de control biolégico en forma
inundativa, ya que por su habito de nutricién y caracteristicas reproductivas son faciles de
reproducir masivamente en medios naturales y de ser formulados para luego ser aplicados con
equipos convencionales. Contrario a los hongos del orden Entomophthorales, que son
relativamente dificiles de producir y las conidias tienen vida corta, por lo que su estrategia de
uso es en control bioldgico por conservacion. Esta estrategia, considera la manipulacion del
medio ambiente (manejo cultural) para favorecer la persistencia e incremento de
microorganismos que ocurre en forma natural o introducidos (Alatorre, 2010).

En América Latina los hongos entomopatdgenos (hipocreales) son usados mediante las
estrategias de inoculacién e inundacion. El propdésito de las aplicaciones aumentativas
(inundativas) es inducir epizootias en el campo (Harper, 1987). Esta estrategia de uso hongos
entomopatogenos implica que el agente de control tiene que ser producido y preparado
masivamente de modo que pueda ser utilizado exitosamente como una medida efectiva de
control en formulaciones comerciales. El uso de cepas nativas es importante, ya que son cepas
adaptadas a las condiciones ambientales de la regién para el control de una plaga determinada,
siendo un factor fundamental para el éxito de este tipo de control (Garcia y Gonzalez, 2010).
Ademas es necesario desarrollar formulaciones adecuadas para reducir la pérdida de viabilidad,
aumentar la permanencia o estabilidad de los hongos entomopatogenos y permitir un facil
manejo y aplicacion en el campo, ya que por su naturaleza los agentes microbiales pueden ser
afectados por condiciones ambientales durante y después de la aplicacion (Alatorre, 2010).



B. bassiana (orden hipocreales) ha sido encontrado atacando a mas de 200 especies de insectos
de diferentes Ordenes, incluyendo plagas de mucha importancia agricola (Alves, 1998). Li
(1988) afirma que B. bassiana es un hongo con amplio rango de infestacion reportandose hasta
707 especies de insectos afectadas en cambio Carballo y Guaharay (2004) afirman que afectan
a 700 especies de insectos reunidas en 100 géneros, siendo esta caracteristica importante para
ser usados en programas de control bioldgico. Este hongo entomopatdgeno es el enemigo natural
mas conocido de la broca del café (Hypothenemus hampei) principal plaga de este cultivo en
todo el mundo y que ocasiona pérdidas millonarias (Neves & Hirose, 2005). También este hongo
se ha encontrado infectando larvas, pupas y adultos de P. xylostella cuando las esporas entran
en contacto con el insecto (CATIE/UNA, 1999). Ademaés se ha encontrado atacando especies
de insectos como: Cosmopolita sordidus, Anthonomus eugenii, Bemisia tabaci y plagas de suelo.

A pesar de la importancia que tiene B. bassiana como agente de control biol6gico, su ocurrencia
natural generalmente es endémica y no es suficiente para lograr un completo control de las
plagas, de modo que la incidencia natural puede ser complementada con aplicaciones
aumentativas de estos hongos. Se han desarrollado diversos métodos para la produccion masiva
de estos hongos, tanto a pequefia, como mediana y gran escala. Los métodos incluyen procesos
de produccion en medios liquidos, asi como en substratos sélidos, monofasicos y bifasicos, en
la mayoria de los casos la meta es producir grandes cantidades de conidias de alta calidad y
eficientemente; las cuales deben ser aplicadas directamente o ser formuladas adecuadamente
para su posterior aplicacion (Monzén, 2001).

Los hongos entomopatdgenos como agentes de control bioldgico al ser aplicados en el campo,
son sensibles a la temperatura, humedad atmosférica y radiacion solar, por ello deben ser
formulados para proteger a las conidias y prolongar su persistencia en el campo. Los mas
utilizados para la fabricacion comercial de micoinsecticidas son Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea (Faria y Wright, 2007). El desarrollo de una adecuada
formulacion es esencial para obtener un micoinsecticida efectivo debido a que los elementos
constituyentes de la formulacion impactan directamente en la viabilidad de las conidias del
hongo (Mata, 2008). La longevidad de la conidia formulada depende del tipo de material
utilizado y es mas corta en la conidia seca no formulada (Morley-Davies, 1995, Hong et al.,
2005). Se han desarrollado formulaciones sélidas y liquidas y normalmente estan disponibles
para insectos del follaje. En el caso de formulaciones sélidas las mas comunes son polvos (10%
de esporas y 90% de material sélido); granulos, polvos mojables (Samson et al., 1988). El
problema con estas formulaciones es que por lo general son elaboradas en otros paises y utilizan
cepas o razas del hongo que no son nativos y por lo tanto su efectividad puede ser muy baja.
Otro aspecto importante es que debido a que el ingrediente activo es un organismo vivo, el
efecto de los componentes inertes de la formulacion puede variar dependiendo del hongo a
utilizar.



Samson et al., (1988) afirman que un problema clave en la industria de productos a base de
hongos entomopatdgenos es su almacenamiento. En condiciones ambientales los hongos
entomopatdgenos pierden su viabilidad aproximadamente en un mes, sin embargo al elaborar
productos a base de estos hongos se requiere almacenarlos por lo menos durante un afio sin que
se afecte su viabilidad. De modo que la unica forma de lograr mantener productos a temperatura
ambiente sin afectar su viabilidad es mediante la preparacion de formulaciones adecuadas. Por
tanto el desarrollo de sistemas de produccién y formulacion permiten contar con productos de
la misma o mayor eficacia que los productos quimicos, siendo uno de los requisitos para la
aceptacion y comercializacion de un producto bioldgico su estabilidad bajo condiciones de
almacenamiento (Butt et al., 2001, Santos et al., 2011). Esta caracteristica se ve influenciada
por factores externos como la temperatura, la humedad relativa y el tipo de empaque utilizado,
lo que determina el tiempo durante el cual se mantienen las caracteristicas iniciales del agente
bioldgico y por lo tanto su actividad biocontroladora (Boyetchko & Hynes, 2006, Santos et al.,
2011).

Los agentes o componentes de la formulacion deben tener propiedades adherentes y dispersantes
y deben proteger al organismo de la disecacion y de la degradacion solar, antes y durante el
proceso de germinacion de la espora sobre el cuerpo del insecto a controlar (Most y Quinlan,
1986). Otros aspectos a considerar son aquellos relacionados a la relacidon costo-beneficio.
Debido a estas consideraciones, para comercializar formulaciones de hongos entomopatégenos
se requiere un adecuado control de calidad, tanto de las propiedades bioldgicas, como de las
propiedades fisicas. Para determinar la calidad de un producto elaborado a base de hongos
entomopatogenos, es recomendable pruebas microbioldgicas como: prueba de viabilidad,
evaluacion de concentracion de conidias, asi como la pureza del hongo.

En Nicaragua a pesar que se han seleccionado cepas de Beauveria bassiana efectivas para el
control de plagas importantes como la palomilla del repollo (P. xylostella), la broca de café (H.
hampei) picudos de chiltoma (A. eugenii) y picudos de platano (C. sordidus), pero no se han
desarrollado formulaciones comerciales a partir de dichas cepas, por lo que el uso de las mismas
no se ha optimizado. Por lo tanto el propdsito del presente trabajo es desarrollar formulaciones
a base de B. bassiana, que garanticen la estabilidad y calidad de estos productos bioldgicos para
ser comercializados, almacenados y usados exitosamente para el control de plagas.



1. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Contribuir al desarrollo de formulaciones bioplaguicidas a base de Beauveria bassiana usando
materiales locales para el manejo de insectos plaga

2.2. Objetivos especificos

Determinar la viabilidad y concentracion de conidias de B. bassiana en formulaciones
bioplaguicidas durante seis meses de almacenamiento

Determinar la durabilidad de formulaciones a base de B. bassiana, utilizando materiales inertes
solidos y liquidos, almacenado en condiciones ambientales

Evaluar formulaciones a base de conidias de B. bassiana en campo sobre poblacion de Plutella
xylostella, Leptophobia sp y Diabrotica sp y afidos en el cultivo de repollo

Evaluar el efecto que tienen los productos bioplaguicidas formulados, sobre el rendimiento y
rentabilidad del cultivo de repollo



I11. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del experimento

Este estudio se desarroll6 en dos fases: Una fase de laboratorio durante seis meses de evaluacion
y que se ejecutd en el laboratorio de hongos entomopatdgenos de la Universidad Nacional
Agraria km 12 y % carretera norte y una fase de campo que se realizo en la finca El Tisey, del
Sr. Dimas Cerrato, ubicada a 146 km al norte de Managua y a 14 km de la ciudad de Esteli
carretera sur-oeste, La Estanzuela-San Nicolas. El experimento se establecio en la época de
postrera durante los meses de octubre a diciembre 2009 a enero del 2010.

El estudio consistid en la preparacion y evaluacion de diferentes tipos de formulaciones a base
del hongo Beauveria bassiana. En la fase de laboratorio se llevd a cabo la reproduccion masiva
del hongo, se determin6 la viabilidad y concentracion de las conidias para preparar las
formulaciones y en la fase de campo se evalug la efectividad de las formulaciones para el manejo
de Plutella xylostella, Leptophobia sp, Diabrotica sp y afidos en el cultivo del repollo.

3.2 Fase de laboratorio

Esta fase consistid en la reproduccion masiva del hongo en arroz grano entero como sustrato,
mediante el método de produccion semi-industrial, realizando control de calidad en cada una de
las fases del proceso de produccion. Posteriormente se hizo la evaluacion del efecto de diferentes
materiales inertes sélidos y liquidos sobre la estabilidad de la formulacion, la viabilidad y
concentracion de las conidias de B. bassiana en condiciones de temperatura ambiente
aproximadamente de 24 a 28 °C y humedad relativa de 80 a 90 % aproximadamente.

3.2.1 Obtencién del hongo

El hongo utilizado fue B. bassiana cepa 114. Esta cepa fue aislada de Broca del café
(Hypothenemus hampei) procedente de San Juan de Rio Coco (Madriz) y se encuentra
preservada en silica gel y en medios de cultivos conservada en refrigeracion a 4 °C en el
laboratorio de hongos entomopatdgenos de la Universidad Nacional Agraria (UNA). Para la
reproduccion del hongo se desarroll6 el sistema de produccion semi-industrial, iniciando desde
la obtencion del cultivo puro hasta la formulacion del producto. En la etapa de cepario se realizo
el aislamiento de la cepa y la obtencion del cultivo puro. En la etapa de produccion se realizo la
preparacion del sustrato (arroz) en erlenmeyer de 500 ml y en bolsas de polipropileno de 20 cm
por 33 cm, inoculacion e incubacion de matrices y bolsas del hongo, posteriormente el secado
en bandeja, la cosecha (separacion del hongo del sustrato) y la preparacion de las formulaciones
(Anexo 5).



3.2.2 Preparacion y evaluacion de formulaciones

En esta fase se prepararon las formulaciones y se evalué el efecto de los componentes inertes
utilizados en cada formulacion sobre la viabilidad y concentracion de las conidias de B. bassiana
en condiciones de temperatura ambiente. Los tratamientos que se evaluaron fueron las diferentes
formulaciones presentadas en el cuadro 1. Las proporciones de los materiales utilizados fueron
de 1:10 (1g de conidias de B. bassiana por 9g de material inerte), similar a las proporciones
utilizadas en un estudio por Garcia y Gonzélez (2010), donde utilizaron bioinsecticidas para el
control de plagas en hortalizas.

3.2.3 Tratamientos evaluados

Los tratamientos evaluados consistieron en formulaciones a base de conidias de B. bassiana en
dosis de 1.7x10'? conidias/ha, para formulacion liquida y solidas. Las formulaciones
consistieron en la mezcla de conidias de B. bassiana con materiales inertes, para la formulacion
liquida (Aceite Sunspray 6E) y para la formulacion solida (arcilla verde, arcilla blanca, talco y
leche en polvo) en iguales proporciones para cada tipo de formulacion. La formulacion liquida
se prepar0 en presentacion de 400 ml, en recipiente plastico, color oscuro. Las formulaciones
solidas se prepararon en presentacion de 200 g en sobres de papel con forro interno de aluminio.
Los productos formulados, se colocaron muestras de todos los tratamientos en condiciones de
temperatura ambiente descrita anteriormente.

Cuadro 1. Materiales inertes de formulaciones a base de conidias de B. bassiana evaluados
en laboratorio

Tratamiento  Formulacion  Materiales inertes

1 Sélida Arcilla Blanca

2 Sélida Arcilla Verde

3 Sélida Talco

4 Sélida Leche en polvo

5 Liquida Aceite Sunspray 6E

6 (Testigo) Sélida Hongo puro sin formular

Se establecieron tres repeticiones para cada formulacion, cada repeticion consistio en un
envase/empaque. Para determinar la concentracion y viabilidad de conidias se realizd dos
lecturas por cada una de las repeticiones por cada tratamiento, posteriormente se promedio para
obtener una lectura por cada tratamiento. Las lecturas o muestreos se realizaron mensual para
cada tratamiento durante seis meses de evaluacion.



3.2.4. Variables evaluadas

e Viabilidad de conidias (% de germinacion)
e Concentracién de conidias/g

La evaluacion de la viabilidad y concentracion de conidias se determind a partir de las
formulaciones preparadas, obteniendo un promedio de una lectura inicial y luego por promedios
de lecturas mensuales durante seis meses. La lectura inicial se realiz6 al momento de
empacar/envasar las formulaciones, posteriormente se realizd una lectura mensual durante seis
meses para cada tratamiento.

La concentracion de conidias se determiné mediante la metodologia descrita por French &
Hebert (1988). Se tom6 un gramo de la formulacion preparada, el cual se coloc6 en un tubo de
ensayo con 9ml de agua destilada estéril, posteriormente se realizaron diluciones en serie hasta
obtener la dilucion 10 a partir de la cual se realizé el conteo de las conidias. El conteo se
realiz6 utilizando un microscopio de luz y una camara Neubauer, después de realizado el
montaje en la cdmara se dejo reposar durante cinco minutos. EI nimero de conidias por ml se
obtuvo multiplicando el total de conidias observadas por el factor de conversion de la cAmara 'y
por el factor de la dilucion (Vélez et al., 1997, Monzén, 2001).

No. de conidias/g = No. de conidias x Factor de diluciéon x Factor de camara

Para la prueba de viabilidad de las conidias, previamente se prepararon platos de Petri,
colocando en el fondo papel filtro y sobre este se ubicaron dos porta objetos. Posteriormente se
preparé el medio agar-agua (2%) y se esterilizaron en la autoclave a 1,2 bares de presion y 121
°C durante 20 minutos. Seguidamente con una micropipeta se depositaron dos gotas del medio
en cada extremo del porta objeto, luego a partir de la dilucion 10 con otra micropipeta se tomd
una gota de la suspension 10 y se depositaron sobre el medio de agar-agua. Después este
montaje se colocO en camara himeda y se mantuvo a temperatura 24 - 28 °C. Las lecturas se
realizaron a las 24 horas después de realizado el montaje (UNA, 2000).

El conteo de viabilidad se realizo6 utilizando un microscopio luz 40X. La viabilidad de conidias
se determind contando el nimero de conidias germinadas y el niumero de conidias no
germinadas, observando al menos 200 conidias en tres repeticiones por muestra de cada
producto formulado, considerando germinadas aquellas conidias cuyo tubo germinativo fuese al
menos la mitad del didmetro de la conidia (Inglis y Goettel 1997; Velez et al., 1997, Rosas, 1999).
A partir de los datos obtenidos se calculd el porcentaje de conidias germinadas utilizando la
siguiente férmula: (Rivera 1993, Monzén, 2001).

Numero de conidias germinadas

Viabilidad de conidias (%) = x 100

Numero total de conidias evaluadas



Las seis formulaciones elaboradas fueron evaluadas en campo para el manejo de P. xylostella,
Leptophobia sp, Diabrotica sp y Afidos en el cultivo del repollo.

3.3 Fase de campo

El experimento se realizd en época de postrera, en la finca El Tisey, ubicada a 146 km al norte
de Managua y a 14 km de la ciudad de Esteli carretera sur-oeste, La Estanzuela-San Nicolés. La
precipitacién promedio anual fue de 1300 mm y altitud de aproximadamente 1200 msnm y con
temperaturas de 22 a 28 °C y humedad relativa de 60 a 80 % donde se realizo el estudio.

3.3.1 Preparacion del semillero de repollo

El semillero se establecié en invernadero con malla anti-afidos; se utilizaron bandejas de 96
depdsitos con medidas de 53 cm de largo, ancho 32 cm y 7 cm de alto, las que fueron colocadas
en bancos con una altura de 0.5 m. El sustrato que se utiliz6 para la siembra fue lombri-humus
y la variedad de repollo fue Green Boy. El manejo fitosanitario de plagas y enfermedades en
invernadero fue muy bajo y no fue necesario aplicaciones de productos.

3.3.2 Establecimiento y manejo del cultivo

El manejo agrondmico del cultivo se realizo de acuerdo a las practicas de manejo que utiliza el
productor, la que consiste en la preparacion del suelo, mediante una limpieza manual (machete
y azaddn), se realizé un pase de grada y un pase de arado.

El trasplante se realiz6 a los 25 dias después de la germinacion en bandejas, seleccionando las
plantas sanas y vigorosas. Se aplico fertilizante completo 12-30-10 al momento del trasplante.
Ademas se realizaron dos fertilizaciones edaficas con urea (46%), la primera aplicacion fue a
los 25 dias después del trasplante (ddt) y la segunda aplicacion fue a los 45 ddt. Se hicieron dos
aplicaciones de fertilizante foliar con Foscal® en dosis de 3 L/ha a los 30 y a los 45 dias después
del trasplante. Todas estas practicas se realizaron de igual forma para todas las parcelas a como
lo hace tradicionalmente el productor.

El manejo fitosanitario de plagas, enfermedades fue mediante practicas de manejo integrado que
realiza el productor, principalmente basada en la aplicacion de fertilizante completo y foliar
ademas urea 46 % proporcionando a la planta los requerimientos nutricionales que la hacen mas
resistente al dafio y el manejo de malezas en el cultivo fue mediante la preparacién de suelo con
un pase de arado y grada, posteriormente se realizaron limpieza manual en combinacion con el
aporqgue a los 25 y 45 dias después del trasplante.

La distancia entre planta y entre surco fue de 0.5 m, obteniendo 108 plantas por parcela para un
total de 40,000 plantas por ha.



3.3.3 Disefio experimental

El experimento se establecié en bloques completos al azar (BCA) con seis tratamientos y tres
réplicas, para un total de 18 unidades experimentales de 27m? cada una. Los tratamientos
evaluados fueron las mismas formulaciones evaluadas en la fase de laboratorio (Cuadro 1).

La dosis utilizada fue equivalente a 1.7 x 10'? conidias por hectarea. Se realizaron dos
aplicaciones en serie, cada serie consistio en tres aplicaciones, con un intervalo de cuatro dias
entre cada aplicacion. La primera serie de aplicacion se realizé a los 20 dias después del
trasplante (CATIE/UNA, 1999) y la segunda aplicacion seriada fue a los 45 ddt. Los
tratamientos fueron aplicados sobre las parcelas respectivas, realizando las aplicaciones por la
mafiana usando una bomba de mochila de 20 litros.

3.3.4 Método de muestreo

En cada parcela experimental se muestrearon diez plantas seleccionadas al azar, utilizando el
método de muestreo visual para un total de 180 plantas muestreadas en todo el experimento.
Cada planta seleccionada para el muestreo fue revisada por completo, tanto en el haz como en
el envés, registrando el nimero de insectos de cualquier estado de desarrollo encontrado (Anexo
16).

El muestreo se realizdé semanalmente, iniciando una semana después del trasplante, finalizando
una semana antes de la cosecha.

3.3.5 Variables evaluadas

e Numero de P. xylostella por planta

e NuUmero de Leptophobia sp por planta

e NuUmero de Diabrotica sp por planta

e Numero de Afidos por planta

e NuUmero de Arafias por planta

e NuUmero de cabezas de repollo comerciables
e Peso de cabezas de repollo en kg
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3.3.6 Cosecha

La cosecha fue manual y se realiz6 aproximadamente a los 105 dias después del trasplante,
cortando las cabezas que estaban firmes, compactas y que presentaran el color verde
caracteristico de la variedad y con una buena apariencia. La calidad del repollo se clasificé de
acuerdo a la descripcién de Garay y Rueda (2007) (Cuadro 2).

Cuadro 2: Cabezas de repollo comerciables de acuerdo a la descripcion de la calidad propuesta
por Garay y Rueda (2007).

Calidad Descripcion de la calidad

Excelente calidad: No es necesario deshojarlo para comercializarlo ya que no

Repollo A AR y
P presento dafio visible por causa de plutella, con diametro mayor a 20 cm.

Calidad media: Es necesario eliminarle algunas hojas que presentan agujeros
Repollo B causados por plutella, para poder comercializarlo. Diametro menor a 20 cm. El
precio es 20 — 30% menor que los repollos de calidad A.

Mala calidad: Diametro menor a 15 cm después de eliminarle hojas dafiadas por

Repollo C . . A
P plutella. Repollos con esta calidad no tienen valor econémico en el mercado

3.3.7 Analisis econdmico de los tratamientos evaluados (CYMMIT, 1988)

Presupuesto parcial de los tratamientos evaluados

Es un método que se utiliza para organizar los datos experimentales con el fin de obtener los
costos y beneficios de los tratamientos evaluados. El presupuesto parcial es una forma de
calcular el total de los costos que varian y los beneficios netos de cada tratamiento de un
experimento en una finca, asi mismo incluye los rendimientos medios, rendimientos ajustados
y el beneficio bruto de campo (CIMMYT, 1988).

Se tomaron los datos de rendimiento promedio (Ry) por tratamientos y se obtuvo el rendimiento
ajustado (Rajust=10 % de Ry), luego se calcul6 el beneficio bruto multiplicando, el Rajust por el
precio de venta en el campo. Para la sumatoria de los costos totales que varian, se estimo los
costos de los bioplaguicidas evaluados mas el costo de aplicacion de los mismos. Para obtener
el beneficio neto, se restd los costos totales que varian al beneficio bruto de cada tratamiento
respectivamente.
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Analisis de dominancia de los tratamientos evaluados

El anélisis de dominancia se efectta, primero, ordenando los tratamientos de menor a mayor
total de costos que varian. Se dice entonces que un tratamiento es dominado cuando tiene
beneficios netos menores o iguales a los de un tratamiento de costos que varian mas bajos. Con
los rendimientos obtenidos y el precio de la cosecha en el campo, se determind el ingreso bruto
y los costos reales especificos para cada tratamiento, se realizo el analisis econémico para cada
uno de los tratamientos.

Tasa de retorno marginal de los tratamientos evaluados

Resulta de la division del beneficio neto marginal (el aumento en beneficios netos) y el costo
marginal (aumento de los costos que varian), expresada en porcentaje, la tasa de retorno
marginal indica, que por cada unidad monetaria que se invierte en adquirir y aplicar un
determinado producto en un determinado cultivo, el agricultor recupera la unidad monetaria
invertida en dicha actividad, ademas de obtener unidades monetarias adicionales.

Comparacion del rendimiento total (kg/ha) de las parcelas de repollo en los tratamientos
B. bassiana +Arcilla verde, B. bassiana +Arcilla blanca, B. bassiana +Aceite sunspray 6E,
B. bassiana +Talco, B. bassiana +Leche en polvo y producto no formulado evaluados en el
Tisey, Esteli.

En la figura 8, se presentan los promedios de los rendimientos en kg/ha, donde B. bassiana
+Arcilla verde obtuvo 32,933.32 kg/ha, B. bassiana +Arcilla blanca 25,814.50 kg/ha, B.
bassiana +Aceite sunspray 6E 33,295.55 kg/ha, B. bassiana +Talco 28,332 kg/ha, B. bassiana
+Leche en polvo 19,562.86 kg/ha y el producto no formulado con 35,618.76 kg/ha,

Presupuesto parcial (U$) de los tratamientos B. bassiana +Arcilla verde, B. bassiana
+Arcilla blanca, B. bassiana +Aceite sunspray 6E, B. bassiana +Talco, B. bassiana +Leche
en polvo y producto no formulado evaluados en el Tisey, Esteli.

A través de un analisis economico, se compard los tratamientos evaluados para el manejo de P.
xylostella y otras plagas que afectan al cultivo del repollo, aplicando la metodologia CIMMYT
(1988). En el cuadro siguiente, se presenta el presupuesto parcial, donde se observa que los
mayores costos variables se obtuvieron en los tratamientos B. bassiana +Aceite sunspray 6E
con U$/ha 11.24 y en el tratamiento B. bassiana +Talco con U$/ha 10.34. El tratamiento con
menor costo variable fue el producto no formulado con U$/ha 7.35 seguido por los tratamientos
B. bassiana +Arcilla verde y B. bassiana +Arcilla blanca, con U$/ha 7.41 respectivamente. Los
mayores beneficios neto se obtuvieron en el producto no formulado con U$ 23,394.18/ha.
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Cuadro 3. Presupuesto parcial (U$) de los tratamientos B. bassiana +Arcilla verde, B.
bassiana +Arcilla blanca, B. bassiana +Aceite sunspray 6E, B. bassiana +Talco, B. bassiana
+Leche en polvo y Producto no formulado evaluados en el Tisey, Esteli.

Conceptos Arcilla Arcilla Aceite Talco Lecheen | No

verde blanca sunspray | simple polvo formulado
Rendimiento
Promedio kg/ha 32,933.16 | 25,814.50 | 33,295.55 | 28,332.00 | 19,562.86 | 35,618.76
Rend. Ajustado 10% kg/ha 29,639.84 | 23,233.05 | 29,966.00 | 25,498.80 | 17,606.57 | 32,056.88
Beneficio bruto U$/ha 21,637.09 | 16,960.13 | 21,875.18 | 18,614.12 | 12,852.80 | 23,401.53
Precio de venta en el campo U$/kg 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73
Costo total de materiales usados en
las formulaciones U$/ha
Cantidad utilizada kg/ha o litros/ha 0.18 0.18 0.4 0.18 0.18 0.2
Prec!o de material inerte U$/kg o 15 15 10 20 15 103
U$/litro
Precio del empague o envase U$/ha 0.14 0.14 0.24 0.14 0.14 0.14
Precio de una dosis U$/ha 7 7 7 7 7 7
Costos Variables Totales 7.41 7.41 11.24 10.74 9.84 7.35
Costos Fijos Totales U$/ha 77 77 77 77 77 77
Costos Totales U$/ha 84.41 84.41 88.24 87.74 86.84 84.35
Beneficio Neto U$/ha 21,629.68 | 16,952.72 | 21,863.94 | 18,603.38 | 12,842.96 | 23,394.18

Precio oficial del délar: 1 U$ = C$ 27.34 (Agosto, 2015). Fuente: Banco Central de Nicaragua.

Precio promedio del producto en el campo (0.73 U$/kg)

Analisis de dominancia de los tratamientos B. bassiana +Arcilla verde, B. bassiana +Arcilla
blanca, B. bassiana +Aceite sunspray 6E, B. bassiana +Talco, B. bassiana +Leche en polvo
y Producto no formulado evaluados en el Tisey, Esteli.

Después de haber realizado el presupuesto parcial, para identificar los costos variables de los
tratamientos evaluados, se procedio a ejecutar el analisis de dominancia. El ordenamiento de los
tratamientos inici6 con el tratamiento producto No formulado ya que present6 el menor de costo
variable y el més alto beneficio neto, luego los tratamientos B. bassiana +Arcilla verde y B.
bassiana +Arcilla blanca, B. bassiana +Leche en polvo, B. bassiana +Talco y B. bassiana
+Aceite sunspray 6E que presentaron los mayores costos variables. El anélisis indico que los
tratamientos B.bassiana +Arcilla blanca, B.bassiana +Aceite sunspray, B.bassiana +Leche en
polvo y B.bassiana +Talco simple y B.bassiana +Arcilla verde resultaron dominados por el

producto No formulado.
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Cuadro 4. Analisis de dominancia de los tratamientos B. bassiana +Arcilla verde, B.
bassiana +Arcilla blanca, B. bassiana +Aceite sunspray 6E, B. bassiana +Talco, B. bassiana
+Leche en polvo y producto no formulado evaluados en el Tisey, Esteli.

Tratamientos Costos Variables | Beneficio neto Categoria
U$/ha U$/ha
Producto No formulado 7.35 23,394.20 ND
B.bassiana +Aurcilla Verde 741 21,629.68 D
B.bassiana +Arcilla Blanca 741 16,952.72 D
B.bassiana +Leche en polvo 9.84 12 842.96 D
B.bassiana +Talco simple 10.74 18.603.38 D
B.bassiana +Aceite Sunspray 11.24 21,863.94 D

ND: No dominado

D: Dominado

El andlisis de dominancia de los tratamientos evaluados muestra que el producto no formulado
es no dominado al presentar el menor costo variable con el mas alto beneficio neto no siendo
superado por ninguno de los otros tratamientos que fueron dominados, por lo tanto el andlisis
de dominancia excluye a los tratamientos dominados para el Analisis tasa de retorno marginal
(TRM) debido a sus bajos beneficios netos.

En el cuadro 4 del andlisis de dominancia muestra que entre los tratamientos dominados
B.bassiana +Arcilla verde y B.bassiana +Aceite sunspray presentan mayores beneficios netos
debido que el rendimiento obtenido es suficiente para compensar el incremento de los costos.
Aunque para aumentar los ingresos del productor es importante centrarse en los beneficios
netos y no en los rendimientos (CYMMIT, 1988). Es decir que el productor puede utilizar
estos tratamientos para el manejo de plagas en el cultivo del repollo y que, en termino de
durabilidad y viabilidad estos tratamientos formulados son mejores que el producto no
formulado que presenta menor viabilidad y durabilidad.

Segun CYMMIT, 1988; no tiene sentido hablar de la tasa de retorno marginal de un tratamiento
en particular, ésta es mas bien una caracteristica de cambiar de un tratamiento a otro. Debido a
que los tratamientos dominados no se incluyen en el analisis marginal y la tasa de retorno
marginal siempre sera positiva.
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3.4 Analisis de los datos

Los datos de laboratorio (viabilidad, concentracion de conidias) fueron analizados de forma
descriptiva. Los datos de campo, incidencia de P. xylostella, Diabrotica sp, Leptophobia sp y
peso de cabeza, numero de cabezas comerciables, fueron analizados mediante Analisis de
Varianza (ANDEVA) de acuerdo al disefio utilizado (BCA). Antes del analisis los datos fueron
transformados mediante (+x + 0.5). Ademés se realizd separacion de medias por Tukey (o=
0.05). Los datos fueron analizados mediante el programa SAS.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
Fase de laboratorio
4.1 Concentracion de conidias de B. bassiana en las formulaciones

Los resultados obtenidos en laboratorio de las diferentes formulaciones bioplaguicidas para la
concentracion de conidias durante seis meses en condiciones de temperatura ambiente,
muestran que en general la concentracion de conidias es similar en todas las formulaciones y
que se mantiene constante a través del tiempo.

Todas las formulaciones mantuvieron la concentracion de conidias de manera constante, lo que
indica que los materiales inertes no afectan significativamente la concentracion de conidias. A
los seis meses, el producto formulado con arcilla verde present6 la mayor concentracién con
2,45 x 10! conidias/g de producto formulado en cambio el producto no formulado present6 la
menor concentracion con 2.39 x 10*! conidias/g. El tratamiento B. bassiana sin formular inici6
a disminuir concentracion a partir del segundo mes de evaluacién, en cambio los productos
formulados se observa disminucion en la concentracion a partir del tercer mes a excepcion del
formulado B. bassiana mas arcilla verde. Posteriormente todos los productos formulados
muestran ligera disminucion de la concentracion a partir de los meses cinco y seis. En relacion
al nimero de conidias/g iniciales, estos resultados obtenidos en los seis meses de evaluacion, se
consideran adecuadas para la formulacion y aplicacion del producto en el campo (Figura 1).

2.52E+11

2.5E+11
2.48E+11
2.46E+11
2.44E+11
2.42E+11

2.4E+11
2.38E+11
2.36E+11
2.34E+11
2.32E+11

NUmero de conidias/g

1 2 3 4 5 6
Meses después de formulado

=X =Arcilla Blanca ---@-- Arcilla Verde — © -Talco simple

—xX = Leche en polvo —=¢ - Aceite Sunspray —— Hongo no formulado

Figura 1: Concentracion de conidias de B. bassiana formuladas con materiales inertes sélidos
y ligquido durante seis meses de evaluacion
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Estos resultados obtenidos de la concentracion de conidias de B. bassiana en los productos
formulados almacenado en laboratorio en condiciones ambientales, son similares con los
resultados obtenidos por Harcourt et al., (1990); McDonald y Nolan, (1995), afirmando que las
condiciones ambientales son factores determinantes para la produccion de conidias, aunque esto
se menciona para aislamientos de otras especies de hongos entomopatdgenos. Estos factores son
confirmados por otros investigadores. Aliaga et al., (2009) donde evaluaron en condiciones de
laboratorio la cepa de B. bassiana CBLE-265, SENASA a una concentracion de 7 x 10° y 2 x
10%° conidias/gramos de B. bassiana para el control de S. frugiperda, no tuvo ningln efecto
sobre los primeros estadios larvales, por lo que la cepa no fue adecuada para la plaga. Sin
embargo, investigacion realizada por Cocom, et al., (2006) donde evalu6 cepas de B. bassiana
(BAZAM®) para S. frugiperda lograron una mortalidad de 90 % con la concentracion de 7 x
108 conidias/g, esto se debe a que la cepa utilizado era mas patogénica y virulenta a S.
frugiperda. Lecuona y Diaz (1996), afirma que el substrato o insecto en el cual se reactiva el
hongo entomopat6geno influye mucho en la virulencia hacia la plaga; mencionando que la cepa
B. bassiana CBLE-265 no fue reactivada en S. frugiperda; mientras que la cepa de B. bassiana
(BAZAM®) fue reactivada para S. frugiperda.

Los resultados obtenidos por estos investigadores confirman la importancia que tiene la
reactivacion del hongo en sustrato o en el insecto para obtener conidias de hongo que sea
virulenta y patogenica y en nuestro estudio la seleccion del sustrato para la reproduccion masiva
del hongo B. bassiana, fue unos de los factores importantes para que la concentracion del
producto formulado se conservara la concentracion por un periodo de seis meses de evaluacion
(Figura 1) aunque también fue determinante factores como la temperatura y humedad relativa.

4.2 Viabilidad de conidias de B. bassiana en las formulaciones

Los resultados obtenidos en laboratorio muestran que en general la viabilidad de conidias tiene
un comportamiento similar en todas las formulaciones, y tiene una tendencia a disminuir en el
tiempo manteniendo esa tendencia durante los seis meses de evaluacién (Figura 2). Todas las
formulaciones mantuvieron la viabilidad de conidias de manera constante durante tres meses
excepto en el producto no formulado que empezé a disminuir la viabilidad a partir del segundo
mes y posteriormente los formulados y el producto no formulado presentan una ligera
disminucion en los siguientes tres meses, lo que indica que los materiales inertes no afectan
significativamente la viabilidad de conidias.

Los productos formulados con arcilla verde y aceite sunspray presentaron los mejores resultados
con 82 % de viabilidad de conidias a los seis meses; en cambio el producto no formulado
presento la menor viabilidad de conidias con 76 %. El tratamiento B. bassiana sin formular
empieza a disminuir la viabilidad a partir del segundo mes de estudio, en cambio los productos
formulados se observa disminucion en la viabilidad a partir de los meses cuatro, cinco y seis,
pero se consideran adecuadas para la formulacion, aplicacion del producto y para
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almacenamiento a temperatura ambiente de aproximadamente de 24 a 28 °C en laboratorio
durante seis meses (Figura 2).

Viabilidad de conidias (%)

1 2 3 4 5 6
Meses después de formulado

= X=Arcilla Blanca ---@-- Arcilla Verde - © =Talco simple
—x=—Leche en polvo —e- - Aceite Sunspray —+— Hongo no formulado

Figura 2: Viabilidad de conidias (%) de B. bassiana formuladas con materiales inertes solidos
y liquido durante seis meses de evaluacion

Godoy et al., (2007) realiz6 un estudio donde determina la temperatura y humedad dptima para
la germinacion y esporulacion de cinco aislamientos de Beauveria bassiana y encontré mayor
cantidad de esporas a 100% de humedad relativa y mayor esporulacion en los medios de cultivos
a25°C y 30°C. Ademas la germinacion de esporas present6 el mayor porcentaje de germinacion
a 25°C y con diferencias significativas entre aislamientos. Por tanto, Beauveria bassiana es un
hongo entomopatdgeno que tolera un rango amplio de temperatura y humedad relativa, lo que
explica la capacidad de esta especie para adaptarse a diferentes areas edafo-climaticas. Un
estudio realizado por Ortiz et al., (2011), afirma que el sustrato como fuente de alimento es
importante tanto en la velocidad de desarrollo como en la virulencia de los hongos. Al igual que
la germinacién, la formacidén de esporas (conidias), es importante para que los hongos se
establezcan en un lugar y asi propiciar una epizootia, aunque esto depende de varios factores,
donde la temperatura juega un papel prioritario.

La formacion de conidias esta estrechamente relacionado con la temperatura, entre mas baja la
temperatura mayor el tiempo para que ocurra la formacion de conidias. Alatorre et al., (2011)
afirma que, la prontitud de la germinacion de las esporas de los hongos patdgenos de insectos
es fundamental para el uso en el manejo integrado de plagas, ya que es una etapa critica en el
desarrollo de estos hongos y en este aspecto la temperatura juega un papel importante. Tanada
y Kaya (1993) sefialan que la germinacion de las esporas depende en gran parte de la humedad
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ambiental y temperatura y en menor grado a las condiciones de luz y nutricionales. Guillespie
(1988) afirma que el nivel de agua es determinante en el crecimiento de los hongos, y pequefias
diferencias en los niveles de humedad relativa después de la aplicacion de conidias, pueden
determinar de un modo u otro el éxito del hongo en el control de insectos plaga en el campo.

Fase de campo

Efecto de formulaciones bioplaguicidas a base de B. bassiana sobre la fluctuacion
poblacional de Plutella xylostella, Letophobia sp y Diabrotica sp en el cultivo del repollo

4.3 Fluctuacion poblacional de Plutella xylostella

ElI ANDEVA realizado indica que no existen diferencias significativas entre tratamientos
(P=0.18), pero si se encontraron diferencias significativas entre fechas de muestreos (P<0.0001).
A pesar que no se encontraron diferencias entre tratamientos, la menor incidencia de la plaga se
observd en el tratamiento B. bassiana méas aceite sunspray 6E, que tuvo un promedio de 0.34
plutella por planta, seguido por el tratamiento B. bassiana mas leche en polvo con un promedio
de 0.44 plutella por planta. La mayor poblacién de plutella se observo en el tratamiento B.
bassiana mas arcilla blanca con un promedio de 1.03 insectos por planta (Figura 3). Los
resultados obtenidos demuestran que la incidencia de P. xylostella se mantuvo relativamente
bajo en todo el ciclo del cultivo, esto se debi6 a que las aplicaciones de los formulados a base
de B. bassiana se realizaron en el momento oportuno, el uso de barrera viva con zacate King
grass alrededor de la parcela impidié la entrada de la plaga y otro factor fue la presencia de
enemigos naturales principalmente depredadores y parasitoides (arafias y avispas).

Investigaciones realizadas por Garay y Rueda (2007), comparando sistemas de manejo de P.
xylostella encontraron en el sistema de Manejo Integrado de Plagas un 30% de parasitismo con
Diadegma insulare. En cambio, Andrews (1984) encontré en Honduras niveles de parasitismo
del 40% cuando se hace uso limitado de insecticidas y Miranda (2006) reporta niveles de
parasitismo, de hasta 60% en el campo, en la misma zona donde se estableci6 el experimento,
lo cual influyé en los bajos niveles de P. xylostella en el cultivo y por tanto el criterio de las
aplicaciones de los productos formulados fue por debajo al criterio que amerita o justifica la
medida de manejo de la plaga. En un estudio realizado por Bertolaccini et al., (2010) sobre la
incidencia de algunos factores naturales de mortalidad de P. xylostella en Argentina, registrd
una mortalidad del 59.37 % con parasitoides mientras que con entomopatdgenos la mortalidad
de forma natural fue del 11,08 %, lo que indica que el uso de hongos entomopatdgenos en una
estrategia inundativa es necesario para incrementar los niveles de parasitismo y mantener
niveles bajos de incidencia de la plaga.
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Figura 3: Efecto de formulaciones bioplaguicidas a base de B. bassiana sobre el numero de
Plutella xylostella en el cultivo del repollo en el Tisey, Esteli, 2009 — 2010

La mayor poblacién de plutella se observo a los 20 y 36 ddt con un promedio de 1.88 y 1.44
plutellas por planta respectivamente. En cambio la menor poblacion de la plaga se observo a los
52 ddt con un promedio de 0.03 insectos por planta (Figura 3). La mayor incidencia de P.
xylostella a los 20 y 36 dias después del trasplante ddt, se debi6 a la etapa fenoldgica del cultivo,
ya que el crecimiento vegetativo, formacién y llenado de cabeza, se considera el momento en
que la plaga es mas atraida por el cultivo, momento en el que ademas la consistencia de las
hojas es suave siendo susceptible al dafio por la plaga. Londofio y Jaramillo (1999) afirman que
la incidencia de la palomilla del repollo aumenta en proporcién directa con el desarrollo del
cultivo y resultados encontrados por Lépez (1997) observé que los incrementos en la poblacion
corresponden a las etapas de formacion y llenado de cabeza.

La menor incidencia de la plaga se observo a los 52 ddt y esto se debié al momento de las
aplicaciones que fueron iniciadas a los 20 dias después del trasplante, momento antes a lo
sugerido por Lopez (1997), el cual sostiene que el manejo de la plaga debera enfocarse a partir
de la etapa de preformacion de cabeza (28 dias después del trasplante). Sanchez y Romero
(2005) afirman que, en las primeras etapas de crecimiento del cultivo la plaga se encuentra en
la fase de colonizacién y conforme aumentan los recursos disponibles se multiplica hasta
alcanzar su poblacion maxima durante la etapa del llenado de cabezas y por tanto la menor
presencia de la plaga se registré a los 52 dias después del trasplante.
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Cuadro 5. Promedio de P. xylostella en los tratamientos evaluados

Tratamientos Medias £ ES Categoria (Tukey, a: 0.05)
B. bassiana + Arcilla blanca 0.33 +£0.089 A
B. bassiana + Arcilla verde 0.44 £0.118 A
B. bassiana + Talco 0.48 £0.147 A
No formulado 0.68 £ 0.261 A
B. bassiana + Leche 0.98 £ 0.294 A
B. bassiana + Aceite sunspray 1.03 £ 0.437 A

Error Estandar (ES):
Coeficiente de Variacion (C.V): 34.95
R cuadrado (R?): 0.53

4.4 Fluctuacién poblacional de Leptophobia sp

El ANDEVA realizado muestra que no existen diferencias significativas entre tratamientos (P:
0.1839), pero si hubo diferencias significativas entre fechas de muestreos (P<0.0001). La menor
incidencia de la plaga se present6 en el tratamiento B. bassiana + aceite sunspray 6E con un
promedio de 0.03 insectos por planta, seguido por el tratamiento testigo (no formulado) con un
promedio de 0.06. Los tratamientos que presentaron la mayor incidencia fueron B. bassiana
mas leche en polvo con un promedio de 0.61 insectos por planta, seguido por el tratamiento B.
bassiana més arcilla blanca con un promedio de 0.49 insectos por planta (Figura 4). Jaramillo
y Diaz (2006), afirman que los adultos de Leptophobia sp prefieren cultivos jévenes para su
colonizacion y establecimiento, por eso son plagas tipicas en la etapa de desarrollo del cultivo
donde la plaga alcanza la mayor poblacién a como se aprecia en estos resultados (Figura 4).
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Figura 4: Efecto de formulaciones bioplaguicidas a base de B. bassiana sobre el nimero de
Leptophobia sp en el cultivo del repollo en el Tisey, Esteli 2009 - 2010

Los niveles bajos de incidencia de la plaga se observé en los primeros 20 ddt y luego a 36 ddt
con un promedio de 0.04 insectos por planta, y la mayor poblacion de la plaga se registro a los
52 y 60 ddt con un promedio de 1.28 y 0.77 insectos por planta respectivamente (Figura 4).
Segun Sanchez y Romero (2005) el ataque de Leptophobia sp es mas fuerte durante la época
seca del afio, el cual se asemeja con los resultados obtenidos en nuestro estudio donde la mayor
incidencia ocurrid en la época seca. También afirma que en la etapa de establecimiento hasta la
formacion de la cabeza, el nivel critico para tomar una medida de control es de una larva en 10
plantas de repollo, considerando otros aspectos como posibilidades de lluvia, bajas de
temperatura, siendo similar al nivel critico de incidencia tomado en nuestra investigacion para
realizar las aplicaciones de los tratamientos sobre la plaga.

Cuadro 6. Promedio de Leptophobia sp en los tratamientos evaluados

Tratamientos Promedio + ES Categoria (Tukey, a: 0.05)
B. bassiana + Aceite sunspray 0.03+0.018 A
No formulado 0.06 £ 0.020 A
B. bassiana + Arcilla verde 0.41 £0.345 A
B. bassiana + Talco 0.44 £0.173 A
B. bassiana + Arcilla blanca 0.49 £ 0.225 A
B. bassiana + Leche 0.61 +0.307 A

22



Error Estandar (ES):
Coeficiente de Variacion (C.V): 28.48
R cuadrado (R?): 0.68

4.5 Fluctuacion poblacional de Diabrotica sp

ElI ANDEVA realizado para la incidencia de la plaga Diabrotica sp muestra que existen
diferencias significativas entre tratamientos (P: 0.0013) y entre fecha de muestreo (P<0.0008)
lo que indica que al menos uno de los seis tratamientos evaluados difiere del resto. La menor
incidencia de Diabrotica sp se registro en el tratamiento B. bassiana mas arcilla blanca con un
promedio de 0.06 insectos por planta seguido por el tratamiento B. bassiana mas arcilla verde
con un promedio de 0.14 insectos por planta. En tanto que la mayor incidencia se registré en el
tratamiento B. bassiana més aceite sunspray 6E con un promedio de 0.26 insectos por planta
seguido por el tratamiento B. bassiana mas talco con un promedio de 0.19 insectos por planta
(Figura 5).

0.50 —e—Bb+AB —8—Bb+AV
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0.40 —¥—Bb+Aceite —e—BbNF
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Numero de Diabrotica sp/planta

Dias después de la siembra

Figura 5: Efecto de formulaciones bioplaguicidas a base de B. bassiana sobre el numero de
Diabrotica sp en el cultivo del repollo en el Tisey, Esteli 2009 - 2010

La menor poblacién de la plaga se observo a los 8 y 28 ddt con un promedio de 0.05y 0.11
insectos por planta respectivamente y la mayor incidencia se present6 a los 20, 36 y 76 ddt con
un promedio de 0.27, 0.20 y 0.23 insectos por planta respectivamente (Figura 5).

Los resultados de la formulacion con aceite sunspray para el manejo de Diabrotica sp, resultd
la menos efectiva debido a las caracteristicas morfoldgica que presenta el adulto, como es la
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curvatura y endurecimiento de los élitros impidiendo que las gotas del producto se adhieran y
persistan sobre el insecto, contrario a los resultados obtenidos para el manejo de Plutella donde
la formulacion con aceite presentd los mejores resultados debido a las caracteristicas
morfologicas de la larva que facilita la adherencia y penetracion de las gotas del producto sobre
el cuerpo del insecto, ademas de influencia de factores ambientales y bidticos.

Estudio realizado con Alatorre (2006) que afirma que la proteccion de las conidias se logra
mediante la mezcla de adherentes-dispersantes de tipo aceitoso o aquellos que facilitan que el
ingrediente activo quede encapsulado, esto permite que las gotas finas impacten y persistan
sobre los insectos; debido a que existen un complejo de procesos interactivos, tanto ambientales
como bidticos que son necesarios para el desarrollo o inhibicion de epizootias causadas por
hongos entomopatogenos, incluyendo la sensibilidad a la radiacion solar; antagonistas
microbianos; comportamiento del hospedante, condiciones fisioldgicas y edad; vigor y edad del
patdgeno; presencia de pesticidas; y temperatura, humedad y cantidad de indculo apropiadas
(Ferron et al., 1991; Lacey y Goettel, 1995). Segun estudio realizado por CESAVEQ (2013),
afirma que en condiciones de temporal lluvioso hay mayor poblacion porgue el adulto emerge
alos 6 a 10 dias después que la larva empupa en la tierra, lo que se coincide con nuestro estudio
donde las altas poblaciones se presentaron a los 20 y 36 ddt, también coinciden con la mayor
poblacion cuando no hubieron aplicaciones de los productos (Figura 5).

Cuadro 7. Promedio de Diabrotica sp en los tratamientos evaluados

Tratamientos Promedio £ ES Categoria (Tukey, a: 0.05)
B. bassiana + Arcilla blanca 0.06 +£0.014 A
B. bassiana + Arcilla verde 0.14 £ 0.031 BA
B. bassiana + Leche 0.14 £ 0.042 BAC
No formulado 0.15+0.024 BC
B. bassiana + Talco 0.19 £ 0.042 BC
B. bassiana + Aceite sunspray 0.26 £ 0.038 C
Error Estandar (ES):

Coeficiente de Variacion (C.V): 11.18
R cuadrado (R?): 0.51
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4.6 Fluctuacion poblacional de Afidos

Los datos obtenidos de incidencia de afidos no fueron analizados estadisticamente por los
niveles bajos presentados en todo el ciclo del cultivo. A pesar de la baja incidencia de afidos, el
tratamiento B. bassiana més aceite Sunspray present6 la menor incidencia con un promedio de
0.03 insectos por planta, en cambio la mayor incidencia se observé en el tratamiento B. bassiana
mas talco con un promedio de 0.27 insectos por planta. La menor incidencia presentada en la
formulacidn con aceite sunspray muestra la efectividad de esta formulacion contra &fidos y que
se relaciona con un estudio realizado en México por Herndndez (2007) donde evalud
formulaciones de hongos entomopatégenos en el pulgdn café de los citricos encontrando
mortalidad altamente significativas donde los mejores tratamientos fueron los que incluyeron el
aceite mineral (citrolina) y el polvo humectable, ya que causaron 95 y 94% de mortalidad,
respectivamente, en condiciones de temperatura promedio de 29°C y humedad relativa
promedio fue de 96%. Ademas encontro que los aceites tienen un efecto sinérgico cuando se
combinan con microorganismos patégenos, incrementando su eficacia contra el insecto plaga
en comparacion con aplicaciones en agua (Womack et al., 1996; Prior et al., 1988).
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Figura 6: Efecto de formulaciones bioplaguicidas a base de B. bassiana sobre el nimero de
Afidos en el cultivo del repollo en el Tisey, Esteli 2009 - 2010

Las formulaciones con aceites emulsificables protegen a las conidias de la radiacion UV y contra
la desecacion en condiciones de baja humedad relativa (Alatorre, 2006), durante y despues de
la aplicacion en campo, lo cual es elemental para el éxito de los hongos entomopatdgenos en el
control de plagas (Daoust et al., 1983; Bateman et al., 1993; Geden et al., 1995; Inglis et al.,
1995; Carballo, 1998; Ibrahim et al., 1999; Lacey et al., 2001; Shah y Pell, 2003). Ademas, el
aceite asperjado fluye y se extiende sobre la cuticula del insecto, a diferencia de la aspersién en
agua donde el hongo permanece en forma de gotas (lbrahim et al., 1999), permitiendo que las
conidias del hongo sean depositadas en sitios donde se favorece su germinacion e infeccion, lo
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que posteriormente se reflejara en una mayor mortalidad del insecto (Geden et al., 1995; Inglis
et al., 1995; Ibrahim et al., 1999).

La menor incidencia de la plaga se present6 a los 36 y 60 ddt producto del efecto de las
aplicaciones, en cambio la mayor incidencia se observo a los 52 y 68 ddt. Segun Sanchez y
Romero (2005), durante la etapa de establecimiento a preformacion de cabeza, se recomienda
que al encontrar 0,5 pulgones alados por planta o 0,4 colonias por planta es necesario aplicar
medidas de control.

4.7 Fluctuacion poblacional de Arafias

Los resultados obtenidos de incidencia de rafias no fueron analizados estadisticamente por los
bajos niveles presentados en todo el ciclo del cultivo. Los tratamientos evaluados no tuvieron
un efecto negativo sobre el numero de controladores naturales (arafias) ya que las poblaciones
se mantuvieron presentes (promedio de 0.10 arafias / planta) en los tratamientos evaluados,
durante toda la fase de estudio. La baja presencia de arafias a los 60 ddt posiblemente se deba
por la poca incidencia de presas para alimentarse y no por efecto de B. bassiana ya que no se
encontrd ninguna evidencia (arafias colonizadas con hongo) del efecto de los tratamientos a base
de B. bassiana sobre la incidencia de arafias (Figura 7). Estos resultados obtenidos son similares
a la investigacion realizada por Delgado (2001) el cual usé productos boténicos y
microbiologicos para el manejo de P. xylostella en el cultivo del repollo, donde no encontrd
diferencias significativas al analizar estadisticamente los datos obtenidos, indicando que los
productos insecticidas a base de nim y microbiologico (Dipel) no afectaron las poblaciones de
arafas en el cultivo, las cuales actian como un mecanismo de amortiguacion y que contribuyen
a evitar desequilibrios que pudieran conducir al incremento de algunas especies plagas.
Estudio realizado BioWorks (2006) afirma que se ha encontrado efecto de B. bassiana sobre
abejas domésticas pero no es significativo, por los mecanismos de defensa que presentan las
abejas contra este tipo de microorganismos.
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Figura 7: Efecto de formulaciones bioplaguicidas a base de B. bassiana sobre el nimero de
Aranas en el cultivo del repollo en el Tisey, Esteli 2009 — 2010

4.8 Promedio de cabezas de repollo comerciables

ElI ANDEVA realizado para el nimero de cabezas comerciables indica que no existen
diferencias significativas entre tratamientos. A pesar de esto, se encontro gque el tratamiento sin
formular (hongo en arroz), registr6 el mayor numero de cabezas con un promedio 21852
cabezas/ha, en cambio el tratamiento B. bassiana més leche en polvo registré el menor nimero
de cabezas comercializables con un promedio de 14074 cabezas/ha, lo que indica que el dafio
por P. xylostella fue mayor en este tratamiento y que este formulado no es efectivo para el
manejo de esta plaga (Figura 8). Segun Chalfans y Brett (1965), la calidad del producto se
determina por el peso y presentacion fisica (grado de dafio foliar) que presenta la cabeza de
repollo al momento de la cosecha y segun el aspecto que presente el producto, éste tendra un
valor econémico diferente al producto que tenga mayor o menor dafio foliar causado por la plaga
lo que significa perdidas econdémicas para el productor.

La evaluacién de la produccion de cabezas comerciables se clasifico por calidad de acuerdo a la

descripcion de Garay y Rueda (2007). Los repollos que se obtuvieron fueron con calidad Ay B
considerados comerciables (Cuadro 2).
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Arcilla Arcilla  Talco simple Leche en Aceite Hongo no
Blanca Verde polvo Sunspray  formulado

Tipos de formulacion

NUmero de cabezas/ha

Figura 8: Numero promedio de cabezas de repollo comerciables por tratamientos evaluados en
el Tisey, Esteli 2009 — 2010

4.9 Peso en kg de cabeza de repollo

El ANDEVA realizado para la variable peso de cabezas comerciables indica que existen
diferencias significativas entre tratamientos (P=0.0228), lo cual demuestra que al menos uno de
los seis tratamientos evaluados presenta diferencias reales entre si, ademéas hubo diferencias
significativas al realizar la separacion de medias Tukey (a= 0.05). El tratamiento formulado B.
bassiana mas Arcilla blanca presentd el mayor peso de cabeza con 1.70 kg, en cambio el
tratamiento B. Bassiana mas leche en polvo registré el menor peso de cabezas comerciables con
un promedio de 1.39 kg.
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Figura 9: Peso promedio en kg de cabeza de repollo por tratamientos evaluados en el Tisey,
Esteli 2009 - 2010

Estos resultados obtenidos en el peso kg por cabeza son bajos comparados con el peso por
cabeza obtenido por la FHIA, 2012 (Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola), donde
evaluaron 17 cultivares de repollo durante tres ciclos, incluyendo la variedad Green Boy
obteniendo un peso promedio de 3.02 kg/cabeza y un rendimiento comercial de 63 toneladas

por ha.
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V. CONCLUSIONES

» Los productos formulados a base de B. bassiana con materiales solidos y liquidos mejoran
la durabilidad del producto durante seis meses de almacenamiento en comparacién con el
producto no formulado.

« Laconcentracion de conidias de B. bassiana en todas las formulaciones se mantuvo estable
durante seis meses en todas las formulaciones.

* La viabilidad de conidias de B. bassiana en todas las formulaciones se mantuvo estable,
con 97% a los tres meses y disminuyendo a 82% a los seis meses.

» Elefecto de las formulaciones sobre las plagas de repollo fue variable, B. bassiana en aceite
tuvo el mejor efecto sobre P. xylostella, Leptophobia sp y &fidos; en cambio el mejor efecto
sobre Diabrotica sp se registro en la formulacion con arcilla blanca.

» Las formulaciones no tuvieron efecto sobre el nimero de arafias ya que las poblaciones se
mantuvieron presentes en los tratamientos evaluados, durante toda la fase de estudio.

* El producto sin formular, registr6 el mayor nimero de cabezas por ha con 21852,
presentando la mayor rentabilidad en comparacion con los productos formulados.

* B. bassiana formulado en arcilla blanca present6 el mayor peso de cabeza con promedio de
1.70 kg.

» B. bassiana formulado en leche registr6 el menor nimero de cabezas comercializables con
14074 cabezas por ha, asi como el menor peso de cabeza con 1.39 kg.
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VI. RECOMENDACIONES

e Utilizar la formulacion a base de B. bassiana con aceite sunspray para el manejo de plagas
en cultivos con productores convencionales en cambio las formulaciones a base de B.
bassiana con arcillas utilizarlas con productores agroecoldgicos u organicos.

e Producto no formulado a base de B. bassiana no utilizarlo después de un mes de estar
almacenado en condiciones ambientales y los productos formulados a base B. bassiana no
usarlo después de seis meses en almacenamiento.

e Realizar control de calidad (concentracién minima de 1.7x10*2 conidias por ha y viabilidad
minima de 80%) de formulaciones bioplaguicidas a base de hongos entomopatdgenos antes
de realizar aplicaciones en el campo.

e Realizar investigacion para determinar el efecto de factores (temperatura, luz y humedad)
sobre la viabilidad y concentracién de conidias en formulaciones bioplaguicidas
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XI11. ANEXOS
Anexo 1. Generalidades del cultivo de repollo (Brassica oleracea L var capitata)

El repollo (Brassica oleracea L) es una planta originaria de Europa, Asia Occidental y las Costas
del Mediterraneo y su cultivo de se remonta por lo menos a 2.500 afios A.C., siendo el repollo,
la col crespay el col rbano las primeras variedades en ser domesticadas y pertenece a la familia
Brassicaceae (Cruciferas) (Jaramillo y Diaz 2006). En el repollo se consideran algunas
variedades botanicas que se diferencian de acuerdo a claves taxondmicas. Esta familia esta
compuesta por 375 géneros y mas de 3.000 especies, siendo el género Brassica el de mayor
numero de especies (Jaramillo y Diaz 2006). La Clasificacion botanica y taxonémica:

Reino: Vegetal

Phylum: Traqueofitas

Subphylum: Pteropsidas

Divisién: Spermatophyta
Subdivision: Angiosperma

Clase: Dicotiledonea

Subclase: Diapétala (Arquiclamideas)
Orden: Papaverales (Roedales)
Familia: Cruciferae (Brassicaceae)

Las especies cultivadas estan clasificadas botanicamente como:

Género: Brassica

Especie: Brassica oleracea L.

Variedad: capitata (Repollo blanco), acephala (Col), gemmifera (Col de braselas), botrytis
(Coliflor), italica (Brocoli), pekinensis (Col china), rubra (Col lombarda), caulo-rapa (Col
rabano), rubra (Repollo morado).

Segun Jaramillo y Diaz 2006, los estados de desarrollo del repollo comprende: Etapa de
Semillero (Vo) que se extiende desde la siembra de la semilla hasta el trasplante (plantula)
cuando estan presentes cinco hojas verdaderas, la Etapa de establecimiento o postrasplante (V1)
que comprende el trasplante, cuando las plantas tienen entre seis y ocho hojas hasta el estado de
9 a 12 hojas; la Etapa de preformacion de cabeza (R1) que comprende dos estados de
crecimiento, uno es el de preformacion de copa y el total de hojas en este estado oscila entre 13
y 19. El estado de formacién de copa se inicia cuando la planta tiene 20 hojas hasta alcanzar 26;
Etapa de formacidn de cabeza (R2) que se inicia cuando ésta tiene entre cinco y ocho centimetros
de didmetro. En este estado, las hojas internas del corazon se desarrollan rapidamente, formando
una estructura semejante a una bola de hojas superpuestas llamada tambien el estado de llenado
de la cabeza, cuando ésta tiene entre 8 y 15 centimetros de didmetro, todavia sin una consistencia
firme, finalmente, comprende el estado de madurez, cuando la cabeza adquiere la méaxima
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dureza y tamafio, de aproximadamente 12 a 18 cm. Al final de esta etapa, la cabeza adquiere la
consistencia ideal y esta lista para cosechar

Anexo 2. Palomilla del repollo (Plutella xylostella L. Lepidoptera: Plutellidae)

P. xylostella es una especie que tiene un ciclo de vida corto de 25 dias y alta capacidad de
reproduccion. Las palomillas ponen hasta 300 huevos sobre las hojas. Las larvas tienen un
tamario de 8 a 12 mm de largo cuando estan bien desarrolladas, varian en coloracién de amarillo
claro cuando recién nacen a verde oscuro cuando estan bien desarrollados, se localizan debajo
de las hojas entre las venas. Las pupas miden de 10 a 12 mm, son de color verde oscuro dentro
de un capullo de seda blanco, se localizan en el envés de las hojas. El adulto mide de 8 a 10 mm,
es de color café con manchas grises. Las palomillas son reconocidas por poseer en su dorso
marcas con forma de diamante, de donde se origina su nombre. Las palomillas son més activas
y visibles al atardecer, volando alrededor de las plantas buscando compafieros para cruzarse.
Los machos son atraidos a las hembras por medio de feromonas. Los huevos son muy pequefios
de menos de 1 mm de diametro, son de color amarillo, se localizan debajo de las hojas cerca de
la vena central y son ovipositados individualmente o en pequefios grupos (Rueda y Shelton,
1996; CATIE, 1999).

El dafio de P. xylostella ocurre cuando las larvas eclosionan y perforan las hojas externas y luego
penetran la cabeza donde se alimentan de los tejidos tiernos, dejando los repollos inservibles
para la comercializacion. Debido a la naturaleza del dafio causado y al habito de la plaga, las
medidas de control del insecto representan un desafio para investigar, ya que no solo es dificil
la penetracién de insecticidas hacia el interior de las cabezas, sino que la plaga tiene gran
capacidad de adaptacion a diversas condiciones ambientales y de presion de seleccion, altamente
prolifero, generaciones sucesivas cortas y multiples hospedantes alternos (CATIE, 1999;
Sanchez et al., 2000).

El uso de plaguicidas quimicos y biolégicos constituyen los métodos mas comunes de control
de P. xylostella. Sarria (2005), plantea que en ensayos experimentales realizados, Bacillus
turingiensis presentd los mejores resultados en el control de palomilla dorso de diamante en
repollo. El autor recomienda, ademas, que para el manejo de esta plaga se deben integrar
alternativas de manejo en el cultivo, tales como: preparacion de almécigos en bandejas, manejo
de malezas a los 25 y 45 ddt para reducir las fuentes hospederas de la plaga, la realizacion de
recuentos semanales para mantener un adecuado monitoreo de la palomilla, y la aplicacion
formulaciones a base de B. bassiana; ya que el producto formulado favorece el desarrollo y
longevidad del hongo, ya sea protegiéndolo del medio ambiente, aumentando el tiempo de vida
util o viabilidad y/o favoreciendo su crecimiento y desarrollo una vez aplicados.

El uso irracional de los plaguicidas en el manejo de la palomilla dorso de diamante en repollo,
nos exige plantearle a los productores de repollos nuevas alternativas que conduzcan a reducir
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el uso de plaguicidas quimicos sintéticos altamente contaminantes en el manejo de P. xylostella,
que sean amigables con el medio ambiente, de bajo costo, accesible a los pequefios y medianos
productores y lo més importante inocuas para los seres humanos.

Anexo 3. Hongo Entomopatdgeno Beauveria bassiana (Bals y Vuils)

Respecto a los hongos entomopatdgenos, se sabe que existen entre 750-1000 especies,
distribuidos en 100 generos (Roberts y Humber, 1981). Entre ellos, los mas utilizados para la
fabricacion comercial de micoinsecticidas son Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana e
Isaria fumosorosea (Faria y Wright, 2007). Los hongos entomopatdgenos se encuentran
clasificados taxonomicamente en el phylum Ascomycota, subphylum Pezizomycotina de la
clase Sordariomycetes, subclase Hipocreomycetidae. Beauveria bassiana pertenece al orden
Hypocreales de la familia Cordycipitaceae (National Center for Biotechnology Information)
(NCBI, 2014)

Mecanismo de infeccion de Hongos Entomopatogenos (Tomado de Vigo, 2011)

Adhesion: Fuerzas elécroliticas
Tubo

W et

Grapa de penctracion

Lipasas

: wusinx » Proteasas
eng; TEma9  Quitinasa

Epicuticula
Procuticula
Epidermis

En los ultimos afios se han presentado cambios importantes en la produccion y consumo de
alimentos a escala mundial. Esta tendencia se debe por una fuerte preocupacion por la salud y
una mayor concientizacion por la proteccién del medio ambiente. Esto ha obligado a productores
a buscar otras alternativas para el control de plagas dentro de sus cultivos, evitando el uso de
quimicos (Medina, 2003), siendo el control bioldgico una de las alternativas méas adecuadas.

Los agentes de control biologico mas utilizados estan los hongos entomopatogenos,
principalmente los pertenecientes al orden Hypocreales (Alves, 1998), constituyendo el grupo
de mayor importancia en el control bioldgico de insectos, ya que virtualmente todos los insectos
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son susceptibles a las enfermedades causadas por hongos. Existen mas de 700 especies
pertenecientes a 100 géneros. Ellos ocurren frecuentemente en la naturaleza y a menudo causan
reducciones significativas en poblaciones de insectos incluyendo especies plaga. Se conocen
alrededor de 100 especies de hongos con efectos insecticidas, sin embargo, solamente cerca de
20 especies han sido estudiadas como agentes de control biologico y su desarrollo comercial ha
sido lento (Carballo y Guharay, 2004).

Entre los hongos entomopatégenos mas utilizados estan B. bassiana y Metarhizium anisopliae
(Ascomycota: Hypocreales), estos hongos ocurren de forma natural en el campo afectando
especies de insectos en casi todos los dérdenes, pero principalmente Lepidoptera, Coleoptera,
Hemiptera, Diptera e Hymenoptera (Tanada y Kaya, 1993; Alves, 1998; Inglis et al., 2001).

De todos los hongos entomopat6genos conocidos por su efecto sobre plagas, en Nicaragua y en
toda la region los mas utilizados corresponden a las especies B. bassiana y Metarhizium
anisopliae, de las cuales se han evaluado muchas cepas contra plagas de importancia agricola
(Carballo y Guharay, 2004). Una de las estrategias de uso de hongos entomopatdgenos para el
control de plagas es en forma de aplicaciones inundativas (control biol6gico aumentativo). A
nivel mundial, el control bioldgico aumentativo, donde los enemigos naturales son introducidos
periddicamente, es aplicado comercialmente en grandes areas de diversos cultivos (Lenteren y
Bueno, 2003). El propdsito de las aplicaciones aumentativas es inducir epizootias en el campo
(Harper, 1987), entendiendo estas como ocurrencia de alta mortalidad de la plaga, causada por
el controlador biolégico.

Anexo 4. Formulaciones de hongos entomopatogenos.

Tipicamente una formulacion es una mezcla de varios productos, los que tienen que ser
compatibles. Estos incluyen al ingrediente activo, normalmente constituido por las estructuras
infectivas del hongo (esporas), un diluyente o dispersante, un agente humectante y un adherente
(Samson et al., 1988).

Los materiales utilizados en la formulacién deben cumplir con ciertos requisitos, tales como no
afectar la actividad del hongo, presentar caracteristicas fisicas adecuadas para mezclarse con las
conidias, no tener actividad biologica sobre animales, plantas o insectos benéficos, ser inocuos
para el medio ambiente y econdmicamente rentables. Estos materiales favorecen el desarrollo y
longevidad del hongo, ya sea protegiéndolo del medio ambiente, aumentando el tiempo de vida
util o viabilidad y/o favoreciendo su crecimiento y desarrollo una vez aplicados.

Para ser formulado, la viabilidad del hongo no debe ser menor de 95% vy el contenido de
humedad debe estar lo mas bajo posible, preferiblemente entre 4 y 6% (Monzon, 2001), ya que
la supervivencia de las esporas estd asociada directamente a su contenido de humedad (Samson
et al., 1988).
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Anexo 5. Guias para la reproduccion de B. bassiana mediante el proceso de produccién
Semi-industrial (UNA, 2000; modificado por Monzén 2013)

Aislamiento y siembra de B. bassiana

El Aislamiento e inoculacion consiste en la obtencién del indculo (hongo) a partir de la fuente
(insectos con hongos, medios de cultivo con hongos, preservaciones, etc.) y colocarlo en un
medio de cultivo para su crecimiento. Aunque existen varios métodos para hacer aislamientos
los mas utilizados son:

Aislamiento por dilucién seriada

1.

Preparar 6 tubos de ensayo con rosca. Agregar a uno de los tubos diez ml de agua destilada
y a los 5 tubos restantes agregar 9 ml de agua destilada.

Esterilizar los tubos en Bafio Maria en olla de presion o porra de aluminio por 2.5 horas

Colocar un insecto momificado (muerto por el hongo) en el tubo de ensayo que contiene 10
ml de agua destilada estéril con 0.01 % de tween - 80 y agitar durante 1 minuto.

Con una micropipeta transferir 1 ml del tubo 1, a un segundo tubo que contiene 9 ml de
agua destilada estéril con 0.01 % de tween - 80 y agitar fuertemente durante 1 minuto.

Repetir el paso 3 hasta lograr obtener una tercera dilucion de 107 y repetimos nuevamente
la operacion durante tres veces mas (hasta lograr obtener un total de seis diluciones en
serie).

Sembrar a partir de las diluciones 10 y 10 en platos petri con medio de cultivo (en un
total de 3 a 5 platos petri por cada dilucion). La siembra del hongo se hace tomando de la
dilucién, una gota (0.1 ml) con una micropipeta y depositandola sobre el medio de cultivo.

Sellar los platos con cintas de parafilm después de ser sembrados o inoculados y guardarlos
en una sala a 25 °C, durante un periodo de incubacion aproximado de 3 a 4 dias, hasta
obtener el crecimiento caracteristico del hongo.

Posteriormente se realiza un re-aislamiento a partir de las colonias en crecimiento, tomando
el indculo y sembrandolo nuevamente en platos petri, los cuales seran luego incubados para
su crecimiento. Hasta obtener el cultivo puro.

Aislamiento directo del hongo a partir del insecto

1.

Tomar un insecto momificado con el hongo y desinfectarlo superficialmente con hipoclorito
de sodio (2%) o alcohol.
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Raspar particulas del hongo del insecto momificado utilizando un pincho, espatula o un asa
bacterioldgica e inocular en el medio de cultivo usando el método de rayado o colocando la
particula del hongo en el centro del medio de cultivo

Sellar con cintas de parafilm y Rotular los platos inoculados (nombre del hongo, cepa,
origen y fecha) ponerlos en incubacion a 25 °C y observarlos diariamente durante los
primero seis dias.

Cuando aparecen las colonias caracteristicas del hongo, identificar el hongo y realizar un
re-aislamiento, tomando el in6culo y sembréndolo nuevamente en platos petri, los cuales
seran luego incubados para su crecimiento.

Aislamiento de silica gel

Cuando el hongo se encuentra preservado en seco (silica gel), el aislamiento se puede hacer a
partir del hongo preservado, de acuerdo al siguiente procedimiento:

. Preparar el medio de cultivo y verter en platos petri luego esperar 12 horas para sembrar en el
medio.

. Tomar del tubo de ensayo donde se encuentra el hongo preservado los cristales de silica gel y
colocarlos en el medio de cultivo. Sembrar en cada plato, aproximadamente 15 cristales de
silica gel y distribuirlos en toda la superficie del medio.

. Sellar con cintas de parafilm y rotular los platos petri inoculados (nombre del hongo, cepa,
origen y fecha), colocarlos en incubacién y observarlos diariamente durante 5 dias.

. Posteriormente se realiza un re-aislamiento a partir de las colonias en crecimiento, tomando el
in6culo y sembrandolo nuevamente en platos petri, los cuales seran luego incubados para su
crecimiento. Hasta obtener el cultivo puro

Control de calidad de Cultivos Puros

El control de calidad en los platos, consiste en la revision constante de los cultivos puros, para
detectar contaminantes, principalmente hongos y bacterias, asi como detectar crecimiento
deficiente del hongo, con el fin de seleccionar los platos que garanticen inéculo de calidad para
la inoculacion de matrices.

El control de calidad de cultivos puros incluye la siembra en agar nutriente para la deteccion de
bacterias.
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Procedimiento para el Control de calidad de cultivos puros
Preparar un medio de cultivo AN (Agar Nutriente) y verterlo en platos petri.

Con un asa bacterioldgica tomar la muestra de cepa del hongo de cultivo puro, inocularla en
AN.

Sellar los platos y etiquetarlos con la informacion de la cepa y la fecha del control de calidad;
posteriormente colocarlos en incubacion.

Revisar los platos 24 y 48 horas después de la siembra en Agar-Nutriente y registrar el
crecimiento de hongos y/o bacterias.

Descartar los platos de cultivo puro, si en el AN se observa crecimiento bacteriano.

Limpiar los platos de cultivo puro si en el AN se observa crecimiento localizado de hongos
contaminantes; si el crecimiento es generalizado en el plato, descartarlo.

Preparacion e inoculacion de matrices

Preparacion de la matriz

Pre-cocer el arroz a ser utilizado en las matrices. Colocar en la cocina un recipiente con agua
potable, cuando el agua comienza a hervir depositar el arroz que se usard en las matrices y
dejarlo cocer por 5 minutos, hasta que presente una consistencia suave pero no masoso (pre-
cocido). La cantidad de arroz depende del nimero de matrices que se van a preparar.

Retirar el arroz de la estufa y escurrirlo en una mesa con papel kraft hasta que esté totalmente
frio y seco.

Preparar la matriz colocando 100 gramos del arroz pre-cocido en un frasco Erlenmeyer de 500
ml.

. Sellar el frasco Erlenmeyer (Matriz) con tapones de algodén o con papel aluminio y masking-
tape.

. Colocar los frascos en ollas de aluminio y hervir por un tiempo de 2 a 2.5 horas.

Dejar enfriar las matrices y agitar vigorosamente su contenido (arroz) con el objetivo de evitar
aglomeraciones.
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Inoculacién e incubacion de matrices

. Seleccionar un cultivo puro del hongo, al cual se le debi6 haber hecho el control de calidad, para
estar seguros de que se encuentra libre de contaminantes.

. Obtener el indculo (conidias) a partir del cultivo puro, mediante un raspado del plato. Preparar
una suspension depositando las conidias en agua destilada estéril. De un cultivo puro con buen
crecimiento se puede preparar 60 ml de suspension, lo cual es suficiente para inocular 4
matrices.

. Agitar la mezcla hasta obtener una suspension homogénea del in6culo y luego proceder a
inocular cada matriz con 15 ml de la suspension de conidias. La inoculacion de las matrices se
puede hacer con jeringa veterinaria u otro tipo de jeringa debidamente esterilizada.

Una vez inoculadas, las matrices se colocan en un cuarto oscuro a temperatura de 23 °C a 28 °C,
por un periodo aproximado de 8 dias, hasta que el hongo colonice completamente el substrato.

Control de calidad de matriz

Una vez inoculada la matriz, durante el proceso de incubacion se debe revisar la matriz
diariamente a partir del tercer dia después de la inoculacion, para la deteccion de contaminantes,
principalmente bacterias.

Las caracteristicas de una matriz de buena calidad son las siguientes:
a. Crecimiento visible del hongo, tres dias después de la inoculacién
b. Crecimiento uniforme
c. Color del crecimiento fungoso caracteristico del hongo
d. Color uniforme
e. Consistencia no acuosa del arroz colonizado
f. Ausencia de olores
g. Ausencia de liquidos amarillentos, verdosos o rosados

Si una matriz no presenta estas caracteristicas, debe ser descartada y esterilizarla para destruir
el inoculo contaminante.

Preparacion e inoculacion de bolsas
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Preparacion de bolsas

1. Depositar 200 gramos de arroz entero en bolsas de polipropileno, agregar 50-60 ml de agua
destilada o potable y sellar las bolsas, doblando el borde y engrapar con aproximadamente
5 grapas.

2. Esterilizar las bolsas que contienen el arroz, con calor himedo en Bafio Maria en olla de
presion o porra de aluminio por 2 a 2.5 horas

3. Después de esterilizar las bolsas, dejar enfriar y agitarlas para evitar aglomeraciones en el
arroz y dejar enfriarlas.

Inoculacién e incubacién de las bolsas

1. Lainoculacién de las bolsas se hace con el indculo reproducido en las matrices. Agregarle
a cada matriz del hongo entre 250 y 300 cc de agua estéril; la cantidad de agua depende del
namero de bolsas que van a ser inoculadas.

2. Agitar el contenido hasta obtener una suspension homogénea de conidias y filtrar la
suspension utilizando un filtro de tela y un embudo esteril, para separar las particulas solidas
del arroz y evitar taponamiento de la jeringa.

3. Inocular cada bolsa con 20 cc de la suspensién conidial utilizando una jeringa veterinaria
(o de otro tipo) debidamente esterilizada. Con la suspension preparada a partir de una matriz
se pueden inocular aproximadamente de 20 a 30 bolsas.

4. Unavez inoculadas las bolsas, proceder a la inoculacion, colocandolas en un cuarto oscuro
a temperatura de 24 a 28 °C, durante un periodo de 4-5 dias y revisandolas diariamente.

5. Después de este periodo, el hongo habra crecido y reproducido en suficientes cantidades
para ser utilizado, por lo que las bolsas pueden ser distribuidas a los usuarios.

Control de calidad de bolsa

Los problemas de contaminacién en bolsa son similares a los que ocurren en la fase de matriz,
pero se pueden presentar con mayor frecuencia, debido a problemas de humedad o problemas
en la inoculacion, por lo que se debe realizar control sistemético, a partir del segundo dias
después de la inoculacion, para evitar problemas de contaminacion y seleccionar adecuadamente
el material, este control se realiza mediante la observacion del crecimiento.

Un crecimiento disparejo es localizado sobre diferentes puntos del substrato. Este tipo de
crecimiento puede deberse a la presencia de contaminantes y/o a una mala manipulacién al
momento de la inoculacion. El crecimiento lento puede estar asociado a una mala agitacion del
substrato después de efectuada la inoculacion, factores ambientales, estado de la cepa, presencia
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de contaminantes o calidad del in6culo. El crecimiento homogéneo y répido, es el tipo de
crecimiento apropiado para la seleccion de la bolsa que entraré en produccion.

Las caracteristicas de una bolsa de buena calidad al igual que las de las bolsas, son las siguientes:
a. Crecimiento visible del hongo, tres dias despues de la inoculacion
b. Crecimiento uniforme
c. Color del crecimiento fungoso caracteristico del hongo
d. Color uniforme
e. Consistencia no acuosa del arroz colonizado
f. Ausencia de olores
g. Ausencia de liquidos amarillentos, verdosos o rosados

Si una bolsa no presenta estas caracteristicas, debe ser descartada y esterilizarla para destruir el
inéculo contaminante.

Incubacién y Secado del hongo

Esta etapa solamente se considera si el hongo sera extraido puro es decir cosechado (separado
del arroz) para fines de preparar formulaciones, para lo que se requiere extraer toda la humedad
del sustrato.

El arroz contenido en las bolsas es depositado en bandejas plasticas con orificios en el fondo,
las que se colocan en un local a temperatura ambiente para que se sequen. Al inicio las bandejas
se mantienen selladas y posteriormente se abren. Inicialmente las bandejas se limpian, se
humedecen con alcohol y se flamean con el mechero. Luego se seleccionan las bolsas de mejor
calidad, se abren y el contenido de 10 bolsas es depositado en cada bandeja.

El periodo de incubacion tarda aproximadamente 15 dias y se desarrolla en 2 fases, que son la
incubacion y el secado: La incubacién de la bandeja dura aproximadamente 6 dias, durante este
tiempo el hongo crece y se reproduce en condiciones de oscuridad y alta humedad relativa. Para
ello, una vez depositado el arroz en las bandejas, estas se apilan y se sellan con masking-tape,
tapando los orificios con el objetivo de formar una camara oscura dentro de la bandeja, para que
el hongo continde su proceso de crecimiento y esporulacion.

Una vez que el hongo coloniza completamente el arroz se procede a abrir las bandejas para tener
una rapida pérdida de humedad y acelerar el proceso de secado el cual ocurre aproximadamente
de 12 a 15 dias. El hongo esta listo para cosecha cuando frotamos el arroz con el hongo entre
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los dedos y ocurre desprendimiento de conidias en forma de polvo. El tiempo de secado puede
ser menor, si en el cuarto de secado se coloca un extractor de humedad.

Cosecha manual de hongos entomopatdgenos

La cosecha como el paso final del proceso de produccion semi industrial, consiste en separar
del substrato (arroz) las estructuras del hongo (conidias y/o esporas) y recolectarlas, las cuales
son obtenidas en forma de polvo. Para realizar la cosecha, la humedad del hongo no debe
exceder de 4 a 6%. El polvo que se obtiene en la cosecha de hongos entomopatégenos contiene
esporas y/o conidias y micelio, que son estructuras del hongo, més las particulas del substrato
de arroz.

1. Preparar todos los utensilios y materiales (tamices, guantes, mascarillas, recipientes, etc)
para realizar la cosecha del hongo.

2. El substrato colonizado (arroz con el crecimiento del hongo) se coloca en un tamiz con
orificios de 1mm de diametro, para separar el polvo (conidias) del hongo de los granos de
arroz.

3. El tamiz es colocado en un recipiente hermético, para facilitar la recoleccion del polvo del
hongo. Agitar fuertemente por varios minutos para tamizar el producto y obtener las
conidias del hongo.

4. Dejar reposar por espacio de unos cinco minutos, con el proposito de que las conidias se
asienten en el fondo del recipiente y luego recolectar el polvo cosechado.

5. Al polvo cosechado se le realiza la evaluacion de rendimiento y viabilidad del producto,
para su debida formulacién.

6. Pesar el hongo cosechado (en forma de polvo) y colocarlo en un recipiente limpio y
completamente oscuro para evitar la entrada de luz. Etiquetar el recipiente (nimero de lote,
cepa, fecha de cosecha, etc.).

7. El hongo cosechado puede utilizarse inmediatamente para preparar formulaciones o puede
ser almacenado en refrigeracion a temperatura de 5 a 6 °C.

Control de calidad del producto cosechado

El control de calidad del producto cosechado se realiza mediante la evaluacion de rendimiento
en numero de conidias por gramo de polvo cosechado y la viabilidad de las conidias (porcentaje
de germinacion). Se considera bueno aquel rendimiento que no sea inferior al rendimiento
promedio de la cepa y que la viabilidad no sea menor al 95 %. Las evaluaciones de rendimiento,
se deben de realizar al momento de la cosecha y antes de la preparacién de la formulacion.

50



Guia para evaluar el rendimiento de Beauveria bassiana

1.

10.

Pesar la cantidad total de hongo cosechado por bolsa, por bandeja o por kilogramo de
arroz que fue inoculado.

Determinar la concentracion de conidias del hongo cosechado, para lo cual se debe
contar el nimero de conidias por gramo de hongo cosechado utilizando una camara de
conteo Neubauer.

Preparar diluciones en serie (10, 102,103, 10, 10-
% 10%) del hongo, hasta obtener una dilucion que
permita realizar el conteo. Las diluciones se preparan
de la siguiente manera:

Preparar seis tubos de ensayo con 9ml de agua
destilada estéril con Tween 80 al 0.01% vy rotularlos -4
debidamente indicando la dilucién correspondiente
(107,102,103, 10, 10°, 109).

En el primer tubo (10%) agregar un gramo del hongo cosechado y agitar la mezcla,
obteniendo asi la primera dilucion.

En el segundo tubo (10 agregar un ml de la mezcla del
primer tubo y agitar la mezcla, obteniendo asi la segunda
dilucidn, rotulada como 107,

Para obtener la tercera dilucion (107%), se selecciona el tercer
tuvo (10%) y se le agrega un ml de la segunda dilucion (1072).
De esta manera se va procediendo hasta preparar la dilucion

Cuadros principales (CP) y cuadros

adecuada 10_6 . secundarios (CS) en el rayado Neubauer en la
cémara de conteo

)
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Para hacer el conteo de conidias se usa una camara de conteo
con rayado Neubauer. La camara esta dividida en 9 cuadros principales (CP) y el CP
central esta dividido en 25 cuadros secundarios.

Seleccionar la dilucion 1073, agitarla vigorosamente, y con la ayuda de una micropipeta
0 de una pipeta Pasteur, colocar una gotita de la dilucién en una camara de conteo con
rayado Neubauer.

Observar al microscopio si la cantidad de esporas es suficiente y si puede ser contada.
Si se observan muchas esporas de modo que se dificulta el conteo, seleccionar la
siguiente dilucion 10, repetir este paso hasta encontrar la dilucién mas adecuada para
el conteo.
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11. De la dilucidn seleccionada, con ayuda de una micropipeta o con una pipeta Pasteur,
tomar una gotita de la suspension y llenar la cdmara de conteo con rayado Neubauer.

12. Haciendo uso del microscopio realizar el conteo de conidias, ubicandose en el cuadro
principal (C.P) central, el cual esta dividido en 25 cuadritos secundarios.

13. Seleccionar cinco cuadritos secundarios (las 4 esquinas
y el central). Cada cuadrito secundario esta subdividido
en 16 cuadritos mas pequefios. Estos cuadritos sirven de
guia al momento de ir contando las conidias del hongo.
Contar el numero de conidias en cada cuadrito
secundario, anotar la cantidad observada y obtener el
promedio de conidias por CS. Es decir, sumar el nimero
de conidias encontradas en los cinco CS observados y
dividir entre cinco.

14. Realizar al menos 5 conteos para promediar el niUmero de conidias observadas en cada
conteo.

15. Para encontrar la cantidad de conidias por gramo, multiplicar el nimero promedio de
conidias por cuadro secundario, por el factor de camara (250,000 para CS), y al final
multiplicar por el factor de dilucion (1000 para la dilucién 103y 10,000 para la dilucion
104,

No. de conidias/g = No. de conidias observada x factor de cAmara x factor dilucion

Ejemplo: Si para el conteo se utilizd la dilucion 10* y el promedio de conidias por CS
encontrado fue de 50 conidias, entonces el nimero de conidias por gramo se obtiene de la
siguiente forma:

No. de conidias/g = 50 x 250,000 x 10,000 = 1.25 x 10*'conidias por gramo.
Evaluacion de viabilidad

1. Preparar cinco platos petri con papel filtro y junto con porta objetos, ponerlos a
esterilizar.

2. Elaborar un medio de cultivo de agar-agua y esterilizarlo. Posteriormente con una pipeta
pasteur depositar dos gotas del medio de cultivo en un porta objeto (una en cada extremo
del porta-objetos).
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3. Depositar con una pipeta pasteur una gota de la suspension del hongo sobre cada gota
del medio, y colocar el montaje en una cdmara humeda, colocando el papel filtro en el
plato Petri y humedeciéndolo con agua esteéril.

4. Colocar el montaje a temperatura entre 24 y 26 °C.

5. De 20 a 24 horas después de realizado el montaje, contar las conidias totales
(germinadas y las no germinadas). Se deben observar como minimo un total de 200
conidias por cada montaje.

6. Calcular el porcentaje de germinacion, dividiendo el nimero de conidias germinadas
entre el nimero de conidias totales y multiplicar por 100.

Elaboracién de formulaciones

1. Pesar la cantidad de hongo (polvo cosechado), equivalente a un minimo de 1x10*2
conidias por manzana, dependiendo del area para la que vamos a formular (¥4, %2, %, 1
mz, etc.).

2. Mezclar la cantidad de hongo pesado con el vehiculo utilizado o con solvente
emulsificante, en proporcion 1:5 si es formulacion soélida o 1:10 si es formulacién
liquida; agitar hasta homogenizar la mezcla. Esta proporcién puede variar de acuerdo al
rendimiento (conidias/g) del hongo, lo que se quiere es que el hongo quede bien
distribuido en toda la formulacion y que no afecte su aplicacion.

3. Colocar etiquetas conteniendo: hongo, cepa, fecha de elaboracion, fecha de vencimiento,
indicaciones de uso, plaga y cultivo en que se debe utilizar.
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Anexo 6. ANDEVA del niumero de Plutella xylostella en los tratamientos evaluados

Variable Dependiente:

Plutella xylostella (vVx + 0.5)

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrado medio

libertad
Trat 5 1.43565972 0.28713194 1.87 0.1873
Rep 2 0.1073031 0.05365155 0.35 0.7136
Trat*Rep (error a) 10 1.53721112 0.15372111 1.26 0.2643
Fec 9 5.57383025 0.61931447 5.06 <.0001
Trat*Fec 45 6.49676894 0.14437264 1.18 0.2421
Error 108 13.21235067 0.12233658
Correccion total 179 28.36312381

R?2 Coef. Var

0.534172 34.95365

Anexo 7. Promedio de P. xylostella en diferentes fechas de muestreos

Fechas de Promedio (Insectos por planta)  Categoria (Tukey, a: 0.05)
muestreo cada 8
dias

Muestreo 7 0.0389 A
Muestreo 6 0.2778 BA
Muestreo 4 0.3667 BAC
Muestreo 10 0.3889 BC
Muestreo 8 0.4722 BC
Muestreo 2 0.5111 BC
Muestreo 1 0.5833 BC
Muestreo 9 0.6167 BC
Muestreo 5 1.4444 C
Muestreo 3 1.8889 C
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Anexo 8. ANDEVA del numero de Leptophobia sp en los tratamientos evaluados

Variable Dependiente: Leptophobiasp (vx + 0.5)

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrado medio

libertad
Trat 5 1.47077136 0.29415427 1.87 0.1839
Rep 2 0.72751601 0.363758 2.33 0.1475
Trat*Rep (error a) 10 1.55983715 0.15598371 2.63 0.0066
Fec 9 4.26440824 0.47382314 8.00 <.0001
Trat*Fec 45 5.82481397 0.12944031 2.19 0.0005
Error 108 6.39714685 0.05923284
Correccion total 179 20.24449358

R? Coef. Var
0.684006 28.47922

Anexo 9. Promedio de Leptophobia sp a en diferentes fechas de muestreos

Fechas de muestreos cada Promedio (insectos por planta)

Categoria (Tukey, a: 0.05)

8 dias
Muestreo 2 0.0000 A
Muestreo 1 0.0000 A
Muestreo 3 0.0056 A
Muestreo 5 0.0444 A
Muestreo 10 0.1833 AB
Muestreo 4 0.2889 AB
Muestreo 9 0.3611 AB
Muestreo 6 0.4889 AB
Muestreo 8 0.7722 B
Muestreo 7 1.2833 BC
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Anexo 10. ANDEVA del nimero de Diabrotica sp en los tratamientos evaluados

Variable Dependiente: Diabroticasp (vx + 0.5)

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrado medio

libertad
Trat 5 0.2392056 0.04784112 9.79 0.0013
Rep 2 0.00204089 0.00102044 0.21 0.8149
Trat*Rep (errora) 10 0.04885078 0.00488508 0.6 0.8088
Fec 9 0.25368225 0.02818692 3.48 0.0008
Trat*Fec 45 0.35204284 0.00782317 0.96 0.5428
Error 108 0.87575363 0.00810883
Correccion total 179 1.77157599

R?2 Coef. Var

0.505664 11.17741

Anexo 11. Promedio de Diabrotica sp en diferentes fechas de muestreos

Fechas de Promedio (insectos por planta) Categoria (Tukey, a: 0.05)

muestreo cada

8 dias
Muestreo 1 0.0500 A
Muestreo 4 0.1111 A
Muestreo 2 0.1111 AB
Muestreo 7 0.1277 AB
Muestreo 9 0.1333 AB
Muestreo 8 0.1388 AB
Muestreo 5 0.2000 AB
Muestreo 6 0.2055 AB
Muestreo 10 0.2388 AB
Muestreo 3 0.2722 B
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Anexo 12. ANDEVA del Numero de cabezas de repollo en los tratamientos evaluados

Variable Dependiente: (vVx + 0.5)

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrado medio

libertad
Trat 5 6.686137906 1.33722758 3.75 0.0549
Bloque 2 0.57179200  0.28589600 0.80 0.4757
Error 10 3.56870037  0.35687004
Correccion total 17 10.82663027

R? Coef. Var

0.670378  8.414846

Anexo 13. Promedio de nimero de cabezas por ha en los tratamientos evaluados

Tratamientos No. de cabezas/ha £ ES Categoria (Tukey, a: 0.05)
No formulado 21852 + 2.96 A
B. bassiana + Aceite sunspray 21481 £8.11 A
B. bassiana + Arcilla verde 21111 +1.53 A
B. bassiana + Talco 18888 + 5.61 A
B. bassiana + Arcilla blanca 15185 + 5.36 A
B. bassiana + Leche 14074 + 0.67 A
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Anexo 14. ANDEVA de peso de cabezas de repollo en los tratamientos evaluados

Variable Dependiente: (vVx + 0.5)

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F Pr>F
variacion de cuadrado medio
libertad

Trat 5 0.05634173 0.01126835 4.37 0.0228
Bloque 2 0.02020334 0.01010167 3.92 0.0554
Error 10 0.02579208 0.00257921
Correccion total 17 0.10233715

R? Coef. Var

0.747970  2.554101

Anexo 15. Promedio de peso por cabeza de repollo en los tratamientos evaluados

Tratamientos Peso en kg por cabeza + ES  Categoria (Tukey, a: 0.05)
B. bassiana + Arcilla blanca 1.73+£0.038 A
No formulado 1.63+£0.113 AB
B. bassiana + Arcilla verde 1.56 £ 0.139 AB
B. bassiana + Aceite sunspray 1.55+0.148 AB
B. bassiana + Talco 1.53+£0.075 AB
B. bassiana + Leche 1.39 £ 0.232 B
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Anexo 16. Hoja para el muestreo integrado de plagas aplicada en el cultivo del repollo

Nombre del productor:

Nombre de la finca:

Edad del cultivo: Clima:

Tratamiento | | | | | | Fecha:

Bloque NUmero de plantas

Plutella x. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL

Larvas

Pre-Pupas

Pupas

Adultos

Huevos

Gusano rayado

Larvas

Pupas

Huevos

Spodoptera

Larvas

Afidos

Colonias

Diabrotica

E. Naturales

Diadegma

Mariguitas adultos

Larvas

Avispas

Arafnas

Enfermedades

X. campestri
(Chamusco)

Sclerotinia (Pudricion
blanca)

Alternaria

Malezas

TOTAL

Observacion
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Anexo 17. Plano de campo

Bloque I

Bloque Il

Bloque 111

Tratamiento Formulacion
1 Conidias de B. bassiana + Arcilla Blanca
2 Conidias de B. bassiana + Arcilla Verde
3 Conidias de B. bassiana + Talco
4 Conidias de B. bassiana + Leche en polvo
5 Conidias de B. bassiana + Aceite Sunspray 6E
6 Producto sin formular

Testigo)
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