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RESUMEN

Para encontrar una alternativa al control de P. xylostella,
una de las principales plagas del cultivo de repollo Prassica
oleracea (L.), se realizéd el presente estudio en £1 cual se
l1levaron a cabo pruebas con una formulaciédn con  base en un
agente de control microbial, el hongo entomopatdgeno B.
bassiana, mds Nu—film 17, un protectante contra la radiacidn
solar y otros factores ambientales.

£l estudio se llevd a cabo en el laboratorio de hongos
entomopatdgenos del Centro Nacional de Proteccion Vegetal y
en la Universidad Macional Agraria en Managua, Nicaragua
entre Octubre de 1990 y Septiembre de 1991.

En el primer experimento se calculd la Cleue vy 81 Thae &
partir de bioensayos con 7 tratamientos, los cuales
consistieron en diluciones en serie de esporas del hongo
aplicados por dos metodos: feoliar vy tépico., La CLss foliar
fue la mas alta.

Al agregar diferentes désis de Nu—film 17 a las suspensiones
conidiales se observéd en laboratorio que a medida que aumenta
la ddsis de este producto la germinacidén in vitro de las
conidias se retarda o se inhibe vy la mortalidad de larvas
decrece.

Al aplicar la formulacidn de B. bassiana mas Mu—film 17 a
plantas expuestas a la luz solar se encontrd que la
viabilidad de las conidias disminuye a medida que aumentan
los periodos de exposicidon al sol, asimismo la mortalidad
decrece vy el TL=so aumenta.

Nu-—-film 17 brinda una proteccién minima a las conidias;
parece ser gue ademds de la radiacidon solar otros factores
ambientales actuan sobre las conidias los cuales afectan la
accidén del protectante; estns factores deben de ser
estudiados asi como tambieén otras désis dosis de Nu—-film 17.
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SUMMARY

To find an alternative method of control of P.
xylostella, one of the principal pests of cabbage Brassica
aleracea (L.), the present study was carried out to test a
formulation of a microbial control agent, the
entomopathogenic fungus B. bassiana plus Nu-film 17, a
protectant against solar radiation and other environmental
factors.

The study was carried out in the entomopatogenic fungi
laboratory at CENAPROVE and in UNA in Managua, Nicaragua
between Octuber 1990 and September 1991.

In the first experiment the LCss and LT2® were estimated
from the bicassays with seven treatments which consisted of
serial dilutions of fungal spores applied using two methods:
foliar and topical. The foliar LCee was the higher.

tnder laboratory conditions it was oObserved that
increasing doses of Nu—~film 17 in the conidial suspensions
proportionally retarded or inhibited Jn vitro conidial

germination and larval mortality decreased.

By applying the formulation of B. bassiana and Nu-film
17 te plants exposed to sunlight it was Ffound that the
viability of conidias was diminished in proportion to the
increased exposure time, and that LTaes increased and larval
mortality decreased.

Nu—Ffilm 17 provided minimal conidial protection. It
appears that other environmental factors besides solar
radiation act wupon the conidias which effect the performance
of the protectant. These factors must be studied and also
other doses of Nu~-film 17.
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1. INTRODUHZCION

£1 cultivo del repollo PBrassica oleracea {(L.) constituye
una actividad con larga trayectoria y tradicidn en la regidn
centroamericana, habiéndose iniciado hace varias décadas

{CATIE 1990).

En 1la agricultura nicaraguense el cultivo de las
hortalizas constituye un rubro de vital importancia yva que

tiene una gran demanda en el mercado local (PROCAMPO 1982).

El repollo HB. oleracea se consume tanto en estado fresco
como  procesado. Su oferta durante todo el afo no se
corresponde con los niveles de demanda debido a un
desequilibrico de produccidn causado, entre otros factores,
par la época en que se cultiva vy por un deficiente manejo del
ctultivo, dado que casi la totalidad de la producciédn de esta
hortaliza estd en manos de pequefos vy medianos productores
los cuales no cuentan con los mejores medios de produccién.,
También incide la falta de asistencia técnica adecuada que

garantice una mejor produccién (MIP-Repollo 19%0).

l.as exigencias del mercado en cuanto a la calidad del
repollo han wvenido cambiando las practicas del agricultor en
relacion al control de plagas. El consumidor rechaza el
producto con manchas o dafo de insectos. Las campafas
publicitarias de los plaguicidas han contribuido a que los

productores de repollo hayan adoptado el control quimico como



una medida unica para lograr el producto "més limpio" y asi

lograr que sea aceptado en el mercado (CATIE 1990).

L.a mayor produccidn de este cultivo se registra en zonas
altas de la region Norte del pais (500-1000 msnm) pero se ha
adaptadeo a zonas mas bajas como el Valle de Sebaco
(Matagalpa) y Masaya que se han convertido en importantes

zonas productoras.

El cultivo de repollo puede producir hasta 21.000
cabezas comerciables por manzana (0,7 Hal), sin embargo, en
encuestas realizadas en zonas de Matagalpa-Jdinotega en época
de apante (Enero-Marzo, 19846) y en la zona de La Concepcidén,
Masaya en epoca de primera (Junio-Agosto, 198B), se reportd
que la produccion oscila entre 0-5.000 cabezas por manzana

{Barahona 1989).

Las principales limitantes para la produccion de repollo
500 las  iIncidencias de plagas insectiles y enfermedades,
reportandose: Plutella xylostella, Ascia monuste, Leptophobia
aripa y el barrenador Hellula phidelialis.
P. xylostella es considerado la plaga principa& ya gue se
encuentra en todas las zonas productoras de repollo en

Nicaragua (Buharay 1986 citado por Barabhona 1989).

La existencia de organismos benéficos en el cultivo de
repollo debe ser considerada en toda decisién de manejo,

procurando no perturbar demasiado sus poblaciones.



Existen muchas especies de depredadores y parasitoides
que atacan a los insectos dafinos, contribuyendo a
mantenerlos a niveles suficientemente bajos como para gue no
causen dafo economico. Existen ademas organismos patégenos
comd  hongos, bacterias y virus que producen una mortalidad
considerable entre las larvas de insectos.
En caso de tener gue aplicar alguna medida de control se debe
tomar en cuenta la existencia del control biolégico para

evitar en lo posible cualguier perturbacidn al mismo.

Concientes de esta problematica se han venido realizando
trabajos de investigacidn tamto en laboratorio como en las
zonas repolleras aobre niveles de dafo econdmico, evaluacion
de productos guimicos y bicldgicos contra defoliadores, uso
de cultivos asociados (policultivos) y productos alternativos
para el control de plagas, por la Escuela de Sanidad Vegetal

de la Universidad Nacional Agraria (UNA) (MIP-Repollo 1990).

Dada 1la problematica antes mencionada se propone el
presente trabajo dirigido a estudiar la efectividad del
control wmicrobial contra P. xylostella usanda el hongo
entomopatdgenn Beauveria bassiana (Balsamn) Vuillemin vy
Nufilm 17 como protectante de sus conidias contra 1la

radiacion solar.,



1.1. OBJETIVAS

1.~ Determinar la concentracidén letal media (Clhwee) y el
tiempo 1letal medio (TLee) de una suspension acuosa de
conidias del hongo entomopatdgeno B. bassiana contra la

palomilla del repollo P. xylostella.

2.~ Probar la eficiencia de Nu-film 17 en la proteccidn
de conidias de B. bassiana contra la radiacidn solar usadas
en suspensidn  acupsa para el control de larvas de P

xylostella con base en microensayos.

1.2, HIPOTESIS

1.~ E£1 hongo B. bassiana es efectivo contra la palomilla

del repollo P. xylostella.

2.~ Nu~film 17 no afecta la wviabilidad de las conidias
de HB. bassiand.

J.~ Nu-film 17 protege eficientemente las conidias del

hongo B. bassiana.



2. REVISION DE LITERATURA

Entre las plagas invertebradas del repollo se coloca en
primer lugar a la palomilla dorso de diamante P. xylostella
(Lepidoptera:Plutellidae) gue ataca practicamente a todas las
especies de Cruciferas y algunas Quenopodidceas en mas de 100
paises. Esta plaga aumenta los costos de produccidn y reduce

la cantidad y/d calidad del producto (Blanco 1988).

S5 estima gue el costo de produccién promedio por
hectdrea para la regidn centroamericana nscila entre US$B00-
$1.342, de los cuales se invierte entre 20% vy 38% en el
control de plagas. Este porcentaje wvaria de acuerdo a las
condiciones socicecondmicas y ecoldgicas particulares de cada

pais (CATIE 1990).

En el ciclo agricola 1983-B4 en Nicaragua, infestaciones
de esta plaga causd hasta un 100% de pérdidas econdmicas.
Esta situacion es el resultado de una alteracion en el
equilibrio del ecosistema ocasionado por el uso de altas
dosis de insecticidas vy a la calendarizacion de las
aplicaciones, lo que llevd a este insecto posiblemente a
desarrnllar un mecanismo de resistencia hacia los productos

quimicos mas utilizados en el cultivo (Varela 1987).



2.1. CICLO DE VIDA DE P. xylostella

HUEVO: Las hembras adultas ponen un promedic de 160
huevos, aunque pueden poner hasta 3460, los cuales miden
apraoximadamente (0,44 x 0,26 mm). Son depositados de uno en
uno o en peque”Ros grupos en el envés de las hojas de la
planta hospedera (Harcourt 19463, King vy Saunders 1984). Son
de color amarillo palido a verde padlido. Antes de eclosionar,
el huevo se oscurece y se puede ohservar la pequena larwva

arrollada bajo el cédrion {(Harcourt 1957, 19463).

La duracidn del estado de huevo es de 3,2 dias a 20°C

{(Salinas 1974).

LARVA: Verde palido a verde azuloso, de 10-12 mm de
largo cuando esta madura. Los primeros estadios se alimentan
en la superficie inferior de las hojas, dejando ventanas de
la epidermis superior intactas. & veces pueden minar el

tejido de la hoja.

Cuando las larvitas emergen de los huevos, minan en la
epidermis de la superficie inferiar de . las hojas,
Posteriormente, salen y se ubican en sitios protegidos, tales
como las depresiones de las hojas o en sus bhardes irregulares

{CATIE 19%0).

Las larvas mayores perforan las hojas haciendo muchos
agujeros irregulares (Harcourt 19463, Hardy s. f.). Hay cuatro

estadios larvales y uno de prepupa. El primero rcarece de



pigmentaciétn y la cabeza es pardo oscuro (Marcourt 193537). La
duracién de los diferentes estadios a 20°C son de 12,8 dias
para larvasj de 1,3 dias para £]1 de prepupa y de 7 dias para
la pupa {(Salinas 1974). Las larvas se contorsionan cuando las
molestan, y pueden dejarse caer de la planta sostenidas del

extremo de hilos de seda.

La larva es la que causa el dafo ya gue al alimentarse vy
producir perforaciongs se propicia la entrada de organlismos
perjudiciales que originan graves pudriciones y muchas veces

causan la pérdida total del cultivo {(Ugalde 1983).

PUPA: Empupan en un capullo delicado de seda en el envés
de la hoja, generalmente a lo largo de la vena central o de
alguna vena prominente (King vy Saunders 1984),

Al inicio es verde pero luego se vuelve café
amarillienta. 8Su longitud es de 7 mm. Loz adultos emergen
entre 3 y 13 dias, dependiendo de 1la temperatura (CATIE

1990).

ADULTO: El adulto es una palomilla de B8-10 mm de
longitud. Se movilizan rapidamente cuando s0n Eerturbadms,
volando con revoloteos rapidos entre las plantas (CATIE
19%90) .

Presenta una envergadura de 12-18 mm. Las alas
delanteras son cafe-gris con un dibujo en forma de diamante
mas claro cuando cierra las alas. Las alas traseras son café

palide con un fleco de pelos largos (King y Saunders 1984).



Son  inactivos durante el dia vy descansan en la parte
inferior de las hojas de su hospedero. El apareamiento ocurre
al atardecer un dia después de la emergencia. Ovipositan al
anochecer en las hojas, tallos y peciolos v se alcanza el
pico de postura dos horas después de iniciado el mismo

(Salinas 1974),

El ciclo bioldgico desde bhuevo a adulto tarda entre 15 vy
40 dias, dependiendo de lasg condiciones climaticas,

principalmente la temperatura (CATIF 1920).

2.2. DINAMICA DE P. xylastella
La dinamica de la plaga estd determinada por la altura
sobre &l nivel del mar, la temperatura vy la precipitacion,

asi como por el manejo dado a los campos de repollo antes vy

después de la cosecha (CATIE 19%90).

Cuando no hay inmigracion de adultos de P. xylostella
desde campos aledafos, la poblacidn de la plage se incrementa
confarme se desarrolla el cultivo. Este incremento de la
plaga es mas acelerado cuande ocurre inmigracldh de adul tos

desde otras Areas,.

La infestacion de la plaga es baja en invierno, debido a

que la lluvia reduce la oviposicidn (Tabashnik y Mau 1986).

En el verano el incremento de la plaga es acelerado

debido a la mayor actividad de oviposicidn, la mayor



velocidad de crecimiento de la plaga y el mayor ndmera de

generaciones {(Yaseen 1974).

En zonas bajas, el aumento de la temperatura reduce la
duracion del ciclo biolégico y provoca un  aumento en el
numero de generaciones vy tomo consecuencia, mayoress

infestaciones en menor tiempo (CATIE 1990).

2.3. FACTORES DE MORTALIDAD DE P. xylostella.

Entre las causmas de mortalidad de husveos estéd 1la
participacidén de algunos depredadores, el exceso de humedad
durante periodos lluviosces y el lavade por lluvia (CATIE

1990).

En un estudio sobre tablas de vida de esta plaga la
mortalidad de larvas peguefas fue directamente relacionada
con la precipitacidn. En once afos, la lluvia causd un 47% de
mortalidad de larvas pequefias, mientras gue la mortalidad de

larvas grandezs fue minima (Harcourt 198&).

Este efecto de la precipitacidn se debe a que las larvas
son  susceptibles al ahogamiento. En los periodos de poca
precipitacion, 1la plaga logra multiplicarse mas rapidamente

{Harcourt 1963).

Qtro factor de mortalidad de larvas es el pardsito
Diadegma insulare (Hymenoptera: Ichneumonidae) el cual se

encuentra distribuido en toda centroamérica (CATIE 19%0).



También se encontrd que algunos hongos como B. bassiana
invaden las larvas a través de su cuticula (Robert y Marchal

1980).

un insecticida microbial a base de Bacillus
thuringiensis Berliner suprimid efectivamente pablaciones de
P. xylostella (Sudarwohadi vy Said 1977 comunicacién

personal, citade por Brunner y Stevens).

Mohamad et al (1979) usaron B. thuringiensis (Thuricide
HP), una bacteria entomdfaga que actua por ingestién al ser
comida por larvas de insectos plaga. La bacteria actud sobre
estados larvales de P. xylostella cuando estos se alimentaron
con el follaje tratado reduciendo sus poblacicones. La muerte
ocurre usualmente entre 3-5 dias durante los cuales no se

alimentan o lo hacen muy poco.

La 1lluvia también influye sobre la martalidad de
adultos, debido al ahogeamiento, cuando éstas son atrapadas
por el agua gue se almarena en las hojas luego de los

aguaceros (CATIE 1990).

10



2.4. RELACION PLANTA-INSECTO

Las larvas perforan las hojas, el corazén y otras partes
comerciables que pueden guedar llenas de galerias,
excrementos y telarafas, donde puede haber larvas preéentes
(King vy Saunders 1984). Son de mayor importancia cuando
penetran en el corazon vy otras partes comerciables de la

planta de repollo.

Todas las etapas del cultivo de repollo no son
igualmente susceptibles al ataque de la plaga. Existen
periondos en que el ataque de esta plaga causa pérdidas
econamicas, mientras en otros periodos la misma plaga no

causa pérdidas ya que la planta puede resistir su dafo.

Conociendo estos peripdos se pueden evitar aplicaciones
innhecesarias, haciendo el control de la plaga solamente

durante el periodo critico.

P. xylostella es problemdtica en el semillero si estos
se hacen cerca de las areas que son fuente de inmigracian de
adultos, vya que si en esta etapa existe wuna elevada
infestacion de larvas puede ocurrir una pérdida significativa

de plantulas.

En la segunda etapa o establecimiento, 1 repollo es
algo tolerante al dafo de la plaga siempre que la inmigracion
de adultos sea reducida y no haya una infestacion severa en

el punto de crecimiento .

11



En la tercera etapa o de preformacidon de cabeza, la
planta es mas tolerante a 1la plaga. Sin  embargo, cuando la
inmigracion de adultos desde campos abandonados es alta, se
alcanzan niveles de infestacién que 1la planta no puede
tolerar, principalmente cuando el dafo causado por las larvas

ocurre en el punto de crecimiento.

En la cuarta etapa o de formacidn de cabeza, la planta,
aln  sin existir inmigracidn de adultos, alcanza facilmente
niveles intolerables. Esta s la etapa mas critica desde el

punto de vista de manejo de la plaga (CATIE 1990).

Cuando el repollo estd formando y llenando cabeza (30-90
dias después de trasplante), la incidencia de P. xylostella

puede causar dafo econtmico vy pérdidas del ingreso (MIP-

Repollo 1990).
2.9. CONTROL MICROBIAL DE INSECTOS

La patologia de insectos es la ciencia que estudia las
enfermedades de los insectos.

El control microbial es la principal meta de 1la
patologia de insectos vy representa una rama del control
bincldgico de insectos . £ste tipo de control trata de la
utilizacidn racional de patégenos tratando de mantener las

poblaciones plagas a niveles no econdmicos (Alves 19864).
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£l control microbial de artrépodos ha sido investigado
por mas de 100 afos. Sin embarqgo, la intensidad de las

investigaciones ha incrementado dramaticamente (Harper 1987).

En afos recientes, la patologia de insectos y el control
microbiano han recibido mayor atencidn vy apoyo en todo el
mundo. Todos los grupos relacionados con el control biolagico
de insectos llegaron a incluir en sus  programas  de
investigacidn, alguna fase de la patologia de insectos 6
control microbiano (DeBach 19&8).

lLas investigaciones sobre control micraobial ban sido
conducidas con diferentes organismos de todos los principales
grupos de microorganismos~ bacterias, protozoos, virus y
hongos- también como con nematodos parasiticos. £1 uso de un
microorganismo  para control requiere que una serie de pasos
sean seguidos. Estos comienzan con el descubrimiento de un
organismo qQue sea agente causante de enfermedad en  su
hospedero. Los organismos asociados con los sintomas de la
enfermedad son aislados en cultivos puros y usados para
infestar individuos sanos. La produccidn de sintomas
idénticos vy reaislamiento del organismo de estos hospederos
infestados sirve como prueba de la causa de la enfermedad
(Harper 1987).

En las dltimas tres décadas algunas de las subdivisiones
de la pateologia de insectos tales como sintomatelogia,
fisiopatologia, histopatologia, morfologia ¥ mas

especificamente, el estudio de los procesos infecciosos de
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patdgenos, han recibido atencidn. La mayoria de estos
estudios han sido validados alrededor de ambiente de
laboratorio. Esto ha sido necesario para establecer trabajos
badsicos acerca de estos pPatogenos de insectos (Yendol &
Hamlen 1973}.

Roberts y Humber (1981) delinearon las relaciones entre
insectos vy hongos: "los patdgencs causan la muerte temprana
del hospedero por penetracion Y proliferacion en el interior
del mismo, el cual es matado por ser privade de nutrientes
snlubles en su hemolinfa, por la invasion & digestiodn de sus
tejidos y/d6 por la liberacidn de toxinas del hongo' .

Cada grupo de hongos entomopatdgenos tiene sus peculiaridades
Yy SU asociacidn caracteristica con el insecta hospedero. lLas
caracteristicas fisioldgicas de estos hongos son tan
interesantes y tan importantes como las caracteristicas
marfologicas. £s esencial un gran conocimiento del desarrollo
y fisiologia de los hongos entomopatdégenos para poder usarlos
con exito en el control microbiano de los insectos dafinos

(DeBach 19&8).

El integumento de los insectos es unpa bar;era para la
invasion de los microorganismos. La evidencia ceonocida indica
que el integumento no solo actua como barrera mecanica, sino
también puede restringir el crecimiente del hongo por
ctontener materiales antifungales, La habilidad del
integumento del insecto para reducir fuertemente la invasién

fungal puede ser atribuida a la acciédn de cadenas de acidos
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grasos saturados que existen libremente en la cuticula

(Yendol y Hamiem 1973).

El progreso de una enfermedad en una poblacién de
insectos puede ser demostrado a través de una curva
epizootica (Tanada 1963). Esa curva puede ser dividida en
tres fases: pre-epizootica, epizootica y post-epizootica.

La fase pre-epizootica se caracteriza por un bajo numero de
hospederos enfermos, resultade de focos primarios de la
enfermedad. Esos focos son formados debido a inmigraciones de
insectos enfermos a partir de estructuras del patégeno
traidas por pajaros, insectos parasitos o depredadores u
otros animales; también pueden ocurrir debido a estructuras
del patdégeno gque permanecen en el suelo, en cadaveres de
insectos ¢ en las plantas., LLa fase epizootica se caracteriza
por un elevado indice de la enfermedad en consecuencia de la
multiplicacitdn vy diseminacién del indculoc producido en los
focos primarios. La fase post~epizootica se caracteriza potr
la disminucidn del numero de insectos atacados en relacion a

la fase anterior.

Para 1la ocurrencia de epizootias es necesario  un
potencial de indculo minimo. Por potencial de indculo se
entiende un numero de propagulos vivos, sobre 1los drganos
susceptibles del hospedero, capdz de iniciar el proceso de

enfermedad.
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Los hongos entomapatogenos, similares a otros hongos,
son dependientes  para su desarrollo, longevidad y dispersién
de varias condiciones cuya interaccidn constituye el macro vy
micro ambiente. La germinacidén de las esporas fungales
méviles 6 unidades infectivas es el proceso fisioldgico
primario que debe ocurrir antes que la infeccidn pudiera
darse. Las condicianges que son desfavorables para las esporas
del hongo son principalmente temperaturas altas, humedades
bajas yv 1luz solar intensa que pueden afectar severamente su
movilidad {(Yendol vy Hamlen 1973). Los organismos son
continuamente ingeridos con el alimento por muchos insectos,
y el ambiente externo inicial determina las varias especies

de microorganismos que son consumidos.

Normalmente los hongos penetran wvia el integumento a
través de actividad enzimica ¢ presidn mecdnica ejercida por
el tubo germinativo, pero también existen otras formas de
penetracidn que son via respiratoria a traves de la traquea,

via onral a través de ingestion de particulas patogénicas

{Alves 19846).

La reaccidn alcalina ¢ 4dcida del contenido intestinal de
los insectos puede ser una de las causas de eliminacion de

muchos microorganismos potencialmente patogénicos,

Burante ia fase de produccidan de hongos

entomopatogénicos, son importantes las temperaturas ideales
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para germinacién de esporas, crecimiento vegetativo vy
esporulacion. £1  rango ideal para 21 desarrollo de estos
hongos se encuentra entre 20-30=C. La bhumedad alta es
esencial para las fases de germinacién y penetracidn vy es
limitante para la reproduccidn de algunos hongos. La
radiacion puede ser estimulante o perjudicial a los
patégenos; eso depende del tipo de microorganismo, de su fase
de desarrollo en la naturaleza vy la cantidad de radiacion
recibida. La radiacion puede actuar sobre la germinacidn de
los conidios vy sobre los estados iniciales de crecimiento del
tubo germinativo. La influencia de luz diurna difusa es

variable para los diferentes hongos patogénicos (Alves 1986).

La Clase Deuteromicetes comprende los hongos donde solo
=1 tonoce la propagacidn asexual, Mas de 40 geéneros
entomopatogénicos han sido identificados pero el conocimiento
de sus potenciales es limitado a un pequedo numero de estos:
Aschersonia, Culicinomyces, Hirsutella, Metarhizium,
Nomuraea, Paecilomyces, Verticillium y Beauveria (Ferron

198%5).

Especies de .Bﬁauveria son a menudo aislados de insectos
enfermos vy frecuentemente usados en pruebas de control
microbial. La produccién de toxinas ha sido particularmente
examinada para dos de las especies mas comunes, B. bassiana y
B. brongniartii (= tenella). De la descripcion de los

sintomas, algunas cepas obviamente producen compuestos
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taxicos, los cuales rapidamente debilitan al hospedero

después de la invasién de la hemolinfa (Roberts 1981).

B. bassiana es un hongo entomopatogénico Deuteromycete
el cual infesta una variedad de insectos. Sus hospederos son
predominantemente miembros de los Ordenes Lepidoptera vy
Coleoptera, incluyendo plagas de importancia econdmica
agricela, habitando suelouc 6 plantas cultivadas (Storey vy

Gardner 1986).

El hongo presenta conidios globosos © subglobosos con
2,0-3,0 x 2,0-2,5 micrdmetros de didmetro, con conididfaros
formando densos cachos. Produce la enfermedad conocida como

la muscardina blanca.

La germinacion de sus conidios ocurre en un periodo de
12 thoras después de la inoculacidn. EI  hongo penetra
frecuentemente via el tequmento debido a una accion mecanica
y efectos enzimicos. Transcurridas 72 horas despugs de la
inoculacion, el insecto se presenta totalmente infectado,
notandose gran cvantidad de conididforos y conidios
caracteristicos de la especie. La duracidan de las diferentes
fases del ciclo de lés relaciones patogeno—haspedero depende
de las especies de insectos involucrados v de las condiciones
reiaantes durante 2l desarrollo de la enfermedad. Las
condiciones favorables =¥l humedad relativa de
aproximadamente 904 vy temperaturas entre 23-28=C (Alves

1986).
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Las temperaturas después de las aplicaciones en el campo
son  imposibles de ser modificadas. E1 hongo B. bassiana
requiere una fase de 22 a 26°C para presentar un buen

desarrollo, pero puede soportar T° de hasta 45°C.

Segun Roberts y Campbell (19277} B. bassiana puede ser
inactivado par T° de 50°C durante 10 minutos, M. anisopliae
puede ser inactivado por T° de 49°C durante 10 minutos,
Eﬁtamaphthnra virulenta puede bajar su % de germinacién a T°

de &0°C durante 540 minutos.

Zimmermann (1982) demostrd que la T°Lae puede aumentar a

medida que la humedad relativa decrece.

Come la temperatura en el campo raramente alcanza
niveles de inactivacién de hongos, se hacen necesarios
estudios sobre el efecto de largas exposiciones de patidgenos

y formulaciones a temperaturas moderadamente altas.

La humedad se puede manifestar a traves de la lluvia,
humedad del suelo y humedad del aire, siendo que la humedad
del aire puede ser expresada en términos de humedad relativa,

humedad absoluta o déficit de saturacion.

L.a humedad desempefa un papel importante en si para el

insecto hospedero como para el propio patdgeno.
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Con relacidn a los patdgenos, la humedad (fase ligquida &
gasensal) es esencial, siendo importante para las fases de
germinacidn, penetracion vy es limitante para la reproduccian
de algunos patogenos. l.a humedad influye en el espesor de la
cubierta de cera de los insectos tornandose mads o menos

resistentes a los patdgenos. (Alves 1986).

Clerk vy Madelin (1945) wvariando los porcentajes de
humedad relativa para H. hassiana no consiguieron
correlacionar el tiempo de preservacidn de esporags con las
diferentes combinaciones de temperatura, HR y fotoperiodo en
almacenamienta. OUbservaciones de laboratorio indican que
productos con mas de 40% de humedad relativa al ser
almacenados pueden perder rapidamente la wviabilidad a

temperaturas bajas.

Bell (1974) menclona que los conidios poseen  una
gelicada membrana externa pudiendo perder o ganar agua
rapidamente, de acuerdo con la humedad del aire, siendo que

en atméasferas insaturadas pierden facilmente la viabilidad.

El hongen H. bassiana puede ser estimulado por la luz de
corta longitud de onda. Alves y Maoraes (197%9) estudiando
diversos fotoperiodos para este hongo concluyeron que el

mayor numero de conidios fue producido sobre luz continua,
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Negreireos et al (1980) trabajande con B. bassiana
spmetida a accidn de diversas lamparas fluorescentes,
observaron gue las luces amarilla y negra fueron las Que
indujeron mayor esporulacitn del hongo. Observaron una gran
variacidn morfologica en las colonias sometidas a la accién
de las lamparas.

Segin Bell (1974) el hongo B. bassiana pierde la
infectividad cuando es sometido por tres horas a luz solar
directa. Tambieén BGalaini (1984) informé que la sobrevivencia
de este hongo en la superficie de hojas de batata declind

rapidamente cuando fue expuesta a la luz solar.

El conocimiento de la sensibilidad de los patdégenns a la
radiacidn ultravioleta, estahlece el llamado Factor
ultravioleta, el cual representa el porcentaje de estructuras
del patageno inhibidas en un dia por esa radiacidn, es de
gran importancia en el control microbiano. Para N. rileyi ese
factor vya fue fijado en 0,5 (50%), pudiendo ser también
considerado para efectos practicos para M. anisopliae, B.
bassiana y otros Deuteromicetes.

Algunos autores mencionan que el follaje puede afectar
la viabilidad de los hongos, pero existen pocas informaciones

sobre ese asunto.

Gardner et al (1977) observaron gque la pérdida del 50%
de la actividad original de los patdgenos B. bassiana, Nosema

necatrix y N. rileyi sobre follaje de soya oscild entre 5 a
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10 dias después de su aplicacidn. Paor otro lado, Ignoffo et
al (1979) aplicando e} producto Boverin (H. bassiana) en

follaje de spya obtuvieron vida media menor de 24 horas.

La capacidad de sobrevivencia de un patogeno puede
variar con el grado de defoliacisdn del cultivo ¥ con la
localizacidn en la planta. Galaini (1984) verificd 1la
sobrevivencia de HB. bassiana sobre plantas de batata en tres
condiciones: defoliacidan S8vVera, defoliacidn leve v
defoliacion leve mAs protectante contra ultravioleta. La
sobrevivencia del hongo después de seis horas de exposicidn a

la luz solar fue respectivamente: 11,2%, 850,9% y 25,1%.

Las caracteristicas del suelo son importantes tanto para
los hospederos como para las patdgenos.
El efectn del suelo sobre los hongos entomopatdgenos es
variable. La reduccitdn del nivel de germinacidn ha sido
constatado por alqunos autores y esa reduccidn puede ser
debida a los compuestos fungistdticos producidos por
Actinomicetes vy bacterias que viven en saprogenesis en los

surlos.

Se ha verificado que esporas de B. bassiana no perdieron
su viabilidad durante dos afios en suelos no esterilizados. En
estudios efectuados en cultivos de hanano, se encontrd a
Cosmopolites sordidus (picudo del platann) atacado por B.

bassiana. Alrededor del insecto se observé una gran cantidad
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de micelio con forma ‘“rizomorfa"; esa estructura puede ser
L]

una de las formas de persistencia del hongo en el suelo.

Lingg vy Donaldson (1981) efectuaron estudios sobre la
estabilidad de 8. bassiana en suelo esterilizado vy no
esterilizado a T¢, HR, contenido de agua y pH variables. La
vida media de las conidias varic de 14 dias (25°C y 75% de
saturacion del suelo) hasta 276 dias (10°C vy 25%4 de

saturacion del suelo).

Habib & Andrade (1977) inocularon B. bassiana en larvas
de Brassolis sophorae vy abservaron gue 24 horas despusés de la
inoculacidn las larvas presentaban movimientos mas lentos con
alimentacidn y coloracidn aparentemente normales. Después de
48 horas nNo S8 movian, presentando cierta flacideéz vy
coloracion méas oscura en el dorso vy rosada en la regién
ventral. Despues de 72 horas mostraron paralisis general,
estaban rigidas cuando murieron. Después de 5 dias aparecid
el patéaeno representado por puntos blancos en los
espirdculos, cubriendo luego todo el cuerpo. El1 ciclo
completo de la enfermedad se obtuvo en 7-8 dias a temperatura

de 19,9°C y &3,5% HR.

Robert s Marchal (1980) citados por Wilding
{1986)compararon la infectividad de entomopatdgenos contra
larvas de Plutella para determinar la susceptibilidad a estos

hongos. Discos de hojas de 30 mm de didmetreo fueron tratadas
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con suspensiones de psporas y puestos en cajas contenisndo 20
larvas de 3er estadio y guardados en una atmédsfera humedecida
por 48 horas. Los hongos invadieron las larvas a través de la
cuticula. Las larvas fueron tratadas con dos cepas de B.
bassiana, dos de B. brongniartij, cinco de Metarhizium

anisopliae, una de M. flavoviride, una de Nomuraea rileyi vy

una de Paecilomyces Tumoso-roseus, todos a 102 esparas/ml
(equivalente a 4 x 10® esporas/cm® de superficie de hoja). La
mortalidad registrada después de seis dias fue

significativamente alta para todas las cepas de Beauveria, M.

anisopliae y F. fumoso—roseus.

Se relizaron bicensaypos con entomopatdgenos Hyphomycetes
sobre larvas de tercer estadio de PF. xylostella bajo
condiciones controladas. La suspension fungosa se colocd
sobre discos peguefos de hojas de repollo. Las larvas fueron
puestas sobre estos discos durante 4B horas . La Clee mostrsd
una alta susceptibilidad de insectos a diferenmtes propagulos
de HB. bassjiana tales como conidiosporas, blastosporas no

formuladas y blastosporas liofilizadas (Robert vy Marchal

1980),

tba infectividad de blastosporas liofilizadas de B.
bassiana para Plutella no fue afectada despues de un mes de
almacenamiento a 5°C v solo disminuyd ligeramente después de

cinco meses (Fargues et al 1979).
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En el follaje, conidias expuestas divectamente a la luz
selar reducen de 50-100% su viabilidad oariginal en uno a
pocos dias. Temperatura, humedad, substrato y quimicos
tambien afectan su persistencia. En contraste, conidias en el
suelno sobreviven, a veces hasta dos afos. La estabilidad
conidial puede ser afectada por agroguimicos inhibidores

presentes ¢ adicionados en el suelo del agroecosistema.

Se realizd un estudio para determinar la germinacion
conidial en respuesta a varios adyuvantes comunmente usadas
en aplicaciones de plaguicidas mezclados en tanques & comn
agentes mojables en suspensiones conidiales preparadas para
diseminacion artificial del hongo. Se encontrd gque uno de los
productos probados (Triton C8-7) inhibid significativamente
la germinacidn de las conidias de B. bassiana . E1 Nu—film
17, que también fue probado, no mostrd reducciones
significativas en la germinacién de las conidias (Storey vy

Gardner 1984).

Gardner et al (1977) emplearon técnicas de bioensayos
para determinar la persistencia de A. bassiana Sbbra follaje
de soya usando como protectante o adherente Triton X (0,01%).
La actividad original del patédgenc se perdié entre los 5-10
dias después de la aplicacidén.

Ellos tomaron hojas de soya y las ofrecieron como

alimento a larvas de Spodoptera frugiperda. El porcentaje de

mortalidad resultd ser de 83,2% para larvas expuestas a las
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hojas en el dia de aplicacion, 79,2% el primer dia después de
aplicacién, 44,0% cinco dias después de aplicacidn hasta cero

moartalidad 10 dias después de la aplicacion.

Los posibles factores que actuaron en la disminucién de
la actividad del patégeno fueron precipitacién, humedad

relativa y radiacidn solar directa.

Nu-—-film 317 e85 un agente dispersante especialmente
disefado para proteger 1a wvida udtil! de los productos

aplicados.

Este protectante reduce 1la tensidn superficial de los
liquidos aplicados, permitiendo un mayar contacto con la
superficie de las hojas. Es insoluble en agua, por tanto las
particulas del producto no son removidas de la superficie de
las hojas. Ayuda la penetracién vy distribucion uniforme sobre

hojas pubescentes.

Es derivado de resina de pino siendo por tanto, un
adhesivo natural. Se extiende come una pelicula elastica la
cual encapsula efectivamente las particulas del producto,
liberandolas gradualmente. Actlua como un reflector Y previene
la degradacidn de los productos como resultado de la reaccidn
fotoquimica causada por la radiaciédn solar ultravioleta.
Previene la rapida degradacidn de los productos por
hidrolisis debido al encapsulamiento. No es téxico para

productos bioldgicos extendiendo su vida util (Miller s.f.).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.—- Localizaciaon del ensavo.

lLa evaluacion del hongo entomopatdgena H. bassiana, se
realizd en la Universidad Nacional Agraria (UNA) en el area
de entomologia del proyvecto MIP-repollo ubicada en ] km 12

carretera Norte, en Managua, Nicaragua.

La produccion de conidias de B. bassiana utilizadazs en
el ensayo se realizo en el laboratorio de hongos
entomppatodgenos del Centro Nacional de Proteccion Vegetal
(CENAPROVE) ubicado en el km 12 1/2 carretera B8Sur, en

Managua, Nicaragua.

J3.2. Producto utilizado

S selecciond la cepa 117 aislada de picude de algoddn
en 1988. La seleccidon se hizeo incoculando cinco cepas
existentes en &1 laboratorio sobre larvas de P. xyvlostella.
Todas resultaron patogeénicas matando las larvas. BSe
inocularon todas las cepas en medio artificial MEA (Malt
Extract Agar) vy luego de 15 dias se trasladd una asada de
conidias de cada una a medio o soporte ligquido a base de
poive de arroz, levadura de cerveza vy clorurc de calcio.
Despues de guince dias se selecciond la cepa 117 gque demostro
buenas caracteristicas de esporulacioén y patogenicidad sobre

las larvas de P. xylostella.
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Se inoculd el medio liquido en arroz precocido en la
camara de flujo laminar para evitar contaminaciones. Se

guardd en cuarto de crecimiento.

Tres semanas después se cosecharon las conidias por
medio de lavado del arroz con agua destilada estéril mas
Tween 80, obteniendose una concentracion de 6,9 x 10% con/ml

como producto final.

S5¢ probd la viabilidad de las conidias colocando una
gota de medio MEA mds una gota de suspensidn conidial en un
portaobjetos vy se colocd en un  plato petri con papel filtro
humedecido. E1 desarrollo de las conidias fue observado al

microscopio cada cuatro horas. La viabilidad del producto

obtenido fue de 94%.

3.3. Cria de P. xylostella

La cria de P. xylostella se inicid en la UNA a partir de
recolecciones de larvas, pupas vy adultos en la Regidn VI

(Jinotega, Matagalpa) de Nicaragua.
Las poblaciones de adultos se depositaron en jaulas de

madera con cedazo de nylon.

En las jaulas se introdujeron periddicamente plantas de

la variedad Golden acre de repollo en maceteras para proveer
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una superficie de oviposicién. Se alimentaran con solucidn de

miel y agua mas vitamina E impregnada en algodon.

Las plantas con paosturas se transfirieron a otras jaulas
para el desarrolleo de las larvas, cambiando las plantas
conforme los requerimientos de alimentacidn. Se recolectaron

las pupas y se transfirieron a las jaulas de oviposicion.

Las condiciones ambientales en la cria fueron:
temperatura de 22°C, humedad relativa de aproximadamente 857

y un fotoperiodo de 12 horas luz.
S.4. Experimentacion.
3.4.1.- Determinaciin de ClLag ¥y Thae

Se realizaron bioensayos con el producto a base de
conidias de B. bassiana obtenido en el laboratorio, probando
7 tratamientaos:
tratamiento 1: suspensién 10® con/ml.
tratamiento 2: suspension 107 con/ml.
tratamiento 3: suspension 10* con/ml.
tratamiento 4: suspension 10 con/ml.

tratamiento 5: suspension 10% con/ml.

W

tratamiento é: suspension 10¥F coan/ml.

tratamiento 7: testigo (agua).

Cada tratamiento fue aplicado a 30 larvas de tercer

estadio.
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Se utilizaron dos métodos de aplicacidn:
Foliar -Se sumergieron discos de hojas de repollo en las
diferentes suspensiones y luego se ofrecieron a larvas en

platos petri.

Larval -Se sumergieraon larvas en las diferentes
suspensiones y luego se depositaron sobre discos de hojas en

platos petri.

La mortalidad se observd cada 24 horas a partir del
primer dia después de las aplicaciones, la Chwas 2 midid a
los siete dias y el tiempo letal se midid diariamente también

par siete dias para obtener el TLae.

3.4.2. Utilizacidn de Nu—film 17.

Una vez determinada la Clae se procedid a introducir Nu-
film 17 a la suspensidn. Partiendn de la dosis recomendads de
este producto, 4,66 ml/L, se tomd un rango de 2354 de esta
disis vy 1,25% méds de dicha ddsis siendo respectivamente 1,17

5,83 ml/L.

Se tomaron tubos de bicensayo donde se depositaron 10 ml
de suspension Clee ¥y se adicionaron las correspondientes
dosis de Nu-film 17 para los siguientes tratamientos:
l.~ suspension conidial B. bassiana.
2.~ B. bassiana + 0,01 cc Nu-film/30 ml de suspension

conidial.
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3.~ H. bassiana + 0,04 cc Nu~-film/10 ml de suspension
conidial.
4,- B. bassiana + 0,05 cc Nu-film/10 ml de suspensién
conidial.

5.~ testigo.

Be realizaraon biocensayos con  los dos meteodos de
aplicacion con 30 larvas de tercer estadio por cada

tratamiento.

La mortalidad también se evalud cada 24 horas desde el

primer dia después de aplicacidn.

Antes de realizar los bicensayns se evalud la viabilidad

de las diferentes suspensiones.

J3.4.3. Efectividad de Nu—film 17 en la fotoproteccidn de

conidias de B. bassiana.

Be establecid en el campo, 4 repeticiones de los

tratamientos:

1.- Suspensidn B. bassiana 72 hrs de exposicidn.

2.- Suspensidon B. bassiana + Nu—film 72 hrs de exposicion.
3.~ Buspension H. bassiana 48 hre de exposicidn.

4.~ Suspensidn B. bassiana + Nu-film 48 hrs de exposicion.
5.~ Buspensidn H. bassiana 24 hrs de exposicidn.

&.,~- Suspension B. bassiana + Nu-film 24 hrs de exposicidn.
7.- Suspension B. bassiana 0 hrs de exposicidn.

8.~ Suspensidn H. bassiana + Nu-film O hrs de exposicidn.

31



?.- Testigo.

lLas plantas se asperjaron, utilizande una bomba manual
de un litro, a las 7 a.m. lo cual permitid que recibieran la

radiacidn solar durante todo el dia.

Las suspensiones utilizadas cada dia se prepararon al

mismo momento como un solo producto base.

Se inicid aplicando el tratamiento a 72 horas, 48 horas,
24 horas, vy O horas antes de iniciar el bioensayo, con y sin
Nu-film. Una wvez aplicado el tratamiento O haoras se procedid
a recolectar las hojas de todos los tratamientos, tomando
hajas al azar desde arriba hacia abajo en 1a planta, tomando

42 en total por cada tratamiento.

Se realizaron bioensayos de hojas con 120 larvas de
tercer estadio por cada tratamiento, utilizando dos de las 42
hojas recolectadas por tratamiento. La mortalidad se evalud

cada 24 horas.

Se llevd las 40 hojas restantes por cada tratamiento al
laboratorio donde fueron lavadas sumergiéndose en agua
destilada sstéril + Tween BO para retirar las conidias de las

hojas, dejandose por dos horas y agitando periddicamente.

Se extrajio una muestra de 10 ml por cada tratamiento, se
hizo conteo en el hematocimetro para verificar la presencia

de conidias vy su concentracién, se inoculd en medio
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artificial MEA + antibidtico vy se mantuvo en un incubador
para wverificar el porcentaje de colonias viables por cada

tratamiento.

El medio usado se prepars con:

Extracto de malta 30 gr/i.
Peptona 3 gr/L.
Agar i8 gr/L.

0 puede usarse ya preparadp tomando 45 gr/L.

El antibiotico wusado fue Cloranfenicol + Streptomicina.
S8e prepart una solucidn con ambos productos mezclando 100 me
de cada uno por 100 ml de agua estéril. Se aplicéd a rada

plato 0,5 ml de la solucién que contenia los antibidticops.

La solucidon de antibidtico se esterilizdé pasandola par

medio de un filtro microporo a través de una jeringa.

3.9. Procesamiento de los datos.

La informacidn obtenida se procesd en el Proyecto Manejo
Integrado de Plagas en Nicaragua v en el centro de cdmputos

del Centro Nacional de Proteccién Vegetal.

Fara la primera fase del trabajo se utilizé el programa
frances Dose Letale 50-Versidn 4,0 mediante el cual se logré
obtener resultados de CLss y Tlhae para cada métndo de
aplicacion, sus ecuaciones de regresion, limites de confianza

asi como las lineas de respuesta.
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Para la segunda fase se realizaron regresiones para
conocer la pendiente de la linea de respuesta v ver el efecto

tde cada disis de Nu—~film sobre la misma.

Para la tercera fase se realizaron andlisis de varianza
para verificar si hubo o no efecto significativo de las

diferentes fuesntes de variacion.
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4. RESULTABOS Y DISCUSION

4.1. Determinacidn de Clwo v Thao.

La mortalidad de P. xylostella disminuye a medida tue se
va diluyendo la concentracidn de la suspensién conidial de A.
bassiana (Figura 1). Hay un periodo durante los primeros 5
dias (en el caso de aplicacisén foliar) y los 6 dias (en el
caso de aplicacion tdpica) después de aplicaciédn donde la
curva correspondiente a 104 con/ml se encuentra por debajo de
la curva correspondiente a 10 con/ml mostrando un porcentaje
menor de mortalidad vy es hasta 1ps ultimos dias cuando la

curva sube.

Esto puede ser debido a que las conidias estuvieran
precipitadas al momento de aplicarlas a las larvas vy al
follaje o que en realidad hubo menos conidias en esta
concentracidn gque en la concentracion menor {10%) al
manipular las suspensiones. No podemos decir que se presentd
resistencia por parte de las larvas ya que se habria
manifestado en otras concentraciones tratandose \de la misma

poblacidn de conidias.

Estas curvas (con excepecidn de la curva correspondiente
a 104 con/ml) representan las fases pre-epizootica vy
epizootica del progreso de la enfermedad descritos por Tanada

{1963). Muestran bajos porcentajes de mortalidad al inicio
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despues de inocular a través de aplicaciones foliares Y

topicas. El porcentaje de mortalidad se eleva con tiempo
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debido a diferentes concentraciones de conidias de
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cuando las conidias germinan en mayor proporcidn  y ademas
aumenta el ndmero de larvas que entra en contacto con el

inteulo.

lLa mortalidad causada por cada concentracién del hongo
sobre larvas de P. xylostella linealizada mediante valores de
Probit de mortalidad corregida y logaritmo de las désis
(esp/ml), fue mayor cuande la ddésis era mas concentrada
(figura 2). Esto estd muy relacionado con el potencial de
inoculo v es que en concentraciones menores existe un ndmnera
minimo de conidias del patdgeno necesarias para causar mayor
mortalidad en poco tiempo después de la aplicacidn. Esto
coincide con trabajos realizados por Alves donde utilizé
concentraciones de 9x10¥, 8x104 vy 5,5x10® con/ml de B.
bassiana contra picudo del algodén obteniendo el mayor
porcentaje de mortalidad (96,04) con la concentracion 3,5x10=
con/mi. EIl cuadro 1 nos muestra los valores de Clso a los

siete dias para los métodos de aplicacidn foliar y tdpica.

Los metodos de aplicacién resultaron diferentes
significativamente mediante comparacion de . limites de

confianza al no haber traslape.
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Cuadro 1. Valores de Clse (a los siete dias) y limites de
confianza para cada método de aplicaciédn: feliar y
tdpica en larvas de P. xylostella.

Método Chuo Ecuacidn [Limites de Confianza

Foliar 6,43x10%  ¥Y=3,10+0,27x 1618923,10-25543198,463
con/ml

Larval 4,16%1i0® ¥Y=3,18+0,32x 175234,02-989483,87
con/m}

40



F1 ThLaw se alcanzd en menor tiempo para la désis 10@
con/ml  en ambos meétodos de aplicacidén, siguiéndole en orden
las désis 107 y 10® con/ml (Figura 3. Esto también coincide
con los trabajos realizados por Alves con picudo del algoddn
donde obtuvo mayores valores de Tlso para las désis menos
concentradas. El cuadro 2 nos muestra los valores de TLee

para cada concentracién y sus limites fiduciales.

La mortalidad de larvas se observéd 24 horas después de
la aplicacidn del hongo. Los insectos mostraban rigidéz vy una
coloracion rosada y 24 horas mds tarde ya habia crecimiento
de micelio. Algunas larvas presentaron movimientos lentos y
no &e alimentaron,; muriendo a las 48 haoras de inoculadas,
presentando primero la misma coloracidn y crecimiento de
micelin. Otras larvas fueron muy activas, alimentandose

normalmente hasta después de 48 horas pasade la inoaculacidn,

Comparando estos resultados con lo expuesto por Habib y
Andrade (1977) al inocular larvas de Brassolis sophorae,
podemos decir que larvas de P. xylostella presentan sintomas
parecidos en cuanto a la coloracién vy rigidéz del cuerpo
antes de la emergencia del micelio del hongo. Esto puede ser
dehido a que P. xylostella es mas susceptible a las conidias
del hongo peroc que la poblacidn sujeta a prueba estaba

compuesta por individuos con susceptibilidad diferente.
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CUADRO 2. Valores de TLao vy limites de confianza para cada

método de aplicacien:

foliar y tépica sobre larvas

de P. xylostella.
Metedo Tl.ao Ecuacion Limites de Confianza
(Dias)
Foliar 109 3,56 ¥=3,73+2,28x 3,114601-4,07242
Foliar 107 6,55 Y=2,68+2,83x 5,56291-7,71359
Foliar 10*® 10,94 Y=2,33+2,36x b, 93632—17 ,26530
Larval 1¢0% 4,11 Y=2,02+4,84x I,85937-4,37432
Larval 107 6,03 ¥Y=1,90+3,94% 5,494659-4,61795
L.arval 10= 8,54 Y=22,73+2,43x% b6,68816~10,92337
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4.2. Efecto de de Nu-film 17 sohre viabilidad de conidias de

B. bassiagna y mortalidad de larvas de P. xylostella.

Diferentes ddésis de Nu-film en la suspensidn conidial
del hongo redujo significativamente (P=0,05) la mortalidad de
P. xylostella vy la viabilidad de comidias para ambos métodos

de aplicacidén (foliar y larval) (Anexos 1~43,

Estos resultados no coincidieron con  los trabajos
realizados por Storey y Bardner (1984) donde no se muestra
una reduccion significativa de la germinaciédn de conidias de

B. hassiana aun usando concentraciones mas altas de Nu-film.

Al parecer en nuestro ensayo Nu-film ejerce un efecto de
retardamiento e inhibicidn en la germinacion dado que a mayor
concentracion usada las conidias germinaron entre las IT&-40
horas aproximadamente a excepcion de la ddsis menor 0,01 cc
Nu-film donde en algunas occasiones se tuvo germinacion a las

24 hoaras.

Nu-film causd un retraso en la germinacion de las
conidias y bajd la viabilidad de conidias en suspensian. Esto
redujo  la maortalidad de larvas dado gue esta disminuye a
medida que aumentamos la dosis de Nu-film en ambos meétodos de

aplicacidn (Figuras 4 y 5, Cuadro 3).

A medida que aumentamos las désis de Nu-film el tiempo
de germinacidn in vitro es mayor para alcanzar al menos el

70% (Figura &),
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CUADRO 3. Reduccion de mortalidad de larvas de P. xylostella
y viabilidad in vitro de conidias de H. bassiana.

Metodo Dosis Mortalidad Viabilidad
de Aplic. Nu—-film (4) (%)
Foliar 0 -0,00 0

0,01 -8,6 7,4
0,04 53,44 15,45
0,05 48,27 16,95
Larwval 0 -0 ;00 O
0,01 4,07 4,0
0,04 ig,14 9,0
0,05 22,96 10,5
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Los
evidencian
Nu~film 17

aplicacidn

valores de pendiente de la linea de regresion
este efecto negativo de las diferentes dosis de
sobre mortalidad y viabilidad en ambos metodos de

{(Cuadro 4.
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CUADRO 4. Valores del intercepto y la pendiente de la linea
de regresion usando diferentes dosis de Nu-film 17
sobre mortalidad y viabilidad para ambos métodos
de aplicacidn sobre larvas de P. xylostella

Metodo Dep Var Ecuacidn Reqg. Limites de confianza
Foliar Mortcor Y=94,37-1257,60x 1958, 59-5546,60
Viabil ¥=90,74-349,70x 535,74-163,465
Larval Mortcor Y=68,95-441,87x 778,49-145,24
Viabil ¥=91,08-128,529x% 284 ,42-112,462




4.3. Efecto de fotoproteccitn de Nu-film 17 sobre conidias

del honge B. bassiana.

La mortalidad de larvas de P. xylostella por B. bassiana

varid de acuerdo a exposicidon solar sobre tiempo (Figura 7).

La mortalidad alcanzd el maximo nivel 7 dias después de
la iniciacidn del bioensayo con o sin Nu~film con O horas de
exposicion scolar. Entre los 2 v 5 dias durante el bioensayo
con O horas de exposicion se presentd el mayor porcentaje de
mortalidad. Esto se debe a que aungue hay un efecto de
retardo sobre la germinacidn de conidias del hongo y un
efecto de inhibicion debido a Nu-film al menos el 704 de las
conidias vya hubo germinado alcanzando altos porcentajes de

mortalidad de las larwvas.

En el periodo 24 horas de exposicion también hubo un
alto porcentaje de mortalidad 7 dias despueés de iniciado el
bioensavo, lo cual parece indicar que Nu-film ejerce

proteccitn marcada hasta 24 horas después de la aplicacidn.

A las 4B y 72 horas después de la aplicacidn se nota una
fuerte reduccion en la mortalidad lo cual es debido a que Nu-
film no esta protegiendo adecuadamente a las conidias las
tuales pueden estar siendo afectadas por la radiacion soclar

que en estos dias fue muy elevada (Figura 7 y Anexo 12).
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ambos factores, lo cual puede indicar que Nu~-film no estd
protegiendo las conidias contra la radiacién solar a medida
que aumentan los periodos de exposicion {(Anexo 95). Esto se
corrobora al realizar una prueba de homogensidad de varianzas
por cada periodo de exposicion para mortalidad en la cual no

se encontrad diferencia (P=0,05).

Esta disminucidn en la mortalidad conlleva a un mayor
TlhLae para larvas en nuestra poblacién a medida que aumentan
las horas de exposicidn para ambos tratamientos con vy sin Nu-

film (Figura 8).

No hay diferencia (P=0,05) en ningun factor: Nu-film,
horas de exposicién, ni en la interaccidn de ambos para Thae

(Anexo 7).

La viabilidad también decrece a medida gque aumentan las

horas de exposicidon (Figura 8 y anexo &).

Hay efecto (P=0,035) al usar o no Nu-film en todos los
perindos de exposicion a excepcion del periodo O horas. Se
puede detectar que Nu-film no esta protegiendo adecuadamente
las conidias de B. bassiana, sin embargo, al analizar
sDlamente el factor Nu~film podemos decir gque este si protege
a las conidias por lo que se puede notar una mayor viabilidad
de conidias en el periodo 24 horas de exposicién cuando
usamos Nu-film aunque esta proteccion no es muy marcada,
concluyendo que la viabilidad estd siendo afectada por otros

factores y no directamente por radiacidn solar va
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que ambas lineas (con vy sin Nu-~film) se mantiensn casi

paralelas (Anexos B-11).

Estos factores pueden ser el mismo contacto con la
planta pues se ha visto que este es una caracteristica que
influye saobre 1la viabilidad de las conidias. Incluso en
trabajos con este mismo hongo se observd pérdida del 50% de
84 actividad original sobre follaje de sova de 5-10 dias
despues de su aplicacién y al wusarlo formuladeo como Boverin
tambieén sobre soya se obtuvo vida media de 24 horas (Gardner

et al 1977, Ignoffo et al 1979).

También en trabajos con B. bassiana sobre follaje de alfalfa
se obtuveo sobrevivencia de este de apenas 25,1% aun usandno
protectante contra luz ultravinoleta. No podemos concluir que
la mayoria de las conidias fueron inactivadas ya que para
causar este estado de inactivacidn se necesitan temperaturas
tan altas como 50°C para este hongo segun Roberts y Campbell

(1977), pero en nuestro ensayo fueron altas (Anexo 13).

Seqgun Bell (1%74) las conidias poseen una membrana
externa por lo cual pueden perder o ganar agua de acuerdo con
la humedad del aire. En nuestro caso, durante los periodos de
aplicacion la humedad existente en el microambiente y en el
ambiente en general no fueron tan altas para saturar el

ambiente 1o cual pudo haber ocasionado una reduccitdn en la
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viabilidad de las conidias del hongo por pérdida de agua

(Anexo 13).

También puede ser que las doésis de Nu-~-film que se
utilizaron no contribuyeron a la proteccidn adecuada de las
conidias ne logrando establecer una barrera io
guficientemente fuerte para prevenir la desecacion por luz
ultravioleta que en nuestras regiones es muy intensa. Pero
también se debe tener en cuenta que Nu-film afecto la

germinacidn y viabilidad de las conidias emn laboratorio.

Comparando estos resultados con estudios realizados por
Gardner, Sutton y Nobiet (1977) donde solo se evalud
mortalidad de Spodoptera frugiperda causada por B. bassiana +
Triton X (0,01%), la mortalidad decrece basta 5 dias después
de la aplicacion y se presentd mayor porcentaje de mortalidad
para el dia de aplicacion vy luego baja consecutivamente muy
similar a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, es
decir, gque concluimos una vez mas que ademas de la radiacidn

solar las conidias se ven afectadas por otros factores.
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5. CONCLUSIONES

1. Se rechaza la hipotesis de que Nu-film protege
eficientemente las conidias de BH. bassiana. Estas pudieron
verse afectadas por diversos factores vy no directamente por

radiacitn solar.

2. S8e vrechaza la hipdtesis de gue Nu-film no afecta las
conidias del hongo entomopatdgenco R. bassiana, ya que retardd
& inhibid la germinacion causando efecto negativo sobre la

mortalidad de larvas de tercer estadio de P. xylostella.

3. Los métodos de inoculacitn de B. bassiana sobre
larvas de P. xylostella sfectan la mortalidad larval. Son

diferentes significativamente.

4, Exposicidn al sol de conidias de B. bassiana afecto
significativamente la mortalidad de larvas y la viabilidad de

conidias con & sin Nu~film.

5. A medida que el porcentaje de viabilidad disminuye

aumenta el TLae con & sin Nu-film.
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6. RECOMENDACIONES

- Realizar estudios sobre désis de Nu-film 17 en
combinacidn con B. bassiana para conocer cuales son las dosis

adecuadas que no retarden la germinacidn de conidias.

—- Evaluar otros factoares relacionados con el tiempo
después de la aplicacicdn de las conidias que afectan la
viabilidad y efectividad incluyendo tratamientos luz wvs

pscuridad.
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Anexo 1: AnaAlisis de varianza de la mortalidad de larvas de
P. xylostella por conidias de B. bassiana mas Nu—
film 17 en el método de aplicacidn foliar.

F. V. gl CM F PR>F
Regresion 1 S377,352 32,5688 0,001
Residual & 165,011
R= 0,845
R 0,919

Anexo 2: Andlisis de varianza de la viabilidad de conidias
de B. bassiana mas Nu-film 17 en el metodo de
aplicacioén foliar,

F. V. gl CM F PR>F
Regresion 1 415,800 35,773 0,001
Residual ) 11,623
R= 0,854
R 0,925
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Anexo 3: Analisis de varianza de la mortalidad de larvas de
P. xylostella por conidias de B. bassiana mas Nu
=film 17 en el método de aplicacidn tdpica.

F. V. gl cM 3 PR>F
Regresién 1 725,313 21,546 0,004
Residuail ) 33,4664
Rz 0,782
R 0,884

Anexo 4: Analisicg de varianza de la viabilidad de conidias
de B. bassiana mas Nu—Ffilm 17 en el metodo de
aplicacion tépica.

Fo V. gl CM F PR>F
Regresion 1 134,007 54,080 0,000
Residual ) 2,478
R= 0,900
R 0,949




Anexo S5: Andlisis de varianza de la martalidad de larvas de
P. xylostella por conidias de B. bassiana mas Nu
~film 17 a diferentes periodos de exposicién solar.

Fo V. gl CM - PR>F
Bloque 3 151,330 0,613 0,414
Nu-film 1 72,0460 0,292 0,393
M exp 3 2819,613 11,418 0,000
H exp*Nu-film 3 128,027 0,518 0,674
Error 21 246,951
R= 0,794
R 0,891

Anexo A: Bnalisis de varianza de la viabilidad de conidias

de BH. bassiana mas Nu-film 17 a diferentes periodos
de exposicicdn solar.

F. V. gl CM F PROF
Blogue 3 237,375 b, 209 0,003
Nu—film 1 0,000 0,000 1,000
H exp 3 7003,147 183,175 0,000
H expkNu~film 3 1012,458 26,665 0,000
Error Z21 38,232
R= 0,984
R 0,992




Anexo 7: Andlisis de varianza del tiempo letal medio (TlLa.s)
de la mortalidad de larvas de P. xylostella por
conidias de K. bassiana mas Nu-film 17 a gdiferentes
periodos de exposicicon solar.

F. V. gl CH F PR>F
Blogue 3 2302 ,488 1,026 0,409
Nu-film 1 192,062 0,084 0,774
H exp 3 284,348 0,127 0,943
H expkNu-film 3 1897,787 0,848 0,490
Error 21 2244 ,534
R= 0,371
R 0,409




Anexo B: Analisis de varianza de la viabilidad de conidias
de B. bassiana con y sin Nu-film 17 a diferentes
periodas de exposicidn solar (O horas).

F. V. gl CM F PR>F
Bloque 3 225,833 42,344 0,006
Nu~film i 0,000 0,000 1,000
Error 3 3,333
R= 0,977
R 0,988

Anexo 9: Andlisis de varianza de la viabilidad de conidias
de H. bassiana con y sin Nu-film a diferentes
perindos de exposicidn solar (24 horas).

F. v gl CM F PR>F
Blogue 3 96,833 1,745 0,329
Nu-film 1 3512,3500 59,324 0,002
Error 3 33, 500
R* 0,972
R 0,0,986
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Anexo 10: Andlisis de varianza de viabilidad de conidias de
- bassiana con y sin Nu-film a diferentes
periodos de exposicidén splar (48 haras) .

F. V. gl CM F FPROF
Blogue 3 47 , 667 0,880 0,541
Nu~film 1 684,500 12,637 0,038
Error 3 N4 ,147
R= 0,834
R 0,914

Anexo 11: Anadlisis de varianza de viabilidad de conidias de
B. bassiana con y sin Nu~-film a diferentes
periocdos de exposiciodn solar {72 horas).

F. V. gl CM F PR>F
Bloque 3 6,833 0,532 0,691
Nu-film 1 264,500 20,610 (3,020
Error 3 12,833
R= 0,881
R 0,939




Anexo 12: Lecturas de intensidad luminica (en Lux}

registradas durante las aplicaciones de B.

bassiana.
7 a. m ? a. m 12 a. m. 2 p. m. 9 p.om
23.4672 53.800 53.800 53%.800 2.152
23,672 33%.800 53.800 53.800 X.228
23.8672 53.800 53.800 53%.800 2.132
21.520 5%.800 53.800 I2.280 2.152
21 .320 53.800 5%.800 53%.800 2.152
24.748 3%.800 23.800 53.800 3.228
Anexo 13: Lecturas de datos climatoldgicos predominantes
durante las aplicaciones de B. bassiana {(periodo
del 14-19 de Aqgosto de 1991).
Temperatura Hum Rel Precip.
Fecha , Horas luz
Min Met Max Media (mm)
14-8-91) 24,2 28,56 33,1 75,0 o] 10,4
15-8-21| 23,8 29,0 34,3 78,0 0 b,4
164-g-F1| 23,5 28,4 33,3 76,0 0O hH,7
17-8-91| 22,9 28,6 34,3 80,0 0,6 8,2
18-8-91f 24,0 29,1 34,3 75,0 O 9,7
19-8-94| 22,0 27,9 33,9 74,0 0 10,9
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