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3. Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la mortalidad de Plutella xylostella (L.), con
una cepa colectada en campo y una comercial de Beauveria bassiana (Balsamo), bajo
condiciones in vitro.

Se utilizo una cepa colectada en campo y una comercial de Beauveria bassiana (Balsamo),
con 6 diferentes dosis y un testigo absoluto 1x10* UFC/g, 1x10° UFC/g, 1x10®UFC/g, 1x10
" UFC/g, 1x10® UFC/g y 1x10° UFC/g. El disefio fue completamente al azar y cada
tratamiento con 5 repeticiones y cada repeticion con 5 larvas de segundo instar (L2), de tal
manera fueron 175 unidades experimentales en cada cepa. La mortalidad se evalud cada 12
horas hasta la muerte de las larvas de la polilla. Los datos, analizados por medio del Software
SPSS y pruebas Tukey para determinar diferencias significativas entre los tratamientos. Para
calcular la CLsp, las dosis se transformaron a log10 y las mortalidades a Probit, y con las
mortalidades acumuladas y la hora de muerte se encontré el TLso, mediante Analisis de
Regresion. Los resultados con respecto a la mortalidad de la cepa colectada en campo
muestran que las concentraciones de 108 hasta10°, causaron el 100% y 10* 10° causaron el
92%. La CLso, de la cepa comercial es de 34.659 UFC/mL, para la cepa colectada en campo
fue de 118.342 UFC/mL. Los TLso de la cepa comercial determinaron que la concentracion
de 10° UFC/mL mata al 50% de la poblacion a las 35 horas, mientras que 10* la causa a las
111 horas. El TLso para la cepa colectada en campo a la concentracion de 10° UFC/mL fue a
las 53 horas, mientras que 10* a las 73 horas.

Los resultados obtenidos pueden indicar que la poblacion de P. xylostella L. colectada en el
Colegio Normal Superior de Pamplona es muy susceptible a concentraciones de B. bassiana,
tanto altas 0 més bajas de la recomendada por la cepa comercial.

Palabras claves: Plutella xylostella, Beauveria bassiana, entomopatégenos,

mortalidad.
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Summary

The objective of this research was to evaluate the mortality of Plutella xylostella (L.),
with a strain collected in the field was used and a commercial strain of Beauveria bassiana
(Balsamo), under in vitro conditions

A strain collected in the field was used and a commercial strain of Beauveria bassiana
(Balsamo), were used, with 6 different doses and an absolute control 1x10* CFU/g, 1x10°
CFU/g, 1x10° CFU/g, 1x107 CFU/g, 1x10® CFU/g and 1x10° CFU/g. The design was
completely randomized and each treatment with 5 replicates and each replicate with 5 second
instar larvae (L2), so there were 175 experimental units in each strain. Mortality was
evaluated every 12 hours until the death of the moth larvae. The data were analyzed using
SPSS software and Tukey tests to determine significant differences between treatments. To
calculate the LCso, doses were transformed to log10 and mortalities to Probit, and with the
accumulated mortalities and time of death, the TLso was found by Regression Analysis. The
results with respect to the mortality of the A strain collected in the field was used strain show
that concentrations from 108 to 10° caused 100% and 10, 10° caused 92%. The LCso of the
commercial strain is 34,659 CFU/mL, for the A strain collected in the field was used strain
it was 118,342 CFU/mL. The TLso for the commercial strain determined that the
concentration of 10° CFU/mL kills 50% of the population at 35 hours, while 10* causes it at
111 hours. The TLsg for the A strain collected in the field was used strain at the concentration
of 10° CFU/mL was at 53 hours, while 10* at 73 hours.

The results obtained may indicate that the population of P. xylostella L. collected at
the Colegio Normal Superior de Pamplona is very susceptible to concentrations of B.
bassiana both high and lower than that recommended by the commercial strain.

Keywords: Plutella xylostella, Beauveria bassiana, entomopathogens and mortality.
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Glosario
Agente de Control Bioldgico: son organismos macro y microbiolégicos que
interactCan con otros organismos causando la regulacion de sus poblaciones en sistemas

naturales y artificiales.

Agroquimico: es una sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir,

repeler o mitigar plagas y patogenos; o ser utilizadas como regulador de plantas o defoliante.

Beauveria bassiana: es un hongo imperfecto de la clase Deuteromycetes, capaz de
infectar a méas de 200 especies de insectos. Es de apariencia polvosa, de color blanco

algodonoso o amarillento cremoso, siendo un agente control biologico para artrépodos plaga.

Brassicaceae: es una familia de plantas que agrupa a numerosas especies de variados
usos para el hombre, como alimento fresco e industrializado, y como plantas forrajeras,

medicinales y ornamentales.

Cepa comercial: cepas suministradas por casas comerciales diferentes de las
colecciones de cultivo o Centros de Recursos Bioldgicos, y que pueden o no proceder de una

coleccidn de cultivos
Cepa nativa: Poblacién de una especie natural que desciende de una sola célula.

Control Bioldgico Aplicado (CBA): Este método consiste en la preservacion y
conservacion de los insectos benéficos, para mantener el equilibrio natural de

agroecosistemas principalmente.

Control Bioldgico: es un componente de MIP, se define como la reduccion de las
poblaciones de plagas mediante enemigos naturales y por lo general implica un papel

humano.

Control quimico: Los pesticidas quimicos suelen utilizarse para controlar
enfermedades, plagas o malezas. El control quimico se basa en sustancias toxicas (venenosas)

para la plaga en cuestion.

CLso: Concentracion letal media, es la cantidad de la dosis de una sustancia, radiacion
0 patdgeno necesaria para matar a la mitad de un conjunto de animales de prueba después de

un tiempo determinado
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Eficacia: es la capacidad de realizar un efecto deseado, esperado o anhelado.

Manejo Integrado de Plagas: estrategia que usa una gran variedad de métodos
complementarios: fisicos, mecanicos, quimicos, biologicos, genéticos, legales y culturales
para el control de plagas

Plaga: Es una poblacion de animales fitofagos (se alimentan de plantas) que
disminuye la produccion del cultivo, reduce el valor de la cosecha o incrementa sus costos

de produccion, una plaga también es una enfermedad y especies invasoras (malas hierbas).

Plutella xylostella: es una especie de insecto lepidoptero de la familia Plutellidae,

cosmopolita y multivoltina con una distribucion global

Susceptibilidad: es una condicién de un organismo que aumenta la probabilidad de
que el individuo desarrolle una enfermedad en particular. La susceptibilidad esta influenciada

por una combinacién de factores genéticos y ambientales.

TLso: es el valor medio del intervalo de tiempo, durante el cual se espera que muera

el 50% de una poblacién dada, durante la exposicion a esta misma.

Toxicidad: describe el grado en el cual una sustancia es venenosa o puede causar una

lesion. La toxicidad depende de diferentes factores: dosis, duracion y ruta de exposicién

4. Introduccion

El cultivo de hortalizas es de vital importancia ya que juegan un papel fundamental
en la seguridad alimentaria de la poblacion, sumando a esto han tenido una demanda creciente
por factores relacionados con la salud, ademas las cruciferas son muy importantes no solo en
area sembrada sino como generadoras de empleo y las especies de mayor importancia
economica son el brocoli, coliflor, el repollo, col china, col de bruselas y col (Jaramillo &
Diaz, 2006).
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El repollo morado Brassica oleracea var. capitata f. rubra es una planta nativa de
Europa y Asia occidental. Botanicamente pertenece a la clase Dicotyledoneaea, orden
Popaverales, familia Brassicaceae, género Brassica, especie B. oleracea L., por otro lado, la
cabeza compacta de hojas muy apretadas son la parte comestible (Solano, 2017) citado en
(Ramos, 2019).

La produccion de repollo en Colombia es 299,9 toneladas en el pais y un area de
siembra de 60,91 ha (Agronet, 2019). Ademas, los departamentos que participan en la
produccién del repollo en el pais desde el 2006 hasta el 2020 son Antioquia con una
participacion de 54.28 % (53,35 ton/ha), Cundinamarca 16.25% (26,49 ton/ha), Narifio
12.81% (27.18 ton/ha), Valle del Cauca 12.11% (20.89 ton/ha), Boyaca 2.24% (16.12 ton
/ha) y Norte de Santander 1.82% (19.92 ton/ha) (Agronet, s.f.).

Por otro lado, Plutella xylostella (L.) es uno de los lepidopteros mas destructivos de
las cruciferas que causan grandes dafios econdmicos, es cosmopolita e infecta a 39 especies
de cruciferas, posee un corto periodo y alta tasa generacional. ademas ha desarrollado
resistencia a muchos agentes de control como el dicloro-difenil-tricloroetano (DTT) un
producto que ya salié del mercado debido a su persistencia en el medio ambiente, también
ha desarrollado resistencia a Bacillus thuringiensis (Zafar et al., 2020), asi mismo Talekar y
Shelton (1993) citado en (Fernandez et al, 2003) afirman que la polilla dorso de diamante P.
xylostella es considerada el insecto plaga mas importante de cruciferas a nivel mundial,
siendo especialmente problemética porque su control con insecticidas ha promovido la
evolucion de resistencia, conjuntamente trae consecuencias negativas significativas a las
medidas quimicas y microbiales actualmente utilizadas. Por consiguiente, se hace necesario
rotar ampliamente las medidas de control y mayor variabilidad de los agentes de control

bioldgico.

El hongo Beauveria bassiana (Balsamo), es apreciado a nivel mundial en el campo
agricola como uno de los mas eficientes en el control biologico, siendo exitoso contra

diversas plagas (Chiriboga et al., 2015).

Beauveria bassiana (Balsamo), posee un amplio rango de hospederos ocasionando
la enfermedad muscardina blanca acarreando la muerte a los insectos que infecta (Ferron,

1978.). Hay registros que indican que B. bassiana tiene influencia como control de insectos
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del orden Lepidoptera y Coleoptera, mostrando efectividad y especificidad sobre estos
ordenes (Malpartida-Zevallos et al., 2013). Una de las caracteristicas que sobresalen de este
hongo es su potencial antagonista tanto epifito como enddfito, lo que le permite suprimir el
desarrollo de la larva a adulto; con lo cual aumenta el éxito de infeccidn en cualquier instar
del insecto (Klieber y Reineke, 2016) (Rondot y Reineke, 2018).

Teniendo en cuenta que conforme pasa el tiempo las plagas presentan mayores
resistencias a las moléculas quimicas a las que se someten, cuyo caso cumple Plutella
xylostella, y esto sumando que a nivel mundial esta creciendo el deseo y la demanda de
productos naturales u orgéanicos, con su respectiva certificacion, surge la necesidad de
generar una alternativa para los agricultores, con soluciones tanto ambientalmente sanas
como eficientes en el control de las plagas, por ello es de vital importancia el estudio acerca

de hongos entomopatégenos como B. bassiana.

5. Problema

5.1 Planteamiento del problema

Debido a las préacticas agricolas insostenibles que hacen parte del deterioro del medio
ambiente como la contaminacién del agua que es una grave amenaza para la salud humanay
a su vez a los ecosistemas del planeta (FAO, 2018). No obstante, el mejoramiento de la
calidad de vida del ser humano implica el deterioro del medio ambiente, ademas los métodos
de control que se realizan para el control de plagas no son los mas adecuados porque no se
tienen en cuenta los impactos negativos que conlleva la utilizacion excesiva de productos de
sintesis quimica, como la resistencia de poblaciones de plagas; como en el caso de P.
xylostella que se ha documentado presenta resistencia a alrededor de 97 ingredientes activos
(Salas et al., 2020). Ya que para su control se utilizan insecticidas de sintesis quimica, como
piretroides, carbamatos u organofosforados, los cuales tienen accion inmediata, no obstante,

causan efectos adversos en la salud, el ambiente y la ausencia de enemigos naturales, de
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hecho, su resistencia a numerosos insecticidas convencionales hace que este insecto se

establezca rdpidamente en areas productoras de brasicaceas (Mena y Hernandez, 2017).

Por lo anterior se hace necesario el generar alternativas para el control de esta plaga,
que sean eficientes y buenas con el medio ambiente y la salud humana. En este proyecto de
investigacion se empled el hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana. (Balsamo), quien es
utilizado a nivel mundial para el control de diversas plagas siendo muy eficiente (Chiriboga
etal., 2015).

5.2 Justificacion

La polilla Plutella xylostella (L.) es el insecto plaga mas destructivo de brasicaceas
en todo el mundo y ha desarrollado resistencia a la mayoria de los insecticidas sintéticos
aplicados, haciendo a menudo dificil su control (Bertolaccini et al., 2010). Esto debido al uso
indiscriminado de control quimico de amplio espectro en la especie que data hasta de 16
tratamientos por ciclo de cultivo, lo cual, sumado al alto nivel de seleccion y alta fecundidad
de P. xylostella han generado en esta resistencia a alrededor de 97 ingredientes activos (Salas
etal., 2020). Por ello se hace necesaria la busqueda de una alternativa sostenible y sustentable
para el control adecuado de la polilla, se hace referencia a 130 especies de antagonistas entre
virus, hongos, bacterias, artrépodos, que atacan diferentes estadios de crecimiento de P.
xylostella. pero su eficiencia en el control es variable y cuestionable (Salas et al., 2020), a
nivel comercial se generan diversos productos con B. Bassiana de los cuales varian sus
resultados en campo, por ello mediante esta investigacion se emplearan dos cepas: una cepa
colectada en campo y una cepa comercial de B. bassiana para evaluar el efecto controlador
en P. xylostella.

Esta investigacién tiene como finalidad comprobar la efectividad de dos cepas: una
colectada en campo de Pamplona — Norte de Santander que fue recolectada en los tanques
que se especula no ha tenido intervencion humana y una cepa comercial aislada del producto
SAFER MIX en el Cepario de microbiologia de la Universidad de Pamplona, con el propdsito
de evaluar la mortalidad, la CLsg y el TLso, sobre Plutella xylostella (L.), bajo condiciones in
vitro en repollo. Para presentar un método ecolégicamente seguro que permita tener un alto

porcentaje de mortalidad de esta plaga que es resistente a muchos productos de sintesis
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quimica que disminuyen la calidad del repollo y no permite garantizar la inocuidad de este

producto.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar la mortalidad de Plutella xylostella (L.), con una cepa colectada en campo y
una comercial de Beauveria bassiana (Balsamo), bajo condiciones in vitro en Pamplona,

Norte de Santander.

6.2 Objetivos especificos

e Caracterizar una cepa colectada en campo de B. bassiana, aisladas a partir de larvas
de P. xylostella o insectos y muestras del suelo.

e Determinar la dosis ideal para la mayor mortalidad causada por una cepa colectada
en campo y una cepa comercial de B. bassiana sobre P. xylostella en condiciones in
vitro.

e Determinar la CLso y TLso de una cepa colectada en campo y una cepa comercial de

B. bassiana, sobre P. xylostella bajo condiciones in vitro.

7. Marco teorico
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7.1 Antecedentes locales

Mondragén, Triana y Giraldo (2020 b) evaluaron los efectos de extractos acuosos de
Nim Azadirachta indica A. Juss, para el control de Plutella xylostella (L.), en condiciones de
laboratorio. El disefio experimental consistio en 7 tratamientos Semillas 33%, Semillas 66%,
Semillas 100%, Hojas 33%, Hojas 66%, Hojas 100% y un Control, cada una con 5
repeticiones y 5 larvas en cada repeticion, a partir de estas soluciones madre se prepararon
las disoluciones al 33% y 66% de hojas y semillas. De igual modo realizaron el proceso de
recoleccion de adultos, sexaje y crianza de las larvas de la plaga problema, cuando las larvas
estaban en estado larval Il se aplicaron extractos en los discos de las hojas de repollo de 3cm
de diametro, las revisiones se hicieron periodicas cada 6 horas por 4 dias, se evaluo el
porcentaje de mortalidad y el tiempo correspondiente. Se determind que el tratamiento con
extracto de semilla 100%, 66% Yy 33% obtuvieron el 96%, 84% y 68% de mortalidad de las
larvas, en comparacion al tratamiento con extracto de hoja 100%, 66% y 33%, en donde se
obtuvieron el 84%, 64% y 36% respectivamente en cuanto a la mortalidad en comparacion
con el control que fue del 0%. El CL50, en el caso de los tratamientos con extracto de semilla
fue de 37.000 mg/L y de los tratamientos con extracto de hoja fue de 57.250 mg/L. Por otro
lado, TL50 que es el valor medio del intervalo de tiempo en el cual se esperd que muriera el
50% de la poblacion a las 22 horas, la dosis 66% lo hace a las 36 horas y la dosis 33% mata
la mitad de la poblacion a las 57 horas, en el caso de los extractos de hoja, se determind la
dosis 100% mata el 50% de la poblacion a las 39 horas, la dosis 66% lo hace a las 55 horas
y la dosis 33% mata la mitad de la poblacion a las 114 horas. Lo anterior indica que la
aplicacion de una solucion de semilla al 100% es mas efectiva para el control de la plaga
problema en condiciones de laboratorio debido al alto contenido de terpenoides.

Silvay Giraldo (2018 a) su investigacion se llevo a cabo en el municipio de Pamplona
Norte de Santander, en el Centro de Investigacion en Sanidad Vegetal y Bioinsumos
(CISVEB), por otro lado, la colecta de los estados inmaduros de P. xylostella y sus enemigos
naturales y la parte experimental en el Laboratorio de Entomologia del Programa de

Ingenieria Agronémica de la Universidad de Pamplona, como resultados obtuvieron que la
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duracion promedio de su ciclo de vida de 57,06 dias, pasando por huevo con duracion de 9,11
+ 1,242 dias; estado larval fue de 19,54 + 2,620 dias, y la duracion del estado de pupa fue de
9,93 + 1,698 dias en nuestras condiciones climaticas, el promedio de las capsulas cefalicas
fue de: 0,144 mm larva I; 0,253 mm larva II; 0,405mm larva Il1I; 0,599 mm larva IV y la
oviposicion de las hembras fue 43,66 huevos con una duracion de 28 + 8,082 dias; numero
de generaciones en 28 dias por hembra fue de 6,667; la longevidad promedio de los adultos
fue de 18,48 + 5,124 dias. Se determinaron los parasitoides de huevos Trichogramma sp., el
parasitoide de larvas Diadegma insulare (Cresson) y los depredadores Harmonia axyridis

(Pallas), Hippodamia convergens Guérin-Méneville y Chrysoperla sp.

Cabrera y Giraldo (2021). El objetivo del bioensayo fue caracterizar fenotipicamente
las cepas estudiadas; evaluar la mortalidad, CLsoy TLso in vitro de tres cepas de Bacillus
thuringiensis (Berliner); una comercial y dos locales. Las tres cepas tuvieron dosis de 1x10%,
1x108, 1x108, 1x10%, 1x10'2 UFC/ml y un Testigo absoluto probandose sobre larvas de
segundo instar en condiciones in vitro. Disefio al azar con seis tratamientos, cinco
repeticiones, repeticion con cinco larvas para cada una de las tres cepas. La mortalidad se
evalud cada 12 horas hasta la mortalidad de las larvas o la emergencia de adultos de la polilla.
Los datos se analizaron con SPSS, para calcular CLso Se usaron Pruebas Probit. Las dos cepas
locales aisladas presentaron colonias caracteristicas del género Bacillus sp. La cepa de suelos
de bosque provocé mortalidades de 100% a dosis mas bajas que las otras dos cepas, la
concentracion 1x10* causo el 84% de mortalidad, no asi para las otras dos cepas donde las
mortalidades estuvieron por debajo del 76%. Aunque las CLso fueron muy similares a 1x108
entre las tres cepas; el TLso si fueron diferentes, donde la cepa de suelo de bosque causoé la
mortalidad del 50% de la poblacién a las 19 horas; mientras que la cepa comercial el CLso
fue de 52 horas y para la cepa de suelos agricolas fue de 48 horas. La cepa de suelo de bosque
se proyecta como una buena alternativa para continuar estudios, ya que demostré ser mas

letal que la cepa comercial.

7.2 Antecedentes nacionales
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En este estudio se evalud la susceptibilidad de P. xylostella a los entomopatogenos
Heterorabditis bacteriofora HNI0100, Beauveria bassiana (Balsamo), Bb9205 vy
Metarhizium anisopliae Ma9236. La metodologia se basd en la inoculacion de larvas de
tercer estadio de P. xylostella con 5x101, 1x102, 3x1026x102y 1,2x1031Js/cm2 de H.
bacteriofora HNIO100 y los evaluo a las 24, 48 y 72 h y 1x104, 1x105, 1x106, 1x107y
1x108con/cm? de B. bassiana Bb9205 y anisopliaMa9236, que fueron evaluados durante dos
semanas. A una dosis de 1.2 x103Jls/cm2, P. xylostella tenia una susceptibilidad a H.
bacteriofora HN10100 del 91,66%. Similarmente B. bassiana Bb9205 y anisopliaMa9236
tuvo una mortalidad de 95,33 y 99,67% a 1x105con/cm2. Los resultados sugieren que el uso
de cepas de nematodos y hongos entomopatégenos es una alternativa innovadora para el
control de P. xylostella. Sin embargo, los estudios sobre la interaccion de nematodos y

hongos y P. xylostella son necesarios (Correa et al., 2014).

En el presente estudio, se realiz6 una presion de seleccion de abamectina durante diez
generaciones de P. xylostella y se determinaron las concentraciones subletales (CL20) de las
lineas resistente y susceptible. Luego, estas concentraciones se aplicaron a larvas de tercer
instar y se evalud el efecto sobre el porcentaje de pupas formadas, peso de pupas, emergencia
de adultos, en dos generaciones, asi como los tiempos de desarrollo de cada una de las fases
desde huevo hasta adulto. La resistencia y la aplicacién de concentraciones subletales
presenta costos importantes en la biologia y desarrollo de P. xylostella al aumentar el
porcentaje de pupacidn de una generacion a otra, asi como un mayor peso de pupas, un mayor
namero de huevos por hembra/dia. Sin embargo, se presenta un efecto transgeneracional al
disminuir la oviposicion en sus descendientes; en lo que se refiere al tiempo de desarrollo,
presentd un efecto nocivo al prolongarlo en mas de siete dias lo que generaria un mayor

numero de aplicaciones por ciclo (Rodriguez et al., 2021, p.1).

Se estudio la virulencia de 17 aislamientos nativos y tres productos comerciales de B.
bassiana sobre P. xylostella y se seleccionaron los tres con mayor actividad sobre la
mencionada plaga; asi como el efecto de los tres productos comerciales sobre larvas de
Copitarsia sp., Peridroma sp., y Leptophobia aripa (Boisduval), plagas éstas que también
estan asociadas a la produccion de cruciferas en la region mencionada. La patogenicidad de

B. bassiana sobre P. xylostella se caracterizO mediante las variables: porcentaje de
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mortalidad, tiempo letal medio y mortalidad intrinseca. El efecto en el campo se evaluo6 en
parcelas de 30 plantas, en un disefio de bloques aleatorios, con cinco tratamientos y cuatro
repeticiones. Los tratamientos consistieron en dos aislamientos nativos CLS 029 y CLS 003
(que tenian mayor actividad bioldgica sobre P. xylostella), el producto comercial Bauveril y
dos testigos. Las concentraciones letales medias para estos tres tratamientos fueron 2.7x105 ,
2.1x106 y 2.4x106 c/ml, respectivamente. Los tres tratamientos probados causaron mortalidad
a P. xylostella en condiciones de campo. Se destaca adicionalmente la infeccion del
aislamiento CLS 029 sobre larvas de L. aripa y del aislamiento CLS 003 sobre Copitarsia

sp. Ninguno de los tratamientos afect6 a Peridroma sp (Fernandez et al., 2003, p.211).

7.3 Antecedentes internacionales

Se evaluaron tres especies diferentes de hongos entomopatégenos M. anisopliae, B.
bassianay I. fumosorosea. El estudio fue disefiado para investigar la mortalidad, el desarrollo
y las respuestas inmunitarias de P. xylostella cuando se enfrenta a M. anisopliae, un hongo
entomopatogeno que existe naturalmente en el suelo. M. anisopliae resultd en una alta
mortalidad de plagas al matar el 93% de las larvas. El estudio fue disefiado para investigar la
mortalidad, el desarrollo y las respuestas inmunitarias de P. xylostella cuando se enfrenta a
M. anisopliae, un hongo entomopatégeno que existe naturalmente en el suelo. M. anisopliae
resultd en una alta mortalidad de plagas al matar el 93% de las larvas, sin embargo, no se
observo ningun efecto estadisticamente significativo sobre la concentracion de hemocitos.
La actividad de las enzimas (fenoloxidasa y superdxido dismutasa) y los genes inmunitarios
(Defensin, Spaetzle, Cecropin, Lysozyme y Hemolin) variaron en diferentes momentos (24,
48, 72 'y 96 h) después de la exposicion a M. anisopliae. También se detectd una alteracion
en los ciclos bioldgicos de P. xylostella, se observé una vida adulta significativamente mas
corta (8.11:6.87, M:F) y una fecundidad reducida (101 huevos/hembra) junto con una
alteracion en la duracion de las larvas y pupas. Los resultados sugieren que M. anisopliae
puede obstaculizar eficazmente el sistema de defensa y desarrollo de P. xylostella, lo que

provoca mortalidad y alteraciones demograficas (Zafar et al., 2020).
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Se usaron ocho aislamientos de los hongos entomopatdgenos B. bassianay M.
anisopliae autéctonos de Benin fueron examinados para comprobar su virulencia frente a las
larvas del insecto. Los aislamientos de B. bassiana analizados fueron Bbal4, Bba5644,
Bba5645, Bbab653, Bba5654 y Bba5655, y los aislamientos de M. anisopliae fueron Mal78
y Mal82. El aislado Bba5653 causd una mortalidad del 94 % de las larvas de DBM, y la
mortalidad fue significativamente mayor que la causada por cualquiera de los otros
aislados. El rendimiento del repollo fue de 44,1 kg de conidios en polvo (PB) por hectareay
41,9 kg t/ha para parcelas tratadas con formulacidn en emulsion de Bba5653 a la misma dosis
de CP.Cada uno de los rendimientos fue aproximadamente tres veces mayor que el
rendimiento en las parcelas tratadas con el insecticida bifentrina o en las parcelas no
tratadas. En formulaciones de agua, 1 kg/ha del polvo de conidios de Bba5653 redujo las
poblaciones de DBM aproximadamente al mismo ritmo que 0,75 kg y 0,5 kg PB/ha, pero
significativamente mas que 0,25 kg PB/ha. PC/ha (Godonou et al., 2009, p.220).

La eficacia del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
aislado Bb11, Bb115, Bb116 y Bb362 contra la poblacion de polilla de espalda de diamante
(DBM), Plutella xylostella (L.) de Cotonou, Benin. En el laboratorio se utilizaron seis
concentraciones, 10 4,10°,105 107,108y 10 ° conidios/ml de cada aislado para evaluar B.
bassiana virulencia. Se inocularon larvas de DBM de tercer estadio con 2 pl de las
concentraciones de cada aislado mediante el método de aplicacién topica. Las larvas de
control se inocularon con solucién esterilizada de Tween 80 (0,05%). En comparacién con
otros aislamientos, Bb11 fue més virulento contra DBM con un valor de LD 50 estimado en
4,96 x 10 6 conidios/ml y las tasas mas altas de esporulacion de cadaver. La eficacia de Bb11
contra DBM en repollo se evalud posteriormente en la estacion y en la granja en Benin y
Togo, en dosis bajas de 53 g/ha una o dos veces por semana y una dosis alta de 315 g/ha por
semana. En comparacion con los tratamientos de control y deltametrina sin aspersion, la dosis
de 53 g/ha de Bb11 aplicada dos veces por semana a intervalos de 4 dias fue capaz de reducir
en la granja la densidad de DBM en un 83% y un 93%, respectivamente. Ademas, el
rendimiento de repollo comercial obtenido en la granja con esta dosis fue significativamente
mayor en comparacion con los otros tratamientos, con un aumento del 199 % y del 452 % en
Danyi y Cotonou sobre el control sin pulverizar, respectivamente. Estos resultados confirman

el mejor desempefio de Bb11 sobre otros aislados (Lakpo et al., 2020).
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8. Marco contextual

El presente trabajo se realizé en el municipio de Pamplona, departamento de Norte
de Santander, situado en las coordenadas de 7° 22" 34 de latitud Norte y a 72°38" 54” de
longitud al Oeste de Greenwich. EI municipio de Pamplona limita al Norte con los municipios
Pamplonita y Cucutilla, al sur con los municipios de Cécota y Mutiscua, al oriente con
Labatecay al occidente con el municipio Cucutilla, se encuentra a 2.200 metros sobre el nivel
del mar en la cabecera municipal. Su temperatura promedio de 14 a 16°C, con una extensién
del area urbana de 59.214 km2 y la extension del area rural de 1,176 km2, la economia del
municipio se basa en su gastronomia, agricultura, turismo y educacion (Alcaldia de

Pamplona, s.f.).

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Sanidad Vegetal ubicado en
el campus de la Universidad de Pamplona, a 7° 23" 14” de latitud Norte y a -72°39" 02” de
longitud al Oeste de Greenwich, a una altura de 2480 metros sobre el nivel del mar, con una
temperatura promedio de 17 °C y 65% de humedad relativa (Figural).

Figura 1. Laboratorio de Sanidad Vegetal
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Nota: Vista aérea del laboratorio de Sanidad Vegetal
de la Universidad de Pamplona.
Tomada de (Google Earth, 2021).

Sumando a esto, las muestras de suelo que se usaron para aislar la cepa colectada en
campo de B. bassiana fueron obtenidas de areas sin intervencion agricola, como se muestra
en el anexo (15) en donde se puede observar que esta zona no se encuentra disturbada, se
localiza lejos de cultivos y desechos de los mismos, la zona esta ubicada en el municipio de
Pamplona en los Tanques N7°21" 26.43084 W 72° 39°30.90888. Esta muestra se tomo alli,
con la finalidad de obtener una cepa con la mayor probabilidad de que fuese colectada en
campo. Para garantizar que es una cepa nativa se hace necesaria la realizacion de estudios

moleculares.

8.1 Bases conceptuales

8.1.1 Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin

8.1.1.1 Origen y distribucion.

(Lord, 2005), (De Kouassi, 2001 ) y (Halouane, 2008 ) citados en (Dannoh et al.,
2020) dicen gue en el afio1835 el entomdlogo BASSI Agostino de Lodi, descubrié que los
gusanos de seda de Italia se convertian en legiones de gusanos de seda por la enfermedad de
la pebrina, los cadaveres tenian un aspecto caracteristico donde estaban cubiertos por una
cepa de polvo blanco, posteriormente, BEAUVERIE Jean realizo la descripcion de este
patdgeno como Botrytis bassiana. El género Beauveria fue formal recién alrededor del siglo
XX cuando Vuillemin (1912) afirmo que Botrytis bassiana (Bals.-Criv) era una especie que

pertenecia al género Beauveria.

Por otro lado, se dice que fue descrita por primera vez por Jean Beauverie en el afio
1911, fue llamado Botrytis bassiana. Ensayos enzimaticos posteriores, determinaron el

género como Beauveria sp, y diferenciaron seis especies, a saber: B. alba, B. amorpha (Von
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Hohnel) Samson & Evans, B. bassiana, B. brongniartii, B. velata Samson & Evans, B.
vermiconia (Hoog & Rao), y B. caledonica (Bissett & Widden) (NLP Tools, 2004; Viaud et
al., 1998; Kouassi, 2001) citados en (Echeverria Beirute, 2006).

Zimmermann (2007), dice que Beauveria bassiana (Balsamo), es una de las especies
méas ampliamente distribuidas del género y se distribuye por todo el mundo. Ademas, se
encuentra en areas templadas como tropicales de todo el mundo y generalmente esta presente
en insectos infestados, se encuentra de manera natural en el aire es un hongo
aerotransportado. También, se estos hongos estan presentes de forma natural en el suelo en
todo el mundo. Por otro lado, “los habitats de B. bassiana van desde un suelo alpino hasta
brezales, turberas, suelos con vegetacion tipo sabana, bosques y suelos cultivados, arenales
y dunas, suelo desértico y agua corriente. También se mencionaron aislamientos del
rizoplano de plantas de turba, la rizosfera de trébol, corteza muerta, nidos, plumas y

excrementos de aves de vida libre.” (Zimmermann, 2007, p. 555).

8.1.1.2 Empleo.

Beauveria bassiana (Balsamo), es un microorganismo usado para el control
bioldgico, empleado como bioinsecticidas, ha asumido un papel clave en el manejo de
numerosas plagas de artrépodos agricolas, veterinarios y forestales. Beauveria se implementa
tipicamente en una o mas aplicaciones de inundacion de grandes cantidades de conidios
aéreos en formulaciones secas o liquidas (Moura y Jaroskin, 2016). Ademas, su elevado uso
se basa en su gran variabilidad genética, una gama inmensa de hospederos, facil produccion
en escala industrial, formulacién y aplicacion (Rios, 2020).

8.1.1.3 Clasificacion.
Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Beauveria bassiana (Balsamo).

Reino Fungi

Division Amastigomicotina
Subdivision Deuteromycete
Clase Hyphomycete
Orden Moniliales
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Familia Moniliaceae

Genero Beauveria

Especie bassiana (Bals.-Criv.) (Vuil., 1912).
Adaptado de (Kouassi, 2001, p.3) citado en (Noboa y Quelal, 2015).

8.1.1.4 Descripcion

De acuerdo a (Castillo et al., 2014)

Es un hongo entomopatdgeno que pertenece a la clase Deuteromycetes, de acuerdo a
la morfologia de la estructura reproductora y cominmente se encuentra parasitando
un alto nimero de especies de insectos, por lo que es considerado uno de los
patdgenos mas importantes. Los insectos muertos infectados por especies de

Beauveria, presentan una cubierta blanca muy densa formada por el micelio y
esporulacion del hongo (p.275).

8.1.1.5 Ciclo de vida de Beauveria bassiana (Balsamo).

Es un hongo saprofito que es capaz de crecer en el suelo y en otros materiales en
descomposicion, no requiere de la patogenicidad de los insectos ni de la interaccion con las
plantas para lograr completar su ciclo de vida, por otro lado, el ciclo de vida parasitario
implica la adhesién y penetracion de la cuticula del insecto, que implica que se genere una
produccidn de estructuras de infeccion especializadas, la secrecion de enzimas y metabolitos
que ayudan a degradar el exoesqueleto para permitir la penetracion de las hifas en
crecimiento (Ortiz et al., 2014).

Ortiz y Keyhani (2013 ) en (Dannoh et al., 2020) las esporas asexuales (conidios) se
dispersan por el viento, las salpicaduras de lluvia o incluso por vectores artropodos que
facilitan que el hongo establezca la infeccion en huéspedes susceptibles, sumando a esto, la
infeccion del huésped por el hongo ocurre en cuatro pasos: adhesion, germinacion y

diferenciacion, penetracion y diseminacion.
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Figura 2. Ciclo de vida de Beauveria bassiana (Balsamo).

Fuente: Ortiz et al., (2014)

8.2 Plutella xylostella (L.)

8.2.1 Origen y distribucion.

Es una plaga originaria de la region mediterranea debido a la diversa fauna de
parasitoides de P. xylostella presentes en estas regiones de igual modo el nimero de especies
nativas de Brassicaceae y se cree que este insecto es el de mayor distribucion universal de

todos los Lepidoptera (Huaripata, 2018).

Se especula que se origind en Sudafrica y luego se dispersé a Europa segun Kfir
(1998), también Hardy (1938) dice que la base de sus formas complejas y sexuales de los
parasitoides y plantas hospederas se encuentran en Sudéafrica y Liu et al., (2000) dice que
esta polilla se origind en el este de Asia, sumando a esto es probable que sea de origen

Europeo las poblaciones norteamericanas (Hardy, 1983 ) en (Cabi, s.f.).

De acuerdo a Omaria (2016) se estima que es la especie de Lepidoptera de mas amplia
distribucion, hoy dia puede encontrarse en toda América, Europa, Sudeste Asiatico,
Australia, Nueva Zelanda, India, y Africa, ha sido reportada en mas de 80 paises
(Mondragon-Sanchez et al., 2020).
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8.2.2 Situacion actual.

Wang y Wu (2012) dicen que es una plaga particularmente dafiina debido a su alta
tasa de reproduccion y ademas por su capacidad para desarrollar resistencia a los insecticidas
utilizados para su control algunos de ellos son la cipermetrina, abametina, indoxacar,

spinosad, chlorantranilipole y Bacillus thuringiensis (Rodriguez et al., 2021).

Es una de las plagas de las cruciferas mas importantes en el mundo, sus perdidas
directas y costos de control son millonarias, ademas es una de las plagas mas dificiles
controlar debido a su resistencia a productos utilizados para su control, sumando a esto, la
industria en los ultimos afios ha trabajado en desarrollar nuevos tipos de insecticidas con
modos de accion novedosos pero que se han vuelto cada vez més costosos. Por lo cual los
estudios que estan llevando acabo buscan desarrollar estrategias integradas y antirresistencia

para un control optimo (Irac, 2020).

8.2.3 Clasificacion.

Tabla 2. Clasificacion taxonomica de Plutella xylostella (L.)

Dominio Eukaryota
Reino Metazoa
Filum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Lepidoptera
Familia Plutellidae

Subfamilia  Plutellinae
Geénero Plutella
Especie Plutella
xylostella (L.)
Nota: Adaptado de (Arias, 2000) y (Cabi, s.f.).

8.2.4 Morfologia y biologia
8.2.4.1 Huevo
Las hembras pueden depositar 250 a 300 huevos, se caracterizan por ser pequefios en
tamano, aplanados, ovales y de color amarillo, ademas, se oscurecen después del desarrollo
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del embrion; son colocados individualmente o en pequefios grupos en depresiones de la
superficie de las hojas ya sea a lo largo de la nervadura central y de las venas de las hojas
(King & Saunders, 1984; Common, 1990; Ahmad, 2005 y Capinera, 2008) en (Huaripata,
2018).

8.2.4.2 Larva

Cuando las larvas estan recién eclosionadas son de color crema con un punto negro
que es la cabeza a medida que aumentan los estadios la coloracién de tonar de color verde
palido a verde acua proximo a empupar. Ademas, esta forma de insecto tarda entre 14-21
dias, las larvas de primer y segundo instar minan las capas cerosas epidermales de las hojas
y el tercer y cuarto instar se alimenta por el enves consumiendo toda la lamina foliar (Arias,
2000). La longitud de las larvas del ultimo estadio en promedio es de 10 mm; el cuerpo tiene
relativamente pocos pelos, cortos en longitud; el cuerpo de la larva es estrecho en ambos
extremos, las propatas posteriores forman una “V” distintiva; son bastante activas y si son
molestadas se mueven violentamente hacia atras (King & Saunders, 1984 y Capinera, 2008)

citados en (Huaripata, 2018).

8.2.4.3 Pupa

Dura entre 7-14 dias, las larvas van a tejer un cochon blanco en donde se transforma,
por otro lado, las pupas se encuentran adheridas a la superficie de las hojas son de color verde
al inicio que después se tornan de color amarillo amarillento (Arias, 2000). En coliflor y
brécoli, la pupacion puede ocurrir en los floretes (King & Saunders, 1984; Capinera, 2008 y
Sanchez & Vergara, 2014) citados en (Huaripata, 2018).

8.2.4.4 Adulto
El ciclo de vida de huevo adulto tarde entre 25 a 45 dias (Arias, 2000).

Segun (Alford, 1999 y Capinera, 2008):

Es pequefia, esbelta, marron grisaceo con antenas pronunciadas; en posicion de
descanso es posible ver sobre el dorso tres constricciones de coloracion amarillo
cremoso, mucho mas definidas en los machos que en las hembras, este caracter le dio
el nombre comdn a esta especie; por otro lado, pueden ser facilmente sexados usando
estas figuras a modo de diamantes. También las hembras pueden ser identificadas por
el mechdn de pelos al final del abdomen, en tanto los machos tienen dos clasper
definidos (Huaripata, 2018).
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8.2.4.5 Ciclo de vida Plutella xylostella (L.)

Las condiciones climaticas influyen sobre el desarrollo del ciclo de vida de P.
xyloestela donde la duracion de huevo fue de 9,11 + 1,242 dias, del estado larval fue de 19,54
+ 2,620 dias, y la duracion del estado de pupa fue de 9,93 + 1,698 dias en las condiciones

climaticas del experimento (Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas, 2018).

2-9 dias

QP\\

--

2-4 dlas \ -

\-@

3-4 dlas

8-10dias

Figura 3. Ciclo biologico de Plutella xyloestella (L.)
Fuente: Marieli Vacari (2009).

9 Marco legal

9.1 Reglamento estudiantil Universidad de Pamplona.

Acuerdo No. 186
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Este anteproyecto esta regido bajo la normatividad establecida por la Universidad de
Pamplona, segun el acuerdo Numero 186 del 02 de diciembre 2005, segun lo estipulado en
el Capitulo VI. Trabajo de grado.

Articulo 35.

Por el cual se establece para los programas un requisito especifico para la obtencion
del titulo profesional: “TRABAJO DE GRADO”.

PARAGRAFO PRIMERO

Un trabajo de grado se puede realizar individual o en grupo, dependiendo de las
caracteristicas del mismo, el comité responsable evalla si se admite o no la ejecucion del

mismo.

Articulo 36
Por el cual se definen las modalidades de Trabajo de Grado: este proyecto se
desarrolla por medio de la modalidad de investigacion, la cual esta sostenida por disefios y
ejecucion de proyectos, también dicta que para desarrollar un trabajo de grado mediante esta
modalidad, es crucial la entrega de un anteproyecto ante el director del departamento,
remitiéndose de acuerdo a cada carrera (Universidad de Pamplona, 2005).

9.2 DECRETO 1376 DE 2013.

El cual reglamenta el permiso de recoleccion de especimenes de especies silvestres
de la diversidad bioldgica con fines de investigacion cientifica no comercial. En este decreto
se toma espécimen de especie silvestre como: organismo silvestre de la diversidad biol6gica
vivo 0 muerto o sus productos, partes, en adelante. Para su recoleccion es importante la
referencia de informacidn béasica inherente a los especimenes como la taxonomia, localidad
de colecta, fecha de colecta y colector, entre otras. También se dictan disposiciones acerca
de las Instituciones Nacionales de Investigacion entre las cuales estan las Instituciones de

educacion superior.

9.2 DECRETO 3016 DE 2013.
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Reglamenta el permiso de recoleccidn de especimenes de especies silvestres de la
diversidad bioldgica con fines de elaboracion de estudios ambientales, que tenga la finalidad
de elaborar estudios ambientales necesarios para solicitar y/o modificar licencias ambientales
0 su equivalente, permisos, concesiones 0 autorizaciones. Asi mismo, requisitos de las
solicitudes, tramites, obligaciones, vigencia de los permisos, modificacion del permiso entre

otros.

9.3 RESOLUCION 000200 2015

Otorga el marco de recoleccion de especimenes de especies silvestres de la diversidad
biolégica con fines de investigacion cientifica no comercial, la Universidad de Pamplona
cumple con las condiciones de un permiso Marco de Recoleccion, ademas el proyecto tiene
como objetivo los inventarios de flora, fauna y microorganismos, propagacion,
caracterizacion morfologica, anatomica, fisiologica y genética. De igual modos estudios
ecologicos, de comportamiento para fomentar el conocimiento de la diversidad biol6gica del

departamento fortaleciendo la investigacion cientifica en la universidad de Pamplona.

9.4 RESOLUCION No. 00375 (27 de febrero de 2004).

Por la cual se dictan las disposiciones sobre Registro y Control de los Bioinsumos y

Extractos Vegetales de uso agricola en Colombia.

El gerente general del ICA de acuerdo a sus disposiciones y conforme con el Decreto
1840/94, le corresponde al ICA otorgar el registro y ejercer el control legal y técnico de los

Bioinsumos y Extractos Vegetales de uso agricola en el pais

10 Metodologia

33



10.1 Tipo de Investigacion

La presente Investigacion se enmarca como cuantitativa descriptiva y experimental,
debido a que se obtuvieron resultados a partir de la toma sistematica de datos, para analizarlos
estadisticamente y determinar diferencias significativas de los tratamientos y en el
componente descriptivo se llevo a cabo la caracterizacion de la cepa colectada en campo de

B. bassiana.

10.2 Disefio Metodoldgico
10.2.1 Hipdtesis.

En condiciones naturales es posible encontrar hongos entomopatogenos, los cuales
pueden ser identificados y evaluadas a nivel de laboratorio como posibles agentes de

control biolégico de P. xylostella.

10.2.1.1 Hipotesis Nula.

Hay al menos un Tratamiento con un efecto diferente a los demas.

10.2.1.2 Hipotesis Alterna.

Todos los Tratamientos tienen un efecto igual.

10.3 Sistema de Variables
10.3.1 Variables Cuantitativas Continuas

10.3.1.1 Variables dependientes.

a. Porcentajes de Mortalidad.
b. Concentracion Letal Media (CLso).
c. Tiempo Letal Medio (TLso).

10.3.1.2 Variables independientes

a. Concentraciones de las dos cepas de B. bassiana.

10.3.1.3 Variables Cualitativas
a. Caracteristicas morfologicas y bioquimicas distintivas entre las tres cepas de B.

bassiana.
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11. Disefio de la investigacion.

11.1 Localizacion del ensayo.

En el Cepario del Programa de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bésicas, se
realizd el aislamiento, el protocolo para lograr la purificacion y la preparacion de las
concentraciones de la muestra de suelo obtenidas de un area sin intervencion agricola;
mientras que, la cria masiva de P. xylostella y la pruebas in vitro se realizaron en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal del Programa de Ingenieria Agronémica, Universidad de
Pamplona, localizados a 2.586 msnm, en el municipio de Pamplona Norte de Santander. El

estudio se hizo, bajo condiciones in vitro.

11.2 Disefio Experimental

El Disefio Experimental es un modelo estadistico completamente al azar, cada cepa
conto con siete tratamientos (concentraciones) y cada tratamiento con 5 repeticiones y cada
repeticion con cinco larvas. Cada Unidad Experimental esta constituida por una larva; de tal
manera fueron 175 unidades experimentales en cada cepa, para un total de 350 larvas de
segundo instar (L2). EI desarrollo experimental consistio en una caja plastica de 5 cm de
didmetro a las cuales en su tapa se les hizo un orificio circular de 2,50 cm de diametro e
internamente se le coloc6 un pedazo de tela tul, con la cual se consiguid condiciones similares
con el exterior. Cada una de las cajas contenia un disco de papel filtro de 5 cm de diametro
y un disco de hoja de repollo de 3 cm de didmetro. Los discos de hojas de repollo fueron
sumergidos en las diferentes concentraciones de las 2 cepas, por un espacio de 5 segundos

antes de introducirlos a la caja de cada disco con sus respectivas L de P. xylostella.

Cada una de las cepas de B. bassiana tiene seis tratamientos (concentraciones) y un

Testigo Absoluto, las cuales son:
1. 1x10* UFC/mL
2. 1x10° UFC/mL

3.1x10® UFC/mL
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4. 1x10 " UFC/mL
5. 1x10® UFC/mL
6. 1x10° UFC/mL
7. Testigo absoluto

La seleccion de estas dosis estd fundamentada sobre la concentracion de la cepa
comercial SAFER MIX, la cual es 1x108 UFC/g para B. bassiana. esto con la finalidad de

uniformizar las concentraciones de la cepa colectada en campo con la cepa comercial.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
R1 | R1 R1 R1 R1 R1 R1
R2 R2 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
R4 R4 R4 R4 R4 R4 R4
R5 RS RS R5 RS RS R5

Figura 4. Representacion grafica del disefio de experimental
Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

11.3 Colecta y Cria masiva de Plutella xylostella (L.).

Al iniciar la cria de P. xylostella, se colectaron larvas, pupas y adultos en el cultivo
de repollo morado Brassica oleracea var. capitata f. rubra y en brocoli Brassica oleracea
var. Itélica, cultivadas en el Colegio Escuela Normal Superior de Pamplona en horarios
diurnos, recolectando en forma directa larvas y pupas que se localizaban en el envés de las

hojas de repollo, se utilizd una lupa entomoldgica de 30X de aumento para una mejor
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busqueda. Las larvas se buscaron principalmente en el envés ya que son sensible a la luz
solar, siendo colectadas con un pincel doble cero (00), depositdndolas en frascos de vidrio
transparentes colocadndoles como tapa, una malla o toldillo para su oxigenacion, se
adicionaron hojas frescas de repollo como alimento que previamente fueron sumergidas en
una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% y luego lavados en agua destilada. La
recoleccion de los adultos se realiz6 mediante jameos en los cultivos como se puede observar
en el anexo (12), depositando en bolsas transparentes individuales, luego fueron llevados al
laboratorio donde se inicidé con su cria masiva, este procedimiento fue seguido gracias a
sugerencia de los trabajos de Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas, (2018 a) y Mondragon-
Sanchez et al., (2020 b).

11.4 Técnica de Cria de Plutella xylostella (L.).

Las larvas y adultos obtenidas en campo se llevaron al Laboratorio de Sanidad
Vegetal del Programa de Ingenieria Agrondémica, de la Universidad de Pamplona, donde se
establecio el pie de cria, logrando una generacion de adultos de P. xylostella, los cuales se
sexaron y se colocaron por parejas en frascos de vidrio, con hojas de repollo, previamente
sumergidas en una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5% para eliminar posibles
entomopatogenos y luego lavados en agua destilada, en donde los adultos realizaron las
oviposturas, se coloco a los frascos una tela tul asegurada con una banda de goma lo que
evito la condensacion de agua dentro del frasco. Se realizaron observaciones cada 12 horas,
con laayuda de un estereoscopio (ocular de 40x) para el seguimiento a su desarrollo bioldgico
(Mondragdn-Séanchez et al., 2020 b). Los adultos fueron alimentados con agua azucarada,
colocando con un pincel gotas de esta sobre la tela tul que cubria los envases (Figura 14).

Los huevos se obtuvieron cada tres dias de las hojas de repollo de los recipientes de
los adultos, esto con la finalidad de que, al nacer, fuesen larvas homogéneas y se colocaron
en recipientes de vidrio con una tela tul asegurada con una banda de goma para lograr
conseguir condiciones similares con el exterior, ademas, los huevos no se individualizaron
debido a que tienen una forma ovalada y aplanada, lo cual los hace muy delicados a la hora
de manipular. El pie de cria a nivel de laboratorio se mantuvo hasta que se logro una
produccion de huevos de la misma edad, de los cuales nacieron las larvas necesarias para los

tratamientos con una edad homogénea.
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12. Descripcidn de las Actividades

12.1 Caracterizacion de una cepa de Beauveria bassiana, aisladas del suelo.

En la Escuela Normal Superior de Pamplona se observé si habia larvas enfermas de
P. xylostella, o algun otro insecto que presentara sintomas de algun entomopatogeno, pero
no fue posible. Entonces se procedi6 a la toma de muestras de suelo que se usaron para aislar
una cepa colectada en campo de B. bassiana del suelo sin intervencién agricola tomada en
campo del municipio de Pamplona, ubicada en los Tanques N7°21" 26.43084 W 72°
39730.90888, donde se realiz6 una limpieza superficial del suelo de 3cm y la toma de las
muestras a una profundidad de 15 cm, en total en cada espacio se tomaron 8 submuestras en
puntos diferentes (zig — zag), éstas se depositaron en un balde estéril, se mezclaron,
seguidamente se tomd 1 kg, se paso a una bolsa ziploc, se rotulé y fueron transportadas al

Cepario.

12.2 Aislamiento de las cepas de Beauveria bassiana (Balsamo).
Para lograr el aislamiento se realizaron dos procedimientos, de los cuales, el primero
no resultd efectivo para la obtencién de la cepa colectada en campo, el segundo

procedimiento fue el que nos permitid obtenerla.

Primer procedimiento: se realiz6 un aislamiento general de las muestras de suelo que
se recolectaron; de cada muestra se pesaron 11 g y se colocaron en un Erlenmeyer con
solucion salina, se mezcld con agitacion vigorosa durante 1 minuto, se pasaron a tubos de
ensayo; el tubo de ensayo contaba con 2 ml de solucion salina, al primer tubo se le agreg6 1
mL de la mezcla del Erlenmeyer, de éste se sacO 1mL y se pasé al siguiente y asi
sucesivamente hasta que se completaron 4 tubos de diferentes concentraciones (este
procedimiento se realiz6 para cada muestra de suelo). Después se tomaron pequefias muestras
con micropipeta y se pasaron a Medio OGY (dos cajas por muestra) y medio SPC (dos cajas
por muestra) y se llevaron a incubar. De este procedimiento crecié mucho micelio, asi que se

procedio a colocar larvas de P. xylostella. con estadio de crecimiento 3 para que se redujera
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la cantidad de hongos que se encontraran en las cajas, estas larvas murieron y fueron

sembradas en el centro de la caja de Petri, se llevaron a incubar y crecieron varios mucorales.

Segundo procedimiento: resultd eficiente y del cual se pudo aislar la cepa de B.
bassiana, se tomaron las muestras de suelo y se coloco una porcion de cada una de las
muestras en cajas individualizadas de 5 cm, debidamente rotuladas, seguidamente se les
colocaron distintos insectos, a los que se les realizd un seguimiento, observando cada 12
horas, los insectos usados, se logré el aislamiento de un adulto de P. xylostella (Anexo 13)
que estaba en la caja de la muestra recolectada en los Tanques, este adulto fue sembrado en
el centro de una caja Petri y se llevd a incubar, de alli surgieron varios hongos, de los cuales
se aisl6 el de nuestro interés de estudio B. bassiana. por consiguiente, la cepa colectada en
campo obtenidas de muestras de suelo se aislo e identificaran con base a las estructuras

reproductivas, segin Humber (1997) y Samson (1981) y el uso de claves dicotomicas.

En el caso de la cepa comercia esta fue obtenida del producto SAFER MIX que ya
habia sido aislada por el Cepario de microbiologia, al igual que los deméas hongos presentes

en el producto.

12.3 Caracterizacion morfoldgica y fisioldgica.

Los hongos que se desarrollaron sobre la superficie del adulto de P. xylostella
mostraron caracteristicas compatibles con el género Beauveria, se aislaron e identificaron a
nivel de genero con base a las estructuras reproductivas, segin Humber (1997) y Samson
(1981). Los aislamientos se conservaron en el Cepario. En la caracterizacién fisioldgica se

tuvieron en cuenta los siguientes parametros:

12.4 Crecimiento micelial.

A partir de cultivos in vitro de B. bassiana de 8 dias de edad, un fragmento de 5 x 5
mm del borde de las colonias fue transferido al centro de una caja Petri de 90 mm de didmetro,
con el medio SDA + E.L (Lopez y Carbonell 1999). Las placas se incubaron en oscuridad a
25, 30, y 35 = 1 °C. El crecimiento micelial (CM) se evalué de acuerdo con Dimbi et al.
(2004), registrandolo cada 2 dias hasta el dia que un aislamiento cubri6 en su totalidad la
caja, y las medidas del ultimo dia se consideraron para el anélisis estadistico. Cinco
repeticiones por aislamiento y temperatura se utilizaron. El efecto de la temperatura sobre el

CM se evalué mediante el porcentaje de inhibicion e incremento del crecimiento radial al
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pasar de 25 a 30 °C, el cual se obtuvo con la formula: % inhibicion/incremento = (crecimiento
a 30 °C x 100/ crecimiento a 25 °C)-100 (Torres-de la Cruz et al., 2013).

12.5 Produccion de conidios en medio SDA.

De acuerdo a Britania (s.f) nos dice que el medio SDA es un “Medio de cultivo
recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos. Contiene, la peptona, la tripteina y
la glucosa son los nutrientes para el desarrollo de microorganismos y el alto contenido de
glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH acido, inhiben el desarrollo bacteriano y

favorecen el crecimiento de hongos y levaduras™ (p.1).

A partir de colonias de 15 dias de edad, un fragmento de 5 x 5 mm del borde de la
colonia se colocd en cajas con medio SDA + E.L. Las cajas con el in6culo se incubaron a 25,
30y 35°C %1 °C, en oscuridad, durante 30 dias. Posteriormente, los conidios se cosecharon
de la superficie del cultivo, inundando la caja con agua destilada estéril + tween 80 (0.1%),
y raspando la superficie con una espatula de acero inoxidable. Mediante un agitador
magnético (Thermolyne®, Artur H. Thomas Co., Philadelphia, PA, EUA), la suspension de
conidios se homogenizd durante 10 min. La suspensidn se filtro con gasa clinica para separar
el micelio y posteriormente, con una camara de Neubauer, se estimd el total de conidios
producidos. El namero de conidios ml-1 se estimé mediante la férmula propuesta por Lipay
Slizynski (1973): C = (Cc) (4 x 106 ) (Fd/80), donde: C = Numero de conidios ml-1; Cc =
Numero promedio de conidios contados en la camara de Neubauer y, Fd = Factor de dilucion.
Se establecieron cinco repeticiones por aislamiento y temperatura. El efecto de la temperatura
sobre la produccién de conidios (PdC) en medio SDA se evalu6 mediante el porcentaje de
inhibicidn e incremento de la produccion de conidios al pasar de 25 a 30 °C, y de 25 a 35 °C,
los cuales se obtuvieron con las formulas: % Inhibicién/incremento = (crecimiento a 30 °C x
100/ crecimiento a 25 °C)-100, y % Inhibicion/incremento = (crecimiento a 35 °C x 100/
crecimiento a 25 °C)-100 (Torres-de la Cruz et al., 2013).

12.5 Produccion de conidios en arroz.

Para evaluar la capacidad de los aislamientos de B. bassiana para producir conidios
en arroz, se utilizaron bolsas con 50 g de arroz, contenidos en bolsas de polipapel, se
humedecieron con 12 ml de agua destilada y se esterilizaron durante 20 min a 121 °C (Porras

y Leucona, 2008). Posteriormente, las bolsas con arroz se inocularon con 5 ml de una
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suspension de 1 x 10° conidios ml-1, y se incubaron durante 15 d a 25 + 1 °C, y fotoperiodo
12:12. Se establecieron cinco repeticiones por aislamientos. Transcurrido los 15 d, los 50 g
de arroz se suspendieron en 150 ml de agua destilada estéril + tween 80 (0,1%). La
suspension fue agitada durante 10 min y posteriormente filtrada con gasa clinica para separar
los conidios del arroz y micelio. El conteo de conidios se realizd en camara de Neubauer, y
la PdC g se estimé mediante la formula de Lipa y Slizynski (1973) descrita en produccion
de conidios en medio SDA.

13. Determinacion de la concentracion de las cepas de B. bassiana.
Para determinar la concentracién se us6 una camara de Neubauer (American Optical
Co.) de 0.1 mm de profundidad, por medio de estas camaras de recuento se puede llegar a
determinar el namero de particulas por unidad de volumen de un liquido, particulas como
leucocitos, bacterias, esporas, entre otros (Brand, 2022). Se cuentan visualmente con un

microscopio, en este caso se uso para apreciar la concentracion de conidias.

En primer lugar, se hizo un raspado de la cepa de B. bassiana. de la cajay se diluyeron
en solucidn salina (1 mL), se mezcld bien hasta obtener una solucién homogénea, luego se
tomo una gota de esta solucidn con una micropipeta y se colocé cuidadosamente en la cdmara
de Neubauer, ayudandonos de la capilaridad que se generaba entre la camara y cubreobjetos.
Esta cdmara presenta unos campos de conteo, representados en cuadrantes, asi que se
procedio a contar conidias por cuadrante (3 cuadrantes para cada cepa) (Tabla 13), cada uno
de estos cuadrantes presenta 16 cuadros pequefios, asi que se contaron las conidias presentes
en cada cuadro y al final se sumaron el total de las células presentes en cada cuadrante
(Gilchrist et al, 2005). Luego, teniendo en cuenta que cada uno de estos cuadros grandes y
pequefios tienen dimensiones determinadas como constantes, se procedié a conocer el

namero de conidias por mL gracias a la formula propuesta por Lipa y Slizynski (1973).

14. Determinacion la mortalidad de P. xylostella, causada por una cepa

colectada en campo y una cepa comercial de B. bassiana bajo condiciones in vitro.

Las larvas permanecieron cuatro dias con los discos tratados en sus diferentes

concentraciones, para cumplir con el tiempo determinado de cuatro dias de exposicion a los

41



tratamientos. La mortalidad de las larvas se comprobd con la observacion directa a través de
una lupa estereoscopica y con la ayuda de un pelo de pincel, cada una fue removida para
comprobar si respondian a estimulos, segln la respuesta dada, se apartaban aquellas que no
se movian y se le hizo un seguimiento para estar seguros de su muerte. La sintomatologia
presentada por las larvas afectadas fue: la apariencia inicial de color café claro y acortamiento
del cuerpo, hasta aparentar sequedad intensa, asi como coloraciones rojizas y presencia de
micelio blanco, fueron los signos indicadores sobre la muerte de las larvas. La mortalidad se
evaluo cada doce horas, hasta la muerte total de estas o hasta la continuacion de los estadios
larvarios de P. xylostella al comprobarse la mortalidad de una larva, se anotd en el
instrumento disefiado (Anexo 1), junto con el tratamiento, la repeticion, el nimero del

individuo y hora en la que se observo su muerte.

15. Calculo de la CLso y el TLso de una cepa colectada en campo y una cepa
comercial de B. bassiana en P. xylostella, bajo condiciones in vitro.

Para determinar la CLso y el TLso, las mortalidades se tomaron hasta las 96 horas de
exposicion de las larvas, sin cambiar los discos tratados (primeros 4 dias), los porcentajes de
mortalidad se corrigieron con la férmula de Abbott (1925), para identificar que la muerte fue
ocasionada por el tratamiento y no por otras causas y los valores de CLsp y TLso se
determinaron con un Analisis Probit, utilizando el Software SPSS Statistics 26.0, con el cual
se realizd un Andlisis de Varianza, previa comparacion de la normalidad de datos y
homogeneidad de varianzas, seguido del test de comparacion de medias de Tukey con un
nivel de significancia p < 0,05. Se realiz6 analisis de regresion para determinar la relacion
entre la Mortalidad y la concentracion de las diferentes dosis, lo que permitio construir la
respuesta concentracion-efecto. Para cada dosis, en cada una de las dos cepas, que es la base
para la determinacion de la CLso. Con los datos de mortalidad acumulados cada doce horas
(desde la hora doce de montado el bioensayo hasta la hora 96), se determiné el tiempo al cual

murio el 50% de la poblacion (TLso) para cada cepa y dosis evaluada.
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16. Resultados

Primer objetivo:

16.2 Caracterizar una cepa colectada en campo de Beauveria bassiana

(Balsamo), aisladas a partir de larvas de P. xylostella o insectos y muestras del suelo.

16.2.1 Identificacion de aislamientos.

Se realizo una caracterizacion macroscépica y microscépica de la cepa colectada en
campo de Pamplona de Beauveria spp; fue evidente que los conidios observados presentaron
una forma lisa, asi mismo, redondeada a ovoides e incoloros donde coincidimos con Samson
(1981) y Humber (1997), ademas, el aislamiento mostro que los conidiéforos eran sencillos,
hinchados en la base, se agrupaban irregularmente y adelgazaban hacia el raquis,
coincidiendo con Bustillos (2001) con lo descrito para el género Beauveria. De igual, modo
median aproximadamente 3,95-7,29 x 1,38-2,83 um, y el raquis de 4,82- 9,29 x 1 um. es
mas, el tamafio del aislamiento oscilo en 2,20-2,95 x 1,96-2,39 um, medidas que concuerdan
con Humber (1997). Por otro lado, la cepa tenia conidios esféricos y menores de 3 um de
didmetro pueden ser consideradas como B. bassiana. de acuerdo a Glare y Inwood (1998)
quienes compararon diversas cepas de especies de Beauveria spp, de diferentes paises.

En la caracterizacion macroscopica como se puede observar en la figura (6) ambas
cepas presentaron colonias con micelios de aspecto algodonoso con una coloracion blanca,
al igual que las esporas con superficie semielevada, y formacion de sinemas. Después de
unos dias empezaron a pasar de caracteristicas algodonosas a polvorientas, ademas el
anverso, se observo un color de un amarillo claro en su totalidad en la cepa comercial que en
comparacion con la colectada en campo solo el centro de las colonias presentd un amarillo
oscuro que se hacia tenue. Por ultimo, la cepa colectada en campo figura (6) C-D se presenta
de una manera mas separada que la A-B que se encuentra mas agrupada. Cafiedo y Ames
(2004) en bonilla (2012) afirman que las colonias en un medio de PDA a los 14 dias
presentan caracteristicas algodonosas y blancas, también se tornan a color y consistencias
amarillentas y cremosas. Si se colocan las cajas, al contrario, se pueden observar tonalidades

rojizas al centro y amarillento alrededor.
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Figura 5. Conidioforos sencillos, agrupados irregularmente, hinchados en la base y
adelgazandose hacia el raquis con su conidio a 10x, y 100x.

Fuente: Cepario de microbiologia, Universidad de Pamplona (2022).

Figura 6. Macroscopia de B. bassiana : A-B cepa comercial de B. bassiana de
SAFER MIX'y C-D cepa colectada en campo de B. bassiana.
Fuente: Pidzan, Sandoval y Becerra (2022).
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16.2.2 Caracterizacion fisiologica
Efecto de la temperatura sobre el crecimiento micelial. A 25 °C se

registraron diferencias (Tabla 3).

Tabla 3. Desarrollo micelial e inhibicion o incremento de cepas poliesporicas de
Beauveria spp.

Desarrollo micelial (cm)

Mediaz + Dst Media + Dst Media + Dst

Cepa 25°C 30°C 35°C
Bbl 3,41 +0,02 3,35+0,03 0x0
Bb2 3,09 £ 0,05 3,34 +0,03 0x0

Nota: Bb1 cepa comercial y Bb2 cepa colectada en campo.
Fuente: Cajiao, Pirazan y Sandoval (2022).

Tabla 4.
Media RVz Media RV Media RV
Cepa 25°C 30°C 35°C
Bb1l 16,7 (15,3-18,1) 13,8 (14,9-14,1) 18,0 (16,0-23,9)
Bb2 16,9 (16,1-17,7)  14,8(13,9-16,1) 23,0 (19,0-34,5)

Nota: Bb1 cepa comercial y Bb2 cepa colectada en campo.
Fuente: Cajiao, Pirazan y Sandoval (2022).

Tabla 5. Produccion de conidios de Beauveria sp cultivados en arroz y medio ADS
+EL.

Arroz ADS +EL.25°C ADS + EL. 30
°C
cepa Mediax + Dst Media £ Dst Media £ Dst
Bbl 411,70+ 2140 395%0,8 158+0,2
Bb2 427,00£28,39 3,76x0/4 2,68 £0,7
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ADS + EL = agar-dextrosa de Sabouraud + 0.1% de extracto de levadura. z

A 35°C y en medio ADS + EL leve o poca produccion de conidios.

Nota: Bb1 cepa comercial y Bb2 cepa colectada en campo.
Fuente: Cajiao, Pirazan y Sandoval (2022).

Segundo objetivo

17. Mortalidad de P. xylostella causada por una cepa colectada en campo y una cepa

comercial de B. bassiana en condiciones in vitro.

La mortalidad de larvas de P. xylostella causadas por las diferentes concentraciones
de la cepa comercial de B. bassiana es presentada en la Tabla 6; en donde se puede apreciar
que realizado el Anova simple y la Comparacion de Medias con la Prueba de Tukey (p <
0,05) (Anexos 2, 3y 4), se detectaron diferencias significativas, generandose dos grupos; asi.
El primer grupo conformado por el testigo con 4,00% de mortalidad y un segundo grupo
constituido por las concentraciones 104, 10°, 106, 107, 108 y 109, las cuales causaron el 100%
de mortalidad de las larvas de segundo instar de P. xylostella. Los resultados obtenidos
pueden indicar que la poblacion de P. xylostella, colectada en el huerto de hortalizas del
Colegio Normal Superior de Pamplona es muy susceptible a bajas concentraciones por
debajo de la concentracidon recomendada de la cepa comercial probada de B. bassiana.

Tabla 6. Prueba de medias de Tukey para los porcentajes de mortalidad de larvas de

P. xylostella, en las diferentes concentraciones de la cepa comercial de B. bassiana, bajo
condiciones in vitro.

Concentracion N Mortalidad
(UFC/mL) (%)
1000000000 ) 100 a
100000000 5 100 a
10000000 ) 100 a
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1000000 5 100 a

100000 5 100 a

10000 5 100 a
0 5 4b

Nota, Medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (p < 0,05).
Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

En la Tabla 7, se presentan las diferencias significativas (p < 0,05), entre los
porcentajes de mortalidad causados a larvas de segundo instar larval de P. xylostella, por las
diferentes concentraciones, detectandose igualmente dos grupos con diferencias
significativas; un primer grupo constituido por las concentraciones de 10°, 107, 108 y 109, las
cuales causaron el 100% de mortalidad y las concentraciones 104, 10° causaron el 92% de
mortalidad de las larvas de segundo instar de P. xylostella y el segundo grupo con el Testigo
absoluto que presenté una mortalidad del 4%. Por los resultados obtenidos en el bioensayo
con la cepa colectada en campo aislada de suelos no disturbados colectados en el parque Los
Tanques, del municipio de Pamplona, se puede especular que la poblacion de P. xylostella

es igualmente, altamente susceptible a concentraciones bajas probadas.

Tabla 7. Prueba de medias de Tukey para los porcentajes de mortalidad de larvas de
P. xylostella, en las diferentes concentraciones de la cepa colectada en campo de B.
bassiana, bajo condiciones in vitro.

Concentracion N Mortalidad

(UFC/mL) (%)
1000000000 5 100 a
100000000 5 100 a
10000000 5 100 a
1000000 5 100 a
100000 5 92 a
10000 5 92 a

0 ) 4b

Nota, medias con la misma letra no son significativamente
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diferentes (p < 0,05).
Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

Tercer objetivo

18. Determinar la CLso y TLso de dos cepas, una colectada en campo y una cepa

comercial de B. bassiana, sobre P. xylostella bajo condiciones in vitro.

18.1 Concentracion Letal Media (CLso)

La prueba fue creada por JW Trevan en 1927, es la cantidad minima de un material
determinado que se requiere para causar la muerte. Generalmente se expresa en términos de
la concentracion letal mediana (CLso), la cantidad requerida para causar la muerte (dentro de
un marco de tiempo especifico) en el 50 % de la poblacion, siendo una forma de medir el
envenenamiento potencial a corto plazo. Cabe resaltar que mide la concentracion letal, pero

no otros efectos secundarios graves, pero no letales (Dictionary, s.f.).

En la Tabla 8, se presentan los datos de mortalidad transformados a Probit y las

concentraciones transformadas a log10, para la cepa comercial de B. bassiana.

Tabla 8. Mortalidades transformadas a Probit y las concentraciones transformadas a
log10, para la cepa comercial de B. bassiana.

Concentracion Concentracion Mortalidad Mortalidad

(UFC/mL) (log10) (%) (Probit)
1000000000 9 100 8,09
100000000 8 100 8,09
10000000 7 100 8,09
1000000 6 100 8,09
100000 5 100 8,09
10000 4 100 8,09

Nota: Concentraciones (UFC/mL) transfomadas a 1og10;
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Mortalidad (%) transformadas a Probit.
Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

Los datos de mortalidad transformados a Probit y las concentraciones transformadas

a logl0, para la cepa colectada en campo de B. bassiana se observan en la Tabla (9).

Tabla 9. Mortalidades transformadas a Probit y las concentraciones transformadas a
log10, para la cepa colectada en campo de B. bassiana.

Concentracion Concentracion Mortalidad Mortalidad

(UFC/mL) (log10) (%) (Probit)
1000000000 9 100 8,09
100000000 8 100 8,09
10000000 7 100 8,09
1000000 6 100 8,09
100000 5 92 6,41
10000 4 92 6,41

Nota: Concentraciones (UFC/mL) transfomadas a 10g10;
Mortalidad (%) transformadas a Probit.
Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

18.2 Determinacion de la CLso

Una vez realizadas las Pruebas Probit con los datos transformados, se encontré las
Ecuaciones de Regresion, los Coeficientes de Determinacion (R?) y las Concentraciones
Letales Medias (CLso), para cada una de las cepas, la cepa colectada en campo y la cepa
comercial (Anexos 1,2y 3). Los resultados obtenidos en las pruebas para encontrar la CLsy,
arrojaron que la CLso para la cepa comercial es de 34.659 UFC/mL, para matar el 50% de la
poblacion de la prueba; la CLso; para la cepa colectada en campo fue de 118.342 UFC/mL.
Estos resultados indican que la cepa comercial de B. bassiana es mas letal para las larvas de
P. xylostella, ya que a menor CLsg, mayor toxicidad en la poblacion probada. De la misma
manera, la regresion resultante de la relacion concentraciones y porcentajes de mortalidad
causados por la cepa comercial de B. bassiana arrojaron una Ecuacién de Regresion y=

1,38x+2,17 y un Coeficiente de Determinacion (R?) igual a 1,0; indicando un ajuste perfecto

49



del modelo, con un 100% de aceptacion; mientras que la regresion resultante de la relacion
concentraciones y porcentajes de mortalidad causados por la cepa colectada en campo de B.
bassiana arroj6 una Ecuacion de Regresion y=0,38x+5,03 y un Coeficiente de Determinacion

(R?) de 0,69; indicando que el modelo, posee un 69% de aceptacion (Tabla x).

Tabla 10. Concentraciones letales (CLso) de las dos cepas de B. bassiana, para
larvas de segundo instar de P. xylostella, en condiciones de laboratorio.

Cepa Ecuacion R? CLso
B. bassiana Regresion (UFC/mL)
Comercial y=1,38x+2,17 1,00 34.659
colectada en campo  y=0,38x+5,03 0,69 118.342

Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

18.3 Determinacion del TLso
De acuerdo a (IUPAC, 1997):
Intervalo de tiempo promedio derivado estadisticamente durante el cual se espera que
el 50% de una poblacion dada muera después de la administracion aguda de un agente

quimico o fisico (radiacion) a una concentracion dada bajo un conjunto definido de
condiciones.

Sumando a esto, con los datos de mortalidad acumulados cada doce horas (desde la
hora 12 de montado el bioensayo hasta la hora 96), se determind el tiempo en el cual murié
el 50% de la poblacion (TLso) para cada una de las siete concentraciones en cada una de las
dos cepas evaluadas, igualmente mediante analisis de regresién entre la relacion mortalidad

acumulada y tiempo de muerte.

En la Tabla 11, se presentan las Ecuaciones de Regresion, el Coeficiente de
Determinacion (R?) y los TLso de todas las concentraciones probadas de la cepa comercial
de B. bassiana. Se determind que la concentracion de 10° UFC/mL mata al 50% de la
poblacion a las 35 horas con un coeficiente de determinacion (R?=0,71); mientras que la

concentracion 10* causa la muerte al 50% de la poblacion del bioensayo a las 111 horas.
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Tabla 11. Tiempo Letal Medio (TL50), en larvas de segundo instar de P. xylostella,
sometidas a seis concentraciones de la cepa comercial de B. bassiana, en condiciones in

vitro.
Concentracién Ecuacion R? TLso
(UFC/mL) Regresion (Hora)

10° y=1,15x+10,14 0,71 35
108 y=1,13x+5,43 0,81 39
10’ y=0,91x+5,43 0,61 50
108 y=0,74x+13,30 0,66 50
10° y=0,89x+(-14) 0,73 72
10 y=0,48x+(-3,14) 0,57 111

Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

El TLso para las seis concentraciones de la cepa colectada en campo de B. bassiana
se pueden observar en la Tabla 12. Se determin6 que la concentracion de 10° UFC/mL mata
al 50% de la poblacion a las 53 horas con un coeficiente de determinacion (R?=0,73);
mientras que la concentracion 10 causa la muerte al 50% de la poblacion del bioensayo a las
73 horas. De la misma manera se presentan las Ecuaciones de Regresion, el Coeficiente de
Determinacion (R?) y los TLso de todas las concentraciones probadas Tabla (12).

Tabla 12. Tiempo Letal Medio (TLso), en larvas de segundo instar de P. xylostella,
sometidas a seis concentraciones de la cepa colectada en campo de B. bassiana, en
condiciones in vitro.

Concentracion Ecuacion
R? TLso (Hora)
(UFC/mL) Regresion
10° y=0,76x+9,86 0,73 53
108 y=0,83x+6,71 0,69 53
107 y=0,57x+9,43 0,39 71
108 y=0,63x+3,57 0,54 74
10° y=0,73x+1,57 0,67 67
10 y=0,60x+6,14 0,50 73

Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).
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Los Analisis de Regresion determinaron que la concentracion de 10° UFC/mL de la
cepa comercial de B. bassiana, mata al 50% de la poblacion a las 35 horas; mientras que esa
misma concentracion de la cepa colectada en campo logra causar la muerte al 50% de la

poblacion de las larvas de segundo instar larval de P. xylostella del bioensayo a las 73 horas.

En las Figuras (7-8); se presentan las Regresiones de la interaccion Mortalidad
acumulada-Hora de muerte causados por la cepa comercial y colectada en campo de B.

bassiana, para larvas de segundo instar de P. xylostella, en condiciones de laboratorio.

De esta manera, las dosis de 10° UFC/mL de la cepa comercial arrojé una Ecuacion
de Regresion y=1,15x+10,14 y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 0,71; mientras que
la cepa colectada en campo con una Ecuacién de Regresion y=0,76x+9,86 y un Coeficiente
de Determinacion (R?) de 0,73.

140
120
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80 (]

y=1,1548x + 10,143

60 R?*=0,7131

40 (]

Mortalidad acumulada

20 (] (]

0 20 40 60 80 100 120
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Figura 7. Regresion de la interaccién mortalidad acumulada-hora muerte para
larvas de segundo instar P. xylostella sometidas a la concentracion 10° de la
cepa comercial de B. bassiana, bajo condiciones in vitro.

Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).
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Figura 8. Regresion de la interaccion mortalidad acumulada-hora de muerte para
larvas de segundo instar de P. xylostella sometidas a la concentracion de 10° de
la cepa colectada en campo de B. bassiana, bajo condiciones in vitro.

Fuente: Pirazan y Sandoval (2022).

19. Discusion
Se discutirén los resultados obtenidos en el desarrollo del proyecto, basandonos en

bases teoricas que refuten o afirmen a estos:

Arboleda (2004) citado por (Peteira et al., 2011) afirma que:

El proceso patogénico se inicia en la cuticula del insecto, con la germinacion de los
conidios y la produccion de hifas invasoras, las cuales penetran los tejidos a través de
los intersticios y partes blandas del insecto, dando inicio de esta forma a la actividad
enzimatica degradativa de la cuticula. Las hifas se ramifican, colonizan y llegan hasta
la cavidad hemocélica del insecto, donde se produce una masa micelial por el
crecimiento del hongo. En muchos casos, el insecto puede ser colonizado totalmente
por el hongo. Ademas, se liberan toxinas, las cuales estan implicadas en el blogueo
del desarrollo fisiologico y pueden causar la muerte del insecto (p.17).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, y recapitulando los resultados obtenidos
y las observaciones en laboratorio en el proyecto presente se destaca que la muerte por
infeccion fungica se confirmd mediante la observacion de la misma, las caracteristicas
presentes de los cadaveres y la posterior esporulacion donde algunas de las larvas fueron

colonizadas totalmente como se puede observar en la Figura 9, o en algunos casos

53



parcialmente, sumando a esto, otro de los sintomas presentados son una sequedad parcial o
total hasta causar una necrosis de las larvas de Plutella xylostella (L.). Asi mismo, el cuerpo
de algunas larvas presentaba una coloracién amarilla y rojiza. También a simple vista las
larvas presentaron reduccién en la actividad motora, desplazamiento y una reduccion en su

alimentacion.

Figura 9. A-B larvas muertas por B. bassiana con micelio blanco parcial y total, C-D
sequedad y necrosa miento de las larvas de P. xylostella; E-F larvas con una coloracion rojiza
y amarilla.

Zimmermann (2007) y Zibaee (2009) en (Peteira et al., 2011) afirman que:

Los hongos entomopatdgenos tienen diferentes atributos que determinan su
virulencia frente a sus hospedantes, incluyendo la produccién de enzimas hidroliticas.
Durante el proceso de infeccion Beauveria spp. produce enzimas proteoliticas y
toxinas, mientras los insectos hospedantes responden con reacciones de defensa
humoral y celular (p.18).
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Basicamente las enzimas hidroliticas son las proteasas, quitinasas y lipasas, que son
importantes para el inicio del proceso de infeccién, sumando a esto, los conidios de B.
bassiana comienzan después de unas 10 h a invadir el insecto y se completan en gran medida
a las 20 h a 20-25 °C, generalmente, el hongo penetra en areas mas delgadas y no
esclerotizadas de la cuticula, como las articulaciones, entre los segmentos o las piezas bucales

(Zimmermann, 2007).

Con lo anterior, fue evidente en el desarrollo de la investigacion que 12 h después de
montado el ensayo se procedia a evaluar la mortalidad de las larvas que en tan solo 12 horas
algunas larvas fallecian o su mortalidad aumentaba con el transcurso de las horas de
evaluacion, como se evidencio con las concentraciones de 10° de las dos cepas, en donde la
mortalidad presentada por la cepa comercial fue de un 50% en las primeras 35 horas de
aplicado el tratamiento, mientras que para la cepa colectada en campo se obtuvo ese
porcentaje de muerte a la misma concentracion fue a las 53 horas. En el caso de las
concentraciones menores de la cepa colectada en campo 10*y 10° causaron un 92% de

mortalidad, pero tardaron mas tiempo.

Después de la penetracidn que realiza el hongo se van a producir cuerpos de hifas que
se van a distribuir sobre la hemolinfa, causando que el hongo invada otros tejidos del insecto
huésped mediante un extenso crecimiento vegetativo y la produccion de toxina; por ejemplo,
el metabolito oosporeina es producido por B. brongniartii, que es visible al tefiir de rojo el
cadaver de su huésped. Durante su invasion del cuerpo del insecto, el hongo agota los
nutrientes en la hemolinfa y el cuerpo graso (Boucias & Pendland 1998 ). Ademas, produce
sustancias toxicas como beauvericina, beauverina, bassianolido, isarolido, acido oxalico y
pigmentos como benzoquinona, oospereina, tenelina, bassianina (Kucera y Samsinakiva,
1968; Burgues, 1981); (Domsch y Gams, 1993) en (Tapias & Dussan, 2000).

Los pigmentos producidos por B. bassiana, principalmente rojo y amarillo, son
relevantes en el proceso patogénico contra insectos y tienen propiedades antivirales,
citotoxicas y antimicrobianas contra bacterias de interés clinico y hongos fitopatégenos
(Guadalupe et al., 2020).
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Cabe resaltar que posiblemente alguno de los metabolitos mencionados anteriormente
sean el causante de la coloracion rojiza y el amarillamiento de las larvas P. xylostella en
ambos tratamientos, como oospereina causa el color rojo y el amarillo por la tenelina o
bassianina. Por otro lado, el hongo al agotar los nutrientes presentes en la hemolinfa y el
cuerpo graso del insecto hace que esté presente una sequedad, a su vez encogimiento en su
cuerpo y posteriormente una necrosis. También otros autores como (Chintapenta et al., p.5,
2014) dicen que “La produccion de pigmentos especificos confiere a las esporas resistencia
a la radiacion ultravioleta, y a las condiciones ambientales que pueden ser perjudiciales para
el hongo” en (Guadalupe et al,, 2020). Estos pigmentos son de suma importancia porque los
insectos tienen mecanismos de defensa frente al ataque de hongos o productos de sintesis
quimica, ademas estos pigmentos hacen que las esporas tengan resistencia a diferentes
factores externos, por ejemplo Ortiz y Keyhani (2013) dicen que:

En la cuticula, los insectos promueven la liberacion de benzoquinonas, secreciones

glandulares de compuestos antifingicos volatiles como monoterpenos iridoides (epi-

crisomelidial) y salicilaldehido, péptidos antimicrobianos como [3-1,3-glucanasas,
quitinasa e inhibidores de proteasa. Ademas, la melanizacién contribuye a la
inhibicion del crecimiento de hifas y la germinacion de esporas. Ademas, la sinergia

entre acicalarse, excavar e incluso el aumento de temperatura inducido por el sol
pueden limitar la infeccion de hongos entomopatégenos (p.359).

Con lo mencionado anteriormente, cabe la posibilidad que esto pudo haber ocurrido
con las larvas de los tratamientos que tardaron mas en morir. En adicién, la muda es un factor
muy importante en algunos insectos ya que este factor puede causar que la aplicacion de
entomopatogenos no sea efectiva, como menciona (Vandenberg, Ramos, y Altre, 1998):

La muda simple puede proporcionar un medio para evitar la infeccion. Las ecdisis

rapidas en los afidos pueden ser un factor importante que contribuye a los malos

resultados en las aplicaciones de hongos entomopatdgenos y la muda en la polilla de

espalda de diamante Plutella xylostella (L.) también puede ayudar a minimizar la
capacidad de los patogenos fungicos para infectar completamente al huésped.

De igual forma, en el estudio realizado por (Vandenberg et al., 1998) donde
determinaron la respuesta a la dosis y la susceptibilidad relacionada con la edad y la
temperatura de las larvas de P. xylostella a 2 aislamientos de B. bassiana. Fue evidente que
los estadios tercero y cuarto fueron mas susceptibles que el segundo debido a que es el menos
susceptible a la infeccion, porque tiene una menor duracion de este estadio, por consiguiente,

mayor probabilidad de muda poco después de la inoculacion, y el posterior desprendimiento
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de esporas con la cuticula entre las larvas de los primeros estadios. indicando la importancia
de la muda como medio para evitar la infeccion. De acuerdo con lo anterior, en nuestro caso
se emplearon larvas de segundo estadio, lo cual, da la posibilidad de que las larvas tardaron
en presentar sintomas y posterior muerte, debido al estadio en el que se emplearon, ya que
presentaban sintomas como: coloraciones rojizas y amarillas, asi como presencia de micelio

tanto en las larvas de segundo estadio como las que lograron llegar hasta el tercer estadio.

19.1 Comparacion de las cepas evaluadas con otros autores
A continuacion, hablaremos acerca de algunos documentos en los que se utilizaron cepas de

B. bassiana con los siguientes resultados:

Se utilizo B. bassiana para el control de la broca del café H. hampei, la mortalidad en
las tres repeticiones empleadas fue directamente proporcional a la concentracion de conidias,
siendo que el 4 dia posterior a la inoculacion el T1, a 1x108 conidias mL™, fue el tratamiento
de mayor eficacia sobre H. hampei fue un 60,33% de mortalidad el cual llego al 96,66% dos
dias después, los T2, T3y T4 de 1x107, 1x10°y 1x10°, en el cuarto dia registraron 31,66%,
10,66% y 0%y a los 2 dias 60,33%, 46% y 12,33% (Fernandez, 2020).

En esta investigacion de (Romo, 2020) se evaluaron tres cepas de B. bassiana para
el control del pulgén Neotoxoptera formosana Takahashi utilizado como insecto modelo,
este se encuentra en la cebolla y otras especies de la familia Alliaceae. ElI hongo fue
propagado en un medio de arroz y un caldo nutritivo. La concentracion de esporas fue de
1x107. La cepa 3 result6 ser mas efectiva en relacion con las otras 2, la cepa 3 causo un
89.10% de mortalidad a los 7 dias del estudio.

En el caso de lepiddpteros como P. xylostella (Correa et al., 2014) menciona que la
mayor mortalidad producida por B. bassiana fue Bb9205 (95,33%) estaba a una dosis de
1x10°con/cm? 15 dias después de la inoculacion, la interaccion entre la dosis y el tiempo de
B. bassiana, ademas tiene patogenicidad fangica que se caracteriza por un aumento gradual
de la mortalidad con un tiempo de exposicion prolongado. Sumando a esto, las
concentraciones de 1x10°con/cm? son bajos para causar un porcentaje de mortalidad superior

al 60% en P. xylostella; por lo tanto, recomiendan el uso de concentraciones superiores a
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1x10%con/cm?para producir una mortalidad del 80%. Este estudio demuestra que se puede
obtener una alta mortalidad a dosis bajas, dependiendo de la especie y cepa del hongo
entomopatogeno. Lo cual es muy cierto debido a que en nuestro ensayo la cepa comercial a
dosis superiores de 10° se lograron mortalidades de un 100% en un menor tiempo, asi mismo
con la cepa colectada en campo 10*Y 10° generaron mortalidades de un 92% superiores al
estudio mencionado anteriormente, de igual forma hace evidente que dependiendo de la
especie y la cepa de hongo se van a obtener diferentes porcentajes de mortalidad.

En el caso de (Fernandez et al., 2003) usaron 17 diferentes aislamientos nativos de B.
bassiana y 3 productos comerciales, donde el aislamiento que causé la mortalidad mayor fue
CLS 029, con 97,83%, seguido de los aislamientos CLS 003, CLS 018, CLS 014 y el
producto comercial Bauveril con 82,61%, 71,74%, 65,22% y 63,04%, respectivamente.
También mencionan que, de presentarse esporulacion en condiciones de campo, los insectos
muertos por el hongo aumentarian el inoculo inicial aplicado, convirtiéndose en
multiplicadores del microorganismo (Vahos et al.,1998) en (Fernandez et al., 2003), seguido
de que el aislamiento proviene del mismo insecto sobre el cual se desea conocer su efecto, es
mas patogénico que los aislamientos de hongos obtenidos de insectos diferentes, ya que
puede existir cierta especificidad entre el hongo y su huésped. Con todo lo anterior, en nuestro
caso al realizar el aislamiento del adulto de P. xylostella inoculado con el suelo de los
Tanques, se podria decir que por esa razon el aislamiento de la cepa colectada en campo
presento una buena mortalidad sobre la polilla a diferencia de otros estudios en los que se

utiliz6 cepas nativas de B. bassiana.

Otros estudios que hablan sobre la mortalidad causada en algunos lepidépteros con el

uso de B. bassiana.

Los porcentajes de mortalidad causados a larvas de segundo instar larval de P.
xylostella, de la cepa colectada en campo de B. bassiana arrojaron resultados entre el 92% y
100% de mortalidad, lo cual coincide con los datos obtenidos por Garcia-Gutiérrez et al
(2020) quienes confirmaron en laboratorio la patogenicidad de un aislamiento nativo de B.
bassiana sobre larvas del segundo instar de H. virescens quienes causan 90-100% de

mortalidad de larvas.
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Las CLso para cada una de las cepas estudiadas de B. bassiana fueron: la CLso para la
cepa comercial es de 34.659 UFC/mL y para la cepa colectada en campo fue de 118.342
UFC/mL. Estos resultados indican que la cepa comercial de B. bassiana es mas letal para las
larvas de P. xylostella a diferencia del trabajo realizado por Villegas-Rodriguez etal., (2107)
quienes evaluaron la susceptibilidad del psilido de la papa a dos cepas comerciales y dos
nativas de M. anisopliae y B. bassiana, al realizar una comparacion entre las cuatro cepas de
los hongos evaluados, con respecto a su CLso la cepa comercial de B. bassiana es la méas
virulenta, aproximadamente 21 veces mas que la cepa nativa de M. anisopliae, y cuatro veces
méas que la comercial del mismo; contrastando con la cepa colectada en campo de B.

bassiana, ésta resultd no ser muy diferente de la cepa comercial.

20. Plantas hospederas

Ham)(D. Don), C Manzanilla de Castilla (Matricaria chamomilla L.) y D Ortiga menor
(Urtica urens L.).

Durante la recolecta de adultos de Plutella xylostella L. en el cultivo de repollo
morado Brassica oleracea var. capitata f. rubra, fue evidente que el adulto presenta habitos
nocturnos, por lo cual, en el dia buscaba plantas hospederas para alojarse en ellas de la
radiacion solar. Ademas, esto nos permitio conocer los habitos del adulto en el dia para lograr

generar mayores capturas de adultos con la ayuda de la jama.
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21. Enemigos naturales

Las larvas que fueron recolectadas en la Escuela Normal Superior de Pamplona
fueron depositadas en frascos de vidrio transparentes colocandoles como tapa, una malla o
toldillo para su oxigenacion. Conjuntamente, algunas de las larvas que fueron recolectadas
del envés de las hojas de la roseta del repollo, presentaban un color verde brillante y estaban
hinchadas, por lo cual se dejaron en diferentes frascos para descartar si se trataba de un
parasitoide o de un depredador. Por consiguiente, encontramos que las larvas de color verde
brillante se trataban de un depredador de la familia Syrphidae. Asi mismo, en los otros frascos
con larvas y pupas recolectadas en su interior emergieron adultos del parasitoide Diadegma
insulare Cresson. tanto hembras como machos, que fueron identificados por el Ph.D. en

Entomologia Humberto Giraldo Vanegas.

Figura 11. A-B larvas y depredador de Syrphidae. C-D parasitoide Diadegma insulare
Cresson.
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En promedio D. insulare, puede parasitar del 70 al 90 % de las larvas de Plutella
xyloestella (L.) y las larvas parasitadas consumen entre un 35y un 80 % menos de alimento
que las larvas no parasitadas y en América del Norte, el parasitismo por D. insulare que a
veces supera el 80% para el cuarto estadio y el 50% para el tercer estadio (Keddie et al.,
2007).

22. Conclusiones

En el suelo sin intervencion agricola ubicado en Los Tanques, se logré recolectar el
hongo de interés de estudio, conjuntamente, en la caracterizacion macroscopica de la cepa
colectada en campo de B. bassiana. se observo que los aislamientos presentaron colonias con
micelios de aspecto algodonoso color blanco, con superficie semielevada, ademas estas
colonias se tornan amarillentas y cremosas, pero al voltear las cajas de petri se pueden
observar tonalidades rojizas al centro y amarillento alrededor. En la caracterizacion
microscopica los conidios observados fueron lisos, redondeados a ovoides y el tamafio de los

conidios de los 2 aislamientos oscilé en 2,20-2,95 x 1,96-2,39 pm.

Con respecto a la mortalidad de la cepa comercial de B. bassiana. se detectaron
diferencias significativas, generandose dos grupos; asi: el primer grupo conformado por el
testigo con 4,00% de mortalidad y un segundo grupo constituido por las concentraciones 104,
10°, 108, 107, 10% y 10°, las cuales causaron el 100% de mortalidad de las larvas de segundo

instar de P. xylostella.

Las mortalidades para la cepa colectada en campo presentaron que en las
concentraciones 10°, 107, 108 y 10°, causaron el 100% de mortalidad y 10, 10° causaron el

92% de mortalidad, y el testigo absoluto present6é una mortalidad del 4%.

Los resultados obtenidos en las pruebas para encontrar la CLsg, arrojaron que la cepa
comercial es de 34.659 UFC/mL; la CLso; para la cepa colectada en campo fue de 118.342
UFC/mL

Con los TLso de todas las concentraciones probadas de la cepa comercial de B.
bassiana. se determind que la concentracion de 10° UFC/mL mata al 50% de la poblacion a

las 35 horas; mientras que la concentracion 10* a las 111 horas. Ademas, para la cepa
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colectada en campo la concentracion de 10° UFC/mL mata al 50% de la poblacion a las 53

horas; mientras que 10 la causa a las 73 horas.

Con todo lo anterior se puede decir que las dos cepas estudiadas presentan excelentes
resultados para el control de P. xylostella, pero que la cepa Comercial de B. bassiana. es mas
efectiva para el control de la plaga en comparacion con la cepa colectada en campo; que en
concentraciones 10*y 10° presenta mortalidades de un 92% a diferencia de la comercial que
en todas sus concentraciones causd mortalidades del 100%. Sumado a esto, los resultados
obtenidos pueden indicar que la poblacion de P. xylostella colectada en el Colegio Normal
Superior de Pamplona es muy susceptible a concentraciones de B. bassiana, tanto altas 0 mas
bajas de la recomendada por la cepa comercial.

23. Recomendacion

Emplear el uso de entomopatdgenos como B. bassiana para el control de plagas, como
el lepiddptero Plutella xylostella (L.) ya que presenta una efectividad en laboratorio del 1200%
con el uso de cepas tanto comercial como colectada en campo, con la finalidad de ser
empleados en el campo.

Es de suma importancia que se genere continuidad de la presente investigacion,
desarrollando pruebas en campo, en donde se evalué la efectividad de las diferentes cepas de
Beauveria sp., frente al control de P. xylostella en el municipio de Pamplona.

La basqueda de nuevas alternativas ecoldgicas para el control de P. xylostella
permiten garantizar la conservacion del medio ambiente y asi mismo la obtencion de la

inocuidad de los productos para el consumo humano.

Realizar un analisis quimico que permita determinar cuales son los metabolitos
activos de la cepa colectada en campo de Beauveria sp., de esa manera poder determinar de

manera mas precisa su comportamiento de acuerdo con su produccion de metabolitos.
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