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RESUMEN

La larva de la col (Pieris brassicae, Lepidoptera: Pieridae), es una plaga importante debido a su
capacidad para defoliar grandes cantidades de cultivo. Los métodos de control con productos
quimicos de esta plaga han generado problemas a la salud humana y al medio ambiente, por lo
que se buscan alternativas de control mas sostenibles. En este contexto, se evalu6 el potencial
de control de Beauveria bassiana sola (Bb) y en combinacién en matrices de alcohol polivinilico
(Bbl), tierra de diatomea (TD), asi como la combinacion entre estos (Bbl+TD) (Bb+TD) en 90
larvas de P. brassicae inoculadas por aspersion, 60 larvas de Galleria mellonella inoculadas por
aspersion y 30 por inmersion. Previo al experimento, se evalu6 la viabilidad de las cepas de B.
bassiana en laboratorio, y eligio una de tres marcas comerciales de tierra de diatomea evaluadas
de acuerdo con el dafio hecho sobre la piel de 15 larvas de G. mellonella. Cuatro dias después
de la inoculacion de los tratamientos las larvas mostraron manchas sobre la cuticula, y el mayor
numero de manchas por larva se obtuvo con el tratamiento Bb+TD el cual tuvo una media de
7.22, sequido del tratamiento Bbl+TD con una media de 6. La mortalidad mas alta en larvas de
P. brassicae fue 42.1% con el tratamiento Bbl+TD a las 120h de inoculacion, mientras que la
mortalidad mas alta en larvas de G. mellonella fue 70.1% con el tratamiento Bb a las 120h de
inoculacion. En este estudio también se pudo observar que el método de inoculacion por
aspersion del tratamiento Bb+TD causé mayor dafio sobre la piel a diferencia del método de
inmersion, sin embargo el porcentaje de mortalidad en G. mellonella fue mayor con el
tratamiento de conidios en agua destilada aplicados por inmersion, asi mismo se puede observar
la susceptibilidad de G. mellonella en comparacion con P. brassicae de acuerdo a los
tratamientos aplicados, dichos aspectos se deben de tomar en cuenta para la formulacién de
productos a partir de hongos entomopatdgenos y tierra de diatomea.



ABSTRACT

The cabbage worm (Pieris brassicae, Lepidoptera: Pieridae), is an important pest because it has
ability to defoliate large amounts of crop. Control methods with chemical products in this pest
have generated problems for human health and environment, therefore, more sustainable control
alternatives are sought. In this context, the potential control of Beauveria bassiana alone (Bb),
in combination with matrices of polyvinyl alcohol (Bbl), diatomaceous earth (TD), as well as
the combination of them (Bbl+TD) (Bb+TD) was evaluated. For this experiment, 90 worms of
P. brassicae, and 60 worms of G. mellonella were inoculated by spray and 30 worms of G.
mellonella were inoculated by immersion, but prior to the experiment, the viability of the B.
bassiana strains was evaluated in the laboratory, and one of three brands of diatomaceous earth
was evaluated according to damage caused on the skin of 15 G. mellonella worms. Four days
after the inoculation of the treatments belonging to experiment, the larvae showed spots on the
cuticle, and the highest number of spots per larva, was obtained with the Bb+TD treatment,
which had a mean of 7.22, followed by the BbI+TD treatment (Means 6). The highest mortality
in P. brassicae worms was 42.1% with the Bbl+TD treatment at 120h after inoculation, while
the highest mortality in G. mellonella worms was 70.1% with the Bb treatment at 120h after
inoculation. In this research it was possible to observe that the spray inoculation method of the
Bb+TD treatment caused greater damage on the skin in comparison whit the immersion method,
however the percentage of mortality in G. mellonella was higher with the conidia treatment (Bb)
in distilled water applied by immersion, also the susceptibility of G. mellonella can be observed,
in comparison with P. brassicae according to the treatments applied, these aspects must be
considered for the formulation of products using entomopathogenic fungi and diatomaceous

earth.



l. INTRODUCCION

La col es una de las hortalizas con mayor relevancia en zonas como el Caribe y América central,
asi mismo con gran importancia economica por ser una de las cruciferas de mayor consumo
(Mujica et al., 2009), tan solo en México se producen hasta 204 mil toneladas al afio (SIAP,
2019). Sin embargo, es susceptible al dafio por especies de lepiddpteros, entre las que destacan
larvas de Pieris brassicae; esta plaga es capaz de devorar gran cantidad de hoja, perdiendo

cantidades importantes de produccion (Abbas et al., 2021).

En la Gltima década se ha dado una especial importancia al manejo ecolégico del suelo y su
nutricion, reconociendo fuertemente a la produccidn organica en paises de Latinoamérica, Asia
y Europa debido a su contribucion al desarrollo sustentable y econémico (Gomez &
Schwentesius, 2015), junto con la eliminacion del uso de productos quimicos, conservando la
calidad y fertilidad del suelo. Por parte, el uso excesivo de plaguicidas ha dejado un impacto
negativo en el ambiente, contribuyendo indirectamente a la eliminacion de enemigos naturales
de plagas (Del Puerto et al., 2014). Por estas razones en los Gltimos afios se ha puesto especial
atencion en el uso de microorganismos entomopatdgenos, capaces de provocar infeccion al
insecto plaga hasta su muerte (Pacheco Hernandez et al., 2019), demostrando tener efectos
significativos en el control de un amplio espectro de especies que dafian los cultivos (Bacca &
Lagos, 2014).

Las especies de Beauveria bassiana son hongos entomopatdgenos con gran potencial en el
manejo de distintas plagas de insectos, debido a la biosintesis de diversos compuestos
ciclopeptidos, los cuales actian con virulencia fangica eficaz (Wang & Wang, 2017). No
obstante, estos microorganismos entomopatdgenos se ven afectados por diversos factores, tales
como temperatura, humedad y radiacion solar al aplicarlos en condiciones de campo. Por ello,
deben ser formulados de manera que potencialice su eficacia, y para lograrlo se utiliza la
retencion de estos hongos en matrices inmovilizadoras que protegen las esporas de estos factores

ambientales, prolongando su esperanza de vida al aplicarse en campo (Azamar, 2018).

Por otra parte, el uso de aditivos en los productos de control bioldgico tiene una gran importancia
ya que incrementa su eficacia en las formulaciones, uno de estos productos utilizados la tierra
de diatomea, que son cristales formados de microfésiles de algas y que causan lesiones sobre el

cuerpo de los insectos (Losic & Korunic, 2018), sin embargo, se conoce poco sobre el efecto
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conbinado de la tierra de diatomea con matrices de Beauveria bassiana para el control de
diferentes plagas. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto
de tierra de diatomea en combinacion con el hongo entomopatogeno Beauveria bassiana
inmovilizado en matrices de alcohol polivinilico, como agente de control biolégico de Pieris

brassicae en cultivos de col.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la eficacia de la tierra de diatomea junto con matrices inmovilizadoras de conidios de

Beauveria bassiana en el control biologico de Pieris brassicae en plantas de col.

2.2. Objetivos especificos

e Evaluar el dafio ocasionado por la tierra de diatomea sobre la piel de Pieris brassicae.

e Determinar el porcentaje y tiempo de emergencia de conidios de Beauveria bassiana
contenidos en matrices inmovilizadoras de alcohol polivinilico sobre la cuticula de Pieris

brassicae.

e Determinar el tiempo y porcentaje de mortalidad de Pieris brassicae después de aplicar los

conidios de Beauveria bassiana encapsulados y los cristales de diatomitas.



1.  HIPOTESIS

La combinacién de conidios de Beauveria bassiana inmovilizados en matrices alcohol
polivinilico y tierra de diatomea logran potencializar la infeccion a través de la cuticula de larvas

de Pieris brassicae, en cultivo de col.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Importancia del cultivo de col en México

El origen de la col segiin Diaz (2019) es variado encontrandose en formas silvestres en zonas
litorales como las costas. Es una planta que requiere estaciones himedas y frias de 15 a 18 °C
para mejor desarrollo, sin embargo, es capaz de establecerse tanto en la temporada otofio-
invierno como primavera-verano siendo sensibles Unicamente a la sequia (Zamora, 2016). En
términos generales, la col es una crucifera perteneciente a las hortalizas con gran adaptabilidad,
posee un tallo que desarrolla una altura entre 1 y 1.4 m del cual se originan hojas anchas, esta
especie registra alrededor de 300 géneros y se caracteriza por que la inflorescencia es consumida
antes de llegar a la madurez. En la actualidad es un cultivo de alto consumo mundial, de acuerdo
a la FAO (2021) al afio se producen aproximadamente 70 millones de toneladas sobre una
superficie de 3.8 millones de hectareas alrededor de 150 paises. Tan solo en México de acuerdo
con el SIAP en el afio de 2019 se obtuvo una produccion de 214 mil toneladas con una superficie
de mas de 6 mil hectareas sembradas de las cuales el estado con mayor participacion fue Puebla
con 1700 ha sembradas y 73000 t producidas (CEDRSSA, 2020). Su mercado principal es de

exportacion y se consume generalmente en fresco o en conservas.

4.2. Importancia de la agricultura organica en México y en el mundo.

Segun la FAOQ la agricultura organica es un sistema de produccion que se preocupa por el estado
y salud de los suelos. Se basa en procesos ecoldgicos y ciclos que se adaptan a condiciones
locales del cultivo, mas que en la implementacion de insumos que provocan efectos adversos al
suelo y a la salud humana (NIFA, 2020).

Actualmente, la agricultura organica contintia creciendo, tan solo en el afio 2019 se colectaron
35.1 millones de ha en 187 paises y las tierras destinadas a esta practica en este afio alcanzaron

el maximo histérico (Willer, 2021).
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En Latinoamérica, la produccién orgéanica ocupa el tercer lugar con 8.3 millones de ha
sembradas, y de acuerdo con datos de SADER, México registra una superficie cultivada que
paso en los dltimos 10 afios de 86 mil a casi 400 mil hectareas en las que se cultivan mas de 45
productos organicos, y donde las hortalizas ocupan cerca de 35,969 ha que representan mas del

10% del total de hectareas con productos organicos cultivados (Gonzélez, 2017).

Las principales entidades con produccion agricola organica en el pais son: Chiapas, Oaxaca,
Michoacan, Chihuahua y Guerrero. No obstante, debido al poco apoyo a la comercializacion
por parte de los gobiernos, asi como al cambio de habitos de consumo y una creciente demanda
en paises del primer mundo, México exporta casi el 90 % de su produccién a mercados como
Europa, Canada, Suiza, Estados Unidos y Japon (PROFECO, 2018).

4.3. Plagas importantes de la col

El cultivo de col es atacado por varias plagas, entre las que se encuentran; palomilla dorso de
diamante (lutella xylostella), el pulgén harinoso de la col (Brevicoryne brassicae) y la mariposa
de la col (Pieris brassicae), ésta Gltima causa intensas defoliaciones al alimentarse del tejido
foliar (Webb et al., 2017).

4.3.1. Dafios ocasionados por mariposita de la col (Pieris brassicae)

La mariposita de la col (Pieris brassicae) es un lepidoptero nativo de Europa, y representa una
de las plagas méas importantes de la familia Brassicae. EI macho es de color blanco con una
mancha oscura en la esquina superior de sus alas anteriores, mientras que la hembra, ademas de
la mancha posee 2 puntos negros en sus alas anteriores. Los adultos aparecen en primaveray es
cuando la hembra deposita los huevos en el envés de las hojas y en tallos, una vez eclosionados
surgen las larvas, que en su primer estadio se pueden encontrar en grupos sobre una misma hoja,
produciendo gran dafio sobre los tejidos de la planta, ademas de afectar la cosecha de forma
indirecta produciendo dafio al dejar restos de excrementos sobre la misma (Springolo et al.,
2021).
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4.3.2. Meétodos de control de Pieris brassicae

Uno de los mayores factores que limitan la produccién de col son las larvas de mariposita que
Ilegan a infestar cultivos enteros. En este sentido, algunos de los métodos mas empleados para
su control son insecticidas quimicos (Askary & Ahmad, 2020), préctica que ha sido utilizada
por productores debido a la compatibilidad y eficacia de muchos de ellos, entre los que destacan
thiamethoxan y pyriproxyfen (Sajjad et al., 2017). No obstante, estos insecticidas tienen efecto
adverso y provocan dafios al medio ambiente, resistencia en insectos y toxicidad. Sin embargo,
como una alternativa més viable existen organismos entomopatogenos letales de plagas de
insectos, seguros para los humanos, faciles de aplicar y no causan dafios colaterales al medio

ambiente (Romero et al., 2020).

4.4. Control bioldgico Beauveria bassiana

Una de las mejores propuestas de control bioldgico en cultivo de la col es con el hongo
entomopatogeno Beauveria bassiana que crece de forma natural en suelos de todo el mundo.
Su modo de accion empieza cuando el conidio es depositado en la superficie de la cuticula del
hospedero (Azamar, 2018). Posteriormente las esporas inician el desarrollo del tubo
germinativo, el cual le permite fijarse a la superficie del insecto. Sin embargo, para una
germinacion efectiva se requiere humedad relativa de 92 % y temperatura entre 23 y 25 °C
(Pensamiento & Duran, 2018). Después de que el hongo logra ingresar a través de las partes
blandas del insecto, empieza a ramificar sus estructuras colonizando todas las cavidades y se da
la produccidn de toxinas como Beauvericina que ayuda a romper el sistema inmunoldgico del
patdgeno, lo que facilita la invasion del hongo a todos los tejidos (Utus, 2017). Todo lo anterior
lleva a la muerte del insecto que puede ocurrir de los tres a cinco dias, dependiendo de la
virulencia del hongo y estadio del insecto (Rivas, 2020). Las esporas de Beauveria bassiana son
capaces de permanecer en el cultivo por varios ciclos del cultivo y para poder proliferar debe
sincronizar su ciclo de vida con las etapas del insecto huésped. Actualmente se ha estudiado el
efecto de los conidios de este hongo en plagas de la familia Pieris, como reportan Ding & Lai,
(2018) obtuvieron una infeccion de més del 83 % en ensayos utilizando siete cepas de Beauveria
bassiana, corroborando de esta manera su capacidad de virulencia debido a la proliferacion de

micelio y toxinas producidas dentro de la larva.
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4.5. Importancia de los formulados

La formulacion de productos insecticidas es un proceso que entrampa alguna sustancia de
interés, comunmente llamado ingrediente activo, dentro de otra sustancia de material inerte
como lo son algunas sales, adherentes, aditivos, dispersantes, surfactantes, entre otros, las cuales
incrementan las propiedades deseables de la formulacion y facilitan su aplicacién en campo
(Huerta, 2018).

Los agentes dispersantes son tensioactivos imprescindibles en formulaciones agricolas,
utilizados con el fin de conseguir las caracteristicas y aspecto idoneos para el propdsito que se
le desea dar (Nieto, 2017). EI modo de accién de los surfactantes consiste en reducir la tensién
superficial de las gotas de aspersion, lo que permite extenderse mayormente sobre las hojas,
disminuyendo la cantidad de rebote de las gotas al ser aplicadas. Por otro lado, los adherentes,
como su nombre indica ayuda en la adherencia de las gotas sobre la planta bajo condiciones con

viento, lluvia o por accion mecéanica (Céaceres, 2017).

Las ventajas de utilizar productos formulados a base de hongos entomopatdgenos, es que
proveen de un microambiente déptimo para el microorganismo durante su periodo de
almacenamiento, manteniendo su metabolismo bajo. Las formulaciones que sobresale en el
mercado es la formulacidn seca o polvo, esta utiliza un vehiculo de origen vegetal o mineral que
favorece la distribucion de conidios al momento en que se aplique en campo, evitando la
humedad manteniendo a las cepas latentes y viables hasta su aplicacion (Gonzalez-Cadena,
2020). Su impacto es tal, que de estos microorganismos se han creado mdltiples productos

comerciales (Cuadro 1), los cuales han probado ser efectivos como bioincecticidas.
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Cuadro 1. Productos a base de hongos entomopatdgenos utilizados para el control bioldgico

Producto Hongo Entomopatdgeno Pais
Botanigard® B. bassiana Chile
Pae-SIN® P. fumosoroseus México
Bea-SIN® B. bassiana México
Metaquino® M. anisopliae Brasil
Mycar® H. thompsoni USA
Mycotal® V. lecanii Holanda
B. bassiana
Micobiol® HE M. anisopliae Colombia
L. lecanii
H. thompsonii
Vertisol® Verticillium spp. Colombia
Couch® L. giganteum USA

(Motta-Delgado & Murcia-Ordoiiez, 2011)

4.6. Usos de la tierra de diatomitas como potenciador del hongo Beauveria bassiana

La tierra de diatomea es un mineral que se extrae de rocas sedimentadas siliceas que se forman
por la acumulacion de fésiles de diatomeas, algas unicelulares presentes en practicamente todos
los habitats. Su uso se deriva de su actividad insecticida, ya que causa efecto sobre la movilidad
y mortalidad en la mayoria de las especies de insectos plaga (Ganime et al., 2020). Estos fosiles
de alga se adhieren al cuerpo del insecto, provocando cortes sobre la cuticula hasta su eventual
muerte por deshidratacion.

Las particulas de esta tierra, asi como su concentracién son los parametros mas criticos que
definen el desempefio como insecticida, es por ello, que se han realizado estudios de su eficacia
en conbinacion con bacterias y hongos para potenciar al ingrediente activo. Como menciona
Wakil et al., (2021) en un estudio, donde combinaron tierra de diatomea con el hongo Beauveria
bassiana y lograron potenciar su efectividad al inmovilizar al insecto y provocar dafios sobre la

cuticula, facilitando la entrada de los conidios fungosos y finalmente causando su muerte.
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4.7. Inmovilizacion de conidios en alcohol polivinilico como potenciador del ingrediente

activo

Uno de los principales problemas que enfrentan los productos formulados a base de hongos
entomopatogenos es mantener la viabilidad del ingrediente activo y garantizar la infeccion de
los insectos plagas, es por eso que la encapsulacion, es uno de los métodos mas empleados para
el manejo de microorganismos, y ha existido desde hace méas de 70 afios (Carrera, 2017). Su
objetivo principal es crear una matriz que proteja la integridad del conidio ante diversas
condiciones ambientales. Para la encapsulacion de conidios se tiene conocimiento de diversos
materiales naturales como son cascaras de frutos, y algunos biopolimeros que involucran la
gelificacion como quitosano, agar, almidén, celulosa, pectinas, alginato y alcohol polivinilico
(Przyklenk et al., 2017), este ultimo es un biopolimero que se encuentra en las algas y que mas
se utiliza en la inmovilizaciéon de microorganismos, ya que comprende la retencion de células
metabolicamente activas dentro de una matriz polimérica, asi mismo Chicaiza-Arguero &
Lopez-Vélez (2020) mencionan las ventajas como la separacion simple de productos en el
medio, menor inhibicién por substrato, y mayor rentabilidad. Por otra parte, Azamar (2018)
encontré mayor viabilidad y conservacion de conidios de Beauveria bassiana reteniéndolos en
matrices hechas de biopolimeros con alcohol polivinilico, conservando sus actividades

enzimaticas y pudiendo almacenarse a temperatura ambiente.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacién

El presente trabajo de investigacion se realizo en la Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias
de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, en San Juan Acateno, Teziutlan, Puebla que
se localiza a una altitud de 1617 m.s.n.m., 19°52°35” Latitud Norte y 97°22°02" Longitud Oeste,
cuenta con una temperatura promedio anual de 15°C y una humedad relativa de 80% (INEGI,
2010).

5.2.0btencion de cepa Beauveria bassiana, larva de Pieris brassicae y tierra de diatomea
5.2.1. Obtencion de Beauveria bassiana

Los aislados de Beauveria bassiana con nimero de accesion OM839761 fueron obtenidos de la
coleccion de laboratorio de biologia molecular de la Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias.
Estos se descongelaron y se tom6 una alicuota de 100 uL la cual fue colocada en medio liquido
Agar Dextrosa Sabouraud para después meterse a una incubadora marca Shel Lab a 32 °C + 2
por cinco dias o hasta que se observé crecimiento de micelio. Posteriormente, se colecté el

conidio con ayuda de una espatula y se formaron los tratamientos.

5.2.2. Obtencion de larvas

Se utilizaron 90 larvas de Galleria mellonella de altimo instar, las cuales fueron obtenidas del
Tecnoldgico Superior de Zacapoaxtla 'y 90 larvas de Pieris brassicae de Gltimo instar, las cuales
se recolectaron de un cultivo de col ubicado en la Facultad de Ciencias Agricolas y Pecuarias,

el cual fue infestado naturalmente y se llevaron a laboratorio de usos mdltiples de la Facultad.

5.2.3. Obtencion de tierra de diatomea

Esta fue adquirida con calidad grado alimenticio de origen organico micronizada, marcas:

GOSA®, Echinocactus© y Lombriz MX®© las se obtuvieron de diferentes casas comerciales.

16



5.3. Evaluacion de dafio sobre la cuticula de tres marcas de tierra de diatomea

Para la evaluacion de la efectividad de los tres diferentes tipos de tierra se determind el nimero
de formas que presentaron cada una de ellas, con la finalidad de observar si la forma de los
caparazones de las algas esta relacionada con el dafio sobre la cuticula y a su vez también
determinar cudl de estas tuvo mayor efectividad. Para esto se prepararon tres soluciones de 600
mL de cada una de las marcas a las concentraciones de 0.01 g-mL™, 0.002 g-mL, 0.001 g-mL"
! en vasos de precipitado, de las cuales tomd una alicuota de 10 pL y se colocd sobre una camara
de Neubauer y sobre ella un cubreobjetos, y con ayuda de un microscopio compuesto marca

Leyca se cuantifico el porcentaje de las formas de los caparazones de algas presentes.

Posteriormente en cada una de las concentraciones se introdujeron 10 larvas de Galleria
mellonella de ultimo instar y fueron agitadas de manera manual durante 10 segundos dentro de

la solucién (VVargas-Flores, 2003).

Después de la inoculacion las larvas se colocaron sobre trozos de Sanitas estériles humedos y
éstas a su vez en cajas Petri de 140x20 mm de capacidad. Después de haber transcurrido 48
horas de inoculacion de las larvas, se realizé un corte de piel de 5 mm? de la parte dorsal y se
sometié a un tratamiento de aclaramiento con la finalidad observar en el microscopio y

determinar el porcentaje de dafio sobre la cuticula.

5.4. Establecimiento del experimento

Una vez seleccionada la marca con mayor efectividad en dafio, se procedio al establecimiento
del experimento, el cual consté de dos apartados, uno utilizando Galleria mellonella y el otro

utilizando Pieris brassicae.

5.4.1. Experimento con Galleria mellonella

Para el establecimiento de este experimento, fueron preparados los tratamientos (Cuadro 2) de

la siguiente manera:
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Tratamiento uno: En un matraz de 1000 mL se esterilizaron 600 mL de agua destilada en una
autoclave a 120 °C por 15 minutos. Posteriormente se dejo enfriar, y de una caja Petri con
crecimiento de B. bassiana. de 5 dias de incubacién, se colectaron esporas de conidios y se
adicionaron al matraz hasta alcanzar una concentracion de 1x10° conidios por mL, y el matraz

se etiquetd con los datos correspondientes.

Tratamiento dos: En un matraz de 1000 mL se esterilizaron 600 mL de agua destilada y se
adicionaron 6 gr de tierra de diatomea marca GOSA con la cual se obtuvo una concentracion de
0.01gr/mL* y se agitd con ayuda de un vortex de la marca Hermann hasta obtener una mezcla
homogénea.

Tratamiento tres: Se pesaron 120 gr de alcohol polivinilico marca GOLDEN BELL y
afiadieron en 600 mL de agua destilada estéril contenida en un matraz de 1 L de capacidad,
posteriormente la solucion fue calentada al punto de ebullicidn para permitir que el alcohol se
disolviera, posterior a esto se esterilizé en una autoclave a 15 kpa y 121° C durante 15 minutos.
Una vez reposada la solucidn, se adicionaron conidios de Beauveria bassiana de una caja Petri
de 5 dias de incubacion hasta obtener una concentracion de 1x10° conidios por mL de acuerdo
con la metodologia descrita por Barranco Florido et al., (2009).

Tratamiento cuatro: Consistio en la combinacion del tratamiento uno mas el tratamiento dos,
con los cuales se formuld una solucion de 600 mL 1:1 contenida en un matraz de 1L de

capacidad la cual se rotul6.

Tratamiento cinco: Se establecid una combinacion del tratamiento dos mas el tratamiento tres,
con los cuales se formuld una solucion de 600 mL 1:1 contenida en un matraz de 1L de

capacidad y posteriormente se etiqueto.

Tratamiento seis: Este tratamiento sirvié como testigo y para su formacién se utilizaron 600

mL de agua destilada estéril contenida en un matraz de 1L de capacidad.
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Cuadro 2. Establecimiento de tratamientos y unidades experimentales

Tratamiento  Formulacién

1 Beauveria bassiana (Bb) 1x10 8 UFCe mL™*

2 Tierra de diatomita (D) 1 mg-mL™*

3 Beauveria bassiana inmovilizada (Bbl) 6%

A Beauveria bassiana 1 x 10 ® UFCe mL™ + Tierra de diatomita 1 mg-mL"
1(Bb+D)
Beauveria bassiana inmovilizada 6% + tierra de diatomita (Bbl+D) 1

> mg-mL?

6 Agua destilada estéril (Testigo)

mL = mililitro, UFC = Unidades formadoras de colonia, mg = miligramo.

Una vez formados los tratamientos se colocaron por separado en un aspersor marca TRUPER
de 3L de capacidad y fueron inocoluadas por aspersion diez larvas de Galleria mellonella de
ualtimo instar las cuales previamente habian sido colocadas sobre trozos de Sanitas estériles
himedos y éstas a su vez en cajas Petri de vidrio con capacidad de 140x20 mm. Adicionalmente
se inoculadas cinco larvas de las mismas caracteristicas por inmersién, de manera similar a como

se realizo en la evaluacién de dafio sobre la cuticula de tres marcas de tierra de diatomea.

Después de 24 horas de la inoculacion se determiné el porcentaje de mortalidad, y sobre la
cuticula de Galleria mellonella el tiempo, y porcentaje de emergencia de conidios de Beauveria

bassiana.

5.5. Experimento con Pieris Brassicae

De la misma forma que se prepararon los tratamientos para el experimento con Galleria
mellonella se prepararon para este experimento con Pieris brassicae. Los tratamientos fueron
aplicados con ayuda de una mochila de aspersion TRUPER® con capacidad de 3 L una presién
constante de 38 PSI.
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Se estableci6 un cultivo de col sobre un terreno de 405 m? dentro de la Facultad de Ciencias
Agricolas y Pecuarias. Posteriormente se espero el ataque natural de larvas Pieris brassicae en
el cultivo y su posterior recoleccion. Una vez recolectadas alrededor de 90 larvas se prosigui6 a
la preparacion y posterior aplicacion de tratamientos, preparados de la misma manera que en la
fase de laboratorio y a partir de las 48 horas se estuvo determinando el tiempo y porcentaje de
larvas muertas, el tiempo y porcentaje de conidios emergidos sobre la piel de la larva y el

porcentaje de dafio provocado sobre esta Ultima.

5.6. Variables a evaluar

5.6.1. Porcentaje de mortalidad de larvas

Los valores de mortalidad de las larvas fueron ajustados por la formula de Abbott, (1925) con
la finalidad de cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
posteriormente los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA).

Mortalidad corregida(%)

_ %mortalidad del tratamiento — Y%mortalidad del control 1
- 100 — % mortalidad del control x

5.6.2. Porcentaje de emergencia de conidios

La evaluacion de la emergencia de conidios se realizé dentro de los laboratorios de la Facultad
de Ciencias Agricolas Pecuarias, siguiendo la metodologia de Berlanga Padilla & Hernandez
Veldzquez, (2002). Par la cual, en cinco puntos de una caja Petri (100 x 15 mm) con agar SDA,
se marco un circulo, y sobre este se colocaron 2 pL de una suspension de 1 x 107 conidios/mL,
posteriormente se colocaron cubreobjetos y cada hora, con ayuda de un microscopio compuesto
Leyca, en cada punto se observd y registro la cantidad total de conidios, y el nimero de conidios
germinados durante las siguientes 24 horas. De este modo, se obtuvo el valor promedio de los
cinco puntos marcados, el cual representa la tasa de emergencia (porcentaje/hora). Se considero
como conidio emergente aquel que presento una longitud del tubo germinativo al menos del

tamano del conidio.
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El porcentaje de conidios germinados se calculé mediante la ecuacion:

L Numero conidios germinados
% germinacion = - — x100
Numero total de conidios

5.6.3. Tiempo de emergencia de conidios

De acuerdo con la metodologia de porcentaje de emergencia de conidios se obtuvo el numero

de conidios germinados/hora registrando ambos datos a la par.

5.7. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el paquete estadistico SAS version 9.0 para Windows, asi
mismo se comprobd que los datos siguieran una distribucion normal. En la evaluacion de marcas
de tierra de diatomea se utiliz6 un disefio factorial para conocer el efecto producido por las tres
marcas de tierra, simultaneamente con tres concentraciones de cada una de ellas y se eligio la
mejor marca comercial de tierra de diatomea con una prueba de comparacién de medias Tukey

con un o=0.05.

En la primera evaluacion con Galleria mellonella se determind si existio variabilidad entre los
tratamientos sobre el dafio cuticular y mortalidad de larvas con una prueba de comparacion de
medias Tukey con un a= 0.05, asi mismos se determind si existié relacién con una prueba
correlacion de Pearson entre los resultados de dafio sobre la cuticula del insecto y mortalidad de

larvas con el porcentaje de formas encontrados en cada una de los tratamientos.

Para la segunda evaluacion con Pieris brassicae se determind si existio varianza significativa
del porcentaje de larvas muertas y se determiné el tratamiento con el mejor efecto con una

prueba de comparacion de medias Tukey con un a=0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1. Dafo ocasionado por tres marcas de tierra de diatomea sobre la cuticula de Galleria
mellonella.

6.1.1. Cantidad de formas de caparazon de algas presentes con respecto a la marca de
tierra de diatomea.

Los resultados del andlisis estadistico no indicaron diferencias significativas entre las marcas y
concentraciones de caparazones de tierra de diatomea. Sin embargo, la marca de tierra que tuvo
una media mas alta de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05) en cuanto a cantidad de formas
de caparazones de algas fue la marca Echinocactus a la concentracion 0.01 g/mL, seguida de la
marca Gosa a la concentracion 0.01 g/ml, mientras la marca con menor presencia de caparazones

de alga fue marca lombriz a concentracion 0.001 g/mL (Figura 1).

En este mismo sentido se encontré que la concentracion con la media mas alta de formas de
caprazones de algas para todas las marcas fue la concentracién 0.01 g/mL, mientras que la media
mas baja la tuvo la concentracion 0.001 g/mL (Figura 2). Este resultado es normal, ya que al
subir la concentracion de particulas se incrementa la cantidad de formas de caparazones

dependiendo de la marca.

Media de frecuencia vs Marca

3.5
a

3

25 a
< 2
Q15 b
=

0 T
05 GOSA Echinocactus Lombriz MX

MARCA

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05);
Coeficiente de variacion (CV) =53.4

Figura 1. Media de frecuencia de cantidad de formas de caparazones de algas de
acuerdo a marca de tierra de diatomea.
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Media de frecuencia vs Concentracion

MEDIA

05 0.01 gr/mL 0.002 gr/mL 0.001 gr/mL
CONCENTRACION

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05);
Coeficiente de variacion (CV) = 27.4

Figura 3. Media de frecuencia de cantidad de formas de caparazones de algas
de acuerdo con la concentracion de tierra de diatomea.

De acuerdo con Arnaud etal., (2005) encontraron resultados similares al aplicar distintas
formulaciones de tierra de diatomea a distintas concentraciones, corroborando que a mayor

concentracion, mayor es el dafio provocado en el insecto.

6.1.2. Descripcion las formas de caparazon presentes en las tres marcas de tierra de

diatomea.

Se encontraron 5 formas de caparazones de tierra de diatomea en total, las cuales fueron variadas
entre ellas, la marca Gosa presentd dos formas de caparazones. La primera de forma fue radial

con borde liso (RB) y la segunda de forma radial sin borde (RSB) (Figuras 3a y 3b). La marca

Echinocactus que presento dos formas de caparazones una en forma de varilla (V) y otra en
forma de elipse (E) (Figuras 3c y 3d).
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Figura 5. Formas de caparazones de algas presentes en tres marcas de tierra de diatomea. (A)
Forma radial con borde liso RB. (B) Forma radial sin borde RSB. (C) Forma de varilla V. (D y E)
Forma de elipse E.

Por otro lado, el andlisis estadistico del namero de formas de caparazon encontradas indico
diferencias significativas entre estas (P<0.05), la media de frecuencia més alta fue la forma
Radial con Bordo (RB), seguida de la forma Radial sin Bordo (RSB), ésta Ultima siendo

diferente a su vez de la forma Elipse (E) cuya media fue la menor (Figura 4).
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Media de frecuencia vs Forma de caparazon
de alga

a
b
b
- - C
RB RSB v E

FORMAS DE CAPARAZON

N

MEDIA DE TRATAMIENTO
[

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05);
Coeficiente de variacion (CV) = 14.5

Figura 6. Media de frecuencia de acuerdo a las formas de caparazones
encontradas, medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

De acuerdo con Colin et al., (2013) los patrones de los caparazones son especificos y se
encuentran determinados genéticamente, de esta manera podremos tener una amplia variedad
de formas en la tierra de diatomea y dependiendo de esta se tendrd mayor o menor efectividad.
Asi mismo, Nattrass et al., (2015) mencionan que la variabilidad de formas de caparazones
presentes en la tierra de diatomea también depende del lugar de donde fueron extraidas.

6.1.3. Relacién entre el porcentaje de manchas sobre la cuticula de Galleria mellonella 'y

la cantidad de formas presentes de acuerdo con la marca de tierra de diatomea

Se observo bajo microscopio éptico a 40X presencia de manchas como signo de dafio provocado
por los caparazones de las tres marcas de tierra, encontrando en mayor cantidad debajo del
abdomen de las larvas, su tonalidad fue mayormente café oscuro y de distintos tamafios (Figura
5)
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La marca GOSA a concentracion 0.01 fue la que obtuvo un mayor porcentaje de manchas sobre
la cuticula de la larva de Galleria mellonella (100%), seguida de la marca Echinocactus a la
misma concentracion con un 77%, mientras que la que obtuvo menor porcentaje de dafio fue la
marca LombrizMX a una concentracion de 0.001 g/ml con 44% (Tabla 3). Asi mismo los niveles
de dafio encontrados podrian estar relacionados al tamafio y pureza del producto de tierra de
diatomea, lo cual es sustentado por Alves et al., (2017), ya que se observé que mientras mayor
fue la calidad y pureza mayor fue su efectividad. Sin embargo, el tamafio y pureza de particula

por si mismos no son suficientes para explicar la diferencia en eficacia de las formulaciones de

tierra de diatomea.

g .:‘ Bk P 5

Figura 7. Manchas presentes sobre cortes de cuticula de Galleria mellonella. (A) Dafig
provocado por los caparazones de algas encontrados en la marca GOSA sobre la cuticula del
abdomen. (B) Darfio provocado por los caparazones de algas encontrados en la marca
Echinocactus sobre la cuticula del abdomen. (C) Dafio provocado por los caparazones de algas
encontrados en la marca LombrizMX sobre la cuticula de la parte dorsal (D) Piel de testigo.
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Cuadro 3. Porcentaje larvas que presentaron manchas sobre la cuticula a las 120 hrs.

Marca Concentraciones (g-mL1)
comercial 0.01 0.002 0.001
GOSA©® 100% 77% 66%
Echinocactus© 77% 75% 55%
Lombriz MX© 50% 55% 44%

De acuerdo con el analisis de correlacion entre el nimero de manchas observadas por campo de
microscopio y el nimero de formas de caparazon por cada tratamiento, se obtuvo una
correlacion positiva de 0.768, mientras que el coeficiente de determinacion fue igual a R?= 0.59
(Figura 6), lo que indica una correlacion débil entre las variables, lo cual puede observarse en

la linea de tendencia.

27
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Figura 9. Correlacion entre el nimero de formas de caparazones de algas presentes en tres
marcas de tierra de diatomea y el porcentaje de manchas presentes sobre la cuticula de Galleria
mellonella.

A diferencia de Zeni et al., (2021) quienes encontraron que los caparazones con formas agudas
causan mayor dafio sobre la piel de insectos, en este estudio el mayor dafio sobre la cuticula de
Galleria mellonella se obtuvo con la tierra con mayor cantidad de caparazones de formas
radiales, esto puede deberse al tipo de contacto que se establece entre la superficie de los
caparazones radiales y la piel del insecto, asi como mencionan entre mas uniforme es el relieve
de las particulas de tierra mayor sera la adherencia a la cuticula del insecto. Al respecto
(Korunic, 1998); (Korunic, 2013) menciona que ademas de la forma, la uniformidad y el pH
intervienen de igual manera en la eficacia del producto y esta Ultima varia desde las 300 a las
1000 ppm aumentando mientras aumenta la concentracion, y depende del tipo de insecto que se

esté controlando.
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6.2. Porcentaje y tiempo de emergencia de conidios de Beauveria bassiana como resultado
de los tratamientos sobre la cuticula de Galleria mellonella.

Debido a la poca visibilidad de conidios adheridos a la piel de Galleria mellonella no se pudo
calcular el porcentaje de germinacién, sin embargo, se pudieron observar que algunas larvas

presentaron emergencia de conidios de Beauveria bassiana (Figura 7a y 7b). De este modo se

pudo confirmar que existid infeccion a través de la piel de la larva, debido a que se presentd
micelio a partir de las 48h de inoculacién (Figura 7c y 7d).

Figura 11. Presencia de Beauveria bassiana sobre la piel de Galleria mellonella. (A'y B) Conidios|
emergidos sobre la piel de Galleria mellonella a las 48h. (C) Presencia de micelio en la base de las|
propatas de Galleria mellonella. (D) Micelio de Beauveria bassiana después de 72h de inoculacion.
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No obstante, a pesar que no se logré calcular el porcentaje de emergencia de conidios, se observo
el numero de manchas provocadas por los tratamientos formulados, encontrando diferencia
estadistica significativa entre tratamientos (FacA) con respecto al nimero de manchas presentes
(P <0.01) (Figura 8) y de acuerdo con la comparacion de medias Tukey, el mejor tratamiento
fue Beauveria bassiana + Tierra de diatomea aplicado por aspersion (Bb+TD), seguido del
tratamiento de la combinacion de Beauveria bassiana inmovilizada en alcohol polivinilico y
tierra de diatomea, de acuerdo con Wakil et al., (2021) el efecto positivo de la combinacion de
tierra de diatomea y Beauveria bassiana ha sido comprobado, sin embargo, en este estudio se
observo un menor efecto de la formulacion de tierra de diatomea y Beauveria bassiana
inmovilizada en alcohol polivinilico, lo cual tiene que ver con la inmovilizacion no solo de la
espora, sino también de las particulas de tierra de diatomea que no realizan la funcion abrasiva
al evitar el contacto de su superficie con la de la cuticula del insecto, como lo afirma Liauw
etal., (2020) que las caracteristicas quimicas y fisicoquimicas de la superficie del alcohol
polivinilico influencian la union de los conidios a esta. Asi mismo estos mismos autores afirman
que los encapsulados en seco han dado buenos resultados en cuanto a la adhesion y retencién
de los conidios sobre la superficie, estas formulaciones también ayudarian a la accion abrasiva
de las particulas de tierra de diatomea sin quedar atrapadas como en las formulaciones liquidas.
Por otra parte, de acuerdo con Zeni et al., (2021) indican que la interaccion entre la superficie
de aplicacion influye en la eficacia, ya que al quedarse las particulas sobre la superficie hay
mayor contacto con esta y los insectos recogen mas facilmente estas particulas, mientras que, si
la formulacién es aplicada por inmersion, la larva no tiene suficiente tiempo y superficie para
que las particulas se adhieran a la cuticula. En este sentido el mejor tratamiento fue Beauveria
bassiana + Tierra de diatomea aplicada por aspersiéon, en la cual las particulas ademas de entrar
en contacto con el insecto entran en contacto con la superficie de la caja Petri donde se
colocaron, a diferencia de la aplicacion por inmersion donde las particulas sélo adhieren sobre

la superficie del insecto.
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Media de frecuencia vs Tratamiento (FacA)
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Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05);
Coeficiente de variacion (CV) = 26.9

Figura 12. Media de frecuencia de nimero de manchas provocadas por dafio con
respecto al tratamiento.

A si mismo se encontro diferencia estadistica significativa entre el tiempo (FacB) con respecto
al nimero de manchas presentes (P < 0.0001) y de acuerdo con la comparacion de medias

Tukey, la hora en que se presentd mayor nimero de manchas fue a las 72h (Figura 9).
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Frecuencia vs Tiempo (FacB)
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Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (P <0.05);
Coeficiente de variacion (CV) = 22.96

Figura 14. Media de frecuencia del nimero de manchas provocadas por dafio
con respecto al tiempo.

6.3. Tiempo y porcentaje de mortalidad de Galleria mellonella y Pieris brassicae después
de aplicar los conidios de Beauveria bassiana encapsulados y los cristales de diatomitas.

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad por efecto de los tratamientos en larvas de Galleria
mellonella y Pieris brassicae

Tratamiento Galleria mellonella Pieris brassicae
Sumergido  Asperjado Asperjado

T1 (Bb) 80.0% 70.1% 34.1%

T2 (TD) 10.0% 40.0% 25.0%

T3 (Bbl) 0.0% 50.1% 42.1%

T4 (Bb + TD) 40.0% 20.0% 17.0%

T5 (Bbl + TD) 40.0% 60.1% 42.1%
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De acuerdo con los resultados de porcentaje de mortalidad de larvas el tratamiento mas efectivo fue
el formulado como solucion de conidios en agua destilada (T1) mediante la aplicacidon de inmersién a
diferencia del testigo, mientras que el tratamiento de Beauveria bassiana inmovilizada en matrices de
alcohol polivinilico junto con la tierra de diatomea (T5) alcanzé Unicamente el 40% mediante la misma
aplicacion, sin embargo, al cambiar el método de aplicacién este Ultimo tratamiento incremento la
mortalidad de larvas hasta un 60% (Cuadro 4). Hasta el momento la efectividad de aislados de
Beauveria bassiana ya ha sido documentada por Ozdemir et al., (2020), asi mismo Nazzaro et al., (2012)
sefialan las ventajas del alcohol polivinilico usado como recubrimiento de diferentes materiales, por
ejemplo conidios de hongos, en las cuales se ha tenido éxito prolongando la vida util de estos (Wenzel
et al., 2017), sin embargo Zeni et al., (2021) indican que las formulaciones liquidas con la tierra de
diatomea resultan ser menos efectivas que las formulaciones en polvo. Asi mismo se pudo observar la
comparacion entre la mortalidad de las dos diferentes especies de larvas, en donde el tratamiento mas
efectivo en Pieris b. fue la formulacién de conidios de Baeuveria b. inmovilizados junto con tierra de
diatomea (T5) con un 40%, mientras que el mismo tratamiento probado en Galleria m. obtuvo hasta
un 20% mas de mortalidad. Por otro lado el tratamiento menos efectivo en ambas especies fue la

formulacion de conidios de Beauveria b. y tierra de diatomea (T4) (Figura 10).

Mortalidad por efecto de tratamientos

nT1

T2

=T3

Anillo exterior: ‘0 = T4
Pieris b. mT5

Anillo interior:
Galleria m.

Figura 15. Porcentaje de mortalidad en ambas especies de larvas a las
120h de la inoculacién de tratamientos.
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De acuerdo con Dhawan & Joshi, (2017) la méxima mortalidad en larvas de Pieris brassicae
obtenida después de diez dias de la inoculacion fue de 86.6% a una concentracion de 1x10°
conidios/mL, mientras que cuando se inoculé 1x10° conidios/mL se obtuvo una mortalidad de
30%, es decir se disminuy6é mas de la mitad en mortalidad. En este estudio se obtuvo mejor
resultado utilizando una concentracién de 1x10°, en donde la maxima mortalidad fue de 34%
después de 6 dias (Figura 11b y 11c), 4% mas considerando que la concentracion fue menor.

Asi mismo se presentd micosis producto de la esporulacion de Beauveria bassiana a traves de

la cuticula despues de los 6 dias de la inoculacion (figura 11ay 11b).

Asi mismo mayor porcentaje de mortalidad (70%) se obtuvo con larvas de Galleria mellonella,
de acuerdo con Genger & Bayramoglu, (2022) se han obtenido un méaximo de 96.54% de
mortalidad después de diez dias de la inoculacion con una concentracion de 1x10°, asi mismo
sus resultados obtenidos en mortalidad a la concentracion de 1x10° fueron de 60%, 10% menos

que los obtenidos en este estudio (Figura 11).

En este estudio se pudo observar la diferencia en mortalidad en Pieris brassicae y Galleria
mellonella haciendo énfasis en la susceptibilidad de esta ultima. De acuerdo con Vertyporokh
et al., (2020) la susceptibilidad de Galleria mellonella se ve expresada al presentar melanizacion
sobre la cuticula como se observo en este estudio, donde la mayor melanizacion se presento en
el abdomen y patas de las larvas (figura 12), asi mismo se observé emergencia de micelio blanco
producto de la esporulacion de Beauveria bassiana después de 72h de la inoculacion (Figura
12q)
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Figura 16. Mortalidad en larvas de Pieris brassicae tras inoculacion de tratamientos. (A'y D) presencia
de micosis por el hongo Beauveria bassiana. (B y C) Iniciado el proceso de descomposicion de larva
muerta.
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Figura 17. Mortalidad en larvas de Galleria mellonella tras inoculacion de tratamientos. (A 'y B)
presencia de micosis a través de la cuticula por el hongo Beauveria bassiana. (C) Iniciado el proceso
de descomposicion de larva muerta. (D) Herida sobre la cuticula de la parte ventral, dando inicio al
proceso de micosis.

No obstante, a pesar que el tratamiento de Beauveria bassiana inmovilizada en alcohol
polivinilico con tierra de diatomea (T5) obtuvo un porcentaje de mortalidad maximo de 42% en
Pieris brassicae y 60% en Galleria mellonella, no superaron la expectativa de efectividad en el
estudio, como ya se mencioné en el apartado 6.2 los factores que afectad la efectividad de
emergencia de conidios y efectividad de caparazones de tierra de diatomea fueron determinantes

en el resultado de mortalidad obtenida en este estudio para este tratamiento.
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vil. CONCLUSION

La cantidad y forma de los caparazones de tierra de diatomea fueron determinantes con respecto
a al dafio provocado sobre la cuticula de G. mellonella, lo que sugiere la utilizacién de productos
a base de tierra de diatomea con alto grado de pureza, la cual asegurara su eficacia como

producto de control biolégico de larvas.

Como recomendacion para observar el tiempo y emergencia de conidios de Beauveria bassiana
sobre la piel de Galleria mellonella se sugiere la utilizacion de un microscopio electrénico de
barrido para la obtencion de buenos resultados. Asi mismo el dafio provocado por conidios y las
particulas de tierra de diatomea se pueden observar con mayor presencia en el abdomen y patas

de la larva, los cuales se pueden contabilizar al no obtener resultados de emergencia de conidios.

La aplicacion de la suspension de conidios de Beauveria bassiana es mejor que la aplicacion
del formulado en forma liquida de conidios inmovilizados en alcohol polivinilico y tierra de
diatomea, debido que al inmovilizar el conidio también se inmoviliza las particulas de tierra de
diatomea, a diferencia de las formulaciones en polvo que permiten la accién abrasiva de los
caparazones de tierra de diatomea sobre la cuticula del abdomen de larvas de Pieris brassicae y
Galleria mellonella. Se recomienda la utilizacién de al menos dos especies de insectos para
observar de mejor manera el efecto de formulados biol6gicos, ya que se podran obtener

resultados mas confiables.

A pesar del menor efecto del formulado en liquido de conidios de Beauveria bassiana en alcohol
polivinilico y tierra de diatomea cuando se aplicé por inmersion, se recomienda la aplicacion

por aspersion, ya que en esta se logré una mayor efectividad.

Se sugiere el desarrollo de investigaciones en formulados el polvo para observar el efecto
sinérgico de tierra de diatomea junto con conidios de Beauveria bassiana inmovilizados en

matrices de alcohol polivinilico.
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