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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue el de determinar la mejor formulacion
para el uso del hongo entomopatégeno Isaria fumosorosea Wize contra el vector de
la enfermedad Huanglongbing, el psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri
(Hemiptera: Psyllidae) asi como otras especies plaga de los cultivos y granos
almacenados de México. Se evalud la eficiencia de la formulacion en base a la
concentracion, viabilidad e infeccion de 1. fumosorosea en diferentes formas de
produccion. Para la produccion de esporas de I. fumosorosea en medio PDA, se
obtuvo una concentracién de de 5 x 10’ esporas / mL, viabilidad de 80 % y se
registrd el 60 % de infeccién en adultos de Diaphorina citri; referente a la produccién
por blastosporas se logré una concentracién de 1.1 x 10°® blastosporas / mL,
viabilidad del 90 % y un 60 % de infeccion; en la produccion con arroz la
concentracion fue de 3.3 x 10" esporas / mL, viabilidad de 85 % y 60 % de infeccion
y con la forma de produccion bifasica la concentracion fue de 2.4 x 10® esporas / mL
con 90 % de viabilidad y 70 % de infeccion en adultos de Diaphorina citri.
En los bioensayos realizados en laboratorio la méxima infeccién a los 10 dias
después de la aplicacién fue obtenida con la concentracién de 1 x 10’ blastosporas /
mL de |. fumosorosea formulado con Tween20 al 0.025 %; para mosquita blanca
(Bemisia tabasi) la infeccion fue de 80 %. En la chicharrita (Empoasca sp.) la
infeccion fue de 90 %; en el caso del pulgon del maiz (Rhopalosiphum maidis) la
infeccidn fue de 80 % a los 8 dias de aplicados. También se evaluaron diferentes
formulaciones con larvas de Tenebrio molitor aplicados topicamente con el objetivo
de encontrar una formulacion mas eficaz que el aceite y el Tween20; las diferentes
formulaciones de I. fumosorosea produjeron el siguiente porcentaje de infeccion a los
10 dias de la aplicacién: aceite 1 %, 1.5 x 10° esporas / mL, 68 % de infeccién:; talco
2.5 %, 9 x 10" esporas / mL, 18 % de infeccion; tierra de diatomeas 2.5 %, 7 x 10°
esporas / mL, 0% de infeccién; savia de nopal 1 %, 1.8 x 10° esporas / mL, 6.2 %
de infeccién; y emulsién Tween20 0.025 %, 1 x 10° esporas / mL, 100 % de
infeccion.
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Con los bioensayos en laboratorio realizados con adultos de Diaphorina citri se utilizd
una concentracién de esporas de I. fumosorosea de 1 x 10® esporas / mL; la
evaluacion a los 10 dias después de la aplicacion del hongo mostré que la
formulacién con Tween20 produjo una tasa de infeccion de 62 %. La formulacion
aceite y blastosporas obtenidas de medio de cultivo liquido produjo una infeccion de
54 %; la formulacién aceite y esporas producidas en granos de arroz la infeccion
causada fue de 82 % y para la formulacion aceite con esporas producidas en PDA la
infeccion fue de 66 %.

En Martinez de la Torre, Veracruz, se evaludé la aplicacion en campo de |.
fumosorosea a una concentracién de 5.6 x 10’ esporas / mL, a diferentes
formulaciones y evaluando la condicion de incubacién del hongo, con la eficiencia
alcanzada con 1 a 2 aplicaciones. Se obtuvo que la formulacién Tween20 con una
aplicacion reporto infeccion de 70 %; con dos aplicaciones la infeccion obtenida fue
de 54 %. La formulacion en emulsion con una aplicacion produjo 39 % de infeccion;
con dos aplicaciones la infeccién obtenida fue de 31 %. Los resultados obtenidos
sugieren un gran potencial para el uso de |. fumosorosea contra los insectos plaga

contemplados en el presente estudio.

Palabras clave: Diaphorina citri, Control bioldgico, Isaria fumosorosea, medios de

cultivo de hongos.
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ABSTRACT

The intention of this research was to determine the best formulation for the
entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea Wize against the Asian Citrus Psyllid
Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) who vectors the Huanglongbing disease and
other pest species of crops and stored grain in Mexico. We evaluated the
effectiveness of the formulation based on the concentration of spores, viability and
infection caused by I. fumosorosea in different forms of production. For spore
production in PDA medium, we obtained a concentration of 5 x 10’ spores / mL, 80
% of germination, and 60 % of infection in Diaphorina citri adults; concerning the
production of blastospores, a concentration of 1.1 x 10® spores / mL was achieved
with a viability of 90 % and 60 % of infection in Diaphorina citri adults; the production
in rice was 3.3 x 10" spores / mL, with a viability of 85 % and 60 % of infection and
for biphasic form, we obtained a concentration of 2.4 x 108 spores / mL with 90 %

viability and 70 % infection in Diaphorina citri adults.

In laboratory bioassays the maximum infection at 10 days after the application was
obtained with a concentration of 1 x 10" blastospores / mL of |. fumosorosea
formulated with 0.025 % Tween20; for whitefly (Bemisia tabasi) the infection was 80
%, 90 % of infection for leafhopper (Empoasca sp.), 80 % of infection in the case of
the corn aphid (Rhopalosiphum maidis) at 8 days of exposure. We also evaluated
different formulations with larvae of Tenebrio molitor applied topically with the
purpose of finding a formulation more effective than oil and Tween20; the different
formulations of I. fumosorosea at 10 days of the application induce the following
infection: oil 1 %, 1.5 x 10° spores / mL = 68 % of infection, 2.5 % talc, 9 x 10’
spores / mL, 18 % of infection, 2.5 % diatomaceous earth, 7 x 10° spores / mL, 0 % of
infection, 1 % cactus sap, 1.8 x 10° spores / mL, 6.2 % of infection and 0.025 %
Tween20 emulsion, 1 x 10° spores / mL ,100 % of infection. In laboratory bioassays
with adults of Diaphorina citri, we used a concentration of 1 x 10® spores / mL, and

the evaluation within 10 days after application of the fungus showed that the
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formulation with Tween20 produced an infection rate of 62 %. Oil formulation and
blastospores obtained from liquid culture medium produced a 54 % infection; oil
formulation and spores produced in the rice grains infection was 82 % and the oill

formulation with spores produced on PDA, produced 66 % of infection.

The evaluation on the field was realized In Martinez de la Torre, Veracruz, we
evaluated the application of I. fumosorosea at 5.6 x 10” spores / mL, in different
formulations and evaluating the condition of incubation of the fungus, with the
efficiency achieved with 1 to 2 applications. It was found that Tween20 with one
application, produced infection of 70 % and with two applications, we registered 54 %
of infection. The emulsion formulation with one application produced 39 % of
infection; with two applications was 31 %. The results suggest a great potential for the
use of I. fumosorosea against insect pests referred to in this study.

Key words: Diaphorina citri, biological Control, Isaria fumosorosea, culture mediums
of fungi.
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INTRODUCCION

Para México, la citricultura representa una actividad de mucha importancia
dentro de la fruticultura nacional. De la superficie establecida, el 68.5 % corresponde
a naranja, 20.5 % a limén mexicano, 5.2 % a limoén persa, y el resto a mandarina,

tangerina y pomelo (Sanchez, 2005).

La produccion de naranja, limén mexicano y limon persa ocupan el mayor
porcentaje de los citricos establecidos. Dentro de la produccion nacional de citricos
(naranja, limén, mandarina, toronja y lima) participan 67 mil familias mexicanas,
generando alrededor de 70 mil empleos directos y 250 mil indirectos en los diversos
procesos de la cadena productiva. La citricultura es una actividad redituable en
aspectos economicos para los productores, ecologicos e importante desde el punto
de vista social al generar empleos durante todo el afio (Direccion General de

Fomento a la Agricultura, 2007).

La superficie cultivada nacional para el 2008 fue de 549 mil hectéreas, el 75 %
conformado por 6 estados: Veracruz, San Luis Potosi, Michoacan, Tamaulipas,
Colima y Nuevo Leodn, con una produccion nacional de 7.2 millones de toneladas,
con un valor superior a los 10 mil millones de pesos (SIAP, 2008).

A partir del afio 2009 la citricultura nacional ha sido amenazada por la
presencia de una enfermedad bacteriana conocida como Huanglongbing (HLB),
considerada mundialmente una de las enfermedades mas graves de los citricos
(Bové, 2006).

Diaphorina citri causa dafio a la planta principalmente por la transmision del
patégeno Candidatus Liberibacter spp., una bacteria restringida al floema, causante
del “Huanglongbing” (antes “greening”) (Xu et al., 1988, EPPO/CABI, 1996; Garnier y

Bove, 2000), enfermedad que es considerada mas devastadora que la tristeza de los



citricos (Da Graca, 1991; Halbert, 1999; Da Graca y Korsten, 2004). Ademas, el
insecto al alimentarse de la planta es capaz de provocar defoliacion y muerte de
ramas; causar dafios severos en los puntos de crecimiento de las plantas (brotes),
reduccién en el tamafo de la fruta, desarrollo asimétrico, aborto de semilla y falta de
jugo. Infestaciones altas de este insecto también originan abundantes secreciones de
mielecilla, favorece la presencia y desarrollo del hongo de la fumagina, la cual afecta
el vigor de los arboles al interferir el proceso de la fotosintesis (Halbert y Manjunath,
2004). El rango de huéspedes de D. citri evidentemente esté restringido a citricos y
especies cercanas de la familia Rutaceae. Dentro de los citricos destacan el limén,
lima, y toronja; la planta ornamental Murraya paniculata (L.) Jack, es el hospedero
preferido (Halbert, 1999; EPPO, 2005).

De los diferentes agentes utilizados en el control bioldgico, los hongos
entomopatdgenos son los Unicos capaces de infectar a los insectos chupadores
gracias a su poder de penetracion de la cuticula (Lacey y col., 1996). En un estudio
realizado en Cuba sobre hongos entomopatégenos, Alvarez et al., (1994),
encontraron en arboles de limon Mexicano Citrus aurantifolia Swingle y en plantas de
Murraya paniculata (L.) Jack., ninfas y adultos de D. citri, parasitados por Hirsutella
citriformis Speare, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. y Paecilomyces sp. (Isaria sp.),
éste ultimo afectando solamente adultos del psilido. La presente investigacion
pretende encontrar alternativas ecoldgicas para el manejo del vector del HLB y otros

insectos plaga de interés para la agricultura mexicana.

Objetivo general

Determinar la mejor formulacion para el uso del hongo entomopatdgeno Isaria
fumosorosea Wize contra el vector de la enfermedad Huanglongbing, el psilido
asidtico de los citricos Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) asi como otras

especies plaga de los cultivos y granos almacenados de México.



Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Evaluar la mayor cantidad de produccion de esporas de Isaria
fumosorosea obtenidos en diferentes medios de cultivos y determinar la

mayor viabilidad y el promedio de mortalidad por infeccion generada.

Evaluar la mayor mortalidad por infeccién a diferentes concentraciones
de blastosporas de Isaria fumosorosea contra: Empoasca sp., Bemisia

tabaci y Rhopalosiphum maidis.

Determinar la mejor formulacion en base a mortalidad por infeccion de
Isaria fumosorosea en: Aceite, emulsion, tierra de diatomeas, talco,

savia de nopal y Tween20 contra larvas de Tenebrio molitor.

Evaluar en laboratorio la mortalidad por infeccion a diferentes formas de

produccion de Isaria fumosorosea contra D. citri.

Determinar en campo la mortalidad causada por Isaria fumosorosea en
las siguientes condiciones: formulacion Tween20 y emulsion,
incubacién de I. fumosorosea con D. citri, y por ultimo con el nimero de

aplicaciones.



REVISION DE LITERATURA

Numerosos organismos causan pérdidas economicas en las plantaciones de
citricos en todo el mundo, pero en los Ultimos afos se ha centrado la atencion en el
psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), que
constituye una de las plagas mas devastadoras para la citricultura mundial (Beattie,
G.A. y Smith, D., 1993). Existen al menos, otras seis especies del género Diaphorina
gue también han sido informadas sobre citricos y otras plantas emparentadas, ellas
son: Diaphorina amoena Capener, Diaphorina auberti Hollis, Diaphorina communis
Mather y Aubert, Diaphorina murrayi Kandasamy, Diaphorina punctulata (Pettey) y
Diaphorina zebrana Capener. Las especies D. amoena y D. auberti pueden
separarse de D. citri a través del patron alar. Las alas delanteras de D. communis

son casi completamente oscuras, lo que hace que se diferencie facilmente de D. citri.

El psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama y el psilido
africano de los citricos, Trioza erytreae (Guercio) (Hemiptera: Psyllidae), son dos de
las plagas mas serias de los citricos a nivel mundial (Aubert, 1987). Sin embargo D.
citri es reportada como el vector més eficiente de esta enfermedad (Tsai et al.,
2002).

En México, la presencia del psilido asiatico de los citricos afio 2002 en los
estados de Campeche y Quintana Roo; posteriormente, en un periodo de seis afios
fue registrado en el resto de las areas citricolas del pais (Miranda-Salcedo y Lopez-
Arroyo, 2009). En Julio de 2009 se encontraron los primeros psilidos y arboles con la
bacteria causante del HLB en Tizimin, Yucatan (SENASICA., 2010).



Diaphorina citri

Clasificacion taxondmica

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda.
Clase: Insecta.
Orden: Hemiptera.
Familia: Psyllidae.
Geénero: Diaphorina.
Especie: D. citri Kuwayama.
(Triplehorn y Johnson, 2005).

Biologia y ciclo de Diaphorina citri

El psilido asiatico de los citricos (ACP) presenta un ciclo de vida corto y una
alta capacidad de reproduccion, especialmente en areas costeras calurosas (Catling,
1970). En la figura 1, se muestra el ciclo de vida compuesto de huevo, cinco instares
ninfales y adulto; a temperatura de 24 < los huevo s eclosionan entre 4.1 y 4.3 dias,
y sus cinco instares pueden tener una duracion de 12.6 a 13.5 dias, de acuerdo al

hospedero que utilicen (Tsai y Liu, 2000).

Las hembras de D. citri s6lo ovipositan en ramas tiernas y en la ausencia de
éstas, cesan la oviposicion temporalmente (Tsai y Liu, 2000). Se ha observado que
las hembras adultas durante su vida ponen 500 a 800 o0 mas huevos durante un
periodo de dos meses con un maximo de 1900 (Husain y Nath 1927, Pruthi y Batra
1938, Tsai y Liu 2000, Nava et al. 2007). Las ninfas excretan una sustancia blanca
cerosa a manera de hilos que se deposita sobre las hojas (Garcia, 2009; Mead,
2007).



Los adultos nuevos alcanzan la madurez reproductiva dentro 2 o0 3 dias y la
ovoposicion comienza a partir de 1 o 2 dias después del apareamiento (Wenninger y
Hall 2007, citado por Hall 2008). Los adultos de D. citri frecuentemente se
encuentran en reposo en la porcion terminal de las ramas o brotes de las plantas
donde se alimentan, si la planta esta infectada el psilido adquiere el patégeno en 30
minutos (Roistacher, 1991). D. citri trasmite es la version asiética de la enfermedad y

es capaz de desarrollar y transmitir la bacteria a 30°C (Bove, 2006).

No presentan diapausa, las poblaciones son bajas en invierno (época seca).
Puede haber de 9 a 10 generaciones al afio (Mead, 2007). Tanto las altas como las
bajas temperaturas son perjudiciales para el incremento de su densidad poblacional
(Adwal et al., 1958).

El aparato genital permite la distincién entre los sexos. El dimorfismo sexual, a
pesar de no ser muy acentuado, permite distinguir al macho de la hembra por
presentar los 0jos compuestos mas rojizos y el abdomen pequefio (Fernandez et al.,
2005).

Ninfas

Figura 1. En el ciclo de vida de D. citri pueden reconocerse tres estados: huevos,

ninfas y adultos.



Morfologia

Huevos

El tamafio promedio de un huevo aparece en la literatura de 0.31mm de
longitud y 0,14 mm de ancho, alargado y de forma oval (Tsai y Liu, 2000). Son
colocados generalmente en el extremo de los brotes tiernos, sobre y entre las hojas
desplegadas, apareciendo con frecuencia un gran nimero en una misma ramita (Fig.
2).

Figura 2. Huevos de D. citri Douglas L. Caldwell, University of Florida.

Ninfas

Posee cinco instares ninfales muy parecidos que varian en tamafio después
de cada muda. En dependencia del instar ninfal, la longitud varia desde 0.25 hasta
1.7 mm y generalmente son de color amarillo naranja (Tang, L.C. y Su, T.H. 1984).
Se alimentan exclusivamente de los brotes jovenes, sobre todo los primeros tres
instares. En el transcurso de los dias aumentan de tamafio, se mueven lentamente
sobre la planta hospedante dejando como huella la cera que expelen por la

estructura anal (Fig. 3).

Figura 3. Secresiones serosas de D. citri.



Adultos

El patron de la venacidn es la tipica de los psilidos; el segundo par es
membranosa transparente (Fig. 4); en la literatura aparecen reflejados diversos
intervalos para la talla de los adultos. Asi, se plantea que mide de 3-4 mm de
longitud, con una coloracion pardo a ceniza (Halbert y Manjunath, 2004) o cuerpo
marron claro moteado, recubierto de polvo ceroso y con los ojos rojos (SENASA
2006). Las antenas presentan el apice negro con dos manchas marron claro en la
parte media. Las alas son mas anchas que el tercio apical. (Cermeli et al., 2000). Se
alimentan por el envés de las hojas (Grafton et al., 2006). Los machos son levemente
mas pequefios que las hembras, el abdomen de la hembra termina en una punta
bien marcada, se torna rojizo o anaranjado antes de ovipositar (Garcia, 2009; Carter,
20009).

Figura 4. Caracteristicas del adulto de D. citri (por Michael Rogers, UC).

Importancia de Diaphorina citri

D. citri causa dafio a la planta primariamente por la transmision del patégeno
Candidatus Liberibacter spp., una bacteria restringida al floema, causante del
“Huanglongbing” (antes “greening”) (Xu et al., 1988, EPPO/CABI, 1996; Garnier y
Bové, 2000) enfermedad que es considerada mas devastadora que la tristeza de los
citricos (da Graca, 1991; Halbert, 1999; da Graca y Korsten, 2004). Ademas, el
insecto al alimentarse de la planta es capaz de provocar defoliacién y muerte de
ramas; causar dafios severos en los puntos de crecimiento de las plantas (brotes),
reduccién en el tamafio de la fruta, desarrollo asimétrico, aborto de semilla y falta de

jugo. Infestaciones altas de este insecto también originan abundantes secreciones de
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mielecilla que favorece la presencia y desarrollo del hongo de la fumagina, la cual
afecta el vigor de los arboles al interferir el proceso de la fotosintesis (Halbert y
Manjunath, 2004). Dentro del insecto, la bacteria cruza la pared intestinal hasta llegar
a las glandulas salivales, via hemolinfa, tomandose para esto de 1 a 3 semanas

segun la virulencia de la cepa (Orozco, 1995).

Los dafios causados por D. citri se pueden clasificar en directos, producidos
como resultado de los altas poblaciones de los psilidos, al alimentarse de la planta
(Halbert y Manjunath, 2004) (Fig. 6), y dafos indirectos cuando transmite la bacteria

causante de la enfermedad denominada Huanglongbing (Mead, 2007).

Figura 5. Dafio directo de D. citri en brotes de citricos, causando defoliacion, y
muerte de ramas.

Plantas hospederas

Existen numerosas observaciones acerca de los hospedantes preferenciales
de D. citri Algunos se mencionan en la norma oficial mexicana de emergencia NOM-
EM-047-FITO-2009.

Citrus amblycarpa Ochse Mandarino

Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle Limon Mexicano

Citrus latifolia Tanaka Limon Persa

Citrus aurantium L. Naranjo Agrio

Citrus sinensis (L.) Osbeck Naranja Dulce

Citrus x paradisi Macfad. Toronjo

Murraya paniculada Limonaria, Mirto o Jazmin de la India



Huanglongbing

Huanglongbing es una enfermedad bacteriana que provoca cuantiosas
pérdidas en el cultivo de los citricos a nivel mundial en la actualidad. Es causada por
tres especies de a- Proteobacterias, Gram negativas, exclusivas del floema,
pertenecientes al género Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.): Ca. L. africanus, sensible
al calor (20-25 °C) y restringida a Africa (Bové, 2006); Ca. L. asiaticus, tolerante al
calor (£ 35°C) y ampliamente distribuida a nivel mundial (Asia, Oceania y América)
(Miyakawa, y Tsuno, 1989; Texeira et al., 2005b; Bové, 2006) y Ca. L. americanus,
sensible al calor (< 32°C) y presente solo en Brasil (Texeira et al., 2005a) y China
(Lou et al., 2008). La transmision del HLB ocurre en la naturaleza a través de
insectos psilidos: Diaphorina citri Kuwayama, para las formas americana y asiatica
de Ca. Liberibacter y Trioza erytreae Del Guercio, para la especie africana. También
puede transmitirse experimentalmente a través de injerto y de la planta parasita
Cuscuta sp. (Garnier y Bové, 1983, 1993; Duan et al., 2008).

El Huanglongbing ha ocasionado la muerte de 23 millones de é&rboles de
naranja y mandarina en Asia; 10 millones en Africa; 3 millones en Brasil y 450 mil
arboles en los Estados Unidos (SENASICA, 2011). En México, el HLB fue detectado
en 2009 en Yucatan, Quintana Roo, Jalisco, Nayarit, y en 2010 en los estados de
Campeche, Colima y Sinaloa (SAGARPA, 2010).

Sintomas del HLB

Durante la infeccién se muestran fuertes floraciones con un pobre cuajado de
frutos; se presenta la caida prematura de frutos y los que se mantienen en el arbol
son pequefios y asimétricos; también toman la coloracién normal solo en la parte
expuesta al sol, mientras que la otra parte toma una coloracién verde-olivo intenso
(Gottwald et al., 2007) (Fig. 7).
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Figura 6. Sintomas de HLB observados en plantaciones citricolas A: hojas con el
sintoma de moteado asimétrico difuso; B: brotes cloréticos; C: Hojas con el sintoma
de deficiencias de Zn; D: fruto de naranjo con semillas abortadas y de color marrén
pedunculo hundido y nervios amarillos; E: fruto de naranjo deformado con la

columela torcida; F: hoja con nervios corchosos; G: hoja con nervios amarillos.

Diagndstico del HLB

Recientemente, ha sido informado el cultivo in vitro de las especies de Ca.
Liberibacter (Scheler et al., 2009), pero aun no se han establecido metodologias de
diagnostico basadas en este procedimiento. La microscopia electrénica (ME) fue la
primera técnica utilizada para la confirmacion y diagnéstico del huanglongbing
(LafLéeche y Bové, 1970) Uno de los métodos de diagndstico indirectos utilizados es
el marcaje con yodo del almidén que se acumula en cantidades anormales en los
cloroplastos del parénquima en empalizada de las hojas afectadas (Schneider, 1968;
Taba et al., 2006). La observaciéon de los granulos de almidon tefiidos con yodo de
color purpura o negro, a través del microscopio Optico, ha sido factible para el

diagnéstico de la enfermedad (Onuki et al., 2002).

Uno de los principales sistemas de diagnéstico de HLB a través de la PCR
utilizados actualmente, estd basado en la amplificacion de la regién 16s del ADN

ribosomal de la bacteria mediante los cebadores OI1/OI2c/OA1 que permiten la
11



amplificacién de un fragmento de 1160 pares de bases (pb) de las especies asiatica
y africana. Para diferenciar ambas especies, se lleva a cabo la digestion del producto
de amplificacion, con la enzima Xba |, obteniéndose un perfil de restriccion de tres
fragmentos (520 pb, 506 pb y 130 pb) para la especie africana y dos fragmentos (640
pb y 520 pb) para la forma asiatica (Jagoueix, et al., 1996). Por otro lado, a partir de
la comparacion de las secuencias del operdn rplKAJL-rpoBC de las especies Ca. L.
asiaticus y Ca. L. africanus, se disefié el par de cebadores rplA2/rplJ5, los cuales
permiten distinguir simultdneamente ambas especies, 703 pb para Ca. L. asiaticus y
669 pb para Ca. L. africanus, basadndose en que existe una diferencia de 34
nucledtidos entre ambas especies en la region intergénica rplA y rpld (Hocquellet et
al., 1999).

Métodos de control del psilido asiatico de los citr icos Diaphorina citri

Diversos métodos y estrategias de control se emplean para enfrentar, tanto el
vector como la enfermedad. Se menciona que el manejo de esta enfermedad estara
basado en el control del insecto vector, la eliminacion de fuentes de inoculo por
medio de la erradicacion de los arboles enfermos y el establecimiento de anillos
fitosanitarios alrededor de dichos arboles (Chiou, 1998).

Control quimico

En Brasil, los insecticidas que han ejercido un buen control sobre el psilido
asiatico de los citricos son productos sistémicos en periodos de lluvia y de
movimiento de savia como son el Aldicarb y el Imidacloprid (Childers y Rogers 2005).
Otro insecticida comunmente utilizado contra insectos chupadores es el dimetoato, el
cual se ha empleado en huertos con baja tasa de infestacion de D. citri. Es un
producto utilizado desde hace algunos afios en México., inhibe la accion de la
acetilcolinesterasa (IRAC, 2009).
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Algunos insecticidas quimicos y aceites derivados de petroleo han sido
evaluados contra PAC con resultados alentadores (Childers y Rogers, 2005; Dahiya
et al., 1994). Los aceites derivados de petréleo han demostrado control efectivo de
las ninfas de D. citri en condiciones de campo (Rae et al., 1997). Se han mencionado
diversas opiniones sobre el modo de accion. Sin embargo, Stadler y Buteller (2009)
indicaron que es mas probable que penetre a través de poros en el integumento y el
volumen de penetracion dependera de dos factores: la especie de insecto y el tipo de
aceite. Una investigacion reciente realizada por Najar et al., (2008), pone en
entredicho la teoria de anoxia al demostrar que el modo de accion del aceite mineral

se asocia con sus propiedades lipofilicas.

Control biolégico

Existe una diversidad de enemigos naturales que se alimentan sobre D. citri,
tales como aracnidos, crisopidos, sirfidos y coccinélidos, destacandose este Ultimo

grupo entre los depredadores mas eficaces.

Parasitoides

El género Tamarixia (Hymenoptera: Eulophidae) se reporté por primera vez en
Tamaulipas, atacando a D. citri en hojas de lima mexicana (Coronado et al., 2003;
Ruiz et al., 2004). La especie T. radiata posee la habilidad de adaptarse a diferentes
condiciones y debido a ello se ha utilizado exitosamente en programas de control
biolégico del psilido en otras partes del mundo (Aubert et al., 1980; Etienne et al.,
2001; Chien et al., 1989).

Depredadores

Olla v-nigrum (Coledptera: Coccinellidae) Hippodamia convergens,
(Coledptera: Coccinellidae), Cycloneda sanguinea (Coledptera: Coccinellidae),,

Brachiacantha decora (Coleoptera: Coccinellidae), Harmonia axyridis(Coleoptera:
13



Coccinellidae), Chilocorus cacti (Coleoptera: Coccinellidae), Exochomus cubensis
(Coleoptera: Coccinellidae), Scymnus distinctus (Coleoptera: Coccinellidae), Curinus
sp (Coleoptera: Coccinellidae), Chrysoperla sp (Neuportera: Chrysopidae) y
Ceraeochrysa sp(Neuportera: Chrysopidae) (Martinez-Carrillo y Cortez-Mondaca,
2008).

Hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos son importantes agentes de control biolégico de
insectos y frecuentemente ocasionan epizootias que reducen significativamente sus
poblaciones (MaCoy et al., 1988). Se conocen méas de 100 géneros y 700 especies,
pero poco mas de 10 han sido empleadas en el control biolégico de insectos. Entre
los méas importantes se destacan Beauveria, Metarhizium, Nomuraea,
Entomophthora, Aschersonia, Fusarium, Hirsutella, Isaria y Lecanicillium (Lopez y
Hans, 2001; Hajeck y St. Leger, 1994) siendo estos los de mayor importancia en el
control biolégico por la susceptibilidad en los insectos plaga y por su fécil
multiplicacion (Monzon, 2001). En observaciones realizadas durante el periodo
Septiembre-Octubre 2009 por la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro en
Buenavista, Saltillo, Coah. México (UAAAN), se encontraron adultos de Diaphorina
citri en la region de Gomez Farias, Tamaulipas, México (con cercania al rio)
infecciones por H. citriformis mayores al 90 % con humedad relativa entre el 70 y 80
%. Entre las especies de hongos entomopatégenos que atacan al psilido asiatico de
los citricos se encuentran: Isaria fumosorosea Wize (Samson, 1974; Meyer et al.,
2004; Casique-Valdés y Sanchez-Pefia, 2010) (Fig. 7).

Figura 7. Isaria fumosorosea infectando a ninfa de D. citri

14



Condiciones adecuadas de hongos entomopatdgenos

Para que la manifestacion epizooética de los hongos entomopatdégenos tenga
lugar, los factores bidticos y abidticos tienen una enorme influencia. Entre los
factores abidticos que afectan la viabilidad y la persistencia de los hongos
entomopatdégenos en el campo se encuentran los rayos ultravioleta, la temperatura,
la humedad relativa y los fungicidas. La susceptibilidad y la relacion con los
hospederos se relacionan con los nutrimentos presentes en los insectos, que son el
medio para la propagacion, dispersion y persistencia de los hongos. Las esporas de
los entomopatdgenos tienen requerimientos especificos de agua y temperatura, asi
como de otros factores ambientales que en conjunto funcionan como
inductores para la activacion de receptores presentes en el patdégeno y que
les permiten llevar a cabo el proceso infectivo sobre el hospedero (Hajek,
1997).

Isaria fumosorosea Wize. (Paecilomyces fumosoroseus)

Las especies entomopatégenos de Paecilomyces fueron formalmente
clasificados en los géneros lIsaria y Spicaria. Hodge et al., (2005) discuten la
nomenclatura y la historia del género de lIsaria, y Gams et al., (2005) propuso el
nombre Isaria. Este microorganismo es capaz de infectar a una gran variedad de
insectos (Smith, 1993).
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Clasificacion Taxonémica.

Reino--------------------- Mycetae
Division--------------- Amastigomicotina
Clase--------------- Deutermycetes
Subclase----------- Hypomycetes
Orden------------ Moniliales
Familia--------- Moniliaceae
Géneros-------- Isaria.
Especie ----- I. fumosorosea.

(Segun Alexopoulos y Mims 1979; McCoy et al., 1988 y Samsom, 1988).

Caracteristicas de Isaria fumosorosea (Wize) Brown & Smith

El género Isaria presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas, de paredes
delgadas. La mayoria presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente
ramificadas, llevan en su parte terminal en cada rama grupos de fidlides, las cuales
pueden ser también solitarias. Las fialides constan de una porcién basal cilindrica o
hinchada, adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio
(Figura 9 A). Los conidiéforos llevan cadenas de conidias; éstas son hialinas,

unicelulares y de forma ovoide (Figura 9 B) (Bustillo 2001).

Este hongo entomopatogeno se caracteriza por presentar colores vistosos
como blanco, amarillo, verde palido, rosa, rojo o purpura. Presenta hifas hialinas a
amarillentas, septadas y con paredes lisas. La estructura condiégena es un
sinema 0 nomosinema que consiste en hifas compactadas, conidioforos
verticilados e irregulares con ramificaciones terminales, en donde, surgen racimos
ensanchadas en forma de botella, con un cuello distintivo donde nacen las
conidias las cuales crecen en cadena en forma basipétala por un célula,
raramente dos, hialina o ligeramente pigmentada con paredes lisas o equinuladas o
varias formas (Berlanga, 1997; Hernandez, 1997; CB-06, 1999).
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(A)

Figura 8. Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de Isaria spp. A. Esquema
de conidiéforos y conidias de Isaria spp. Dibujo tomado de Malloch (1997) B. Mico
fotografia de conidiéforos y conidias de Isaria fumosorosea Fotografia tomada de
Herrera (2001).

Modo de Accidn

La espora del hongo, al ponerse en contacto con el insecto plaga, se le
adhiere a la cuticula, penetrando directamente después de la germinacion de la
conidia, durante esta fase se forma el tubo germinativo y puede penetrar la cuticula
o por medio de un apresorio y produccion de enzimas como proteasas, lipasas y
quitinasas. Al desarrollarse el hongo, libera toxinas contra el insecto, que provoca su
muerte. Isaria fumosorosea, se adhiere al dorso del insecto, el tubo germinativo
penetra y la hifa estad presente en el homocele del insecto 24 hrs después, (CB-
06,1999; Agrobionsa, 1995; ECONOVA, 1998).

Espectro de accién

Este entomopatogeno ha sido reportado infectando 41 especies de insectos
de ocho 6rdenes, siendo plagas de importancia econdmica. Isaria fumosorosea es un
patdgeno de amplio espectro en huéspedes y ha sido aislado de insectos de diversas

familias de los ordenes (Lepidoptera, Diptera, ColeOptera, Neurdptera, Himenoptera,

17



Thysanoptera, Hemiptera y Homodptera) en diferentes partes del mundo |I.
fumosoroseus se ha utilizado especialmente para el control de Corposina sosakii
(Matsumuram) Leptinotarsa decemlineata (San), Lymantria dispar(L), Galleria
mellonella (L), y termitas (Garza, 1992; CB - 06, 1999). Recientemente entre las
especies de hongos entomopatégenos que atacan al psilido asiatico de los citricos
se encuentran: lIsaria fumosorosea Wize (Samson, 1974; Meyer et al., 2004;

Casique-Valdés y Sanchez-Pefia, 2010).

Medios de aislamiento de los hongos entomopatdégeno S

Valenzuela (1987), menciona que un medio de cultivo debe contener una
fuente de carbono, nitrégeno, sales inorganicas, control de temperatura, pH,
aireacion, entre otros, sin descuidar dos aspectos esenciales: primero, que las
condiciones O6ptimas par a el desarrollo no necesariamente serdn las mismas que
para la esporulacion, segundo, que el equilibrio 6ptimo de las condiciones

fisicas de des arrollo y componentes del medio estan propensas al cambio.

Todos los medios de cultivo utilizados en micologia deben contener los
nutrientes suficientes para asegurar el desarrollo de los hongos (carbono, nitrégeno,
vitaminas, oligoelementos, etc.). Algunos de los medios de cultivos son Sélidos o
liquidos. El pH ha de ser 50 ligeramente acido para facilitar el crecimiento de los
hongos e inhibir al mismo tiempo el desarrollo de otros microorganismos. Ademas se
deben afiadir antibioticos antibacterianos para inhibir el crecimiento de las bacterias
saprofitas que suelen contaminar las muestras. Los mas usados son el cloranfenicol

y la gentamicina.

En la mayor parte de los casos la produccion masiva de hongos
entomopatégenos se realiza por fermentacion solida (FS) (Fig. 9), la cual fue
desarrollada desde hace varios siglos en los paises orientales (Holker y Lenz, 2005),
donde hoy en dia continta siendo la técnica preferida para la produccion de hongos

entomopatogenos (Feng y col, 1994). Aunque en menor escala, la fermentacion
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liquida (FL) también es utilizada para la produccion de unidades infectivas de hongos
entomopatogenos, como las blastosporas o propagulos tipo conidios (Jackson y col,
1997; Issaly y col, 2005), sobre todo por la creciente presion de racionalizacion y

estandarizacion de procesos y los problemas de escalamiento (Holker y Lenz, 2005).

) Micelio aéreo (1)
Interfase liquido-aire —— . _

| Capa de micelio himedo (2)

Poros llenos de agua

Micelio penetrante (3)

Sustrato

Figura 9. Esquema del crecimiento de hongos en FS (Modificado de Rahardjo y col,
2002).

GOmez-Carneiro (1992) utilizé la reproduccion bifasica primero en medio
liquido de arroz, después arroz estéril en bolsas de polipropileno con resultados muy

favorables (citado por Lopez, 1995).

Jackson et al., 1997, trabajaron distintos medios de cultivo con diferentes
concentraciones de carbono y relaciones de carbono: nitrdgeno, para producir
blastoesporas de Isaria fumosorosea tolerantes a la desecacion. Todos los medios
probados soportaron la esporulacion en cultivos sumergidos, incrementaron la
concentracién de blastosporas (5.8 x 10? esporas / mL) cuando se produjeron en
medios conteniendo 80 g de glucosa y 13.2 g de casaminoacidos, y un alto por ciento
(79 %) que sobreviven al secado al aire. El medio que contenia 20 g de glucosa y
concentraciones de casaminoacidos de 13.2 a 40 g, presento un incremento en la

produccion de blastosporas tolerantes a desecacion.
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Formulacion de hongos entomopatégenos

La formulacion del hongo es el proceso mediante el cual el ingrediente activo,
es decir las conidias del hongo, se mezclan con materiales inertes, tales como
vehiculos, solventes, emulsificantes y otros aditivos. Estos materiales inertes ayudan
a que el hongo este mas protegido al momento de la aplicacién, asi mismo, la facilita
evitando que se sedimente facilmente y/o que forme grumos que tapen la boquillas.
Todo esto se hace con el fin de lograr una buena homogeneidad y distribucion de las
particulas del hongo, para poder ser manipuladas y aplicadas adecuadamente
(Monzon 2001).

Hay dos tipos de formulaciones: 1. Seca o polvo mojable en la cual se utiliza
un vehiculo, el cual puede ser de origen mineral o vegetal, que ayuda a absorber la
humedad de las conidias y mantiene la viabilidad por un tiempo considerable. 2.
Liquida o emulsificable que utiliza un liquido solvente y un emulsificante. El liquido
utilizado tiene la funcion de mantener suspendidas las conidias en el medio para
lograr una mezcla homogénea que garantice una buena aplicacion. Ademas este
liqguido debe evitar la absorcion de agua por las conidias y mantener su viabilidad
(Monzon, 2001).

Insectos de interés agricola

Tenebrio molitor (gusano de las harinas)

El ciclo de vida del T. molitor toma alrededor de 6 meses. Se trata de un
insecto hexapodo que pertenece al orden Coleoptera, suborden Polyphaga, la
superfamilia Tenebrionoidea, la familia Tenebrionidae, el género Tenebrio y especie
T. molitor (Gerber, 1975). En México es conocido bajo diferentes nombres: gusano
de las harinas, gorgojo negro O escarabajo molinero; en inglés se conoce como
yellow mealworm (Fig. 11). En la naturaleza el T. molitor puede presentarse como

plaga en los silos y molinos de granos (Montoya-Sanson y col., 2007).
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Escarabajo

Figura 10. Principales estadios de desarrollo Tenebrio molitor.

Empoasca sp. (chicharrita)

Su ubicacion taxondémica es del Orden: Hemiptera, Familia: Cicadellidae. La
chicharrita 6 saltamontes Empoasca sp. es considerada la plaga méas importante del
frijol en América Tropical. Se han reportado pérdidas en el rendimiento de 57 % sin
utilizar ninguna proteccién quimica (Schoonhoven y Cardona, 1985). El dafio,
causado tanto por la ninfa como por el adulto, parece ser del orden fisico, como
consecuencia de la penetracion de los estiletes en el floema de la planta lo cual
ocasiona desorganizaciéon y granulacion de los plastidios de las células y obstruccion
de los haces vasculares; los sintomas que ocasionan son similares a los causados
por algunos virus, se ha descartado que este insecto trasmita algun virus, el insecto
inicia su ataque inmediatamente después de la emergencia de las plantas, lo primero
gue se aprecia es un curvado de las hojas hacia arriba ye n otros casos hacia abajo,
posteriormente las hojas presentan enrollamiento y amarillamiento de los bordes, lo
cual se puede observar en el follaje, algunas veces puede ocurrir un amarillamiento

intenso de los bordes de las hojas en las cuales la planta presenta enanismo.

Bemisia tabaci (mosquita blanca)

La mosquita blanca es un insecto del Orden: Hemiptera, Suborden:
Sternorrhyncha de la Familia: Aleyrodidae (Byrney y Bellows, 1991). Bemisia tabaci
es un hemiptero con piezas bucales chupadoras del tipo opistognata, con alas
membranosas y con la caracteristica comin a todas las especies de mosquita
blanca, de producir en todos los estados de desarrollo, excepto en huevecillo, ceras
extracuticulares que cubren todo el cuerpo; su tamafio aproximado es de 1.5 mm

(Pacheco, 1986).
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La mosquita blanca afecta los cultivos agricolas, no solo por la transmision de
geminivirus sino por dafios directos. Las pérdidas que ocasiondé en el norte de
México fueron de 20 millones de dolares en 1991 (Avilés, 1997). La alimentacion de
la savia por ninfas y adultos provoca la aparicion de manchas cloréticas en la planta
gue al afectar su vitalidad provoca su muerte (Sifuentes, 1953). La excrecion de
gotas de mielecilla también es fuente de dafio, ya que disminuyen la calidad del
producto y son un medio de desarrollo para hongos que a su vez interfieren en la
fotosintesis de la planta (Duarte, 1992 y Vet et al., 1980).

Rhopalosiphum maidis (Fitch) (pulgon del maiz)

Orden: Homoptera, Familia: Aphididae

El principal hospedero de este pulgon es el maiz. Hospederos alternativos
son: cebada, judias verdes, cafiamo de Manila, el mijo, papaya, papa, arroz,
calabaza y otras gramineas, sorgo, tabaco, cafia de azucar y trigo. El afido de la hoja
de maiz es una distribucibn cosmopolita en los tropicos, subtropicos y regiones
templadas. También se ha reportado en Japén y el sur de Escandinavia. La tasa de
desarrollo, el numero de la progenie, y la longevidad de los adultos es una gran
influencia en la temperatura, las especies de plantas hospederas y edad de la planta
huésped. 860 F es la temperatura 6ptima para el aumento de la poblacion de la
cebada (El-Ibrashy et al., 1972). A esta temperatura, la tasa de natalidad es mayor
en las plantas de cebada inmaduros y mas bajos en las plantas senescentes. Las
ninfas producidos por hembra fue de 37 en las plantas jovenes, de 41 plantas
inmaduras en los mas antiguos, las plantas maduras de 34 y 18 en las plantas

senescentes. El-lbrashy et al. (1972) Proporciona informacién detallada tabla de vida.

Hay diferencias en los nimeros de ninfas producidas y la vida util de hembras
aladas y sin alas. En 77 O F hembras sin alas produjo un promedio de 68 ninfas
(rango= 57 - 77). Los pulgones alados produjeron un promedio de 49 ninfas (Adams
y Drew, 1964).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el laboratorio y en la camara
bioclimética del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria

Antonio Narro (UAAAN), en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

La fase de aplicacion en campo, se llevo a cabo en en el campo experimental
Ixtacuaco del INIFAP ubicado en km. 4.5 carretera Martinez de la Torre -Tlapacoyan,
Veracruz. Este campo esté localizado a (2002’30.79 "N, 9705'55.41”W). El clima es
tropical, himedo con una media anual de temperatura y precipitacion de 23.4 Ty

1840 mm, respectivamente.

Obtencion de la cepa

Isaria fumosorosea Wize. Cepa: IF8B19 (Hypocreales: Clavicipitaceae). Fue
aislado de Diaphorina citri, colectado en naranjo en Gomez Farias, Tamaulipas,
México (22 °59'33"N, 99°8'34 .82"W).

Medios de cultivo

Fueron preparados 4 medios de cultivo o métodos de produccion de |I.
fumosorosea: agar papa dextrosa (PDA), produccion en granos de arroz previamente
esterilizado, medio liquido para obtener blastosporas, reportado por Jackson et al.,

(1997) y produccion en método bifasico.
Produccion de Isaria fumosorosea en papa dextrosa agar (PDA)
Este medio preparado en el laboratorio, se compone de 250 g de trozos de

papa con cascaras, 20 g de dextrosa y 20 g de agar, todo esto para 500 mL de agua
destilada. La papa fue hervida en 500 mL de agua. Por separado, en un matraz



erlenmeyer se disolvio el agar con agua destilada. Se filtr6 el caldo de papa con una
gasa y se mezclé ambas preparaciones agregando la dextrosa. Y se esterilizo a 121
°C por 15 min. Luego de esterilizados, los medios a condicién tibia fueron vertidos 20
mL en cajas petri, hasta agotar el material preparado. Al siguiente dia se procedio a
cultivar la cepa IF8B19 por estria con ayuda de un ansa bacteriolégica. Después se
sellaron las cajas con cinta y fueron expuestas a condiciones de una camara
bioclimética en la cual permanecieron a una temperatura de 23 °C y una humedad
relativa de 70 %, por 6 dias.

Produccién de Isaria fumosorosea en granos de arroz

Primero fue limpiado el arroz, y en una bolsa de polietileno de capacidad de 1 kg
se pes6 200 g de arroz y se le agregd 100 mL de agua destilada, posteriormente se
ataron. El total de muestras son 5, de 200 g cada uno, y fue esterilizado a 121 °C por
15 minutos en una olla de presién, después se sacaron las bolsas con el arroz pre-
cocida y fue suspendido un nimero no determinado de esporas de la cepa IF8B19
en 10 mL de agua destilada, de la suspensién obtenida se tomo 5 mL con una
jeringa esterilizada y se inyecté cada una de las bolsas que posteriormente el orificio
se cubrio con cinta masking tape. Se mezclo el grano en las bolsas para lograr una
mayor uniformidad de dispersion de esporas y las bolsas fueron expuestas a
condiciones favorables en una camara bioclimatica donde permanecieron a una

temperatura de 23 °C y una humedad relativa de 70 %, por 8 dias.
Produccién de blastosporas de Isaria fumosorosea

En 600 mL de agua destilada se afiadio 1 % peptona, 0,5 % de extracto de
levadura, 1 % de glucosa, 0,3 % de extracto de malta, posteriormente esterilizados a
121 °C por 15 min en olla de presién; después de enfriado el medio, se inoculé con la
ayuda de una asa bacteriolégica esporas obtenidas de la cepa IF8B19, después se

llevaron los matraces para la produccion de biomasa a un Orbit 1000 shaker,
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(Labnet International, Inc., Edison, NJ). con agitacion durante 4 dias a temperatura

ambiente a 150 rpm.
Produccién de Isaria fumosorosea por método bifasico

Fue colocado 60 mL de caldo con biomasa obtenida de la produccion de
blastosporas antes mencionadas (filamentos y levaduras de blastosporas de |I.
fumosorosea) en platos de Polystyrene de aproximadamente 30 cm x 18 cm, dejando
una capa delgada para promover la produccion de esporas aéreas. Las bandejas se
incubaron durante 8 dias en camara bioclimatica con 70 % de humedad relativa,
después al secarse a los 8 dias fueron cosechadas por raspado con una espatula y

cubreobjetos. Las esporas cosechadas fueron incubadas en bolsas a 3 °C.
Técnicas analiticas
Conteo de esporas

El conteo se realiz6 con una cadmara Neubauer bajo microscopio con una

ampliacion de 400 x, siguiendo la técnica descrita por Goettel e Inglish (1994).
Viabilidad

Se realiz6 cuantificando la germinacion de 200 esporas en medio PDA, el
criterio para tomar en cuenta una espora germinada es cuando se forma un tubo
germinativo, largo como la mitad del didmetro de la espora. En este caso se
cultivaron esporas obtenidas en diferentes medios de cultivo, con el fin de determinar

su viabilidad.

25



Condicion y descripcion de los bioensayos efectuado s con Isaria fumosorosea

Para Bemisia tabaci (mosquita blanca) se realizaron 5 tratamientos: con 10
ninfas de Bemisia tabaci por tratamiento, y cada tratamiento consta de 5 repeticiones
incluyendo el testigo. Con Empoasca sp. (chicharrita) se realizaron 4 tratamientos:
con 10 adultos de Empoasca sp. por tratamiento, con sus 5 repeticiones incluyendo
el testigo. Y para Rhopalosiphum maidis (pulgdn del maiz) se realizaron 5
tratamientos: con 10 pulgones adultos por tratamiento que consta de 5 repeticiones

incluyendo el testigo.

Referente al bioensayo realizado con Tenebrio molitor (gusano de las harinas)
se prosiguié a realizar 10 tratamientos: con 4 larvas por tratamiento con 5

repeticiones incluyendo el testigo.

Y para el bioensayo realizado con Diaphorina citri en laboratorio se prosiguio a
realizar 8 tratamientos: con 10 adultos por repeticion, y cada tratamiento consta de 5

repeticiones incluyendo el testigo.

Los materiales utilizados en los bioensayos son: recipientes de plastico de 500
mL, transparente con filtro en la tapa, el cual fue acondicionado con una esponja
humedecida con agua purificada que cubria la base del recipiente. Y se colocaron
hojas de planta como alimento (obtenida en la recolecta de los insectos). Los
recipientes con los bioensayos se mantuvieron a una temperatura de 25 T, con
humedad relativa de 70 % y 12 horas luz. Las formulaciones con esporas de |I.
fumosorosea, se midieron en cantidad de esporas / mL, y los medios de formulacion

en laboratorio fueron aceite comestible 1-2-3, y Tween20.
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Bioensayo 1. Infeccibn de Bemisia tabaci (mosquita blanca) por diferentes

concentraciones de blastosporas de |. fumosorosea formulados en Tween20.

Para llevar a cabo este bioensayo fueron recolectados ninfas de B. tabaci en
cultivos de girasol, ubicado en el bajio de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro. Este campo esta localizado a 25° 23 N, 101°00” W con altitud de 1743 msnm.
Las formulaciones constan de Tween20 al 0.025 % a una concentracion de
blastosporas de 1 x 10%, 1 x 10° 1 x 10°, 1 x 10’ contadas en una camara Nuebauer
(con esto se determino la concentracion de blastosporas filtrando el caldo obtenido

del medio de cultivo liquido) (Cuadro 1).

La metodologia consistié en sumergir hojas de girasol que contenian 10 ninfas
de mosquitas por tratamiento por 3 segundos, en la suspensién de blastosporas
correspondientes, previamente someterlos a las condiciones de bioensayo
mencionados anteriormente. El testigo s6lo se sometié a Tween20. Posteriormente
se llevo la lectura de mortalidad por infeccion obtenida en 10 dias, y para asegurar la
mortalidad causada por el hongo, las ninfas fueron acondicionadas en cajas petri
con algodon humedecido, con el fin de crear humedad para la esporulacion de |I.

fumosorosea.

Cuadro 1. Bioensayo con blastosporas de I. fumosorosea a diferentes
concentraciones contra Bemisia tabaci. T20= Tween20

Tratamiento Formulacidon Concentracion Forma de Estado
esporas/ mL  aplicacion biolégico de
B. tabaci
T1 1 x 10*
T2 1x 10°
T3 T20 1 x 10° Inmersion Ninfa 2
T4 1 x 107
Testigo T20
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Bioensayo 2. Infeccion de Empoasca sp. (chicharrita) por diferentes

concentraciones de blastosporas de I. fumosorosea formulado en Tween?20.

Fueron recolectados adultos de Empoasca sp. (chicharritas) en cultivos de
frijol ubicados en la UAAAN. Se formulo Tween20 al 0.025 % con concentraciones de
1 x 10° 1 x 10° 1 x 10 blastosporas / mL (Cuadro 2).

La metodologia consistio en inactivar por 4 minutos a los adultos de
Empoasca sp. (chicharritas) a temperatura de 4 °C por 10 minutos en refrigeracion,
ya inmovilizadas, se prosiguid rdpidamente a inocularlos con una formulacion de
Tween20 a diferentes concentraciones de |. fumosorosea esto con la ayuda de un
pincel, después fueron colocadas en recipientes descritos anteriormente. El testigo
solo se expuso a la formulacion pero sin ninguna concentracion de |. fumosorosea.

Las condiciones en las cuales se llevaron y se mantuvieron a cabo los
bioensayos se describieron en el apartado anterior. Posteriormente se llevaron a

cabo las lecturas de mortalidad por infeccion a los 10 dias.

Cuadro 2. Bioensayos con blastosporas de I. fumosorosea a diferentes

concentraciones contra Empoasca sp. T20= Tween20

Tratamiento Formulaciéon Concentracion Formade Estado bioldgico

esporas/ mL  aplicacion de E. sp.
T1 1x10°
T2 1x 10°
T3 T20 1x 107 Tépica Adulto

Testigo
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Bioensayo 3. Infeccion de Rhopalosiphum maidis (pulgdn del maiz) por
diferentes concentraciones de blastosporas de Isaria fumosorosea formulado

en Tween20.

Fueron recolectados adultos de Rhopalosiphum maidis en cultivos de Maiz
ubicados en la UAAAN. Se formulo Tween20 al 0.025 % con una concentracion de
blastosporas de 1 x 10*, 1 x 10°, 1 x 10°.

La metodologia consisti6 en inocular adultos de R. maidis a diferentes
concentraciones sumergiendo su alimento, en este caso hojas de maiz. El testigo no
se expuso a |. fumosorosea, solo se mantuvo en la formulacion de los tratamientos.
Las condiciones en las cuales se sometieron los bioensayos se describieron en el

apartado anterior.

Cuadro 3. Bioensayo con blastosporas de I. fumosorosea a diferentes

concentraciones contra  Rhopalosiphum maidis. T20=Tween20

Tratamiento y » o
Formulacion Concentracion Forma de Estado biologico

esporas/ mL  aplicacion de R. maidis
T1 1 x 10*
T2 T20 1x10° Inmersién Adulto
de alimento
T3 1x10°
T4 1x 10’

Testigo
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Bioensayo 4. Infeccion de Tenebrio molitor por diferentes formulaciones de

Isaria fumosorosea.

Los tenebrios fueron obtenidos de una cria establecida en el Departamento de
Parasitologia de la UAAAN. Las formulaciones fueron realizadas con aceite 1 % a
una concentracién de 1.5 x 10°; talco 0.5 g a una concentracién de 1 x 10°; tierra de
diatomeas 0.3 g a una concentracién de 1.8 x 10°% savia de nopal 1 % a una
concentracion de 9 x 10”; y Emulsion (Tween20 y Aceite comestible) 1 % a una

concentracién de 7 x 10° esporas / mL.

La metodologia consistié en la aplicacion tépica con las formulaciones de 1.
fumosorosea descritas, con la ayuda de un pincel, posteriormente expuestas a
condiciones antes descritas. Las lecturas de mortalidad por infeccion fueron tomadas

alos 10 dias.

Cuadro 4. Bioensayo de |. fumosorosea a diferentes formulaciones contra

Tenebrio molitor.

Tratamiento Formulacion Concentracion Concentracién  Aplicacion
de la formulacion  esporas / mL

T1 Aceite 1% 1.5 x 10°
T2 Emulsion 0.025 % 1 x 10° Tépica
T3 Testigo Aceite 1%
T4 Testigo Emulsion 0.025 %
T5 Talco 2.5 % 9 x 10’
T6 Tierra de 1.5 % 7 x 10°
diatomeas
T7 Savia de nopal 1% 1.8 x 10°
T8 Testigo Talco 25 %
T9 Testigo Tierra de 1.5%
diatomeas
T10 Testigo Savia de nopal 1%
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Bioensayo 5. Infeccion de Diaphorina citri en laboratorio por Isaria

fumosorosea a diferentes formulaciones.

Los adultos de D. citri insectos fueron colectadas en diferentes localidades
como en los Municipios de Gomez Farias, Tamaulipas y en General Teran, Nuevo
Leén. Para el tratamiento 1 y 2 la formulacién es con Tween20 al 0.025 % a 1 x 10°
esporas / mL en la cual las esporas provienen de medio PDA, y con los tratamientos

3,5y 7 se us6 formulaciones con aceite al 0.1 % a 1 x 10° esporas / mL.

La metodologia consistié en inactivar por un minuto los adultos de de D. citri
con Bidxido de carbono, ya inmovilizadas fueron inoculados con la ayuda de un
pincel, aplicando la formulacion en los tarsos de cada insecto, posteriormente
puestas en recipiente. Las condiciones en las cuales se llevaron y se mantuvieron a
cabo los bioensayos se describieron en los bioensayos mencionados con
anterioridad. Posteriormente se llevo las lecturas de la mortalidad por infeccion
durante 10 dias, y para asegurar la mortalidad, las larvas son llevadas a camaras

humedas.

Cuadro 5. Bioensayos evaluados en laboratorio de I. fumosorosea contra
Diaphorina citri.

Tratamiento Formulacion Origende  Concentracion Forma de

esporas esporas/ mL aplicacion
T1 T20 PDA 1x 10°
T2 Aceite PDA 1x 108
T3 Testigo T20
T4 Testigo Aceite Tarsos
T5 Aceite Arroz 1x 108
T6 Aceite Blastosporas 1x10°
T7 Testigo Aceite
T8 Testigo Aceite
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Infeccion en campo de Diaphorina citri por Isaria fumosorosea a diferentes

formulaciones y condiciones de incubacion.

La concentracion para la aplicacion en campo fue de 6 x 10’ esporas / mL con
viabilidad de un 89 %, formulados con agua y Tween20 al 0,025 % (Aswini et al.,
2007) y una suspension con emulsion de aceite mineral Purespray agricola al 0.5 %
mas agua la suspension se mezcld y ajusto a un volumen final de 10 litros con agua
purificada. Las suspensiones se aplicaron inmediatamente después de hacer las

formulaciones.

Las formulaciones se aplicaron en un campo de limon persa, en la cual no se le
ha aplicado ningun manejo quimico. La temperatura promedio va de 32 T (11 de
abril de 2011) a 37 C (18 de abril 2011). La humed ad relativa media oscilé entre 55
% (11 de abril de 2011) al 70 % (18 de abril). Cada tratamiento incluyéo 10
repeticiones (un arbol al azar designado), los arboles son de 2-2.5 m de altura,
plantadas a 2 m de distancia en fila en hileras de 2-3 m de distancia, por lo que se le
asigno un disefio completamente al azar, en la cual cada formulacién consistié en 10

litros.

Para los tratamientos que difieren en niumero de aplicaciones (1 6 2), de los 10
arboles tratados fueron divididos a cinco arboles por lo cual la contra parte se
rociaron dos veces con un intervalo de las 24 horas. La aplicacion realizada fue con
un pulverizador de mochila con motor de gasolina (STIHL SR-420) (2,6 kW de
potencia, el desplazamiento de 56,5 cm®, peso: 11.1kg). La recoleccién de muestras
de campo se llevo a cabo a las 72 horas después de la primera aplicacion y 48 horas
después de la segunda aplicacion. La forma de obtener los resultados fue cortando
10 a 15 brotes al azar por arbol , y se colocaron en bolsas de plastico (Ziploc), las
bolsas con los brotes fueron transportados al laboratorio y se incubaron a
temperatura ambiente durante 3 dias y la otra mitad de bolsas con brotes (5) fueron
colocados en hieleras con hielo para su transporte al laboratorio durante 20 horas, y

posteriormente colocado en el refrigerador a una temperatura de 4 °C, en este
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procedimiento se analizo la interaccion de ninfas con |. fumosorosea con su

efectividad en infeccidn después de someterlos a temperaturas bajas, y a su vez

frenar el desarrollo del hongo y su capacidad infectiva, después las ninfas en bolsas

de plastico fueron trasladados a una camara hiumeda a 25 °C durante 48 horas. Las

lecturas de mortalidad por infeccion consistieron en contar el numero total de ninfas

recogidas por arbol, basandose en la esporulacion del hongo observada bajo el

estereoscopio.

Cuadro 6. Infeccion en campo de

Isaria fumosorosea contra Diaphorina citri.

Tratamiento Formulacién  Concentracién Incubacién No. De
esporas / mL Aplicaciones

T1 T20 5.6 x 10" 25-32 C 1

T2 T20 5.6 x 10’ 25-32 C 2

T3 T20 5.6 x 10’ 4 1

T4 T20 5.6 x 10’ 4 2

T5 Control 25-32 C 1
Absoluto

T6 Control 25-32 C 2
Absoluto

T7 Control 4<C 1
Absoluto

T8 Control 4<C 2
Absoluto

T9 EM 5.6 x 10’ 25-32 C 1

T10 EM 5.6 x 10’ 25-32 C 2

T11 EM 5.6 x 10’ 4C 1

T12 EM 5.6 x10’ 4C 2

T13 Control EM 25-32 C 1

T14 Control EM 25-32 C 2

T15 Control EM 4<C 1

T16 Control EM 4<C 2

Disefio Experimental

Se realizo un disefio al azar con igual nUmero de repeticiones, las cuales se
indican en cada bioensayo.
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Analisis de datos

Se efectu6 mediante Andlisis de Varianza (ANOVA) y comparacion de medias
(prueba de Tukey) con el programa de disefios experimentales FAUANL. Version
2.5. Facultad de Agronomia UANL.
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RESULTADOS

Produccién de |. fumosorosea en diferentes medios de cultivo : PDA, Arroz,

medio de cultivo | iquido (Blastosporas) y produccion  bifasic a.

Para la produccion por diferente medio de cultivo de la cepa IF8B19 I.
fumosorosea los resultados en base a concentracion de esporas son los siguientes:
PDA gener6 una concentracién de 5 x 10” esporas / mL; el medio liquido para
obtener blastosporas produjo una concentracién de 1.1 x 10® blastosporas / mL. En
la produccion de esporas en arroz los resultados de concentracion fueron de 3.3 x
10" esporas / g y por ultimo en la concentracién del medio de cultivo bifasico, los
resultados finales alcanzaron la concentraciéon de 2.4 x 10° esporas / g (Fig. 11).
Estos resultados son importantes para la produccién de esporas y blastosporas en
menor tiempo y en mayor concentracion para llevar a cabo algunas pruebas y

bioensayos requeridos.
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Figura 11. Concentracién de esporas de I. fumosorosea en diferentes medios de

cultivo.



También se evalud porcentaje de viabilidad y al final se establecio el
porcentaje de infeccion obtenida en base a los bioensayos realizados con D. citri en
laboratorio (Fig. 12). En esta grafica se observa variacion entre la viabilidad y el
porcentaje de infeccion de D. citri en laboratorio; esta pequefia variacion pudo ser
generada por las condiciones de laboratorio y de las diferentes formulaciones
realizadas. Para la produccion en PDA la viabilidad maxima es de 87 %y 70 % de
infeccién, en la produccién de blastosporas la viabilidad maxima alcanzé un 95 %
con 60 % de infeccion, para las esporas obtenidas de arroz la viabilidad es de 89 % y
70 % de infeccion, por ultimo en la produccion por cultivo bifasico la maxima
viabilidad fue de 93 % con 70% de infeccion. Estos datos son el promedio de
germinacion medida en PDA a 24 hrs de haber sembrado en dicho cultivo, la

infeccidn tiene como base la esporulacién en D. citri para el bioensayo realizado en
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20 - B % de Infeccidn
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laboratorio.
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% de infeccion y Viabilidad
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Figura 12. Viabilidad e Infeccion de I. fumosorosea producida en diferentes medios.
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Bioensayo 1. Infeccion con blastosporas de Isaria fumosorosea a diferentes

concentraciones contra Bemisia tabaci (mosquita blanca).

En el cuadro 7, el andlisis de varianza es altamente significativa (p<0.0001). El
coeficiente de variacion indica heterogeneidad en los tratamientos; existio un rango

amplio en el promedio de mortalidad.

Cuadro 7. Analisis de varianza de la variable morta lidad de Bemisia tabaci a

los 10 dias.
FV GL SC CM F P>F
Trat 4 13659.19 3414.79 21.84 0.000
Error 20 3126.80 156.34
Total 24 16786.00
CV= 31.42 %

Las concentraciones empleadas se comportaron estadisticamente diferentes
obteniendo resultados de 78 % de mortalidad por infeccién, para el tratamiento 4 de
concentracion de 1 x 10” esporas / mL. Los tratamientos que se asimilaron en
mortalidad por infeccién son el tratamiento 3y 2 con 1 x 10°y 1 x 10° esporas / mL
de 33 % y 20 % de mortalidad por infeccion (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Comparacion de medias de la variable mortalidad de Bemisia tabaci
alos 10 dias.

Tratamientos Medias (%) Grupos
4 78.40 A
1 52.80 B
3 33.00 C
2 20.80 CD
5 14.00 D
NIVEL DE

SIGNIFICANCIA=0.05

T1=1x10% T2=1x10°, T3=1 x 10°%, T4= 1 x 10’, T5= Testigo Absoluto
En la Figura 13. La mortalidad por infeccion mas alta es del tratamiento 4 con
la concentracion de 1 x 10” esporas / mL alcanzando el 80 %; sin embargo el testigo
5 de formulacion Tween20 al 0.025 % la mortalidad es de 20 %; estos tratamientos
fueron evaluados a los 10 dias de haber realizado la aplicacion por inmersion de las
ninfas de B. tabaci. El tratamiento 1 produjo la infeccion mas baja con 48.25 % de
mortalidad.
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Tiempo de Evaluacion

T1=1x10% T2=1x10° T3=1x 10°, T4=1 x 10’, T5= Testigo Absoluto.

Figura 13. Mortalidad de Bemisia tabaci por la formulacion Tween20 e |I.
fumosorosea.
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Bioensayo 2. Infeccion por blastosporas de Isaria fumosorosea a diferentes

concentraciones contra Empoasca sp. (chicharrita).

Las concentraciones empleadas se comportaron estadisticamente diferentes
obteniendo resultados del 88 % de mortalidad por infeccion, para el tratamiento 3 con
1 x 107 esporas / mL, siendo la concentracién mas alta, los tratamientos 1y 2 a
concentraciones de 1 x 10° y 1 x 10° esporas / mL, generaron similitud en
resultados de 69.60 % y 71.20 % de mortalidad por infeccion. (Cuadros 9y 10).

Cuadro 9. Analisis de varianza de la variable, mortalidad de Empoasca sp. a

los 10 dias después de la aplicacion.

FV GL SC CM F P>F
Trat 3 5336.09 1778.69 422 0.012
Error 36 15165.68 421.26
Total 39 20501.78
CV= 28.74 %

Cuadro 10 . Comparacion de medias de la variable mortalidad de Empoasca sp.
alos 10 dias .

Tratamientos Medias (%) Grupos
3 88.70 A
2 71.20 AB
1 69.60 B
4 56.20

NIVEL DE SIGNIFICANCIA=0.05

T1=1x 10, T2= 1 x 10°, T3= 1 x 10", T5= Testigo Absoluto

Observando la Figura 14, el tratamiento 3 con una concentracién de 1 x 10’

esporas / mL fue la méas alta en mortalidad por infeccion con un 88.70 %; sin
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embargo, el testigo empleado Tween20 al 0.025 % obtuvo un 56.2 % de mortalidad,
estos tratamientos fueron evaluados a los 10 dias de haber realizado la aplicacion
tépica. El tratamiento 1 con la concentracién de 1 x 10° fue la de menor infeccién

con 69.60 %, esto posiblemente se deba a la baja concentracion de esporas.
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T1=1x10% T2=1x10° T3=1 x 10', T4= Testigo Absoluto.
Figura 14. Mortalidad de Empoasca sp. por la formulacion de Tween20 e I.
fumosorosea.
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Bioensayo 3. Infeccion por blastosporas de I. fumosorosea a diferentes

concentraciones contra Rhopalosiphum maidis (pulgon del maiz).

Las concentraciones empleadas se comportaron estadisticamente diferentes
obteniendo resultados del 78 % de mortalidad por infeccion para el tratamiento 4 con
una concentracién de 1 x 10" esporas / mL, los tratamientos 1 y 3 de concentracién
1 x 10* y 1 x 10° esporas / mL generaron mortalidad similar de 64 % y 62 % (Cuadros
11y 12).

Cuadro 11 . Analisis de varianza de la variable mortalidad de Rhopalosiphum

maidis alos 10 dias.

FV GL SC CM F P>F
Trat 4 4576.00 1144.00 4.267 0.012
Error 20 5360.00 268.00
Total 24 9936.00
CV= 28.03 %

Cuadro 12. Comparacion de medias de la variable mortalidad de
Rhopalosiphum maidis a los 8 dias.

Tratamientos Medias (%) Grupos
4 78.00 A
1 64.00 AB
3 62.00 AB
2 50.00 BC
5 38.00 C
NIVEL DE

SIGNIFICANCIA=0.05

T1=1x 107, T2= 1 x 10°, T3= 1 x 10°, T4= 1 x 10", T5= Testigo Absoluto.
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La mortalidad mas alta se observo en el tratamiento 4 con una concentracion
de 1 x 10’ esporas / mL con un 78 % de mortalidad por infeccién, superando éste al
testigo empleado Tween20 al 0.025 % con 38 % de mortalidad; estos tratamientos
fueron evaluados a los 8 dias de haber realizado la aplicacion sumergiendo el
alimento de R. maidis (Figura 15). El tratamiento 1 fue el mas bajo con la

concentracién de 1 x 10* esporas / mL que generé una mortalidad del 64 %.
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Figura 15. Mortalidad de Rhopalosiphum maidis por la formulacion de Tween20 e I.
fumosorosea.
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Bioensayo 4. Infeccion por esporas de Isaria fumosorosea a diferentes

formulaciones contra Tenebrio molitor.

Las concentraciones empleadas se comportaron estadisticamente diferentes
obteniendo resultados del 100 % para el tratamiento 2 con la formulacion en
emulsién a una concentraciéon de 1 x 10" esporas / mL; los tratamientos 10, 6 y 2
fueron similares en mortalidad y son los que fueron formulados como testigo

emulsion, tierra de diatomeas y testigo aceite (Cuadro 13 y 14).

Cuadro 13 . Analisis de varianza de la variable, mortalidad de Tenebrio molitor a
diferentes formulaciones.

FV GL SC CM F P>F
Trat 9 40765.62 4529.51 18.50 0.000
Error 30 7343.75 244.79
Total 39 48109.37
CVv= 61.06 %
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Cuadro 14 . Comparacion de medias de la variable mortalidad de Tenebrio

molitor alos 10 dias.

Tratamientos Medias (%) Grupos
2 100.0 A
1 68.75 B
4 31.25 C
3 25.00 CD
5 18.75 CDE
7 6.25 DE
8 6.25 DE
6 0.00 E
9 0.00 E

10 0.00 E

NIVEL DE SIGNIFICANCIA=0.05

T1= Formulaciéon Aceite T2= Formulacién Emulsién, T3= Testigo Aceite, T4= Testigo Emulsién, T5=
Formulacién Talco, T6= Formulacién Tierra de diatomeas, T7= Formulacién Savia de nopal, T8=

Testigo Talco, T9= Testigo Tierra de diatomeas, T10= Testigo Savia de nopal.

El tratamiento 1 con la formulacion aceite 100 % y el tratamiento 2 con
formulacion emulsion, fueron las de mayor infeccion, con un 70 % y 100 % de
mortalidad por infeccion, respectivamente (Figura 16). Esto podria deberse a que las
esporas de |. fumosorosea se mantiene viables durante mas tiempo e interactla
mejor por la forma en que el aceite hace una adhesion de esporas en la cuticula de
la larva de T. molitor. En lo referente a los testigos, los cuales son: tratamiento 3
aceite formulado al 100 % y el tratamiento 4 emulsion, los resultados de mortalidad
son de 20 y 40 %, respectivamente; es posible que las formulaciones afectaron la

cuticula obstruyendo los espiraculos de la larva evitando su respiracion.
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T1= Formulacién aceite al 5 x 10°, T2= Formulacién emulsién 1 x 10° T3= Testigo aceite, T4=

Testigo emulsion.
Figura 16. Infeccibn de Tenebrio molitor por la formulacion de I. fumosorosea
aceite y emulsion.

Para los demas formulaciones, la mayor mortalidad por infeccion resulto el
tratamiento 5 formulado con talco, alcanzando una méxima de 20 % de mortalidad
(Figura 17). Estos bioensayos se realizaron con la finalidad de encontrar una mejor
formulacién en base a la interaccion de las esporas de |. fumosorosea con el medio
de produccion para obtener una mayor mortalidad por infeccion; sin embargo, los
resultados para el tratamiento 6 formulado con tierra de diatomeas es de 0 % de
mortalidad, y para la formulacion savia de nopal fue de 10 %, resultados muy bajos
de mortalidad por infeccidén, cabe mencionar que las mudas de las larvas de T.

molitor pudieron influir en los resultados, debido a que las esporas son desechadas
por la cuticula.
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Tiempo de Evaluacion

T5= Formulacién talco 9 x 10’ T6= Formulacién tierra de diatomeas 7 x 10°, T7= Formulacién
Savia de nopal 1.8 x 10°, T8= Testigo talco, T9= Testigo tierra de diatomeas, T10= Testigo savia de
nopal.

Figura 17. Mortalidad de Tenebrio molitor por la formulacion de I. fumosorosea en

talco, tierra de diatomeas y savia de nopal.
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Bioensayo 5. Infeccion en laboratorio de  I. fumosorosea contra Diaphorina citri.

Las formulaciones empleadas se comportaron estadisticamente diferentes, la
mayor mortalidad por infeccion fue de 82 %, representado por el tratamiento 5 a la
concentracion de 1 x 10° esporas / mL formulado en aceite 0.1 %, las esporas de .

fumosorosea para este tratamiento se cosecharon de arroz (Cuadros 15y 16).

Cuadro 15 . Andlisis de varianza de la variable mortalidad de Diaphorina citri por
diferentes formulaciones y formas de produccion de I. fumosorosea después

de 10 dias de su aplicacion.

FV GL SC CM F P>F
Trat 7 26177.50 3739.64 8.54 0.000
Error 32 14000.00 437.50
Total 39 40177.50
CVv= 45.72 %
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Cuadro 16. Comparacién de medias de la variable mortalidad de Diaphorina
citri a los 10 dias.

Tratamientos Medias (%) Grupos
5 82.00 A
2 66.00 AB
1 62.00 AB
6 56.00 AB
7 54.00 B
8 26.00 C
4 18.00 C
3 2.00 C

NIVEL DE SIGNIFICANCIA=0.05

T1=Formulacion Tween20 con esporas de PDA, T2= Formulacién aceite con esporas de PDA,
T3=Testigo Tween20, T4= Testigo aceites, T5=Formulacion Aceite con esporas de arroz, T6=

Formulacioén aceite con blastosporas, T7=Testigo aceite, T8= Testigo Aceite.

El tratamiento 1 de la Figura 18, formulado en Tween20 con esporas
cosechadas de PDA-mostro un 62 % de mortalidad por infeccion; el tratamiento 2 en
formulacion aceite produjo un 66 % de mortalidad por infeccion; estos fueron
evaluados a los 10 dias después de la aplicacion. En estos tratamientos la
formulacién en aceite presentd mayor mortalidad en base a la interaccion de las
esporas de I. fumosorosea con el aceite, manteniéndolas activas y con mas adhesion
a la cuticula del insecto por mas tiempo; en los testigos la mortalidad fue menor del
20 %.
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T1=Formulacién Tween20 con esporas de PDA, T2= Formulacion aceite con esporas de PDA, T3=

Testigo Tween20, T4= Testigo aceite.

Figura 18. Infeccion de Diaphorina citri por la formulacion de esporas de |I.
fumosorosea en Tween20 y aceite.

En la Figura 19, el tratamiento 5 formulado en aceite con esporas cosechadas
de arroz la mortalidad por infeccién es de 82 % a los 10 dias, siendo el tratamiento
con mayor infeccidn para este bioensayo. El tratamiento 6 formulado en aceite y
blastosporas de |. fumosorosea la mortalidad por infeccion es de 56 %, estos
tratamiento son evaluados a los 10 dias después de la aplicacién topica, las
blastosporas produjeron menor infeccién en comparaciéon con las esporas del arroz.
Es posible que las blastosporas sean afectadas al momento de la formulacién.
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T5= Formulacidén aceite y esporas obtenidas de arroz, T6= Formulacién aceite y blastosporas, T7=

Testigo aceite, T8= Testigo aceite.

Figura 19. Infeccion de Diaphorina citri por la formulacién de blastosporas y
esporas de |. fumosorosea en aceite.
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Infeccion en campo de |. fumosorosea contra Diaphorina citri.

Las formulaciones empleadas se comportaron estadisticamente diferentes
alcanzando resultados de mortalidad maxima de 67.60 % para el tratamiento 1 con
una concentracién de 5.6 x 10’ esporas / mL formulada con emulsiéon al 0.5 %,
(Cuadros 17 y 18).

Cuadro 17 . Andlisis de varianza de la variable, mortalidad de Diaphorina citri

causada por la aplicacion de |. fumosorosea en campo.

FV GL SC CM F P>F
Trat 15 51845.54 3456.36 20.62 0.00
Error 64 10725.20 167.58
Total 79 62570.75
CV= 53.11 %
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Cuadro 18. Comparacién de medias de la variable mortalidad de Diaphorina
citri en campo.

Tratamientos  Medias (%) Grupos

1 67.60 A
11 60.80 A
12 50.60 B
4 47.00 BC

32.80 CD
10 31.00 CD
3 25.00 D
13 4.20 E
14 4.00 E
8 3.00 E
16 0.60 E
7 0.00 E
5 0.00 E
15 0.00 E
6 0.00 E

NIVEL DE SIGNIFICANCIA=0.05

T1=Formulaciéon Tween20 (incubado a 25-32 C), T2=Formulacién Tween20 (2 aplicaciones incubado
a 25-32 ), T3=Formulacion Tween20 (incubado a 4 ), T4= Formulacién Tween20 (2 aplicaciones
incubado a 4 ), T5=Control Tween20 (incubado a 25-32 ), T6= Control Tween20 (2 aplicaciones
incubado a 25-32 ), T7= Control Tween20 (incubado a 4 C), T8=Control Tween20 (2 aplicaciones
incubado a 4 ). T9= Formulaciéon emulsién (incubado a 25-32 ), T10= Formulacién Emulsion (2
aplicaciones incubado a 25-32 C), T11l=Formulacion emulsién (incubado a 4 C), T12= Formulacién
emulsién (2 aplicaciones incubado a 4 C)., T13= Control aceite (incubado a 25-32 ), T14= Control
aceite (2 aplicaciones incubado a 25-32 C), T15= Control Aceite (incubado a 4 <), T16= Control

Emulsién (2 aplicaciones incubado a 4 C).

Los siguientes tratamientos de la Figura 20 son formulados en TweenZ20, el
tratamiento 1 incubado a 25-32 € a 1 aplicacion logro un 67.6 % de Infeccion, sin

embargo el tratamiento 2 incubado a 25-32 € a 2 ap licaciones mostré un 50.6 % de
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mortalidad, este resultado indica que con 1 aplicacién puede obtenerse una mayor
mortalidad por infeccion. Con referente a la incubacion a 4 € la mayor mortalidad
por infeccidn es en base a la aplicacion 2 (tratamiento 4). El hongo entomopatégeno

se mantuvo en latencia debido a la temperatura de 4 C con la que se expuso.
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Tiempo de Evaluacion

T1= Formulacién Tween20 (incubado a 25-32 C), T2= Formulacion Tween20 (2 aplicaciones
incubado a 25-32 T), T3= Formulacion Tween20 (incubado a 4 ), T4= Formulacién Tween20 (2
aplicaciones incubado a 4 C), T5= Control Tween20 (incubado a 25-32 <), T6= Control Tween20 (2
aplicaciones incubado a 25-32 C), T7= Control Tween20 (incubado a 4 ), T8= Control Tween20
(2 aplicaciones incubado a 4 <C).

Figura 20. Infeccibn en campo de Diaphorina citri por la formulacion de I.

fumosorosea y Tween20 de 1 a 2 aplicaciones con dos formas de incubacion.

Con referente a las formulaciones realizadas con emulsion, el tratamiento 11
incubado a 4 € a 1 aplicacion causé un 60.8 % de mortalidad por infeccion, y el
tratamiento 12 incubado a 4 C a 2 aplicaciones, la mortalidad por infeccion alcanzo
un 50.6 %. El tratamiento 10 incubado a 25-32 € a 1 aplicacion la mortalidad por
infeccion logro 32.8 % siendo menor a comparacion con la forma de incubacion a 4
T (Figura 21), en estos resultados la emulsion mantiene en mayor latencia a las
esporas de |. fumosorosea.
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Tiempo de Evaluacion

T9= Formulacion emulsién (incubado a 25-32 ), T10= Formulacion Emulsiéon (2 aplicaciones
incubado a 25-32 C), T11= Formulacion emulsién (incubado a 4 ), T12= Formulacién emulsién (2
aplicaciones incubado a 4 C), T13= Control aceite (incubado a 25-32 C), T14= Control aceite (2
aplicaciones incubado a 25-32 C), T15= Control Aceite (incubado a 4 C), T16= Control Emulsion (2
aplicaciones incubado a 4 C).

Figura 21. Infeccion en campo de Diaphorina citri por la formulacion de 1.
fumosorosea en emulsion a 1y 2 aplicaciones a 2 incubaciones.
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DISCUSION

Con base a la produccion de esporas de I. fumosorosea en diferentes medios
de cultivo, el de mayor volumen de concentracion fue para el método bifasico, siendo
ésta la mejor forma de producir esporas y cosecharlas de una forma rapida y sencilla;
esta eficiencia es debido a la baja concentracion de medio liquido en la que se
expone el hongo, razén por la que después de carecer de suficiente medio de
alimentacion el hongo forma esporas para su siguiente fase de desarrollo. Estos
resultados concuerdan con una investigacion realizada por Quintero-Zapata (1998),
donde el medio de cultivo liquido alcanzo una concentracién de 1.95 x 10° esporas /
mL. En las fermentaciones aerobias, la transferencia de oxigeno a los
microorganismos es indudablemente el fendmeno mas importante para mantener la
actividad microbiana. Gomez-Carneiro, (1992) utilizé la reproduccion bifasico,
primero en medio liquida de arroz y después arroz estéril en bolsas de polipropileno

con resultados muy favorables.

Con respecto a las pruebas de viabilidad y porcentaje de infeccion en la cual
se garantiza la patogenicidad, las conidias de mayor viabilidad son las producidas
por blastosporas, la explicacion es debido a que las levaduras de las blastosporas
crecen mas rapido en medio de cultivo de PDA debido al cambio de alimentacién de
I. fumosorosea. ElI medio PDA es (til para realizar la evaluacion del porcentaje de
viabilidad, la cual es menor en este medio. El hongo al cultivarse en el mismo medio
pierde algunas cualidades que lo determinan, generando un proceso de mutacion.
En lo referente a la viabilidad del hongo, las que mostraron el mayor porcentaje
fueron aquellas cepas cultivadas en PDA a nivel laboratorio, y la de menor viabilidad

son las blastosporas y el medio de produccion en arroz.

En los primeros bioensayos realizados en insectos de importancia agricola, en
lo que se refiere a B. tabaci (mosquita blanca) la maxima infeccion alcanz6 un 80 %

con la concentracién de 1 x 10’ esporas / mL debido a la aplicacién en forma de



inmersién; algunas investigaciones como el de Chan-Cupul (2010) menciona haber

obtenido el porcentaje de mortalidad de 74.5 %.

En los resultados de infeccion de chicharrita Empoasca sp., la maxima se
alcanz6 con una concentracién de 1 x 10’ esporas / mL. Este bioensayo alcanzé
una mortalidad de 90 % en el transcurso de 10 dias. Estos resultados son Utiles y

deberian ser considerados para realizar un plan de manejo de esta plaga.

Referente al bioensayo con R. maidis (pulgon del maiz), la infeccion maxima
alcanzada fue de 80 % de mortalidad, debido a la presencia de conidias aplicadas
en el follaje. Este insecto posee cuerpo blando que puede ser un factor de infeccion
mas rapida como la que se registré en el presente estudio. En Tenebrio molitor la
mejor formulacion fue a base de emulsion con 100 % de infeccion. Las esporas son
mas viables en esta formulacion debido posiblemente a la mejor adherencia de
esporas en la cuticula de la larva. Para el bioensayo de D. citri en laboratorio, la
formulacion en aceite fue la de mayor infeccién con un 80 %, estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Pasco et al., (2009), quienes lograron una mortalidad de

95 % en adultos de D. citri.

Para la prueba efectuado en campo contra ninfas de Diaphorina citri, la
formulacion 1. fumosorosea en emulsion en 1 aplicacion fue la mejor con 70 % de
infeccion; Tween20 a 1 aplicacion también mostré resultados sobresalientes con
infeccion de 68 %. Las aplicaciones realizadas en una sola vez son mas efectivas
que las de 2 aplicaciones. Esto es un dato muy importante para una menor inversion

para el control del vector del HLB, en la region de Martinez de la Torre, Veracruz.

El control biolégico siempre ha existido, lo que se busca es encontrar el
equilibrio entre los enemigos naturales contra los insectos que generan peérdidas,
esto se debe considerar debido a que los enemigos naturales no generan
resistencia, son selectivos para cada insecto, y puede llegar a tener el mismo control
que con cualquier otro producto insecticida convencional.
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