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RESUMEN

La dificultad que ha existido en el manejo del psilido Asiatico de los citricos,
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), ha incrementado la problematica
gue representa el insecto para la citricultura mexicana; por tal motivo, existe la
necesidad imperiosa de disponer de alternativas para su control, como lo es el uso
del control biolégico mediante la utilizacion de hongos entomopatégenos. En el
presente estudio se evalud la aplicacion del hongo Beauveria bassiana contra ninfas
de Diaphorina citri en una huerta de limoén, en Martinez de la Torre, Veracruz. La
produccién masiva del hongo B. bassiana se produjo en condiciones de laboratorio.
mediante la siembra de conidias en arroz precocido y esterilizado. La cosecha de
conidias se obtuvo fraccionando las semillas de arroz unas con otras dentro de una
bolsa de malla antipulgén. Para la aplicacion del hongo se evaluaron diferentes
formulaciones (aceite vegetal, Tween 20, tierra de diatomeas, talco y savia de nopal)
en laboratorio, las cuales produjeron porcentajes de infeccidn superiores a 90%,
misma que fue obtenida en la formulacion realizada con aceite vegetal contra D. citri
y Tenebrio molitor. En campo se aplicé el hongo con ayuda de una aspersora tipo
mochila de motor (STIHL SR-420); con la aplicacién dirigida hacia los brotes jovenes
de los arboles de limon. Las aplicaciones indujeron porcentajes de infeccion de hasta
90% con 2 aplicaciones de conidias del hongo formulado en aceite mineral Pure
spray® al 0.5%; con la formulacion del hongo en Tween 20 y 2 aplicaciones en
campo se obtuvo un 66% de infeccion. El hongo Beauveria bassiana presento
buenos resultados, ya que puede reducir las poblaciones de D. citri en campo en un
60 a 90%, dependiendo de la formulacién y el vehiculo de aplicacion; sin embargo,
es necesario considerar que para el éxito en el desarrollo de la infeccidén por el hongo
se requiere que existan condiciones climéaticas que la favorezcan (temperatura y
humedad relativa). EI empleo de aceite mineral agricola mas agua como vehiculo del
hongo B. bassiana, puede ser una alternativa favorable para proteger el hongo de los

rayos UV y favorecer la adherencia en la cuticula del insecto.

Palabras clave: Diaphorina, Beauveria, Entomopatogenos, formulacion.



ABSTRACT

The effort in the management of the Asian citrus psyllid, Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), has increased the problematic that represents the
psyllid for the Mexican citriculture; for this reason, there is a persistent need to have
alternatives for its control, such as the use of biological control using
entomopathogenic fungi. In this study, we evaluated the application of the fungus
Beauveria bassiana against Diaphorina citri nymphs in a lemon orchard in Martinez
de la Torre, Veracruz. Mass production of the fungus B. bassiana fungus was
produced in laboratory conditions by inoculating conidia on sterilized cooked rice. The
harvest of conidia was obtained scratching the rice with an antiaphid mesh. For the
application of B. bassiana, different formulations were evaluated (vegetable oil,
Tween 20, diatomaceous earth, talc and cactus sap) in the laboratory, which
produced infection rates exceeding 90%, same as was obtained in the formulation
made with oil plant against D. citri and Tenebrio molitor. In the field, the fungus was
applied using a backpack sprayer engine (STIHL SR-420), with the direct application
to the young shoots of lemon trees. Applications induced infection rates of up to 90%
with 2 applications of formulated conidia of the fungus spray ® Pure mineral oil 0.5%,
with the formulation in Tween 20 and 2 applications in the field was obtained by 66%
infection. The fungus Beauveria bassiana showed good results, since it can reduce
populations of D. citri in field 60 to 90%, depending on the formulation and vehicle
application, however, consider that the success in the development of infection by the
fungus requires climatic conditions that enhances the development of the fungus
(temperature and relative humidity). The use of mineral oil in water emulsion as
agricultural vehicle of the fungus B. bassiana, may be a favorable alternative to
protect the fungus from UV rays and to encourage adherence to the cuticle of the

insect.



INTRODUCCION

El psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Psyllidae), constituye una de las plagas mas devastadoras para la citricultura mundial
(Bellis 2005). Esta presente en México desde 2002 (L6épez-Arroyo et al. 2005) y
actualmente se encuentra en todas las areas citricolas de México. El psilido se
alimenta de la planta, causandole dafio directo al succionar la savia de los brotes y
hojas mas jovenes y lo que es mas grave adn, constituye un eficiente vector de la
enfermedad denominada Huanglongbing, que provoca severos dafios en los paises
gue la poseen (Coelho, 2002; Grafton, 2006; Pefia, 2006; Subandiyah, 2000). A partir
del afio 2009 la citricultura nacional se ha visto amenazada por la presencia de esta
enfermedad bacteriana conocida como Huanglongbing (HLB), considerada
mundialmente una de las enfermedades mas graves de los citricos (Bové, 2006).
Esta enfermedad es causada por al menos tres especies de bacterias del género
Candidatus Liberibacter que no han podido ser cultivadas artificialmente, y que estan
limitadas al floema de las plantas. Las tres formas reportadas actualmente son Ca. L.
asiaticus, Ca. L. africanus y Ca. L. americanus. En el continente americano se tienen
reportadas las especies Ca. L. americanus y Ca. L. asiaticus segun Floyd and Krass
(2006), esta ultima es la que esta presente en México. Este patdgeno ocasiona una
muerte gradual del arbol, primeramente reduce la produccién y calidad de la fruta y

posteriormente ocasiona la muerte del mismo (Halbert and Manjunath, 2004).



Los citricos

México se encuentra entre los 10 principales productores de citricos. Ocupa el
2° lugar en la produccion de limon después de la India; en 4 ° lugar en produccion
mundial de Naranja, después de Brasil, E.U.A y de la India; y en cuarto lugar en la
produccién de Toronjas y Pomelos, después de E.U.A, China y Sudafrica. (FAO
2007).

La presencia de D. citri en México, se extendié por completo en las zonas
citricolas mas importantes del pais en un lapso de seis afos, lo cual representa una
grave amenaza para la citricultura del pais debido a su condicion de vector del
Huanglongbing. Por lo anterior, es necesario efectuar estudios para conocer la
fenologia del insecto, distribucion y épocas de mayor incidencia de poblaciones y
dafios a los arboles, asi como en otras especies de plantas que sean hospederos
alternos. Por las caracteristicas de bajo costo y sustentabilidad, el control biologico
de la plaga es fundamental, ya que en otros paises invadidos por el insecto, ha
mostrado resultados sobresalientes. La obtencién, evaluacién y formulacion de
Entomopatdgenos para su aplicacion extensiva en el control de la plaga, podria
constituir una linea béasica de investigacion por el alto potencial de uso de este tipo
de agentes (Meyer et al., 2007).



Objetivo General

Evaluar la efectividad de formulaciones del hongo entomopatégeno Beauveria

bassiana para el control de Diaphorina citri.

Hipotesis

Se espera que la formulacion hecha en aceite, mejora la actividad del hongo

Beauveria basssiana para el control de Diaphorina citri.



REVISION DE LITERATURA

El psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae),
es una de las plagas mas serias de los citricos a nivel mundial (Aubert, 1987), que se
desarrolla exclusivamente en plantas de la familia Rutaceae. El psilido asiatico fue
descrito por primera vez en Taiwan en 1907 (Halbert y Manjunath, 2004);
actualmente es un insecto plaga con categoria cuarentenaria (OEPP/EPPO, 1988) y
actualmente esta establecido ampliamente en las zonas citricolas del mundo
(Catling, 1970; Wooler et al., 1974; CABI/EPPO, 2001; EPPO, 2005.

Paises con Diaphorina

llustracion 1. Distribucion mundial de Diaphorina citri. Fuentes: Grafton-Cardwell et
al. 2006. Garcia-Darderes, C.S. 2009.

D. citri, se detecté en México durante el afio de 2002 en los estados de Campeche y
Quintana Roo. Desde entonces D. citri se ha distribuido ampliamente en la mayoria

de las areas citricolas del pais.



Diaphorina citri, Psilido Asiéatico de los citricos

Las plantas hospederas del insecto se limitan a las rutaceas, tanto las
especies silvestres como en los citricos comerciales, especialmente limones (Citrus
limon), limén rugoso (Citrus jambhuri), naranja agria (Citrus aurantium), toronja
(Citrus paradisi) y limas (Citrus aurantiifolia). Murraya paniculata, planta rutacea
ornamental preferida por Diaphorina citri (htpp://eppo.org/QUARANTINE), ver figura
2. Los hospedantes silvestres de Diaphorina citri son: Calodendrum capense,
Clausena lansium, Fortunella, Limonia acidissima, Murraya paniculata, Poncirus,
Toddalia.

llustracion 2. Planta ornamental muy comun conocida como Mirto: Murraya
paniculata.

Importancia de la plaga

El dafio directo es causado por las ninfas y adultos al extraer grandes
cantidades de savia de las hojas, peciolos y brotes tiernos, ocasionando

deformaciones, enrollamiento y secrecién de una mielecilla que favorece la aparicién



de la fumagina. La fumagina, es un hongo que afecta el vigor de los arboles al
interferir el proceso de la fotosintesis (Halbert y Manjunath, 2004). La D. citri en
infestaciones fuertes puede matar los brotes vegetativos en desarrollo o causar la
abscision de hojas (Michaud, 2004). La mayor amenaza del psilido, en cuanto a
pérdidas econdmicas, es al ser vector del Huanglongbing (HLB) o dragon amarillo,
cuyo patogeno es Candidatus Liberibacter spp.. Es una bacteria restringida al floema,
Gram negativa; enfermedad devastadora incluso en mayor grado a la causada por el
Virus de la Tristeza de los Citricos (da Graca, 1991; da Graca y Korsten, 2004;
Halbert y Manjunath, 2004; Beattie et al., 2008). (Bové 2006), y es la que ocasiona
grandes pérdidas y dificultad para la exportacion. Existen tres variantes de esta

bacteria, C. L. asiaticus , C.L. africanus y C.L. americanus.

En los arboles infectados por el patégeno los frutos se deforman completamente y
resultan inaceptables en el mercado (da Graca, 1991; da Graca y Korsten, 2004;
Halbert y Manjunath, 2004). Ademas, el insecto al alimentarse de la planta introduce
sustancias toxicas que causa malformacion de brotes y hojas (Tsai et al., 2002),
reduccion en el tamafio de la fruta, desarrollo asimétrico, declinacion del arbol, aborto
de semilla y falta de jugo. D. citri es reportada como el vector méas eficiente del HLB
(Tsai et al. 2002). Los adultos y las ninfas de cuarto y quinto instar son capaces de
transmitir el patégeno después de 8-12 dias (Roistacher, 1991). El psilido Asiatico al
alimentarse en una planta infectada adquiere el patégeno en 30 min. (Roistacher,
1991). EIl patdgeno se multiplica en el vector para continuar diseminando el
patogeno (Aubert, 1987).



Clasificacion taxondmica del Psilido Asiatico de los Citricos D. citri Kuwayama

Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
Superfamilia: Psylloidea
Familia: Psyllidae

Género y especie: Diaphorina citri

(Triplehorn y Johnson, 2005).

Kuwayama describié a la especie por primera vez en 1907, de especimenes

obtenidos en Shinchiku, Taiwan.

Caracterizacion y descripcion de Diaphorina citri (Kuwayama)

Los adultos de D. citri son saltadores activos. Los huevos son amarillo brillante
y son depositados en los brotes recién emergidos. Las ninfas son verdes o
anaranjado opaco; se alimentan en hojas y tallos, sin embargo, son mas probable de
encontrar en brotes nuevos por lo que es posible encontrar incrementos

poblacionales durante los periodos de crecimiento activo de la planta.

Adulto

Hall (2008), reporta medidas de 2.7 a 3.3 mm de largo con alas café
moteadas. Cuerpo marrén jaspeado, recubierto de polvo ceroso, cabeza marrén con

0jos rojos. Las antenas presentan el apice negro con dos manchas marrén claro en
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la parte media. Las alas son mas anchas que el tercio apical. (Cermeli et al., 2000).
Se les puede reconocer por la posicién que adoptan durante la alimentacién, donde
la cabeza esta pegada a la superficie de la hoja, mientras que el extremo distal del
cuerpo esté levantado, formando un angulo de 30 a 45° con respecto a la superficie (
Halbert y Manjunath, 2004).

Huevos

El tamafio de los huevos aparece en la literatura de 0.31mm de longitud y 0,14
mm de ancho, alargado y de forma oval (Tsai y Liu, 2000), Los huevos son de color
amarillo cuando recién son depositados y se vuelven de color naranja brillante con
dos manchitas rojas en los ojos cuando maduran. Las hembras son capaces de
ovipositar hasta 800 huevos durante toda su vida. (Chavan y Summanwar, 1993). La
cantidad de huevos depositados depende de la planta hospedante. Cuando la
temperatura es de 25°C la eclosion de los mismos ocurre a los 4 dias (Chiou-Nan
Chen, 1998, Y.H. y Tsai, H. 2000).

Ninfas

Son sedentarias, forman colonias con un numero de individuos variable, hasta
cientos. Las ninfas del quinto estadio dan lugar a adultos machos y hembras. Todo el
ciclo de vida del insecto toma entre 15 a 47 dias, dependiendo de la temperatura
(Chavan y Summanwar, 1993). Las ninfas se alimentan de las hojas jovenes y tallos
continuamente secretando grandes cantidades de mielecilla por el ano y una

sustancia cerosa filiforme de las glandulas circumanales (Tsai y Liu, 2000).

El primer estadio ninfal es de 0.3 mm de largo y 0.17 mm de ancho con un
cuerpo ligeramente rosado y un par de 0jos rojos compuestos (Tsai y Liu, 2000). El
segundo estadio es de 0,45 mm de largo y 0,25 mm de ancho; son visibles alas

rudimentarias en forma de almohadillas en el dorso del térax. Los promedios del
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tercer estadio son de 0.74 mm de largo por 0.43 mm de ancho, hay evidencia de
segmentacion de antena. El promedio del cuarto estadio es de 1.01mm de longitud y
0,7 mm de ancho, cuenta con dos setas en cada antena (Husain y Nath, 1927). El
quinto estadio tiene un promedio de 1,6 mm de largo y 1,02 mm de ancho, hay tres
setas en cada antena (Husain y Nath, 1927). Cuando las ninfas maduran, algunas

tienen el abdomen verde azulado, en otros se vuelve naranja palido.

Biologia y ecologia de Diaphorina citri.

El rango Optimo de temperatura para el desarrollo del psilido esta entre 25-
28°C. (Liu y Tsai 2000). 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). El ciclo de vida del psilido
incluye una etapa de huevecillo y cinco estadios de ninfas. Las hembras ponen
huevos continuamente durante toda su vida si las hojas jovenes se encuentran
presentes. Los huevos eclosionan en 4 dias y las ninfas se desarrollan en un periodo
de 13 dias hasta llegar a adulto segun lo reportado por Tsai y Liu (2000). Los adultos
nuevos alcanzan la madurez reproductiva dentro 2 o 3 dias y la ovoposicion
comienza a partir de 1 o 2 dias después del apareamiento (Wenninger y Hall 2007,
citado por Hall 2008). El tiempo de generacién de la media poblacional a 25°C varia
de 22 a 25 dias; a 24°C los machos adultos, viven un promedio de 21 a 25 dias y las
hembras de 31 a 32 dias (Nava el al. 2007). La longevidad maxima oscilé segun lo
reportado por Tsai y Liu (2000) entre 117 dias a 15°C a 51 dias a 30°C. La poblacién
del psilido fluctia en relacion a la temperatura y la humedad relativa. El psilido
aumenta en la poblacién dos veces al afio, que coincide con periodos de brotes de

los citricos en primavera y verano (Wang et al., 1996; Sahu & Mandal, 1997).



llustracion 3. Ciclo de vida de D. citri.

Antecedentes y distribucién del Huanglonbing (HLB)

El HLB, palabra de origen chino que significa enfermedad del brote amarillo.
Es una enfermedad de reciente introduccion a México (julio de 2009). Los sintomas
gue presenta la enfermedad es moteado difuso de las hojas, los brotes se vuelven
amarillentos. Las ramas y brotes mueren y se secan; en arboles que tienen una
infestacion prolongada, el arbol pierde follaje, los frutos no se forman por completo,
tienden a caerse y después de un tiempo, el arbol se muere (Polek et al., 2007). En
el caso de los frutos, su desarrollo se detiene, en algunos casos los frutos se
deforman, tienen una coloracién atipica y las semillas son abortivas. El diagnéstico
requiere de técnicas moleculares, como es la PCR (Polymerase Chain Reaction) (Su,
2011). Aungue la bacteria se restringe al floema de las rutaceaes, tiene la capacidad
de multiplicarse en la hemolinfa y las glandulas salivales de los psilidos vectores.

Dentro del insecto, la bacteria cruza la pared intestinal hasta llegar a las glandulas
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salivales, via hemolinfa, tomandose para esto de 1 a 3 semanas segun la virulencia

de la cepa (Orozco 1995).

La enfermedad del huanglongbing (HLB) fue detectada por primera vez en
Asia (China), a finales del siglo XIX, posteriormente se reporté en Africa del Sur a
principios del siglo XX, lo que propicié que a traves de los afios se diseminara hacia
varios paises de ambos continentes (Bove, et al., 2008). En Febrero del 2004 se
detectdé en Brasil. En agosto del 2005, la enfermedad fue detectada también en
Florida E. U. A., esto es siete afios después de la llegada del vector D. citri (Bove, et
al., 2008); en 2007 se informa de su presencia en Cuba y en el 2009 en México
(Trujillo, 2010).

En México se detectd la Diaphorina citri por primera vez en el 2002 en el
estado de Yucatan y siete afios después se detecta el HLB en ese mismo estado.
Los sintomas de la enfermedad a nivel mundial se han detectado principalmente en
citricos dulces, sin embargo en México, los sintomas se han detectado primeramente
en limon mexicano. El HLB en México se detectd en el 2009; en Yucatan el mes de
julio, semanas después en Quintana Roo y en Noviembre en los estados de Nayarit y
Jalisco. En el 2010 la enfermedad se detecto en el mes de Marzo en Campeche, en
Abril en Colima y en junio en Sinaloa; de tal forma que en menos de un afio, el HLB

ya esté presente en 7 estados de México (Trujillo, 2010).

Experiencias en el manejo del HLB en otros paises.

En paises como Brasil, Estados Unidos (Florida) y en otros paises, basan el
manejo de la enfermedad del HLB en sus huertas de citricos, en tres estrategias
fundamentales que les permite mantener las huertas productivas y convivir con la
enfermedad (Bassanezi, 2010); estas estrategias son: 1. Produccion de plantas
certificadas bajo invernadero, 2. Control del vector y 3. Deteccion y eliminacion de

plantas enfermas. (Figura 2).
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Huanglongbing (HLB)
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Inspeccion (Mx)

llustracion 4. Estrategias de manejo del HLB en el mundo

Vectores que trasmiten la enfermedad

Ca. Liberibacter spp. es una bacteria persistente que se reproduce dentro del
insecto (Diaphorina citri) pero no se transmite a otras generaciones, de tal forma que
la bacteria infecta al vector sin afectar los procesos fisioldgicos del insecto, este al
alimentarse de la planta transmite la enfermedad. La bacteria circula por el floema de
la planta impidiendo la circulacion de los nutrientes por el taponamiento de los vasos
floeméaticos, provocando sintomas tipicos de deficiencias nutrimentales en la planta
(Da Graca 1991).
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llustracion 5. Fotografia tomada por H. Gomez-USDA, sintomas del HLB en las
hojas. Se observa clorosis, amarillamiento y deformacion de la hoja.

Medidas de control para Diaphorina citri Kuwayama

Monitoreo del psilido

Se debe monitorear semanalmente y de manera directa, brotes de los arboles,
en huertas de traspatio, viveros, zonas urbanas y en huertas comerciales, pero
principalmente en las orillas de carreteras o de caminos vecinales. Investigadores de
Florida recomiendan la colecta de insectos adultos a una hoja blanca con cuadricula,
mediante tres golpes al brote del arbol. Los adultos son prioritarios debido a que
pueden diseminar la enfermedad. Se sugiere que por cada huerta se obtengan 100

muestras.

Los arboles a muestrear deben elegirse al azar cubriendo toda el area de la
huerta, tomando muy en cuenta los arboles de las orillas colindantes con huertos
vecinos. Se proponen muestrear el 2% de los arboles de cada huerta monitoreada.
De cada arbol monitoreado deberan tomarse 2 brotes tiernos que tengan entre 2 y 4
cm de longitud. En caso de que el 20% de los arboles muestreados tengan al menos
un brote infestado con ninfas o huevecillos del psilido tendra que aplicarse medidas

de control (Robles et al., 2010). D. citri, normalmente predomina en los arboles del
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exterior de las huertas, ahi se recomienda realizar el mayor numero de
observaciones y dirigirse hacia los arboles establecidos en el centro de las huertas,
mediante recorridos en zig-zag (Belasque et al., 2010). Deben ser personas
capacitas las que monitorean el psilido y sepan reconocer las diferentes etapas de
desarrollo del psilido, lo que se considera como la manera mas rapida para la
deteccion de una infestacion (Hall, 2008, citado por Robles et al.,2010). Por otro lado
Halbert y Manjunath (2004), citados por Diaz (2010), reportan que se requiere de tres
ninfas o cinco adultos por brote como maximo, para implementar un programa de

control quimico (Diaz, 2010).

Otro indicador en la fluctuacién de las poblaciones de adultos del psilido es el
uso trampas amarillas (Hall et al., 2007). Por ejemplo las trampas a base de charolas
amarillas con una porcién de agua jabonosa 6 las trampas de papel amarillas tipo
carton, de 20 x 15 cm, que se recubren con algun pegamento transparente. Las
trampas deben distribuirse en todo el huerto, principalmente en los arboles de las
orillas donde se colinda con huertos vecinos. Se recomienda instalar 10 trampas en
predios de 1 a 5 has; 20 trampas en huertos de 6 a 10 has., las cuales deben
reemplazar cada 15 dias, para hacer el conteo de adultos capturados (Robles et al.,
2010).

En caso de encontrar algun arbol sospechoso, los inspectores marcan el arbol
con cinta de color y al final del dia reportan al responsable de la brigada. Ademas,
PROCIGO, esta monitoreando sus huertas de citricos mediante trampas amarillas
con pegamento, las cuales son instaladas en puntos estratégicos de las huertas, lo
gue ha favorecido para la toma de decisiones para efectuar aspersiones fuera de las

programadas en el afio (Lost, 2009).
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Alternativas de control

Control biolégico

El manejo de este psilido mediante el uso de enemigos naturales como
parasitoides, predatores y hongos entomopatégenos, los cuales pueden cumplir una
funcion muy importante para reducir las poblaciones de esta plaga en las huertas de

citricos.

Insectos depredadores

El grupo de especies utilizadas como agentes de control biolégico de D. citri,
varia geograficamente. Los agentes bioldgicos mas importantes para el control de D.
citri, se incluyen varias especies de coccinélidos (Coleoptera: Coccinellidae); entre
las que destacan Harmonia axyridis Pallas, Olla v-nigrum Mulsant, Exochomus
childreni Mulsant, Cycloneda sanguinea L., Curinus coeruleus Mulsant Coccinella
septempunctata L., C. rependa Thunberg, Cheilomenes sexmaculata Fab. Chilocorus
nigrita (Fab.), Scymnus spp. (Husain and Nath 1927, Aubert 1987, Gravena et al.
1996, Michaud 2001, Michaud 2002, Michaud 2004, Michaud and Olsen 2004),
Brachiacantha decora e Hippodamia convergens (Inifap, 2010); sirfidos (Diptera:
Syrphidae), crisopas (Neuroptera: Chrysopidae, Hemerobiidae) y arafias (Aranae)
(Aubert 1987, Michaud 2001, Michaud 2002, Michaud 2004, Gonzalez et al. 2003).

Parasitoides

El parasitoide Tamarixia radiata es un parasitoide originario de la India, cuyas
larvas se alimentan a expensas de las ninfas de D. citri. debajo de su cuerpo pupany
tejen un capullo adherido a la superficie de la hoja y emergen a través del
integumento del huésped. En Cuba, Gonzalez et al., (2002) determinaron que
Tamarixia radiata (Waterson), parasitaba el segundo, tercero y cuarto estadio ninfal
de D. citri, y concluyen después de tres afios de evaluacion, que tiene una

15



efectividad entre 30.7% y 97,3%. En Isla Reunién, T. radiata, parasitd entre el 60% a
70% de las ninfas de D. citri, mientras que Diaphorencyrtus aligarhensis logré
parasitar s6lo el 20%, que se considera de baja efectividad, debido al
hiperparasitismo.

El género Tamarixia se reportd 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).

Control quimico

La seleccion de un insecticida contra D. citri, debe considerarse su eficiencia,
periodo residual, selectividad y en los programas de rotacion de los grupos quimicos.
Con estos enfoques podra evitarse la resistencia de D. citri a los plaguicidas como lo
han logrado en Brasil, donde recomiendan hacer rotacién de los diferentes grupos
quimicos (Diaz, 2010). El control quimico se dirige principalmente hacia el vivero,
plantaciones de fomento y plantaciones jovenes, puesto que los arboles maduros

soportan mejor los dafios causados por el vector (Aleman et al., 2007).

Productos sistémicos

El control de D. citri en Brasil en huertas en desarrollo, aun sin produccion de frutos,
se sugiere aplicar productos sistémicos durante los periodos lluviosos,
principalmente: Temik, Imidacloprid y Thiamethoxam entre otros; con Imidacloprid ha
sido posible el control del 100% de los adultos y 98% de las ninfas (Caceres, 2002,
citado por Diaz, 2009). Los insecticidas sistémicos pueden ser aplicados al tronco de
los arboles, al suelo en forma granulada o drenados (“drench”), cuando haya
humedad en el suelo y de preferencia unos 15 a 20 dias antes de que ocurra la

brotacion vegetativa.
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Productos de contacto

Estos pueden ser utilizados en periodos de sequia, como son: Dimetoato,
Ethion, Malathion, Piretroides, Carbamatos y Abamectina. (Cobelo, 2005). Para
controlar adultos procedentes del exterior de las huertas, para reducir la posibilidad
de transmision del HLB. Tienen un buen efecto para disminuir la densidad de
poblacion del insecto, con un el control de mas del 80% y una residualidad media de
30 dias (Yamamoto y Miranda, 2009).

Medidas de control quimico como insecticidas (Dimetoato, monocrotofos,
fosfamidon, confidor, decametrina, y fenvalerato), productos vegetales (aceite de
neem, aceites en aerosol (petrdleo)) y reguladores del crecimiento de insectos han
sido probados contra el psilido asiatico de los citricos con resultados alentadores
(Ahmed et al., 2004). De dos a 18 tres aspersiones con intervalos de 10 a 15 dias se
han encontrado ser eficaces contra el psilido asiatico de los citricos (Dahiya et al,
1994; Shivankar et al., 2000). Se acepta que los aceites de petréleo son mas
efectivos contra insectos pequefios e inméviles, los cuales quedan cubiertos por una
fina pelicula de aceite y por tanto mueren. Los aceites de petroleo han demostrado
un efectivo control de las ninfas del psilido en condiciones de campo y para obtener
una mejor proteccion del cultivo se recomienda su aplicaciéon en intervalos menores

de nueve dias (Rae et al., 1997).

Los hongos entomopatdégenos

Etienne et al., (2001), citado por Halbert y Manjunath (2004), sefialaron que es
comun observar al hongo Hirsutella citriformis Speare, controlando psilidos, cuando
la humedad relativa era mayor del 80%. En un estudio realizado en Cuba sobre
hongos entomopatdgenos, Alvarez et al., (1994), encontraron en arboles de limon
Mexicano Citrus aurantifolia Swingle y en plantas de Murraya paniculata (Lin) Jack.,
ninfas y adultos de D. citri, parasitados por Hirsutella citriformis Speare, Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill y Paecilomyces sp, éste ultimo afectando solamente adultos del
pisilido.
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En Tuxpan, Veracruz, México, Gonzalez et al. (2008), en el mes de marzo
detectaron una tasa de infeccién del 21.1% por Hirsutella spp. Sobre de D. citri,
cuando se tenia humedad relativa entre 50% a 60%. Los mismos autores, citan que
Subandiyah et al. (2000) en Indonesia observaron tasas de infeccién de 82.9% y de
52.2% en los meses de septiembre, febrero y julio, cuando la humedad relativa era

mayor del 80% durante los meses de muestreo.

Formulaciones

Los hongos entomopatdgenos se encuentran en rastrojos de cultivos,
estiércol, en el suelo, las plantas; logrando un buen desarrollo en lugares frescos,
himedos y con poco sol. Por lo que todos los insectos son susceptibles a algunas de
las enfermedades causadas por hongos (LOpez y Hans Borjes, 2001). Los hongos
entomopatdgenos pueden eliminar o mantener las plagas en niveles que no
ocasionan dafios econdémicos a los cultivos (Azevedo J.L. y Melo I.S. 1998). Para
utilizar hongos entomopatégenos como insecticidas deben producirse cantidades
masivas del hongo. Los hongos se han reproducido para su uso como agentes
biolégicos de plagas desde hace 100 afios, para lo cual se ha utilizado diferentes
métodos de reproduccion. Entre ellos, el uso de sustratos como arroz, trigo y medios

liquidos mediante técnicas mas sofisticadas (Vélez et al, 1997).

Para ser formulado, la viabilidad del hongo no debe ser menor de 95% vy el
contenido de humedad entre 4 — 6 %. (Monzon, 2001). Existen adyuvantes mejoran
la germinacion de las esporas, como es el caso del aceite de maiz sin refinar, que
mejora la actividad de Colletotrichum truncatum (Schwein) Andrus y Morre y reduce
los requerimientos de humedad necesarios para su germinacion. Surfactantes como
Tween 20 permiten a las plantas a reducir la tension superficial y mejoran la
dispersion de las esporas en las gotas. La formulacion de un entomopatdgeno
consiste en adicionarle determinados compuestos que mejoran su desempeiio en el

campo, facilitando su manejo, aplicacion y permita su almacenamiento, con una
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pérdida minima de las cualidades del producto (Batista, Alves,S., Alves, L., Pereira 'y
Augusto, 1998).

Las propiedades fisicas y biolégicas de la formulacion deben permanecer
estables por un tiempo minimo de 12 meses, pero es recomendable que se
mantengan durante 18 meses para permitir su comercializacion. Ademas de mejorar
la adhesion a la cuticula del insecto; aumentar o mantener la virulencia y permitir su
aplicacion con equipos de ultrabajo volumen (Carballo, 1998). El departamento de
Control de la Calidad de la firma productora que asegure al usuario un producto de
maxima eficacia en condiciones de campo (Vélez, 1997; Carballo, 1998; Monzon,
2001). Algunas pruebas microbiolégicas recomendadas son: concentracion de
esporas: establece la dosificacion del producto; germinacién de esporas: determina
la viabilidad del hongo en la formulacién; pureza: revela la proporcién del agente
bioldgico en la formulacion e identifica los microorganismos contaminantes con el

objetivo de mejorar el proceso de produccion y formulacion de los entomopatégenos.

Descripcion del hongo Beauveria bassiana

Beauveria bassiana (Bals.) Vulill.

El hongo Beauveria bassiana, pertenece a los Deuteromicetos y es la forma
de reproduccién asexual (anomorfo) de la especie Cordyceps bassiana. En 1835 el
italiano Agostino Bassi de Lodi descubrié un hongo, actualmente conocido como B.
bassiana atacando al gusano de seda (Driesche y Bellows, 1996), sin embargo, el
primer reconocimiento taxondémico fue propuesto por Balsamo-Crivelli en 1912
(Rehner, 2005).

Las caracteristicas del género Beauveria sp. son: conidiéforos sencillos,
agrupados irregularmente o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados
en la base y adelgazdndose hacia la porcion que sostiene la conidia, la cual se

presenta en forma de zig-zag, las conidias son hialinas, redondeadas a ovoides y
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unicelulares coincidiendo con las descripciones de Bustillos (2001), Rodriguez y Del
Pozo (2003). B. bassiana que posee conidias globosas a subglobosas, las
estructuras conidiéforas forman densos grupos, como lo describe Samson et al.
(1988). El hongo B. bassiana causa una enfermedad se manifiesta primeramente por
un crecimiento algodonoso, blanco o harinoso, que en ocasiones envuelve
completamente al insecto. Los conidiéforos forman paquetes cerrados de conidios,
de un color blanco cremoso. El conidio germina sobre el integumento de otros
insectos, produciendo una hifa que penetra a la pared del insecto. El insecto muere
aproximadamente en tres dias después a causa de la infeccion, las hifas llenan la
cavidad del cuerpo del insecto, finalmente emergen y cubren el cuerpo con tipico

crecimiento micelial blanco (Ferrén, 1978, citado por Alfaro, 1995).

Incidencia Natural

Existen varios reportes de la incidencia natural natural de B. bassiana
causando epizootias, sobre insectos de importancia agricola y forestal (Rockwood,
1951; Milliron y Mac Creary, 1955; citados por Mendez, 1990).

Clasificacion Taxonémica de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin.

ReiNo.......c.cooviiiinn, Fungi
Phylum ... Ascomycota
Subphylum .................. Pezizomycotina
Clase ....coovviiiiiiiinnnns Sordariomycetes
Subclase.............o....i. Hypocreomycetidae
Oorden.......c.coovviiiiiiinnenn. Hypocreales
Familia ........................ Clavicipitaceae
Género y especie ...... Beauveria bassiana

Caracterizacion taxonOmica de B. bassiana tomado de NCBI taxonomy database.
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Modo de accion de los hongos Entomopatégenos

El principal aspecto de la patogénesis del hongo en el huésped, se da directamente a
través de la cuticula, partes bucales, membranas intersegmentales o a traves de los
espiraculos, sitios donde existe alta humedad que promueve la germinacion de las
esporas y permite la penetracion de las hifas. Se considera que estos
microorganismos patdgenos actlan por contacto, ya que las unidades infectivas
(esporas) se adhieren a la superficie de la cuticula a través de fuerzas hidr6fobas
debido a la presencia de proteinas ricas en cisteinas llamadas hidrofobinas (Charnley
1997, Kershaw y Nicholas 1998, Jeffs et al. 1999). Una vez en contacto con la
cuticula, el hongo germina y produce un tubo germinativo que empieza a deslizarse
sobre la cuticula buscando puntos que faciliten su penetracion. La penetracién es
ayudada por la formacion de células apresoriales (apresorio) que ejercen presion
fisica sobre el exoesqueleto, ademas de la produccidon de enzimas, como
proteinazas, quitinazas, lipasas, esterazas que degradan la cuticula (St. Leger 1993,
Ferron et al. 1991). La penetracion es favorecida por efecto de la presion hidrostatica
y la formacién de clavijas que penetran la cuticula del huésped (St. Leger et al.
1989). El hongo atraviesa la epicuticula y forma placas que van invadiendo y
destruyendo los diferentes estratos. Una vez dentro del hemocele, la colonizacion del
huésped se realiza por medio de blastosporas (un estado de desarrollo tipo
levaduriforme) y micelio (St. Leger et al. 1991). El hongo invade la hemolinfa, en
cuyo caso la muerte es el resultado de una combinacion de dafios mecanicos
producidos por el crecimiento del hongo, desnutricion (el hongo utiliza azlcares y
proteinas presentes en la hemolinfa) y por la accion de metabolitos secundarios o
toxinas (Gillespie y Claydon 1989, Roberts 1989, Kershaw et al. 1999, Chul Kang et
al. 1999). Después de muerto el insecto, si la disponibilidad de agua es alta los
hongos emergen al exterior a través de la cuticula y esporulan sobre el cadaver
produciendo inoculo para infectar a otros insectos. Si las condiciones no son
favorables, queda dentro del cadaver del insecto, donde puede sobrevivir por
algunos meses y eventualmente producira esporas cuando lleguen las condiciones

favorables (Tanada y Kaya, 1993).
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llustraciéon 6. Estructura y composicion de la cuticula del insecto y esquema de la
penetracion por hongos entomopatégenos (Duperchy, 2003).

Influencia de las condiciones ambientales

Temperatura
El hongo B. bassiana se desarrolla a los 15-35 °C de temperatura, sin

embargo la éptima para su germinacion, crecimiento y esporulacion son de entre 20
y 30 °C. (Ramoska, 1984, citado por Alfaro, 1995).

Por lo que es posible seleccionar cepas que puedan emplearse como agentes de
control biolégico para una zona determinada.

Rosas (1994) cita a Steinhaus (1960), quien encontré6 que los conidios de B.
bassiana almacenadas a 8 y 4 °C permanecen viables de 1 a 3 aflos, en tanto que si

se almacenan a 21 °C disminuyen su viabilidad a los pocos meses.
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Humedad

Ramoska, (1984, citado por Alfaro, 1995) menciona que el hongo B. bassiana
se desarrolla a los 92.5% de humedad o mas. Sin embargo la 6ptima para su
germinacion, crecimiento y esporulacién es del 100%. El desarrollo micelial de este
hongo sobre insectos muertos se realiza preferentemente en condiciones de alta
humedad (92%), lo que explica el desarrollo de epizootias naturales en climas
himedos (Ferron, 1978; Khan y Rajak, 1986), ya que el in6culo sobre los cadaveres
se multiplica solo cuando la humedad relativa del microambiente del hospedero es
cercana al punto de saturacién. Sanchez (1993), a este respecto comenta que aun
en zonas de baja humedad relativa, si al hongo le favorece la humedad que hay en el
microclima donde se desarrolla el insecto, aquél es capaz de infectarlo y causarle

muerte.

Luminosidad

Los hongos entomopatdégenos son muy susceptibles a la inactivacion por la
radiacion ultravioleta del espectro solar (285-315 nm), aspecto en el que la
formulacion juega un papel fundamental (Jackson et al., 2000). Las cepas
seleccionadas para la produccion de micoinsecticidas deben tener condiciones
térmicas adaptadas a los hospedantes y habitats donde van a ser empleadas
(Quesada-Moraga y Santiago-Alvarez, 2000). Para la aplicacion en terreno se ha
comprobado que el mejor método es hacer una suspension de esporas en aceites
vegetales o minerales, debido a que éstos contribuyen a proteger al hongo de los
rayos ultravioleta, principal causa de pérdida de viabilidad, y ademas mejorar la
adherencia, sobre todo en aplicaciones al follaje, para el control de plagas aéreas. La
principal dificultad con los aceites, es que se requiere necesariamente de una bomba
de ultra bajo volumen, para utilizar una baja cantidad de aceite por superficie. En la
aplicaciéon de estos hongos, en general se recomienda una dosis minima de 10%
esporas por hectarea, para las plagas que se encuentran expuestas a la accion
directa de hongos, y dosis cercanas a 10* para plagas subterraneas (Gerding et al.,

2003). El aceite por si mismo puede contribuir a aumentar la eficacia del hongo, lo
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cual segun Prior et al. (1988). Puede deberse a que el aceite mejora la penetracion
gracias a sus pro- piedades cutinofilicas, que permiten que un mayor niamero de
conidios alcancen las membranas intersegmentales susceptibles, asi como también

mejora la adhesion de los conidios a la cuticula del insecto.

Efecto del suelo

Se sabe que el suelo tiene agentes fungistaticos, los cuales obstaculizan el
desarrollo de las conidias, reduciendo el nivel de germinacion de las mismas. En
algunos casos este efecto esta asociado con otros microorganismos del suelo, por
ejemplo, los metabolitos que genera Penicillium urticae inhiben la germinacién y
desarrollo micelial de B. bassiana (Rosas, 1994).
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MATERIALES Y METODOS.

METODOLOGIA

Los bioensayos con Tenebrio molitor y Diaphorina citri se llevaron a cabo en
las “camaras bioclimaticas” de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro,
departamento de Parasitologia; estas instalaciones estan localizadas a 25° 23’ N,
101° 00’ W, con una altitud de 1743 msnm. en Buenavista Saltillo, Coahuila durante
el afio 2010. La aplicacion llevada a campo, se realiz6 en un cultivo de limoén
mexicano, junto a las instalaciones del INIFAP, campus Ixtacuaco, Veracruz México,
localizado a 20°02’ 30.79" Ny 97°05’ 55.41 "W; durante el afio 2011.

En la produccién a gran escala para conidias del hongo B. bassiana, conidias
del hongo fueron inoculadas en granos de arroz como sustrato; la cepa que se utilizo
fue B. bassiana B6C obtenida de un orthoptero parasitado por el mismo hongo la
cual fue cultivada en cajas petri en medios solidos con Agar PDA 6 agar dextrosa
Sabouraud. Para la produccioén en substrato sélido con arroz, 100 g fueron colocados
en bolsas individuales de polietileno y se le agregé agua (aproximadamente 250
mL.); se cerraron las bolsas con doble doblez y sujetada con diurex o grapas, para
poder esterilizarlo en autoclave a 121 °C por 25 minutos. Luego de enfriarse a
temperatura ambiente, las bolsas se llevaron a la campana del laboratorio para
inocular el arroz en las bolsas con el hongo B. bassiana; para evitar la minima
contaminacion por otros organismos, se preparo una solucién con antibiético (1 mg/
mL) en un matraz de un litro, a la que se le agrego6 conidias de B. bassiana hasta
formar una solucién concentrada de conidias. De la suspension con las conidias y
con el antibidtico, se tomaron 10 mL con jeringas esterilizadas y se inyectaron a las
bolsas con el arroz para que en este medio se desarrollara el hongo y obtener una
alta produccion de conidias. Las bolsas fueron incubadas durante 15 dias a una
temperatura de 24 °C (Sahayaraj y 2008 Namasivayam); las conidias fueron
cosechados de granos colonizados por el hongo usando bolsas de malla antipulgén

(20 x 30 cm). EIl polvo conidial fue colocado en refrigeracion (4°C hasta su uso en



campo). Las concentraciones de conidias por gramo del material cosechado fueron
determinadas con un hematocitémetro (0 camara de neubauer). Este método
artesanal fue usado por Aquino et al. (1977), Mendoncga (1992), Feng et al. (1994),
Pu et al. (2005).

1) BIOENSAYOS CON Tenebrio molitor EN LABORATORIO

Las cepa de B. bassiana (B6C) que se empled fue aislada de un saltamontes
infectado por este hongo y colectado del Bajio-UAAAN. Se cultivé en medios sélidos
(Agar PDA 0 agar dextrosa Sabouraud) en cajas petri; para luego elaborar las
diferentes formulaciones y aplicarlas contra inmaduros de T. molitor; utilizando un

mismo tamafo de las larvas para los tratamientos.

Se emplearon las formulaciones siguientes: talco, tierra de diatomea, aceite
vegetal, Tween y sabia de nopal, usando como vehiculo adicional el agua. Se tom¢ 1
g de talco (sin efecto fungicida) con conidias de B. bassiana en 20 mL de agua
(excepto el aceite vegetal) y se licu6 para dispersar las conidias de B. bassiana
(3.0x107, conidias/mL). La formulacién con la tierra de diatomeas se efectué de la
misma manera que el talco (1.4x10® conidias/mL); para el aceite vegetal, se tomo 1
mL de aceite y se le agregé las conidias (7.2x10° conidias/mL) formando una
emulsion sin agua; para el Tween 20 (suspension acuosa) se hizo una solucién al
0.025%, se le agregaron las conidias (3.0x10° conidias/mL); y con la savia de nopal,
se obtuvo rebanando nopales, para que estos liberaran su sabia colectada en un
recipiente y se formuld una solucion al 1% del néctar obtenido de los nopales, para
luego agregarle conidias de B. bassiana (2.4x10° conidias/mL). Todo se lictiio por
separado para lograr la suspension de esporas en cada uno de los diferentes

vehiculos (excepto el vehiculo de aceite que fue de forma manual).

Para el disefio del bioensayo se colocaron 4 larvas de T. molitor en cada caja
Petri con 4 repeticiones por tratamiento, se les colocé una bola de algodén con

humedad para favorecer el desarrollo del hongo. La inoculacion se efectio con
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ayuda de la punta de un pincel y se le coloc6 una micro gota en el dorso del

inmaduro.

Tabla 1. Formulaciones y concentraciones, contra T. molitor.

Hongo/cepa Formulacion Concentracion
Aceite vegetal 1,2,3  7.2x10° conidias/mL
Talco (Max.0) 9.2x10" conidias/mL
B. bassiana
(B6C) Tierra de diatomeas 1.4x108 conidias/mL
Baba de nopal 2.4x10° conidias/mL
Tween 3.0x10° conidias/mL

2) BIOENSAYO CON D. citri EN LABORATORIO

Colecta de adultos de D. citri para bioensayo en laboratorio

Se colectaron insectos adultos de D. citri, en parcelas de citricos ubicados en
General Teran, Nuevo Ledn, y se trasladaron al Depto. de Parasitologia de la

UAAAN, para iniciar los respectivos bioensayos en una camara bioclimatica.

La cepa del hongo utilizada fue B. bassiana (B6C), se cultivd en medios de
cultivos solidos (Agar PDA 06 agar dextrosa Sabouraud). Para luego aplicar conidias
del hongo contra insectos de D. citri, en formulacion aceite vegetal (emulsion) y

suspension Tween 20.

Condiciones del Bioensayo

Se usaron recipientes de plastico de ¥z litro con perforaciones en las tapas, en
Su interior una esponja con agua, y sobre la esponja, 1 6 2 hojas de limon, con la
finalidad de que las hojas de limén no se deshidrataran. Finalmente se colocaron 10
a 14 adultos de D. citri por cada recipiente (una repeticion). El primer tratamiento que

se realizo, fue una emulsion de conidias con el aceite vegetal en 3 mL, a esos 3 mL
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de aceite vegetal se le fue agregando las conidias hasta llegar a una concentracion
1x10® conidias/mL de aceite, haciendo el conteo con ayuda de una camara de
Neubauer. El otro tratamiento fue una formulacion en Tween 20 (suspension
acuosa); en un litro de agua se le agrego6 el 0.025% de Tween 20, lo que es lo mismo
0.25 ml/Lt de Tween. De esta solucién se tomaron 10 ml para agregarle conidias,
hasta llegar a una concentracion de 1x10° conidias/mL. Comprobamos el nimero de
conidias con una cdmara Neubauer en el microscopio compuesto.

Por lo tanto resultan dos tratamientos o formulaciones: la emulsién de conidias
en aceite vegetal (1x10°® conidias/mL de aceite), y la convencional, conidias en
Tween 20 al 0.025% (1x10° conidias/mL), con sus respectivos testigos; quedando 4

tratamientos en total y cada uno con cuatro repeticiones.

llustracion 7. Recipiente acondicionado contenedor de Diaphorinas tratatadas por el
hongo.

Para ambas formulaciones, se hizo una aplicacion a la cuticula con mucho
cuidado sobre los tarsos del insecto y con ayuda de un cabello; previamente, tuvimos
gue anestesiar a los insectos (D. citri) para poderlos manipular. Se logro al introducir
CO;, por ocho segundos en un recipiente con un niumero considerable de Diaphorinas
las que se pudieran inocular en un minuto, ya que es el tiempo en el que los insectos

comienzan a activarse después de anestesiarlos con el CO..
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Tabla 2. Formulaciones hechas contra D. citri

Tratamiento/hongo  Tipo de formulacion Concentracion
B. bassiana EMV 1x10® esporas/mL
B. bassiana T20 1x10° esporas/mL

EMV =Emulsion en aceite vegetal; T20 = suspension en tween al 0.025%

3) APLICACION EN CAMPO (INIFAP, CAMPUS IXTACUACO, VERACRUZ
MEXICO), DE B. bassiana EN DOS FORMULACIONES: EMULSION
(ACEITE MINERAL PURESPRAY AL 0.5%) Y EN TWEEN (0.025%).

Las aplicaciones en campo se hicieron con apoyo de las instalaciones del
INIFAP, campus Ixtacuaco, Veracruz localizado a 20°02’ 30.79" Ny 97°05’ 55.41 "W,
debido a que ahi se encuentra el psilido todo el afio, y con la finalidad de encontrar
las condiciones adecuadas para que el hongo tuviera efecto como insecticida sobre

el insecto.

Las formulaciones fueron aplicadas en arboles de limén de una parcela (50
mts x 120 mts) ubicada al sur y a 200 metros de las instalaciones del INIFAP. A una
altitud de 151 msnm y con un clima célido-humedo, temperatura media anual y
precipitacion de 23.7°C y 1840 mm, respectivamente. En términos de agroecologia,

la region esta en el bosque de hoja perenne semi tropical.

Los arboles del huerto no fueron podados, ni habia sido rociado con
insecticidas o fungicidas durante al menos ocho meses. La temperatura promedio se
extendio de 32°C (el 11 de abril de 2011) a 37°C (el 18 de abril de 2011). La
humedad relativa media se extendio del 55% (el 11 de abril de 2011) al 70% (el 18
de abril). La primera aplicacion se realizo el 14 de abril del 2011 por la tarde; y la

segunda aplicacién se realizé el 15 de abril del 2011 también en la tarde.
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Se localizaron arboles de limén con brotes jovenes que en efecto estaban
infestados con ninfas de D. citri, para poderlos marcar (los arboles) al azar con
listones de colores, y que representara con cada color a un diferente tratamiento. En
algunos tratamientos se realizaron 2 aplicaciones con su respectiva formulacion, lo

cual para poder identificarlos se le colocé 2 listones por arbol.

Cada tratamiento incluy0o 4 repeticiones; los arboles tenian 2-2.5 m alto,
plantado a 3 mts. entre linea y linea. Quedando asi, un disefio completamente
aleatorio fue conducido con el arreglo 2x2x2 factorial (el nUmero de aplicaciones, tipo
de formulacién, y la incubacién respectivamente). Cada aplicacion (preparacion
fungosa) consistio en aproximadamente un litro/arbol. Para los tratamientos que se
diferencian en el numero de aplicaciones (1 y 2), de 8 arboles/tratamiento fueron
tratados primero con 1L aproximadamente de la preparacion fungosa, y de esos 8
arboles solo a 4 arboles de cada uno de los tratamientos anteriores fueron rociados
dos veces (1L) y marcado dos veces por el mismo color también, con un intervalo de
24 horas para la segunda aplicacion y por tanto cada repeticion. La finalidad de una
segunda aplicaciéon debia tratar de infectar a ninfas que surgieron de huevos
después de la primera aplicacion. Los hongos fueron rociados usando una
fumigadora tipo mochila de motor (STIHL SR-420) (poder de 2.6 kWs,

desplazamiento 56.5 cm3, Peso: 11.1 kilogramos,).

Coleccion de datos

La coleccidén de muestras se inicié 72 horas después de la primera aplicacion
0 48 horas después de la segunda aplicacion. Los brotes fueron colocados en bolsas
de polietileno Ziploc de 16.5 x14.9 cm (Ziploc, S. C. Johnson, Racine, WS), teniendo
en total 64 muestras para todos los tratamientos incluyendo a los testigos y por lo
tanto 4 bolsas por tratamiento. Para el traslado de las muestras, la mitad de cada
tratamiento, se colocaron junto con hielo en una hielera, para que una vez llegando al
laboratorio, (Parasitologia-UAAAN) incubar a esas mismas muestras a 4 °C, por un
total de 48 hrs; esto fue para matar a las ninfas y al mismo tiempo hacer mas lento el

desarrollo del hongo en las ninfas y que estas pudieran disecarse, para luego
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observar microscépicamente o desarrollar al hongo en camara humeda, lo que indica
la colonizacién fungosa interna. Al paso de 5 dias después de la primera aplicacion,
se colocaron las ninfas en camaras humedas, igualmente las que se incubaron a 4
°C., esto a una temperatura de 25 °C en un periodo de 3 dias, que fue cuando se
presentd la esporulacion. También consideramos como ninfas infectadas aquellos
gue tenian un pigmento rosado en el hemocele (Poprawski et al. 2000; Amin et al.
2010).

Tabla 3. Formulaciones llevadas a campo

Hongo/tratamiento Tipo de formulacién Concentracion apll\:gz:l.igr?es Incubacién

Em 1x10® 2
Em 1x10® 2 4°C
Em 1x10° 1

B. bassiana Em 1x108 1 4°C
T20 1x108 2
T20 1x108 2 4°C
T20 1x10® 1
T20 1x10° 1 4°C

Em = emulsion de conidias de B. bassiana en aceite mineral agricola (purespray
foliar 22 E), al 0.5% en agua, T20 = suspensioén de conidias de B. bassiana en Tween
20 al 0.025%, en agua y 4 °C representa los tratamientos que fueron incubados a

esa temperatura por 24 hrs, antes de pasar a las ninfas en camaras humedas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1) Bioensayo con Tenebrio molitor

Se hizo el analisis de varianza (ANVA), para ello se usé el programa
estadistico UNL, los resultados nos indican que hubo diferencia ente tratamientos
aungue el C.V fue alto. Los indices de mortalidad varian para algunos tratamientos,
ya que solo se usaron 4 larvas por cada repeticion y cuatro repeticiones por

tratamiento.

Tabla 4 . ANVA obtenida de los resultados del bioensayo con Tenebrio molitor.

FVv GL SC CM F P>F
Trat 9 50140.63 5571.18 13.54 0.00
Error 30 12343.75 411.45
Total 39 62484.37

C.V.=47.04%



Comparacion de medias en la mortalidad del T. molitor por B. bassiana en
diferente formulacién.
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llustracion 8. Comparacion de medias de bioensayo T. molitor.

AcV.Bb = Emulsion de conidias de B. bassiana en aceite vegetal 1,2,3; AcV = aceite
vegetal (testigo); Tal.Bb = conidias de B. bassiana en talco; Tal = talco (testigo); Diat.
Bb = Conidias de B. bassiana en tierra de diatomeas; Diat = Tierra de diatomeas
(testigo); Nop.Bb = conidias de B. bassiana en baba de nopal; Nop = baba de nopal
(testigo); T20.Bb = conidias de B. bassiana en tween al 0.025% y T20 = testigo
tween. Las medias con las mismas letras mayusculas no son diferentes segun la
prueba de Tukey. Nivel de significancia = 0.05

Basandonos con la comparacion de medias, el tratamiento 1 fue el mejor:
Emulsion de conidias de B. bassiana en aceite vegetal ( AcV.Bb); lo mismo que el
tratamiento 9: suspensién de conidias en Tween 20 al 0.025% (T20.Bb). Esto es con
respecto a los tratamientos restantes que tuvieron el 56% de mortalidad a las 210
hrs después de la inoculacion de las larvas con el hongo. Sin embargo el aceite
vegetal y Tween como testigos por si mismos, provocan mortalidad en las larvas con
un indice menor que con los tratamientos formulas con las conidias de hongo B.

bassiana,.
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2) Bioensayo con D. citri en laboratorio

La realizacidon de estos bioensayos fue en la camara bioclimatica, a una
temperatura de 25 °C, temperatura favorable para el psilido. Para este caso el
analisis de varianza (ANVA) esta dentro del margen de aceptacion, e indica que hubo
diferencia significativa entre las formulaciones hechas con el hongo, con respecto a
los testigos. La formulacién hecha con aceite vegetal mas conidias de B. bassiana
(AcV.Bb), en donde el tipo de formulacion viene siendo una emulsién, presento6 el
mayor porcentaje de mortalidad (92.5%); sin embargo, la formulacion convencional

(suspension de conidias en Tween al 0.025% T20.Bb) caus6 un 75% de mortalidad.

Tabla 5. Analisis de varianza (ANVA), obtenida del bioensayo con D. citri en el
laboratorio.

FV GL SC CM F P>F
Trat 3 18618.75 6206.25 25.9 0.000
Error 12 2875 239.58

Total 15 21493.75

C.V. = 30.57% y Nivel de significancia = 0.05
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Comparacion de medias, bioensayo con D. citri en Laboratorio

® Mortalidad (%) A
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Tratamientos

llustracion 9. Bioensayo con D. citri en laboratorio.

T20Bb = suspension de conidias de B. bassiana en Tween 20; AcVBb = emulsién de
conidias de B. bassiana en aceite vegetal; T20 = testigo Tween 20; AcV = testigo
aceite vegetal. Las medias con las mismas letras mayusculas no son diferentes
segun la prueba de Tukey.

Cabe mencionar, que la formulacion en aceite vegetal, su efectividad como
insecticida contra D. citri, es mas rapido que la formulacion preparada con Tween
20. El efecto insecticida en la emulsion de conidias en aceite vegetal, se observé
entre los 5 y 6 dias; mientras que en la suspension de conidias en Tween se logré
entre 8 y 10 dias; Nguyen et al, (2010), obtuvo un 70. 3% de mortalidad a los 10 dias
con la misma especie de hongo contra el pulgon café de los citricos (Toxoptera

citricida).
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3) Aplicacion de formulaciones de conidias de B. bassiana en campo
(Veracruz)

Las condiciones en campo no fueron muy favorables el dia de la aplicacion,
debido a que las temperaturas fueron elevadas (32 — 37 °C) y la humedad relativa
baja (55 — 75%); a pesar de ello si hubo infeccion por parte del entomopatdgeno B.

bassiana.

Tabla 6. ANVA de los resultados obtenidos y realizados en campo

FV GL SC CM F P>F

Trat 11 55722.06 5065.64 16.74 0.00
Error 36 10892.75 302.57
Total 47 66614.81

C.V. =51.26% y nivel de significancia = 0.05

El ANVA fue significativa; basandonos con la comparacion de medias, si hubo
diferencia entre tratamientos. El tratamiento 1 (2EM) present6 el mayor porcentaje de
infeccidn, debido al tipo de formulacion (aceite mineral agricola). Las formulaciones
realizadas con aceite mineral agricola presentaron mayor indice de mortalidad, que
en las formulaciones hechas con Tween 20. Y tal como se esperaba, existio mayor
porcentaje de infeccion cuando se hizo una segunda aplicacion a las 24 hrs. después
de la primera. Por lo contrario, en la incubacion de las muestras colectadas en
campo y que fueron sometidas por 36 hrs. a 4 °C, esas muestras resultaron con un

menor porciento de infeccidn con respecto a las muestras que no se sometieron.
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Comparaciéon de medias de la aplicacion en campo
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llustracion 10. Porciento de esporulacion del hongo B. bassiana con cada una de las
formulaciones.

2EM = emulsion de conidias en aceite mineral agricola Pure spray foliar 22E en agua
(dos aplicaciones); 2EM, 4 °C = emulsion de conidias en aceite mineral agricola Pure
spray foliar 22 E, incubado a 4 °C (dos aplicaciones); 2St20 = suspensién de esporas
en Tween 20 al 0.025% en agua (dos aplicaciones); St20, 4 °C = suspension de
esporas en Tween 20 al 0.025% en agua incubado a 4 °C (1 aplicacioén); 2Tt20, 4 °C
= Testigo, Tween 20 al 0.025% en agua incubado a 4 °C (dos aplicaciones); TEM =
testigo, emulsiéon de aceite mineral agricola Pure spray foliar 22 E en agua (una
aplicacion). Las medias con las mismas letras mayusculas no son diferentes segun la
prueba de Tukey.
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CONCLUSIONES

El hongo entomopatdégeno B. bassiana (cepa B6C), en su produccién a grande
escala, crecid y se desarroll6 de manera intensiva en cultivo sélidos de arroz,
ademas de que es un medio econdémico para la produccion de conidias y por
consiguiente, puede ser accesible para los productores si lo comparamos con medios
sélidos de Agar PDA 6 agar dextrosa Sabouraud.

En los bioensayos hechos en la camara bioclimatica con T. molitor y D. citri,
basandonos en la comparacibn de medias, se observdé que la formulacion de
conidias de B. bassiana en Tween (T20.Bb) y aceite (EM.Bb), produjeron el mayor
porciento de mortalidad; casi un 50% mas que las demas formulaciones (Nop.Bb,
Diat.Bb y Tal.Bb) en el experimento con T. molitor.

El tiempo de mortalidad con las formulaciones en aceite (emulsién de conidias en
aceite) se presento a partir de tres dias después de la inoculacion, en relacion a la
suspension de conidias en Tween, en donde empieza la mortalidad entre 5y 6 dias
después de la inoculacion.

En la realizacion en campo de este experimento, se probé que el aceite mineral
agricola (Pure spray foliar 22E al 0.5%) formulado con las esporas del hongo
presentd mejores resultados comparado con la formulacion en Tween, cuando se
hace una segunda aplicacion a las 24 hrs después de la primera. Eso indica que el
aceite mineral agricola posiblemente protege las conidias contra desecacion y los
rayos UV durante el dia.
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