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RESUMEN

Se evaluaron extractos nutritivos en medio sodlido para crecimiento y produccién
de conidias de Beauveria, Nomurea, Metarhizium e Isaria, y la aplicacién de
Metarhizium brunneum a psilidos (Ultra Bajo Volumen contra Bactericera
cockerelli, y aplicacion Alto Volumen contra Diaphorina citri) para determinar
porcentaje de ninfas infectadas que caen al suelo después de la aplicacién. El
trabajo se realiz6 en el Departamento de Parasitologia de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro en Buenavista, Saltillo; Coahuila, y en el campo
experimental INIFAP en Ixtacuaco, Tlapacoyan, Veracruz. Se empled un disefio
bifactorial completamente al azar. La comparacion de medias fue con Tukey, se
evalud produccion de conidias por gr-1 de arroz seco y humedo, y porcentajes
de ninfas infectadas que caen al suelo después de la aplicacién de M. brunneum.
ElI ANOVA mostro diferencias altamente significativas entre los tratamientos; B.
bassiana produce 3.8x108 conidias por gr-1 de arroz seco al adicionar caldo de
maiz, N. rileyi produce 5.1x108 conidias gr-1 de arroz seco en arroz sin caldo, M.
brunneum produce 8.6 x108 conidias por gr-1 de arroz al enriquecer el medio con
caldo de soya. Para la variable ninfas de psilidos infectadas por M. brunneum, en
la aplicacion realizada a Ultra Bajo Volumen contra B. cockerelli el mejor
resultado se obtuvo a un volumen de 0.42 I/min al obtener 12.5 % de ninfas
infectadas, en la aplicacion convencional a brotes de limoén para D. citri se obtiene
infeccion de 100 % a las 48 y 72 horas en la primera aplicacion, mientras que en
la segunda aplicacién se obtienen porcentajes de 35 a 42 % alas 48 y 72 horas
respectivamente. Con los resultados obtenidos permiten concluir que el caldo de
maiz en sustrato solido se puede obtener una buena produccion de conidias para
B. bassiana, mientras que para M. brunneum y Nomurea rileyi se debe utilizar
caldo de soya y solo el sustrato respectivamente. En el caso de ninfas infectadas
por Metarhizium brunneum se recomienda utilizar el volumen mas alto de ULV,

0.42 I/min para el caso de bomba de motor, o volumen convencional (1 I/arbol).

Palabras clave: Hongos entomopatégenos, Diaphorina citri, Metarhizium
brunneum, medio sélido, ninfas, caldo, conidias.



I. INTRODUCCION

México se encuentra entre los principales paises productores de citricos del
mundo, de acuerdo a la FAO ocupa el tercer lugar después de Brasil, la India y
Estados Unidos en produccién de naranja, mientras que en produccion de limon
ocupa el segundo lugar después de la India. La superficie sembrada en 2009 de
citricos en México fue de 539,158.68 has siendo el mayor productor el estado de
Veracruz con 226,740 hectareas (CONACYT-SAGARPA 2012). De cada 20
toneladas de citricos que se consumen en el planeta una proviene de nuestro
pais; por producto la proporcion es mayor debido a que una de cada 10 toneladas
de limén y una de cada 20 toneladas de toronja y naranja es mexicana por lo que
México se ubica como segundo, tercero y quinto lugar en estos cultivos
respectivamente, ademas ocupa la décimo tercera posicion como productor de
tangerina y mandarina (SAGARAPA 2012).

Los citricos igual que otros cultivos tienen una poblacion de microorganismos que
se asocian produciendo diversas enfermedades. Los virus, viroides, bacterias y
hongos son los principales agentes causales de enfermedades, que tienen gran
importancia en la citricultura. También son afectados por insectos especialmente
picadores chupadores como escamas, afidos, psilidos, cochinillas y moscas
blancas (Baraona y Barrantes 1992). Los psilidos son insectos parecidos a un
afidos que se alimentan de la sabia de arboles de citricos los 2 principales son

Trioza erytreae y Diaphorina citri.

El psilido asiatico de los citricos fue reportado en el afio 2002 en los estados de
Campeche y Quintana Roo desde donde se distribuy6 a la mayoria de las areas
citricolas del pais, provocando cuantiosos dafios a arboles de citricos, debido a
que ninfas y adultos extraen savia durante su alimentacion, lo que ocasiona una
distorsion de hojas, debilita la planta, propicia la formacién de fumagina en hojas,
ademas de ser un eficiente vector de la enfermedad denominada Huanglongbing

(HLB) conocida como la mas destructiva para los citricos, al reducir la produccion



sustancialmente y causar la muerte de la plantacion en un periodo de 5 afios
(Aleman et al. 2007). En México en el afio 2009 el Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentario de México a través de la Direccién General
de Sanidad Vegetal diagnostico 6 muestras positivas de la enfermedad (Mondaca
et al. 2010). ElI HLB (yellow dragdn), citrus greening o enverdecimiento de los
citricos es una enfermedad causada por la bacteria Candidatus Liberibacter sp.
una bacteria limitada al floema transmitida por el psilido; es una especie de dificil
control que afecta plantas jovenes y adultos incluyendo hibridos; se considera
como la mas destructivas del mundo por la severidad de los sintomas, la rapidez
con que se dispersa y por ser una enfermedad que aun no tiene cura (Ramos
2008). El impacto econdmico generado por la presencia del HLB en paises
productores de citricos se ha incrementado afio con afo debido a perdidas por
disminucion en rendimiento, asi como acciones de control aplicadas al psilido y
al HLB; se estima que los costos de produccidén son aproximadamente de un 30

a 40 % mas altos en los ultimos afios (Sosa et al. 2011).

Una alternativa es la aplicacion de microorganismos que puedan regular las
poblaciones de Diaphorina citri en el ambiente y asi evitar la transmision de la
enfermedad, convirtiendo con esto a los hongos entomopatégenos como una
opcion viable para la elaboracion de bioplaguicidas que permitan el control del
vector ademas de ser productos que no causan contaminacion y deterioro al
ambiente ni efectos negativos a la salud humana. Con la aplicacion de los hongos
entomopatéogenos se podran reducir los efectos negativos causados por
Diaphorina citri a los citricos con lo que se veran beneficiados los productores y

la salud humana.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de Diaphorina citri

El psilido (Diaphorina citri) ataca una amplia gama de especies de la familia
Rutaceae, debido a que especies de esta familia son abundantes en los paises
donde se distribuye la plaga, por ello se ha extendido a los citricos y otras
especies pertenecientes a la familia. Siendo sus poblaciones bajas en las
estaciones secas, aumentando rapidamente durante el primer rebrote con el

inicio de las lluvias (Gatling 1970).

Clasificacion taxondmica

Clase: Insecta

Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
Super familia: Psylloidea
Familia: Liviidae

Género: Diaphorina

Especie: D. citri Kuwayama

Nombres comunes: Psilido asiatico, Psilido asiatico de los citricos.

2.2 Biologia y caracteristicas morfolégicas

La duracién del ciclo biologico varia de 14.1 a 49.3 dias, a 28°C y 15°C
respectivamente, siendo las temperaturas de 25 a 28°C las adecuadas para su
desarrollo, mientras que se ha observado que no se desarrollan a temperaturas
de 33°C y10°C. El psilido presenta una longevidad de 3 a 4 meses, dependiendo
de las condiciones climaticas, la duracién del periodo embrionario varia de 9.7

dias a 15°C y 3.5 dias a 28 °C. Las hembras ovopositan sobre brotes

12



tiernos y hojas tiernas, cada hembra alcanza a poner 800 huevos en su vida de
donde nacen ninfas que se establecen sobre brotes tiernos y peciolos, formando
colonias con un numero variable de individuos, presentando un pico poblacional
al final de la primavera y a inicios del verano durante el periodo de brotacion de

los citricos.

2.3 Caracteristicas morfoldgicas

Los huevos son de forma ovoide, alargados, con prolongacion en una de las
puntas. Recién ovopositado son de color amarillo claro tornandose a un color
brillante anaranjado cercano a la eclosion, miden aproximadamente 0.30 mm

de longitud y 0.14 mm de ancho (Fonseca et al. 2007).

Las ninfas son aplanadas dorsoventralmente de color anaranjado-amarillo, con
esbozos alares abultados conspicuos, un par de ojos rojos compuestos y dos
antenas de color negro; presentan filamentos a lo largo del abdomen, hilos
cerosos cortos que pueden estar presentes solo en el apice del abdomen. Tienen
5 estadios ninfales, el 1°" estadio miden 0.30 mm. de longitud y 0.17 mm. de
ancho; el 29° estadio miden 0.45 mm. de ancho y 0.25 de ancho; el 3¢" estadio
miden 0.74 mm. de longitud y 0.43 de ancho; el 4 estadio miden 1.01 mm. de
longitud y 0.70 mm. de ancho; en el 5®° estadio miden 1.60 mm. de longitud y
1.02 mm. de ancho, las ninfas de este estadio dan lugar al nacimiento de los
adultos. (Tsai y Ying 2000).

El adulto presenta un cuerpo de color café moteado, recubierto de polvo ceroso,
0jos rojos, cabeza marron claro, el primer par de alas mas ancho en el extremo
con areas color oscuro. Las antenas presentan el apice negro con dos manchas
marron claro en la parte media. Los machos son mas pequenos que las hembras
con la punta del abdomen redondeada, mientras que el abdomen de la hembra
termina en una punta bien marcada. Los adultos pueden medir entre 3-4 mm,,

el tamafio promedio de las hembras es 3.3 mm. de largo y 1 mm. de ancho,
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mientras que el de los machos es 2.7 mm. de largo y 0.8 mm. de ancho,
generalmente se encuentran en posicion inclinada con la parte posterior del
cuerpo hacia arriba, los adultos tienen poca capacidad para sostener vuelos
largos, pero pueden ser transportados a grandes distancias por corrientes de

aire (Wenninger y Hall 2008).

2.4 Sintomas de daino ocasionados por Diaphorina citri.

Al succionar la savia de los tejidos causa una distorsion de las hojas con
deformaciones caracteristicas que permiten identificar el dafio, debilitan la planta
y en grandes poblaciones puede causar mortalidad de ramas y del arbol; el dafio
mas serio que ocasiona es la transmision de una enfermedad bacteriana
conocida como Huanglongbing (HLB) que una vez adquirida se reproduce en el

insecto de tal forma que este puede ser infectivo toda su vida.

2.5 Enfermedad Huanglongbing HLB

El primer reporte del HLB se dio en la India en el siglo XVIIl, en el sureste de
china fue reportado por citricultores a finales del siglo XIV y en Africa del Sur fue
reportada por primera vez en los afios veinte, la existencia de la enfermedad en
Asia y Africa propicié que a través de los afios se dispersara hacia varios paises
de ambos continentes hasta su llegada a América (Ramos 2008). Esta
enfermedad representa una amenaza para la industria mundial de los citricos,
que poco a poco va invadiendo nuevas areas. El significado del HLB en chino es
"dragén amarillo", conocido como verde en el sur de Africa, hoja moteada en
Filipinas, muerte regresiva en la India y degeneracion del floema en Indonesia.
La bacteria que la origina pertenece al género Candidatus, en la actualidad
existen 3 especies: Candidatus liberibacter asiaticus, Candidatus liberibacter
africanus y Candidatus liberibacter americanus, se cree que cada especie ha
evolucionado en el continente por lo que se les dan esos nombre. Los sintomas

de la enfermedad son las mismas siempre que se produce, los arboles infectados
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muestran una condicion de moteado en hojas, brotes amarillos, los cuales son
sintomas tempranos de la enfermedad, otros sintomas son arboles raquiticos,
frutos pequenos y deformados. Las formas de transmisién son por injerto y
mediante vectores como los psilidos Trioza erytreae y Diaphorina citri que son
los 2 principales vectores naturales. En la actualidad existen dos tipos de HLB,
la forma Africana sensible al calor transmitida por T. erytreae que se desarrolla
a temperaturas de 22-25°C, y la forma asiatica tolerante al calor, transmitida por

D. citri, que se situa muy por encima de temperaturas 30°C (Meyery Hoy 2007).

2.6 Distribucion de Diaphorina citri en el mundo

En el mundo el insecto esta distribuido en regiones tropicales y subtropicales de
Asia, (China, Filipinas, India, Indonesia, Singapur, Tailandia), del Continente
Americano (E.U, México, Cuba, Brasil, Argentina) y Africa (Serena 2009). D. citri

es el principal vector de la bacteria C. Liberibacter asiaticus y americanus.

2.7 La distribucién de Diaphorina citri en México.

El Psilido asiatico de los citricos fue detectado en el afio 2002 en los estados de
Campeche y Quintana Roo, desde donde se ha distribuido ampliamente en
todas las areas citricolas del pais. Se ha distribuido en los estados costeros de
ambos litorales y en la peninsula de Yucatan, presentandose con mayor
intensidad en Yucatan, Campeche, Quintana Roo, Colima, Veracruz,
Tamaulipas y Sinaloa (CONACYT-SAGARPA 2012).

2.8 Importancia econémica

Provoca dos tipos de dafo, el directo es causado por ninfas y adultos que se
alimentan de brotes jovenes, transmiten toxinas causando deformacién y pérdida
de brotes, lo que debilita las plantas trayendo como consecuencia una

disminucion en produccion; el dafio indirecto es llevado a cabo por los adultos

15



que se les atribuye ser transmisores del agente causal del Huanglongbing
causado por la bacteria Candidatus liberibacter que una vez infectadas las

plantas no llegan a vivir mas de 5 a 8 afios (Garcia 2012).

2.9 Tipos de Control

Para el manejo y control de esta plaga se han aplicado ademas de productos
quimicos, productos naturales como el Neem de los cuales se han obtenido
buenos resultados. Sin embargo con las aplicaciones se ha observado la
apariciéon de plagas secundarias y la disminucion de enemigos naturales; Debido
a que no existen métodos curativos de HLB, el control es preventivo y basado
principalmente en la eliminacion de in6culo mediante la eliminacion de los

arboles infectados y tratamientos quimicos contra los vectores (Bové 2006).

2.9.1 Control quimico de Diaphorina citri

El control quimico del psilido asiatico puede realizarse con una gran diversidad
de insecticidas existentes en el mercado, los cuales han demostrado
proporcionar un control efectivo contra D. citri. Se sugiere aplicar los insecticidas
a principio del afio cuando las condiciones son favorables para el desarrollo de
D. citri. En huertas sin produccion de frutos, se sugiere aplicar productos
sistémicos durante los periodos lluviosos, como Imidacloprid o Thiamethoxam,
con Imidacloprid ha sido posible el control del 100% de los adultos y 98% de las
ninfas, mientras que insecticidas de contacto son utilizados para controlar
adultos para reducir la posibilidad de transmision del HLB. Estos insecticidas
tienen un buen efecto para disminuir la densidad de poblacion del insecto (Curti
et al. 2012). Villanueva et al. (2011) mencionan que el empleo de productos
insecticidas foliares con el ingrediente activo Monocrotofos, Imidacloprid,
Oxamil, Thiamethoxam, Cinnanaldehido y Thiacloprod controla eficientemente

las poblaciones de ninfas y adultos del psilido asiatico de los citricos.
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2.9.2 Control biolégico de Diaphorina citri

El control bioldégico es otra alternativa con que se cuenta para combatir el psilido
asiatico de los citricos. Su manejo se basa mediante el uso de enemigos
naturales como parasitoides, predadores y hongos entomopatégenos. Se han
introducido parasitoides como Tamatrixia radiata 'y Diaphorencyrtus aligarhensis,
depredadores como Chilocorus cacti, Olla v-nigrum, Harmonia axiridis y hongos
entomopatdogeno como Hirsutella citriformis, Beauveria bassiana, Metarhizium
brunneum e Isaria fumosorosea de los cuales se han obtenido buenos

resultados.

Rodriguez et al. (2012) buscaron establecer un control biolégico mediante la
aplicacion de depredadores, parasitoides y entomopatégenos. En su trabajo se
encontraron ocho especies de enemigos naturales de D. citri de los cuales Olla
v-nigrum, Chilocorus cacti, Cycloneda sanguinea, Nephus sp., Pentilia sp. y
Ceraeochrysa sp. Fuerdon depredadores; Tamarixia radiata fue el uUnico
parasitoide y como entomopatégeno se identific6 Beauveria bassiana. Por otra
parte Mondaca et al. (2010) en Sonora detectaron cuatro especies de
depredadores asociados a Diaphorina citri, entre las que se encontraron 2
especies de crisopas (Chrysoperla comache y Chrysoperla rufilabris) vy
catarinitas (Cycloneda sanguineay Olla v.nigrum). Mientras que en condiciones
de laboratorio se ha utilizado Amblyseius swirskii para control de Diaphorina citri,

observandose un alto porcentaje de mortandad (Blasco et al. 2012).

Los hongos entomopatoégenos tienen un gran potencial como agentes de control;
constituyen un grupo con mas de 750 especies que al dispersarse en el ambiente
provocan infecciones fungicas a las poblaciones de insectos (Diaz et al. 2006).
Por ello son ampliamente reconocidos por su potencial como agentes de
biocontrol, debido a que la mayoria de los insectos son susceptibles a
enfermedades fungosas y a su modo de infeccion distintivo a diferencia de otros

agentes como bacterias, virus y protozoarios; debido a que no requieren ser
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ingeridos para causar infeccidn; en su lugar las esporas germinan y pueden
penetrar directamente la cuticula por lo que son catalogados como insecticidas
de contacto ademas de que todas las estructuras (conidios, micelio y
blastosporas) tienen potencial de ser usados como agentes de control. Este
modo de infeccidbn es posible gracias a la accion coordinada de enzimas
hidroliticas, ademas de la presion mecanica ejercida en el punto de contacto por
lo que las enzimas son determinantes en el éxito de la infeccion (Carrillo y Blanco
2009).

La produccion se basa en granos de cereales, de los cuales el mas utilizado es
el arroz. Los hongos entomopatoégenos tienen la ventaja de ser producidos sobre
diferentes sustratos solidos, ademas de poder producir blastosporas en medios
liquidos a diferencia de otros organismos utilizados en el control microbial. Las
formas de propagarlos son en medios de cultivos puros, liquidos, semiliquidos y

solidos.

2.10 Modo de accion de hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos causan la muerte del huésped por deficiencia
nutricional, invasion, digestion de tejidos o por liberacion de toxinas. Las especies
entomopatoégenas penetran la cuticula del huésped e invaden el intestino, la
cavidad bucal y anal, estas infecciones son iniciadas por esporas o conidios,
inician su proceso infectivo cuando las conidias retenidas en el integumento
inician el proceso de germinacién, con el que el hongo comienza a secretar
enzimas como las proteasas, quitinasas, quitobiasas, lipasas y lipoxigenasas
(Hajek y Leger 1994). Estas enzimas degradan la cuticula del insecto y
coadyuvan en el proceso de penetracion por presion mecanica iniciado por el
apresorio. Una vez dentro del insecto se desarrolla como cuerpos hifales que se
van diseminando a través del hemocele invadiendo tejidos musculares, cuerpos
grasos, tubos de Malpighi, mitocondrias y hemocitos, ocasionando la muerte del

insecto después de 3 a 14 dias iniciada la infeccién (Clarkson y Charnley 1996).
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Una vez muerto el insecto y agotados los nutrientes, el hongo inicia un
crecimiento micelial invadiendo los 6rganos del hospedero. Finalmente, las hifas
penetran la cuticula desde el interior del insecto y emergen a la superficie, donde
en condiciones ambientales apropiadas inician la formacion de nuevas conidias
(De la Torre et al. 2006; Nicholls 2008). En B. bassiana, y M. brunneum, este
proceso consta de las siguientes etapas. Etapa uno. Adhesion, se inicia con la
adherencia de la espora fungica en la cuticula del insecto. Etapa dos se inicia con
la germinacion de la espora, esta etapa depende de la disponibilidad de
nutrientes para que la germinacion de la espora sea exitosa. Etapa tres
penetracion de la cuticula por el tubo germinal, la invasion de la cuticula esta
precedida por la formacion del apresorio, en la invasion cuticular se involucran
actividades enzimaticas y fisicas (Samsinakova et al. 1971). Las enzimas
degradan la capa externa de la cuticula, liberando pequenos fragmentos
peptidicos de aproximadamente cinco aminoacidos de longitud que son utilizados
por el hongo como nutrientes. La etapa cuatro consiste en el desarrollo del hongo
en el hemocele y los tejidos (Hong 2003; Bustillo y Posada 1986). Una vez que
los hongos han alcanzado la hemolinfa de los insectos estos producen enzimas
del tipo de las glicosidasa, las cuales les permiten capturar los nutrientes que son
propios del insecto, también en esta etapa producen proteinas que actuan como
toxinas, en B. bassiana, M. brunneum se ha reportado la produccion de acido
oxalico, acido 2,6-piridin-dicarboxilico, que poseen propiedades insecticidas
contra larvas de Calliphora eryhrocephala; también se han reportado toxinas
peptidicas toxicas contra larvas de Choristoneura fumiferana, la accion de estos
compuestos es especifica para ciertos grupos de insectos y su accion se debe a

la accidn sinérgica de un complejo de compuestos (Quintero 1998).

2.11 Metarhizium brunneum

M. brunneum es un hongo parasito facultativo, cuya reproducciéon asexual se
realiza a partir de conidios, que al germinar sobre la cuticula del insecto producen

toxinas que causan la muerte al ocurrir la invasion de su cuerpo por el hongo. A
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partir de 1986 se iniciaron las primeras investigaciones del hongo en pastizales y
cana de azucar para controlar el insecto-plaga conocido como Aeneolamia sp.,
con resultados prometedores a tal punto que en la actualidad, el hongo se

produce en forma comercial (Alvarez et al. 1996).

Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Divisién: Eumycota
Subdivision: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Metarhizium

Especie: brunneum

La colonia de M. brunneum es de color verdoso obscuro, el conidioforo crece de
un micelio ramificado irregularmente con 2 o 3 ramas en cada septo de 4 a 14 y
de longitud por 1.5 a 2.5 y de diametro, presenta fialides cilindricas, adelgazados;
en el apice mide de 6 a 13 y de longitud y de 2 a 4 y de diametro, las conidias
son unicelulares cilindricas y truncadas, formadas en cadenas largas, hialinas a
verde olivaceo; miden de 3.5 a 9 micrometros de longitud por 1.5 a 3.5 p de
diametro. Requiere un rango de 24 a 30 °C para su crecimiento y esporulacién,
puede morir a temperaturas de 49 °C durante 10 minutos, esporula bien sobre
insectos a una atmosfera de 40 a 60 % de humedad con un 6ptimo de 30 °C, las

epizootias estan correlacionadas con la alta humedad relativa (Bermudez 2006).

2.12 Beauveria bassiana

B. bassiana tiene la habilidad de vivir de manera parasitica y saprofita, o que le

permite sobrevivir en presencia o ausencia de insectos huésped. Cuando se
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encuentra en materia organica, su morfologia micelial genera una red amplia
filamentosa originada a partir de un conidio; sin embargo, en presencia de un
insecto huésped, el conidio germina una vez dentro del insecto forma una red de
hifas que una vez colonizada, pasa nuevamente a una formar estructuras
similares a la de levadura. La unién de una espora fungica a la superficie de la
cuticula de un huésped susceptible representa el evento inicial en el
establecimiento de micosis. Beauveria bassiana al igual que muchos hongos
entomopatégenos al germinar la espora forman una estructura denominada

apresorio con la que se inicia la invasion del hospedero (Hong 2003).

Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Division: Mycota
Subdivisién: Eumycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Beauveria

Especie: bassiana

La colonia de B. bassiana en PDA a los 14 dias es algodonosa a polvorienta de
color blanco a medida que pasa el tiempo se vuelve amarillenta cremosa,
presenta conidioforos de 1 a 2 ym de diametro donde crecen las células
conidiogenas en grupos grandes, estas células estan agrupadas formando
grupos grandes, en ocasiones las células conidiogenas se ramifican formando
células conidiogenas secundarias en la que se forma un raquis que sostiene las
conidias. Las conidias son hialinas globosas a subglobosas de 2 a 3 um que se

insertan sucesivamente en el raquis en forma opuesta (Ames 2004).

21


http://en.wikipedia.org/wiki/Sordariomycetes

2.13 Nomurea rileyi

El hongo entomopatégeno Nomurea rileyi tiene una distribucion mundial, es
enemigo natural de especies de lepidopteros como Anticarsia gemmatalis,
Heliothis zea, H. virescens, Pseudoplusia includens y Trichoplusia ni. En
condiciones de campo se han observado epizootias naturales al suprimir
poblaciones de estas plagas, se ha estimado que una introduccion temprana de
conidias de este hongo en una poblacion baja de lepidépteros puede regular la
poblacion de la plaga. La temperatura 6ptima para el crecimiento micelial y
esporulacién del hongo es de 25 °C mientras que a temperaturas de 5, 35, 37 y

40 °C y entre 40 y 60 % de humedad no presenta germinacion de conidias.

Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Division: Mycota
Subdivisién: Eumycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Nomurea

Especie: rileyi (Farlow)

Aunque este hongo es patdgeno de lepiddpteros, se incluye aqui por su relacion
con los restantes hongos mencionados. El crecimiento inicial de Nomurea rileyi
es similar a las levaduras por gemacion del tubo germinal de un conidio, los
cuales a los pocos dias estos cuerpos hifales en forma de levadura producen un
color crema. Su esporulacioén es localizada inicialmente la cual posteriormente se
dispersa a través de la colonia, que cambia de un color blanco cremoso a un
verde palido hasta un verde intenso, las hifas vegetativas miden de 2 a 3 um de

diametro septadas, hialinas a ligeramente pigmentadas. Los conidiéforos que
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crecen de hifas sumergidas son erectos, septados miden hasta 150 uym en
longitud y de 2 a 5 um de diametro, las ramas que forman cerca de cada septo
se desarrollan en ramilletes cada uno dando origen a 2 o 4 fialides. Las ramas de
son por lo general cilindricas y ocasionalmente con una base hinchada, los
conidios son lisos elipsoides de color verde palidos con dimensiones de 3.4 a

4.5 por 22 a 3.a ym de diametro (bustillo y posada 1986).

2.14 Isaria fumosorosea

Isaria fumosorosea en un organismo capaz de infectar gran variedad de insectos,
es muy infectiva contra Bemisa sp. en todas sus etapas de desarrollo provoca
altos niveles de mortalidad a mayor velocidad que otros hongos
entomopatogenos, entre las 24 y 48 horas posteriores a la aplicacién de las
conidias. Isaria fumosorosea se desarrolla como micelio aéreo cuando las
condiciones ambientales son favorables; en condiciones como falta de nutrientes

0 poca agua desencadena la esporulacion (Asaff 2006).

Clasificacion taxondmica segun Ulloa y Herrera (1994)

Reino: Fungi

Division: Mycota
Subdivisién: Eumycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Geénero: Isaria

Especie: fumosorosea

El hongo Isaria fumosorosea presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas, de
paredes delgadas con ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas

en su parte terminal en cada rama un grupo de fialides, las cuales pueden ser
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solitarias. Las fialides constan de una porcion basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los
conidioforos llevan cadenas de conidias; hialinas, unicelulares y de forma ovoide
de 3.5 ym. Crece con micelio blanco tornandose con el tiempo a color rosado-

gris, rosado-oscuro, gris (Chan 2009).
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluacién de extractos nutritivos (de maiz, soya, frijol), en un medio sélido para
el crecimiento y produccion de conidias, de los hongos entomopatégenos
Beauveria, Nomurea, Metarhizium e Isaria y evaluar la aplicacion de Metarhizium
brunneum contra psilidos para determinar porcentaje de ninfas infectadas que

caen al suelo después de la aplicacion.

Objetivos especificos:

1.- Identificar un medio solido que incremente la esporulacién de los hongos
entomopatogenos Nomurea rileyi, Metarhizium brunneum, Beauveria bassiana e
Isaria fumosorosea

2- Evaluacién del efecto de Metarhizium brunneum en campo, sobre ninfas de
Diaphorina citri, sobre plantas de limén persa, en campo experimental INIFAP
Ixtacuaco, Tlapacoyan, Veracruz.

3.- Evaluacion el efecto de Metarhizium brunneum en invernadero, sobre ninfas

de Bactericera cockerelli, sobre plantas de chile habanero, en Saltillo, Coahuila.

IV. HIPOTESIS

Cuando menos, uno de los medios solidos enriquecidos con los caldos como
fuente de nutrientes incrementara la esporulacion de los hongos

entomopatégenos comparado con el testigo.

Cuando menos un volumen de aplicacion de Metarhizium brunneum
incrementara el numero de ninfas de psilidos infectados por el hongo que caeran

al suelo después de una aplicacion.
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V. METODOLOGIA

5.1 Determinacién de un medio de cultivo que incremente la esporulacién
de cuatro hongos entomopatégenos, enemigos naturales de insectos

incluyendo Diaphorina citri. (Hemiptera: Psylidae).

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia de Posgrado y en
Camara Bioclimatica del Departamento de Parasitologia Agricola perteneciente
a la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro ubicado en Buenavista, Saltillo,

Coahuila; México. En los meses de septiembre del 2012 a abril del 2013.

5.1.1 Preparacion de medio de cultivo PDA

Se prepard medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), con extracto de levadura
y extracto de malta para la propagacion de cuatro hongos entomopatégenos con

la finalidad de utilizarlos como inoculo en sustrato arroz.

5.1.2 Descripcioén de la preparacion de medio PDA

1. Se pesaron 16 gramos de PDA, 5 gramos de extracto de malta, 5 gramos
de extracto de levadura en una balanza analitica.

2. Se colocaron los reactivos en un matraz Erlenmeyer, donde se le agrego
medio litro de agua destilada y para homogenizar la mezcla se calenté
durante 10 minutos sin hervir agitando constantemente.

3. Se esterilizo el medio de cultivo en una olla de presién a 120 °C durante
15 minutos.

4. Se dejo enfriar el medio, posteriormente se vacio en 40 cajas Petri en una
camara de flujo laminar, donde se dejaron enfriar por 24 horas para la

inoculacion de los hongos entomopatégenos.
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5.1.3 Siembra de hongos entomopatdégenos en cajas Petri

Se sembraron en las 40 cajas Petri los hongos entomopatdégenos Nombre rileyi,
Beauveria bassiana, Metarhizium brunneum e Isaria fumosorosea. (10 cajas
Petri por cada hongo). Las cepas utilizadas en este trabajo fueron previamente
seleccionados y evaluados respecto a virulencia y patogenicidad en trabajos
anteriores por Vega et al., (2010) y Sanchez-Pena et al., (2011). En la camara
de flujo laminar se esterilizo el asa bacteriana sumergiéndolo en alcohol al 96
% y colocandolo al fuego, Se dejé enfriar y se tomaron conidias de las cepas
puras, las cuales se sembraron en forma de estria en las cajas Petri, se sellaron
y fueron colocados en un estante a 22.5 °C hasta que esporularén

completamente.

5.1.4 Preparacion de medio soélido (arroz) para inocular hongos

entomopatégenos en botellas

Descripcion del procedimiento.

1. Se calentaron 5 litros de agua destilada a 85 °C y fue colocada en un
recipiente plastico donde se le agregaron 3 kg de arroz, 6 gotas de
hipoclorito de sodio (NaClO) cloralex al 10 % y 3 ml de Gentamicina al
0.01 %.

2. Se mezclod el cloro, la gentamicina en el agua con el arroz y se dejo
reposar por 25 minutos.

3. Se limpio el arroz drenando toda el agua posible.

4. Se pesaron 20 gramos de arroz humedo en una balanza el cual fue
colocado en botellas de 210 mililitros.

5. A cada botella con el arroz se le agrego 10 ml del caldo correspondiente
para cada tratamiento (soya, maiz, frijol y agua destilada-testigo).

6. Se esterilizaron las botellas en 2 ollas de presion a 120 °C durante 15

minutos, se dejaron enfriar por 24 horas para su posterior inoculacion.
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5.1.5 Inoculaciéon de hongos entomopatégenos en botellas

Para la inoculacion de los hongos entomopatdégenos se limpid el area de trabajo
y se encendieron 2 mecheros para evitar contaminacion, con el asa bacteriana
se dio un raspado a la colonia del hongo esporulado para sacar la mayor
cantidad de conidias. Estas conidias se sacudieron en las botella con el sustrato
de tal forma que cayeran lo mas uniforme posible, cada botella se le coloco una
torunda y fue sellada con cinta parafilm para evitar contaminacion y perdida de
agua. Una vez terminado la siembra de los hongos las botellas se colocaron en
un estante a 22.5 °C donde se hicieron observaciones 3, 5, 9y 12 dias después

de la inoculacién para observar el crecimiento de los hongos entomopatdgenos.

Tabla No 1: tratamientos y repeticiones con nimero de botellas utilizadas en la produccion de

conidios de 4 hongos entomopatégenos

CALDOS UTILIZADOS

Hongo entomopatégeno  Testigo Maiz Soya Frijol
Beauveria bassiana 10 10 9 9
Nomurea rileyi 10 10 9 9
Metarhizium brunneum 10 10 9 9
Isaria fumosorosea 10 10 9 9

5.2 Conteo de conidias

El conteo de conidias se llevd a cabo para determinar, el numero de conidias
producidas por gramo de arroz humedo y seco por parte de los hongos
entomopatoégenos evaluados. El conteo se realizd 12 dias después de la

inoculacion, cuando se observo una esporulacion completa en el sustrato (arroz).

5.2.1 Preparacion de suspensioén de esporas

Descripcion de preparacion de suspension de conidias.

1. Se prepararon 10 litros de agua corriente con Bionex (coadyuvante
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agricola) al 0.03 %

2. Se le agrego 50 ml de la solucion de Bionex a 9 botellas del mismo
tratamiento

3. Se agito cada botella durante 1 minuto hasta obtener la suspension de
conidias

4. La suspension de conidias obtenida se colocé en un frasco de
precipitados de 1000 ml.
En la libreta de notas se anoté la suspension total de conidias obtenida.
De la suspension total se extrajeron 50 ml al cual se le afadieron 100 ml
de alcohol etilico para que las esporas no germinaran y se pudiera hacer
el conteo después.

7. La dilucion obtenida se coloco en una botella de 210 ml el cual se tapé y
se etiqueto con el tratamiento correspondiente y la dilucion realizada

8. el mismo procedimiento se realizé para cada uno de los tratamientos en

el experimento.

5.2.2 Conteo de conidias en camara neubauer

El conteo de conidias se llevo a cabo con la ayuda de una camara neubauer en
un microscopio optico a 40x. EI numero de conidias obtenidas en un cuadrante
de la camara neubauer, se le realizo un ANOVA para poder obtener medias de
conidias del conteo a partir del cual se obtuvo el nimero de conidias por ml, con
el numero de conidias por ml se pudo sacar las conidias producidas por gramo

de arroz humedo y seco que se muestran en la tabla 3.

En el experimento se evaluaron 3 caldos como fuente de nutrientes, (maiz, soya,
frijol y agua destilada-testigo) y 4 hongos entomopatégenos (Nomurea rileyi,
Beauveria bassiana, Metarhizum brunneum e Isaria fumosorosea), lo que da un
total de 16 tratamientos con 5 repeticiones cada uno. Los datos obtenidos fueron
corridos en el paquete estadistico de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

en un disefo bifactorial completamente al azar donde el factor A fueron 3 caldos
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como fuente de nutrientes y agua para el testigo, el factor B fueron 4 hongos
entomopatogenos. El disefio se realizé con la finalidad de poder observar los
efectos de los 2 factores, y poder evaluar la manera en que dichos factores

interactuan en la produccion de conidias.

5.3 Aplicacion de Metarhizium brunneum contra psilidos, para determinar
porcentajes de ninfas infectadas que caen al suelo después de la

aplicacion.

5.3.1 Aplicacion de Metarhizium brunneum en invernadero contra

Bactericera cockerelli en chile.

La aplicacion de Metarhizium brunneum se llevd acabo en el invernadero del
Departamento de Horticultura de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro.
Contra el psilido de la papa, Bactericera cockerelli, debido a la alta disponibilidad
de este insecto el cual esta muy relacionado con Diaphorina citri, Presentando
una conducta muy parecida sobre plantas hospederas (solanaceas). En la
UAAAN comunmente hay altas infestaciones de B. cockerelli, por lo que se
evaluaron las conidias de Metarhizium brunneum aplicadas contra este insecto,

y producidas en los medios descritos en este trabajo.

Los tratamientos consistieron en la aplicaciéon de conidias con una bomba de
motor Stihl. Los testigos consistieron en la aplicacion de Bionex al 0.03 %, con
boquillas a un volumen de 0.20, 0.42 I/min y un testigo absoluto, los tratamientos
de Metarhizium brunneum se efectuaron con boquillas a un volumen de 0.10,
0.20 y 0.42 I/min. Se aplicé una concentracion de conidias de Metarhizium

brunneum de 4x108 conidias por ml.

Dos dias después de la aplicacion se le colocaron a cuatro plantas (por
tratamiento) seleccionadas al azar, dos bolsas de plastico. Las bolsas plasticas

fueron colocados en el tallo de las plantas de chile de tal forma que cubriera el
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diametro foliar de la planta. Cuatro dias después de colocar los plasticos se
colectaron diez ninfas de Bactericera cockerelli por cada plastico lo que da un
total de 40 ninfas por tratamiento, las ninfas fueron colocados en camara humeda
a 22.5 0C, se realizaron observaciones a los seis y nueve dias después de la
incubacion para observar el porcentaje de infeccién por Metarhizium brunneum.
Asimismo la mielecilla que cayo en este tiempo en las bolsas plasticas se peso
para determinar la cantidad de salerillo producido por Bactericera cockerelli

después de la aplicacién del hongo entomopatogeno.

Los datos obtenidos fueron corridos en el paquete estadistico de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leodn, en un disefio completamente al azar con 6
tratamientos y 4 repeticiones cada uno para la cantidad de salerillo producida por

Bactericera cockerelli.

5.3.2 Aplicacion de Metarhizium brunneum en campo contra Diaphorina

citri en brotes de limoén.

La aplicacion de Metarhizium brunneum se llevd acabo en Ixtacuaco, municipio
de Tlapacoyan Veracruz, contra el psilido Diaphorina citri, para determinar el
porcentaje de ninfas infectas que caen al suelo después de la aplicacion. Se
realizaron 2 aplicaciones, en la primera se aplicaron 7.9x108 conidias por ml, en

la segunda se aplicaron 6.7x108 conidias por ml.

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de Bionex al 0.03 % (testigo) y
Metarhizium brunneum a18 brotes de limén con alta infestacion del psilido, a cada
brote se le coloco una trampa que consistié en un cartén de 20 cm de ancho por
30 de largo dentro de un plastico para capturar las ninfas que caian después de
la infeccion por el hongo, las evaluaciones se realizaron a las 48, 72 y 96 horas
después de la aplicacion, se colectaron las ninfas encontradas en las trampas,

se colocaron en camara humeda a 30 °C y se observaron cada 2 dias la infeccidn

31



de las ninfas por Metarhizium brunneum, a los 12 dias se realizé la ultima

observaciéon de donde se saco el porcentaje de infeccion.

Trampa colocada en brote de limén para capturar ninfas,

que se caen después de la infeccion.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacién de un medio de cultivo que incremente la esporulacién
de cuatro hongos entomopatégenos, enemigos naturales de insectos

incluyendo Diaphorina citri. (Hemiptera: Psylidae).

La primera observacion del crecimiento micelial se llevo a cabo tres dias después
de la siembra de los hongos entomopatdgenos, se observé mayor crecimiento
en las botellas inoculadas con Metarhizum brunneum, observandose mayor
colonizacién en las botellas que se le adicioné caldo de frijol. Las botellas
inoculadas con Beauveria bassiana también mostraron un crecimiento acelerado
siendo mayor en las botellas donde se le agrego caldo de soya. Mientras que las
botellas inoculadas con Isaria fumosorosea y Nomurea rileyi mostraron poco

crecimiento micelial para todos los tratamientos.

A los cinco después de la siembra, las botellas inoculadas con Metarhizum
brunneum mostraban crecimiento micelial en todas las tratamientos evaluadas,
se observd una coloracién verdosa en todas las botellas indicando que se
iniciaba la esporulacién. En las botellas inoculadas con Beauveria bassiana se
observé crecimiento micelial en todas las botellas. Las inoculadas con Nomurea
rileyi mostraron poco crecimiento micelial en el sustrato de manera aislada, para
Isaria fumosorosea se observo crecimiento micelial en las botellas donde se les
adiciono caldo de frijol, maiz, y el tratamiento testigo, mientras que donde se
adiciono caldo de soya no se observo crecimiento, lo que indica que

posiblemente existia algo que inhibia el crecimiento de Isaria fumosorosea.

A los nueve dias en las botellas inoculadas con Metarhizum brunneum y
Beauveria bassiana se observd esporulacion en todo el sustrato, en las botellas
inoculadas con Nomurea rileyi se observé inicios de esporulacion de manera
aislada en el sustrato, mientras que para Isaria fumosorosea aunque se
observaba crecimiento micelial en las botellas de tres tratamientos no se observé

la esporulacion.
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A los doce dias después de la inoculacion en las botellas de Beauveria bassiana
y Metarhizum brunneum se observaba una esporulacion en todo el sustrato,
mientras que para el caso de las botellas inoculadas con Nomurea rileyi
mostraban una colonizacion en el sustrato de aproximadamente un 80 %. A partir
de estas observaciones realizadas se llevo a cabo la extraccion y conteo de las

conidias.

Tabla No 2. ANVA de un disefio bifactorial donde el factor A es son cuatro caldos como fuente
de nutrientes y el factor B cuatro hongos entomopatégenos de datos obtenidos del conteo de

conidias en camara neubauer.

FV GL SC CM F P>F
CALDOS (A) 3 17931.625000 5977.208496 36.2616 ** 0.000
HONGOS (B) 3 1039947.750000 346649.250000 2102.9956 ** 0.000
INTERACCION 9 125976.625000  13997.402344 84.9172 ** 0.000
ERROR 64 10549.500000 164.835938

TOTAL 79 1194405.500000

FV= Fuente de variaciéon, GL= Grados de libertad, SC= Suma de cuadrados, CM= Cuadrados

medios, F= F Calculada

En la tabla dos se muestra el ANOVA donde se observan diferencias altamente
significativas entre los 2 factores y la interaccion, factor A (caldos como fuente de
nutrientes), factor b (hongos entomopatdégenos). Con lo que se puede deducir
que en esta interaccién los caldos estimulan la produccién de conidias de los 4

hongos entomopatoégenos.

En la tabla tres se muestra el ANOVA donde se observa diferencias altamente
significativas entre los tratamiento, muestran las medias obtenidas del conteo de
Conidias gr-'arroz huimedo y seco para cada caldo. Beauveria bassiana presenta
una mayor produccioén de conidias en el tratamiento enriquecido con caldo de
maiz siendo superior al testigo en un 44.4 % mas conidias por gr' de arroz,
mientras que el caldo que indujo la menor produccion fue el de soya al obtener

una produccion de 16.6 % conidias por gr' de arroz comparado con el testigo.
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Nelson et al. (1996) menciona que la produccion de conidias de Beauveria
bassiana en arroz enriquecido con glucosa y extracto de levadura produce
3.02x10° conidias por gr' de arroz, mientras que Beauveria brongniartti. Produce
1.42x10° conidias por gr' de arroz. Robles et al. (1996) al realizar pruebas en
restos de cultivo (trigo y avena) para crecimiento y esporulacién de Beauveria
bassiana obtuvo resultados de 6.5 y 5.5 x107 conidias por gramo en sustrato
trigo y avena respectivamente. En nuestros resultados se logré obtener una
produccion de 108 conidias por gr' de arroz, lo que supera a los resultados
obtenidos por Robles en 1996, mientras que los resultados obtenidos por Nelson
en 1996 supera nuestra produccion, en medio solido (arroz) enriquecida con
glucosa y extracto de levadura, con lo que se puede concluir que una produccién
de conidias en arroz enriquecida solo con caldo de maiz se puede obtener una

buena produccion de conidias de Beauveria bassiana.

Para Nomurea rileyi se puede apreciar que el mejor tratamiento la obtuvo el
testigo y al obtener una menor produccion de conidias los caldos evaluados.
Thakre, et al. 2011, menciona que la produccion de conidias de Nomurea rileyi
en arroz con extracto de levadura al 1% se obtiene 5.53x107 conidias por gr'de
arroz. Mientras que en sorgo se obtienen 4.01x107 conidias por gramo de sorgo
triturado. Méndez et al. (2010) menciona una produccion de 8.93x10° conidios
por gr' de arroz enriquecido con melaza y extracto de levadura a los 18 dias
después de la siembra. Con los resultados obtenidos en el trabajo se puede
producir 108 conidias por gr' de arroz, en los tratamientos en los que se le
adiciono caldo de soya, frijol, como fuente de nutrientes y el tratamiento testigo.
Con lo que se superan los resultados obtenidos por Thakre, mientras que
Méndez supera la produccidon obtenida en el trabajo debido su produccién en
arroz fue enriquecido con melaza y extracto de levadura. Con nuestros
resultados se puede concluir que una produccion de conidias de Nomurea rileyi
se puede realizar en arroz sin enriquecer el sustrato con caldos, debido a que se

puede obtener una buena produccion de conidias.
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Para Metarhizum brunneum, el tratamiento que presento mayor produccioén de
conidias fue el que se le adiciono caldo de soya al obtener una produccién de
45.09 % mas conidias por gr' de arroz comparado con el testigo, el tratamiento
gue menos favorecio la produccion de conidias fue el que se le adiciono caldo de
frijol al obtener un 15 % mas conidias por gr' de arroz respecto al testigo.
Sandoval et al. (2011) mencionan que Metarhizium brunneum sobre arroz entero
con una humedad de 10 ml/50 gr de arroz produce 9.8x108 Conidias por gr'de
arroz, mientras que Bharati, et al (2007), mencionan una produccion de 1.0x10°
conidias por gr' de arroz triturado mas extracto de levadura al 1%, mientras que
con el maiz triturado mas extracto de levadura al 1 % obtuvo 8.41x108 conidias
por gr' de arroz. Nelson, et al., 1996. Menciona una producciéon de 1.42x10°
conidias por gr'de arroz enriquecido con glucosa y extracto de levadura. Barajas
et al. (2010) Menciona que Metarhizium brunneum en a los 12 dias de incubacién
se obtiene un rendimiento de 10° conidias por gramo de arroz adicionado con 15
ml de inoculo producida por fermentacion basado en sacarosa y extracto de
levadura. En nuestro trabajo se obtuvo una produccion de 108 conidias por gr'
de arroz resultados similares a los de Sandoval y Bharati en Maiz con extracto
de levadura al 1 %, por otra parte Bharati, Nelson y Barajas obtuvieron una
produccion de 10° al adicionar al arroz glucosa y extracto de levadura. Por lo que
en una produccién de arroz enriquecida con caldo de soya se puede obtener una
buena produccién de 108 conidias por gr' de arroz de Metarhizium brunneum, sin
enriquecer el sustrato con glucosa, sacarosa y extracto de levadura con lo que

se incrementarian los costos de produccion.

Nota: el hongo entomopatdgeno Isaria fumosorosea, no mostro esporulacion en
los tratamientos, siendo su crecimiento micelial lento en los caldos de Maiz, Frijol
y Testigo; mientras que en el caldo de soya no mostro crecimiento micelial, por
lo que se deben de buscar nuevas formas que puedan incrementar la

esporulacién
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Tabla No 3: Conidias obtenidas gr -' arroz himedo y Conidias obtenidas gr -1 arroz

seco, en la prueba de diferentes caldos como fuentes de nutrientes para incrementar la

esporulacion de 4 hongos entomopatogenos.

Hongo entomopatdgeno

Caldo Conidias gr -'arroz humedo Conidias gr' arroz seco

Beauveria bassiana Testigo
Maiz
Soya
Frijol

CV. %

S.E

Nomurea rileyi Testigo
Maiz
Soya
Frijol

CV. %

S.E

Metarhizum brunneum  Testigo
Maiz
Soya
Frijol

CV. %

S.E

1.8 x108 B
2.6 x108 A
2.1 x108 A
2.2x108 A
9.05

*%

3.5x108 A
5.7x10" C
1.6 x108 B
1.0x108C
9.05

*%

4.0x108C
5.7 x108 A
5.8 x108 B
4.6 x108C
9.05

*%

2.6x108B
3.8 x108 A
3.1 x108 A
3.3x108 A
9.05

*%*

5.1 x108 A
7.9x107C
2.3x108B

1.5x108 C
9.05

*%*

5.9 x108C
8.5 x108 A
8.6 x108 B
6.8 x108 C
9.05

*%*

En la figura uno se puede apreciar que Metarhizium brunneum obtuvo los valores

mas altos de produccion de conidias/gr de arroz humedo enriquecido con los

caldos de maiz, soya, frijol y agua para el testigo como fuente de nutrientes,

mientras que Beauveria bassiana obtiene un segundo lugar en los medios

enriquecidos con caldo de maiz, soya y frijol y obtiene tercer lugar en el

tratamiento testigo, para el caso de Nomurea rileyi obtiene un segundo lugar en

el tratamiento testigo, y tercer lugar en los caldos de maiz, soya y frijol, Mientras

que Isaria fumosorosea no figura en la produccién de conidias en los medios

evaluados debido a que no mostro esporulacion.
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Figura No 1. Conidias/gr de arroz humedo de 4 hongos entomopatdgenos enriquecido con caldos

de Maiz, Frijol, Soya y agua destilada (testigo), como fuente de nutrientes.

6.2 Aplicacion de Metarhizium brunneum contra psilidos, para determinar

porcentajes de ninfas infectadas que caen al suelo después de la aplicacion

6.2.1 Aplicacion de Metarhizium brunneum en invernadero contra

Bactericera cockerelli en chile

A los seis dias de incubacion se realizo la primera observacion para determinar
si existia crecimiento de M. brunneum, se encontré una ninfa infectada a un
volumen de 0.20 I/min., 2 ninfas infectadas a un volumen de 0.10 I/min. y 2 ninfas
infectadas de la aplicacion a un volumen de 0.42 I/min. A los nueve dias de
incubacioén se encontraron 2 ninfas infectadas a un volumen de 0.20, y 3 ninfas

infectadas a un volumen de 0.42 |/min.

En el cuadro cuatro se observan porcentajes de ninfas infectadas que caen al
suelo de una aplicacién de M. brunneum ha diferente volumen en plantas de chile
en invernadero. A un volumen de 0.10 I/min. el 5 % de las ninfas que caen al
suelo presentaron infeccion de Metarhizium brunneum. Mientras que a un

volumen de 0.20 I/min. el 7.5 % de las ninfas colectadas presentaron infeccion
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por el hongo entomopatdégeno; a un volumen de 0.42 I/min. el 12.5 % de las ninfas
mostraron infeccion por el hongo. Con los datos obtenidos se concluye que cierto
porcentaje de ninfas muertas por el hongo entomopatégeno se desprenden de
las plantas de chile, incrementandose los porcentajes de infeccién aun volumen
mayor. Casique-Valdés (2010) reporta porcentajes de infeccion de 40-60% al

aplicar la misma cepa de M. brunneum contra D. citri.

1: Ninfa infectada con Metarhizium brunneum 6 dias después de la infeccion; 2: ninfa infectada 9

dias después de la aplicacion

Tabla No 4: porcentaje de infeccion de ninfas de Bactericera cockerelli colectadas de plasticos
colocados bajo plantas de chile de una aplicacién de Metarhizium brunneum a diferente volumen,

para determinar si las ninfas una vez infectadas con Metarhizium brunneum caen al suelo.

Volumen de Observaciones

aplicacion 29-02-13 01/02/2013 Total % de infeccién
M.a. 0.10 I/min 2 0 2 5%

M.a. 0.20 I/min 1 2 3 7.5%
M.a. 0.42 I/min 2 3 5 12.5%
Bionex 0.8 I/min 0 0 0 0%
Bionex 2.0 I/min 0 0 0 0%
Testigo absoluto 0 0 0 0%

M.a.: Metarhizium brunneum
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Tabla No. 5: Analisis de varianza (ANOVA) y comparacién de medias del peso de salerillo

después de la aplicacion Metarhizium brunneum a diferente volumen.

TRATAMIENTO MEDIA

M.a. 0.10 I/min 1.2365 A
Ma. 0.20 I/min 1.4216 A
Ma 0.42 I/min 1.7476 A

Bionex 0.20 I/min 2.0454 A
Bionex 0.42 I/min 1.5198 A

Testigo abs. 1.9907 A
CV. % 50.41
S.E. NS

En el cuadro cinco se observa el ANOVA y comparacién de medias evaluado con
la prueba de Tukey a 0.01, de salerillo de Bactericera cockerelli, colectado de los
plastico, en el ANOVA no se encontro significancia estadistica; pero se observan
diferencias numéricas donde el tratamiento en el que se observa una mayor
cantidad de salerillo en el tratamiento que se le aplico BIONEX a un volumen de
0.20 I/min mientras que el tratamiento en el que se observa una menor cantidad
de salerillo fue el tratamiento que se le aplico Metarhizium brunneum a un

volumen de 0.10 I/min.

6.2.2 Aplicaciéon de Metarhizium brunneum contra Diaphorina citri en brotes

de limoén

En el cuadro seis se observan los porcentajes de infeccién de ninfas de
Diaphorina citri que cayeron a las trampas después de la aplicacion de
Metarhizium brunneum. En la primera aplicacion a las 48 horas se obtuvo un 100
% de infeccidn, a las 72 horas también se obtuvo un 100 % de infeccidén mientras
que a las 96 horas % se obtuvo un 60 % de infeccién de ninfas con el hongo
entomopatoégeno. De las aplicaciones del Bionex no se obtuvo infeccion de
Metarhizium. En la segunda aplicacion a las 48 horas se observo un 35.7 % de
infeccion de las ninfas colectadas, para la evaluacién realizada a las 72 horas se
encontré un 41.1 % de infeccion. En cuanto a la aplicacion de Bionex (testigo),

no se observaron ninfas infectados por el hongo. Casique-Valdés (2010) reporta
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porcentajes de infeccién de 40-60% al aplicar la misma cepa de M. brunneum

contra D. citri.

Tabla No 6: Resultados de aplicacion de Metarhizium brunneum contra Diaphorina citri en limén,

para determinar porcentaje de ninfas infectadas que caen al suelo después de la aplicacion.

Primera aplicacion (19-02-13)  Ninfas colectadas infectadas por M.b. % infeccién

M. b 48 horas 3 3 100%
72 horas 1 1 100%
96 horas 5 3 60%

Bionex 48 horas 0 0 S.
72 horas 0 0 S.|
96 horas 1 0 S.|

Segunda aplicacién (12-04-14)

M. b 48 horas 14 5 35.7%
72 horas 17 7 41.1%
96 horas 0 0 S.|

Bionex 48 horas 0 0 S.|
72 horas 23 0 S.|
96 horas 0 0 S.|

M. b= Metarhizium brunneum, S.I= Sin infeccion

Ninfas infectadas por Metarhizium brunneum, 9 dias después de la infeccion
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VII. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en estos ensayos sugieren que la mejor produccion de
conidias sobre arroz de Beauveria bassiana se obtiene al utilizar caldo de maiz

como fuente de nutrientes.

Para Metarhizium brunneum el caldo de soya favorece la produccién de conidias

en comparacion con el caldo de maiz, frijol y el utilizar solo agua.

Nomurea rileyi registro mejor produccién de conidias al utilizar solo arroz pre-
cocido con agua, los caldos adicionados no mostraron incremento en la obtencion

de conidias para este hongo.

Isaria fumosorosea, crecié en los medio enriquecidos con caldo de maiz, frijol y
el tratamiento testigo, sin embargo ninguno favorecié la esporulacion. Mientras
que el tratamiento que se le adiciono caldo de soya no mostro crecimiento micelial
ni esporulacién; por lo que se deben de buscar nuevas formas de produccion.
Cabe mencionar que Isaria requiere determinados niveles de iluminacion para la
esporulacion. En este trabajo los hongos fueron mantenidos bajo poca luz, por lo
que es posible que una cantidad inapropiada de luz tuvo que ver con la falta de

condicion de este hongo.

Al realizar aplicaciones de ultra bajo volumen (ULV) de Metarhizium brunneum,
para determinar el porcentaje de ninfas que caen al suelo después de la infeccién
por el hongo; el mejor resultado se obtiene al usar un volumen de 0.42 I/min. Para
Bactericera cockerelli, este volumen de aplicacién debe ser considerado al
realizar el control de esta plaga. En la aplicacion realizada a brotes de limon con
bomba de mano a D. citri se obtienen resultados de infeccion de 100 % a las 48
y 72 horas en la primera aplicacion, mientras que en la segunda aplicacién se

obtienen porcentajes de 35 a 42 porciento a las 48 y 72 horas respectivamente.
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