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RESUMEN

La chicharrita del maiz (Dalbulus maidis) es una plaga muy importante en el cultivo del maiz y una
de las practicas de manejo mas utilizadas es el control quimico, por lo que se hace necesario
desarrollar otras opciones de manejo. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de los
hongos entomopatégenos Paecelomyces fumosoroseus, Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae para el control de D. maidis en el cultivo del maiz. El estudio se realiz6 en dos fases, una
en condiciones de laboratorio y otra en condiciones de campo, realizadas ambas fases en los meses
de julio a octubre 2014. En el experimento de campo, ademas de los tres hongos, se evalud un
insecticida piretroide cipermetrina y una mezcla de aceite mas detergente, se utilizd un disefio
experimental de bloques completos aleatorizados, con 5 tratamientos y 4 repeticiones. La aplicacion
de los tratamientos en campo se hizo semanalmente, con bomba de mochila. Los muestreos para
determinar la incidencia poblacional de la plaga, se iniciaron 8 dias después de la siembra, las
variables evaluadas fueron: incidencia poblacional y mortalidad D. maidis. En la fase de laboratorio
se utilizd6 un disefio completamente aleatorizado con tres tratamientos (P. fumosoroseus, B.
bassiana y M. anisopliae), tres repeticiones y un testigo para cada una de las repeticiones. Se
ubicaron 10 insectos adultos de D. maidis, en vasos plasticos con tapas perforadas, por cada
repeticion, colocando un trozo de hoja de maiz sobre un algodon himedo en cada vaso. EI método
de inoculacion fue por aspersion, haciendo la aplicacion de los hongos el mismo dia de la
colocacion de los insectos, y se realizaron los muestreos a las 24, 48 y 72 horas después de las
aplicaciones de los tratamientos. Los testigos fueron tratados con agua destilada. Las variables
evaluadas fueron: nimero o porcentaje de insectos muertos por los hongos y tiempo de mortalidad
(virulencia). Los insectos muertos fueron colocados en cdmara himeda para favorecer el
crecimiento del hongo. En el experimento de campo, se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos y entre fechas de muestreo. En general el tratamiento con mayor eficacia durante las 8
fechas de muestreo fue Metarhizium anisopliae. En el bioensayo de laboratorio, en general el
tratamiento con mayor eficacia fue Paecelomyces fumosoroseus.

Palabras claves: B.bassiana, M. anisoplae, P.fumosoroseus, D. maidis
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ABSTRACT

Dalbulus maidis is a main pest in corn and the most common control method is the use of
insecticides. The objective of this research was to evaluate the effect of the entomopathogenic fungi
Paecilomyces fumosoroseus, Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae for the control of D.
maidis in maize. The study was conducted in two phases, one in laboratory conditions and other in
open field, in Managua. Research was carried out from July to October 2014. In field experiment, in
addition to the entomopathogenic fungi, a pyrethroid insecticide (cypermethrin) and a mixture of
vegetable oil and detergent was evaluated. The experiment was established in a randomized
complete block design with 5 treatments and 4 repetitions. Treatment application and sampling was
performed weekly, starting 8 days after sowing, the variables evaluated were: population incidence
and mortality of insects. In lab experiment, a completely randomized design was used, with three
treatments and one control with three replicates. 10 insects were placed in plastic cups with
perforated lids for each repetition, placing a piece of maize leaf on a piece of wet cotton in each
cup. Spraying method was used for inoculation, treatments were sprayed the same day that insects
were placed in the cups. Control consisted in application of distilled water and sampling was done
24, 48 and 88 hours after application. The variables evaluated were: number of dead insects and
time of mortality (virulence). Dead insects were placed in a humid chamber to promote fungal
growth. In field experiment, significant differences between treatments and between sampling dates
were found. Treatment that most controlled D. maidis durinf the 8 sampling dates was Metarhizium
anisopliae. In lab experiment Metarhizium anisopliae was the treatment which presented the
highest mortality.

Keywords: B.bassiana, M. anisoplae, P.fumosoroceus, D. maidis



l. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L) pertenece a la familia de las Poaceae, es una planta anual de crecimiento
répido y con gran capacidad productiva, es el grano basico mas importante cultivado en Nicaragua
debido a una tendencia creciente por la diversificacion de su uso humano, pecuario y en la
industria.. EI maiz es utilizado como materia prima para la elaboracion de productos alimenticios
procesados (rosquillas, bebidas, dulces) y para la elaboracion de concentrados o alimentos para aves
y cerdos. (OPS/OMS, 2003?%). La produccion de maiz en nuestro pais la realizan pequefios y
medianos productores y esta destinada principalmente para el consumo familiar, para el comercio o
el consumo interno de nuestro pais

Segun la FAO 2014, el consumo aparente per capita es alrededor de 80.51 kilogramos en el area
urbana y 127 kilogramos en el area rural, siendo de los mayores consumos del area
centroamericana, pues el 95% de la poblacién lo utiliza para consumo humano
(IICA, 2014) y para el ciclo 2016-2017 se sembraran 500 mil manzanas entre variedades mejoradas,
semillas hibridas y semillas criollas obteniendo un promedio nacional de 9 millones de quintales
con un rendimiento de 18 quintales por manzanas y un consumo aparente de 6.6 millones de
quintales con un volumen exportado de 95,629.9 quintales.

Sin embargo la productividad por unidad de superficie es baja debido a limitaciones en las que se
destacan el uso de variedades criollas, variaciones en las precipitaciones y ataques de plagas y
enfermedades entre los que podemos citar los siguientes Spodoptera frugiperda, Diatrea sp, que
son los que mas dafio causan, luego estan los escarabajos que en general son llamados gusanos de
las raices como Aeolus sp, Phyllophaga sp y barrenador del grano Prostephanus truncatus. (1ICA,
2014).

La plaga en estudio Dalbulus maidis Delong y Wolcott: Hemiptera-cicadellidae, la chicharrita es el
vector que trasmite con eficiencia tres patdgenos; el virus del rayado fino del maiz (Marafavirus), el
espiroplasma del maiz (Spiroplasma kunkelli) y el fitoplasma del maiz. (Ibarra et al 2005). Es una
plaga importante en muchas partes de las regiones centrales y pacificas de américa central
(Jiménez ,2014).

El dafio e importancia econémica D. maidis es monofago y solo se alimenta sobre representantes
del genero Zea mays y teosintes. Afecta al cultivo durante toda la etapa vegetativa. Los adultos y las
ninfas chupan la base de las hojas y pueden causar amarillamiento. Tiene gran importancia como
vector del virus del achaparramiento y del rayado fino del maiz que pueden causar la pérdida
completa del cultivo. (Museo entomoldgico. Ledn, NI sf).

La severidad del dafio depende de lo temprano que ocurra la inoculacion (MAG y FAO, 1976;
Espinoza et al 1999; Saunders et al 1988). Esta enfermedad fue observada por primera vez en
Nicaragua en 1956 en santa rosa, Managua, estos patdgenos no se pueden trasmitir mecanicamente
ni por semilla (Cuadra y Maes, 1990)



El mecanismo de trasmisidn de estos patdgenos es circulatorio, los patdgenos trasmitidos de esta
manera, principalmente por hemipteros de las familia cicadellidae necesitan reproducirse dentro del
vector (Ibarra, et al 2005). Esto ocurre cuando el insecto se alimenta por un periodo definido en una
planta enferma e ingiere junto con la savia las particulas virales, estos propagulos luego pasan a la
hemolinfa y se incorporan a las corrientes del aparato circulatorio del insecto, finalmente llegan a
las glandulas salivales, salen junto con la saliva y son depositadas en el interior del tejido vegetal
(Agrios, 1996, 2%).

Solo después del periodo de latencia el vector es capaz de propagar el patdgeno a una planta sana.
El periodo de latencia para Marafavirus y S. kunkelli es de 14 dias, mientras que para el fitoplasma
del maiz es de 25 dias (Ibarra et al 2005), estos tres patdgenos en conjunto ocasionan la enfermedad
conocida como el achaparramiento del maiz y el virus del rayado fino (Jiménez y Rodriguez, 2014).

Los tipos de controles mas utilizados por los pequefios y medianos productores para combatir esta
plaga son los siguientes:

Cultural: establecer la época de siembra es muy importante para el control, la incidencia de D.
maidis es menor en siembras de primera y postrera, esta Ultima esta mas expuesta al ataque al igual
que el maiz de riego. (Jiménez, 2014)

Genético: variedades resistentes como la NB-6 y respetando las fechas de siembra, asi como el uso
de policultivos maiz-frijol. (Jiménez, 2014).

Bioldgico: A partir del 2007 se reportd la presencia del parasitoide Gonatopus bartletti como su
principal regulador bioldgico en el mundo, parasitoides Zelus sp, Cycloneda sanguinea (Valarezo et
al 2009).

Quimico: tratar las semillas con un producto sistémico como lo es Imidacloprid en dosis de136
gramos por 30 libras de semilla y hacer aplicaciones foliares con Deltametrina, en vista de las
caracteristicas y habitos alimenticios del insecto se recomienda usar los insecticidas temprano por la
mafiana que es cuando la chicharrita tiene menor actividad (1ICA, 2014).

Cipermetrina es de accion sobre el sistema nervioso del insecto, siendo un producto efectivo para el
control de plagas insectiles como lepiddpteros, coledpteros y trips, posee accidon por contacto,
ingestion e inhalacion. Afecta el sistema nervioso central mediante la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa produciendo una acumulacién de acetilcolina dando como resultado una
sobrestimulacion de los musculos seguido de la muerte del insecto (Wikipedia, 2017)

El control del vector con insecticida ha sido el método mas comdn y predominante para proteger el
cultivo de la incidencia del achaparramiento. Dependiendo de la época del afio se realizan hasta
once aplicaciones contra el vector D. maidis en un ciclo vegetativo (Cuadra y Maes 1990).

Este uso indiscriminado de plaguicidas en un mismo ciclo vegetativo provoca un circulo vicioso de

plaguicidas lo que genera dependencia a los productores a un uso indiscriminado provocando
2



alteraciones en los ecosistemas y la diversidad ecoldgica presente en el ecosistema, lo que lleva a la
muerte de enemigos naturales de las plagas de interés econdmico y como consecuencia el
resurgimiento de plagas secundarias como plagas principales y la resistencia de las mismas,
provocando un incremento en los costos de produccion y afectando la economia de los pequefios
productores. Por esta razdn se realiza este estudio para brindar informacion del efecto de los hongos
entomopatogenos para control de D. maidis y fomentar el uso de control bioldgico en los
productores.

El proposito de este estudio es contribuir a la informacion del uso de hongos entomopatdgenos para
controlar las densidades poblacionales de D. maidis en campo. Los hongos entomopatdgenos no son
dafiinos para el medio ambiente, no afectan los insectos benéficos, no causan resistencia a las plagas
por lo que son una opcién de manejo sostenible. Por otro lado por tratarse de organismos vivos no
dejan residuos toxicos siendo de mucha ayuda en la agricultura orgénica (Pineda, 2000)

Por esta razén se propone el uso de estos tres géneros de hongos entomopatdégenos Metharrizium
anisopliae, Beauveria bassiana y Paecelomyces fumosoroceus (Isaria fumosoroseus) para el control
de D. maidis en campo, como una alternativa de manejo, enfocados en la preservacion y cuido del
ambiente sin contaminacion

Beauveria bassiana: primeros datos fueron emitidos por Agostino Bassi en 1834 cuando demostro
que este hongo es el agente causal de la enfermedad en el gusano de seda Bombix mori conocida
como la muscardina blanca (Carballo y Guharay 2004). Se ha demostrado que B. bassiana es
eficiente en el control de hemipteros de la familia Aphididae (Humber, 1991) y Aleyrodidae
(Salguero, 1993). EI primer estudio fue realizado por Ibarra-Aparicio utilizando B. bassiana para el
control de D. maidis (Delong & Wolcott) bajo condiciones de laboratorio y reporta resultados
significativos en la reduccién de la poblacion e incidencia del virus del rayado fino del maiz sobre
plantulas del maiz (Garcia et al. 2011).

Metarhizium anisopliae Metschnikoff Sorokin. Es el agente causal de la muscardina verde y es un
patégeno de mas de 300 especies de 7 oOrdenes diferentes de insectos. Los coledpteros son los
hospederos mas comunes, es el segundo hongo entomopatégenos mas ampliamente usado en el
control bioldgico microbial y es el hongo més usado en Latinoamérica para el control de diferentes
especies de cercopidos que son plagas en la cafia de azlcar (Carballo y Guharay, 2004).

Paecelomyces fumosoroseus (Wize) Brown y Smith es un entomopatogenos de amplio rango de
hospedero y distribucién geografica, ha sido aislado del suelo y de insectos de diversas familias
(Dosantos y poso, 2003).se ha reportado como minimo 5 especies de este hongo infectando a 8
especies de insectos diferentes (Alean Carrefio, 2003)



I1.- OBJETIVOS

2.1 General

» Contribuir al desarrollo de acciones en el manejo bioldgico de chicharrita del maiz utilizando
hongos entomopatdgenos

2.2 Especificos

» Determinar el efecto de tres hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisoplae y Paecelomyces fumosoroseus sobre la mortalidad de D. maidis en laboratorio

» Evaluar el efecto de Beauveria bassiana, Metarhizium anisoplae y Paecelomyces fumosoroseus
sobre poblacionales de D. maidis en el cultivo del maiz en campo



I11. METODOLOGIA

Este trabajo se realiz6 en dos etapas, una fase laboratorio que consistio en determinar la mortalidad
de adultos y ninfas de D. maidis causada por tres géneros de hongos entomopatdgenos y la fase de
campo para evaluar el efecto de las aplicaciones de las mismos tres géneros de hongos
entomopatogenos sobre las poblaciones de D. maidis.

3.1 Fase de laboratorio
3.1.1 Ubicacién del ensayo

En esta fase se determin6 la mortalidad de adultos de D. maidis por inoculacion de tres géneros de
hongos entomopatdgenos: B. bassiana. M. anisoplae y P. fumosoroseus.

El bioensayo se realizé en el mes de julio del afio 2014 el laboratorio de producciéon de hongos
entomopatogenos, del departamento de proteccion agricola y forestal de la Universidad Nacional
Agraria, ubicada en el km 12 y medio carretera norte con coordenadas geograficas de 12°0836
latitud norte y 86°097°49 longitud oeste, con una altitud de 56 msnm.

3.1.2 Colecta Dalbulus maidis

La colecta se realiz6 en plantaciones de maiz establecidos en los campos experimentales del CNIA-
INTA Utilizando un aspirador bucal se utiliz6 este método por que los insectos son de habitos
volador y su tamafio es pequefio para poder utilizar una red entomoldgica.

3.1.3 Preparacion del ensayo de Dalbulus maidis

Para evitar que los espécimen recolectados en el campo de maiz del CNIA-INTA vinieran
contaminados, se desinfectaron con cloro al 2% y después se sumergieron en agua destilada.

El inoculo utilizado para los tratamientos fue obtenido de los géneros de hongos entomopatdgenos
de la coleccion del cepario del laboratorio de Hongos Entomopatdgenos de la UNA. Se prepar6 una
disolucion en serie, utilizamos agua destilada con tween 80 al 0.1%, se colocé 1 ml en la camara de
conteo Neubauer con una micro pipeta de Pasteur, luego con el microscopio observamos y
realizamos el conteo de conidias. La concentracion de conidias fue de 1.2 x 10’ conidias/gramo. Se
pesd un gramo de cultivo puro de cada uno de los géneros de hongos y se diluy6 en 200 ml de agua
destilada y se procedio a la aspersion de cada unidad experimental.

Se establecio un disefio completo al azar, los tratamientos fueron los tres géneros de hongos
entomopatogenos antes mencionados con tres repeticiones cada uno, 10 adultos de D. maidis por
cada repeticidn, para una unidad experimental de 30 insectos de D. maidis por tratamiento y un
testigo absoluto con aplicacion de agua destilada con la misma unidad experimental.



Se registrd la temperatura y humedad relativa del laboratorio como medida de control con
promedios de 24°c a 28°c y 80-85%HR. El area se desinfecto con alcohol al 75% la mesa de trabajo
y los vasos de plasticos de 10 cm de alto con tapaderas.

Los vasos plasticos trasparentes utilizados se perforaron las tapas para brindar entradas de oxigeno,
se colocaron los 10 espécimen en cada uno de ellos, con un pedazo de hoja tierna de maiz y un
algodon humedecido para brindarles condiciones favorables.

La concentracion de los hongos utilizada para la aspersién manual fue de 1.2 x 10 conidias/gramo,
al testigo solo se aplico agua estéril. La variable evaluada fue la mortalidad de D. maidis a las 24,
48 y 72 horas después de inoculacion cuantificando por el porcentaje de insectos muertos. Los
insectos muertos fueron colocados en camara hiumeda y se observaron con el estereoscopio para
observar las estructuras del hongo, se seleccionaron los insectos con mejor crecimiento micelial con
el objetivo de aislar el hongo y producir cultivo puro para las aplicaciones en la etapa de campo.

3.1.4 Tratamientos evaluados en la etapa de laboratorio

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos del bioensayo en laboratorio

Experimento Tratamientos Repeticion
1 Cepa 114 B.bassiana 3
2 Cepa monte rosa M. Anisopliae 3
3 Cepa Mb P. fumosoroseus 3
4 testigo 3

3.1.5 Variable evaluada

» Mortalidad de D. maidis a las 24, 48 y 72 horas después de la inoculacién



3.2 Fase de Campo

La fase de campo consistié en la evaluacion de tres géneros de hongos entomopatdgenos sobre las
poblaciones de D. maidis. Para fines de comparacion se evalué opciones alternativas de manejo
propuestas por el CNIA-INTA en colaboracion al estudio como lo son la mezcla de detergente mas
aceite y el piretroide cipermetrina.

3.2.1 Ubicacion del experimento

Se realizd en las areas del Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria (CNIA-INTA) del
Instituto Nicaragliense de Tecnologia Agropecuaria, ubicada en el kilometro 13 carretera norte en
las coordenadas de 12°07”°55.17” N'Y 86°0853.77” O con una altitud de 68 msnm.

3.2.2 Tratamientos evaluados en la etapa de campo

Cuadro 2. Tratamientos evaluados en campo.

Experimento Tratamientos
1 Cepa 114 B. bassiana
2 Cepa monte rosa M. anisoplae
3 Cepa Mb P. fumosoroseus
4 Aceite mas detergente
5 Cipermetrina

3.2.3 Disefio experimental

El disefio fue en blogues completos al azar (BCA), se establecidé cuatro bloques con cinco
tratamientos, la unidad experimental consistié en una parcela de 100 m? con aproximadamente 500
plantas de maiz cada, en total el 4rea experimental fue de 2000 m?, se azarizé cada una de las
parcelas y se rotularon con los nombres de los tratamientos.

La preparacion del suelo fue mecanizada con dos pases de grada y un pase de arado. La variedad de
maiz utilizada fue INTA-sequia amarillo, la distancia de siembra fueron las siguientes; 0.5m entre
surco y 0.2 entre planta para una densidad poblacional de 20000 plantas en todo el experimento, el
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manejo de malezas fue manual con azadén a los 25 y 45 dias después de la siembra. La fertilizacion
al momento de la siembra con completo 12-30-10 (90kg/ha) y a los 35 dias después de la siembra
fertilizacion nitrogenada con urea al 46%, el sistema de riego fue por aspersion debido a los
problemas en la variabilidad climatoldgica provocada por el fendmeno del nifio.

Las aplicaciones se realizaron semanalmente cada 8 dias, la dosis aplicada de los hongos
entomopatégenos fue de 200 gr/ha a una concentracion de 1.2 x 10 conidias/ha, aceite mas
detergente (100 ml mas 70gr/ha) y cipermetrina 100 ml/ha.

3.2.4 Muestreo

El método de Muestreo fue visual en el que tomaron 10 plantas al azar en cada parcela, para un total
de 200 plantas, para contabilizar los adultos de D. maidis que se podian observar y colocarlos en las
hojas de registro, se contabilizaban el total de chicharritas encontradas y se dividid entre nimero de
plantas muestreadas para sacar el promedio de D. maidis por planta y tratamiento.

Los muestreos se realizaron por la mafiana, el primer muestreo se realiz6 a los 8 dias después de la
siembra sin ninguna aplicacion de tratamientos con el objetivo de conocer el nivel poblacional de
D. maidis existente en el lugar donde el umbral de accién de D. maidis fue de 0.7 insectos por
planta, por esta razén se determind realizar las aplicaciones calendarizadas cada 8 dias y valorar la
densidad poblacional de D. maidis vivos en campo, el Gltimo muestreo se realizé hasta los 64 dias
después de la siembra para registrar el nivel poblacional de la plaga ya que el periodo critico del
cultivo esta entre los 40-60 dias después de la siembra.

3.2.5 Variable evaluada

» Incidencia de D. maidis desde los 8 dias después de la siembra hasta los 64 dias después de la
siembra.

3.2.6 Andlisis de datos

Los datos obtenidos en el ensayo en la etapa de laboratorio fueron descriptivos. Los datos de campo
fueron tabulados y se analizaron con el sistema SAS. Los datos se transformaron mediante V (y
+0.5), se hiso un anélisis de varianzas de medias repetidas, debido a que la interaccion;
fecha*tratamiento resulto significativa se realizo un ANDEVA por cada fecha de muestreo con sus
separaciones de medias por Tukey (c0:0.05).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Mortalidad y virulencia de hongos entomopatogenos sobre D. maidis en
laboratorio

En este estudio se encontrd que los adultos de D. maidis fueron infectados por los tres géneros de
hongos entomopatdgenos en estudio. Se observd un mayor porcentaje de mortalidad acumulada
producido por el género P. fumosoroseus con un porcentaje acumulado de 169.24% con un
promedio de 3.3 insectos por dia, seguido de M. Anisoplae con un promedio 163.33% con 3.0
insectos muertos por dia 'y B. bassiana con un promediol129.12 % con 2.6 insectos muertos por
dia. Los tres hongos alcanzaron la mayor mortalidad de chicharrita a las 72 horas después de la
inoculacion. (Figura 1).
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80.0

M P.Fumosoroseus
60.0

M B. Bassiana

Mortalidad (%)

i M. Anisopliae

M Testigo

24 hrs 48 hrs 72 hrs
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Figura 1. Porcentaje de D. maidis muerto por hongos entomopatégenos en laboratorio a las 24, 48
y 72 horas después de la inoculacién, Laboratorio de Entomologia de la UNA 2014.

En la figura 1 se observa a las 24 horas que los hongos que causaron mayor mortalidad fueron P.
fumosoroseus y M. anisopliae ambos con un porcentaje de 33 %, seguido de B. bassiana con un 26
%, el porcentaje de mortalidad en el testigo fue minimo de un 3.3 %.

En las 48 horas la cepa M. anisopliae mato significativamente a los adultos de D. maidis con un
promedio de 70% en comparacion a los otros hongos en menor tiempo la mayoria de los insectos,
P. fumosoroseus se mantuvo a un rango alto en mortalidad de un 63 % y el testigo con el menor
porcentaje de mortalidad.



Otros estudios demuestran que en la etapa de laboratorio M. anisopliae produjo el mayor porcentaje
de mortalidad (40%), esta cepa mato significativamente mas rapido a los adultos de D. maidis y
presento la mejor esporulacion a los tres dias (Ibarra- Aparicio, 2005).

Al cumplir las 72 horas P. fumosoroseus obtuvo el mayor porcentaje de mortalidad con un 96.7 %,
seguido de M. anisopliae con 90% y B. bassiana con 83.3%, se mantuvo a un rango similar de
mortalidad con los otros dos hongos.

La mortalidad de D. maidis en el testigo fueron bajas, los insectos muertos se colocaron en camaras
himedas para observar que si la mortalidad fue de causa natural o causada por contaminacion de los
tratamientos aplicados y en el estereoscopio se observé que no hubo crecimiento ni esporulacion
caracteristico de los tres géneros de hongos entomopatdgenos en estudio, su muerte se debid por
aplastamiento por la fragilidad de su cuerpo y al estar en contacto con el agua se pudrieron.

Fase de campo

4.2 Efecto de M. anisopliae, B. bassiana, P. fumosoroseus sobre la densidad de las
poblaciones de D. maidis

c 8.0
€
S 7.0 Beauveria
o Metarhizium
9 6.0 Paecilomyces
@ Aceite+detergente
_‘§ 5.0 =} Cipermetrina
]
E a0
Q
()
< 3.0
2
T 2.0
£
o 1.0
S
o
0.0

Fechas de muestreos

Figura 2. Efecto de los diferentes tratamientos sobre la densidad de las poblaciones de D. maidis en
el cultivo del maiz campo experimental de CNIA-INTA

Segun el grafico el tratamiento en el cual se obtuvo el mayor indice poblacional y que tuvo menor
eficacia sobre la plaga, fue el tratamiento de Cipermetrina como se puede observar durante 5 fechas

de muestreos. Seguido del tratamiento Aceite + Detergente. Estos tratamientos mencionados no
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ejercen un control significativo comparado con el efecto de los hongos entomopatdgenos sobre la

plaga.

Se puede observar de igual manera que el tratamiento que ejercié mayor eficacia sobre la plaga fue
el hongo M. anisopliae manteniéndose constante durante casi todas las fechas de muestreo, seguido
del hongo B. bassiana y P. fumosoroceus, por lo tanto con este grafico se puede demostrar la
viabilidad de usar hongos entomopat6genos sobre el control de D. maidis, ya que mantuvieron bajas
las poblaciones de dicha plaga en la mayoria de los muestreos y por lo tanto son mas confiables de
usar que un quimico como Cipermetrina tanto por su efectividad asi como por no causar efecto

nocivo al medio ambiente.

Los meses estacionales en que las dindmicas poblacional de D. maidis fue mas activa se
comprendié entre los meses de septiembre y octubre en el estado vegetativo de las planta, debido a
las condiciones de temperaturas altas debido a la variabilidad climatica ejercida por el fendmeno
meteoroldgico conocido como el nifio que provoca sequias, el mayor pico de abundancia trascurre

entre los 40 dias y 48 dias después de la siembra (ver figura 2).

El andlisis de medidas repetidas realizado indica que existe diferencia significativa entre
tratamientos (P: 0.001), y también se encontraron diferencias significativas entre fechas de muestreo
(P 0.001). Ademas, se encontro que la interaccién tratamientos*fecha también es significativa, lo
que indica que los efectos principales no son independientes entre si, es decir que el efecto del
tratamiento sobre la poblaciéon de D. maidis, depende de la fecha. Estudios sefialan que época en
donde las poblaciones de D. maidis son altas estdn comprendidas entre el 15 de Julio al 7 de
Septiembre y del 1 de Diciembre al 10 de Enero (Croz, 2013)

La incidencia de D. maidis fue relativamente alta, en el mes de septiembre, la cual se observo a los
40 dias después de la siembra con un promedio de 7.12 D. maidis por plantay a los 48 dias después
de la siembra con un promedio de 3.82 insectos por planta. A los 8 dias después de la siembra se
observo la menor poblacion de la plaga con un promedio de 0.42 D. maidis por planta que
corresponde a mediados del mes de agosto y a los 64 dias después de la siembra con un promedio

de 0.07 D. maidis por planta que corresponde a inicio de octubre.
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Por tal razén se procedi6 a realizar un ANDEVA vy separacion de medias (Tukey, a: 0.05) para cada
fecha de muestreo para realizar las comparaciones entre tratamientos en cada una de las fechas.
Segun los resultados de las separaciones de medias (Tukey, a: 0.05), el tratamiento que mostrd
tener mayor efectividad es M. anisopliae, seguido por B. bassiana y el tratamiento que tuvo menor
efectividad sobre la plaga fue Cipermetrina.

4.3 Incidencia poblacional de D. maidis a los 8 dias después de la siembra

En esta fecha se realiz6 el primer muestreo a los 8 dias después de la siembra del maiz con la
finalidad de saber la densidad poblacional existente dando como resultado un promedio de 0,7 D.
maidis por planta, donde el umbral de accidén es de 0.1 insectos por planta , por tal razon se
planificaron las aplicaciones calendarizadas y se tomd la variable de insectos vivos para los
muestreos e ir determinando las densidades poblacionales en cada muestreo, que se realizaron cada

8 dias antes de cada aplicacién de los tratamientos.

Cuadro 3. Incidencia poblacional de D. maidis 8 dias después de la siembra.

Tratamiento Promedio Categoria

(Insectos/planta)

Aceite + Detergente 0.900 A
P. fumosoroseus 0.800 A
M. anisopliae 0.700 A
B. bassiana 0.525 A
Cipermetrina 0.425 A

(Tukey, a: 0.05)

Se observa que las poblaciones de D. maidis en este campo experimental son altas de acorde al
umbral de accién, llegando a un extremo de 0.9 D. maidis por plantas y un minimo de 0.5 insectos,

donde el umbral de accion es de 0.1 insecto por planta.
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4.4 Incidencia poblacional de D. maidis a los 16 dias después de la siembra

En esta fecha se observé un aumento en la poblacién de la plaga, ya que esta prefiere alimentarse de
las hojas tiernas que por lo general comienzan a emerger en toda la primera semana después de la
siembra. Este fue el primer muestreo que se realizd después de la aplicacion de los tratamientos por
lo cual se puede estimar el efecto que tuvieron los tratamientos en la densidad poblacional inicial de
la D. maidis

Cuadro 4. Incidencia poblacional de D. maidis a los 16 dias después de la siembra

Tratamiento Promedio Categoria

(Insecto/ planta)

Aceite+Detergente 3.2250 A
B. bassiana 2.3500 A
Cipermetrina 2.2750 A
P. fumosoroseus 2.2250 A
M. anisopliae 1.6750 A

(Tukey, a: 0.05)

Se puede observar que en comparacién con la densidad poblacional de la primera fecha de
aplicacion los niveles poblacionales de D. maidis disminuyeron pasando de un promedio superior
de 0.9 insectos por planta a una menor incidencia registrada en el tratamiento M. anisopliae, con un
promedio de 1.67 D. maidis por planta, seguido por el tratamiento P. fumosoroceus con un
promedio de 2.22 D. maidis por planta. EI mayor nivel poblacional de D. maidis se observé en el
tratamiento aceite + detergente con un promedio de 3.22 D. maidis por planta. Esto muestra la
efectividad que tienen los hongos en el control de chicharrita, comparado con el tratamiento aceite +
detergente ya que se puede observar que no tuvo efecto alguno sobre la plaga. Aungue se observa
que segun las separaciones de media de Tukey no se observan diferencias estadisticas pero si
significativas, antes de cada aplicacion se realizaron los muestreos para conocer el efecto de la

aplicacion anterior.
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4.5 Incidencia poblacional de D. maidis 24 dias después de la siembra

En esta fecha se observé una disminucion de los niveles poblacionales de la plaga.

Cuadro 5. Incidencia poblacional de D. maidis 24 dias después de la siembra.

Tratamiento Promedio Categoria

(Insectos/planta)

Cipermetrina 2.02 A
Aceite+Detergente 1.80 AB
P. fumosoroseus 1.72 AB
B. bassiana 1.47 AB
M. anisopliae 1.22 B

El analisis realizado demuestra que si existe diferencia estadistica entre tratamientos. La menor
incidencia de la plaga se observd en el tratamiento M. anisopliae con un promedio de 1.22 D.
maidis por planta, seguido por el tratamiento B. bassiana con un promedio de 1.47 D. maidis por
planta. EI mayor nivel poblacional se observo en el tratamiento Cipermetrina con un promedio de
2.02 D. maidis por planta. Esto demuestra la efectividad de M. anisopliae y de B. bassiana sobre
chicharrita, en cambio con el quimico Cipermetrina se pudo observar que no es tan efectivo para

dicha plaga.

En esta fecha de aplicacion los hongos entomopatdgenos tuvieron un mejor efecto sobre el vector
Dalbulus maidis por presentar temperaturas medias entre los 25-30°c, condicién que favorece el

establecimiento de los hongos e intervalos de nube y sol (Pronéstico de accuWeather, 2014)

Estudios realizados indican que B. bassiana presenta un alto nivel de colonizacién y un porcentaje

elevado de mortalidad desde los 6-15 dias después de ser inoculado ( Padin, 1994)
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4.6 Incidencia poblacional de D. maidis a los 32 dias después de la siembra

Aunque no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos, la menor incidencia
significativa de la plaga se observo en el tratamiento Aceite + detergente con un promedio de 1.60
D. maidis por planta, seguido por el tratamiento P. fumosoroseus con un promedio de 1.72 D.
maidis por planta. La mayor poblacion se observé en el tratamiento Cipermetrina que tuvo un
promedio de 2.67 D. maidis por planta. Este resultado se debi6 a que la aplicacién de los hongos se
lavé por las lluvias que cayd por la tarde después de las aplicacion de los tratamientos a las 5 de la
tarde, en fechas anteriores se comprobd la efectividad de estos hongos sobre chicharrita, en cambio

en el quimico Cipermetrina se sigue manteniendo con un menor efecto sobre la plaga.

Cuadro 6. Incidencia poblacional de D. maidis a los 32 dias después de la siembra.

Tratamiento Promedio

(Insectos/planta) Categoria
Cipermetrina 2.6750 A
M. anisopliae 2.1500 A
B. bassiana 2.1250 A
P. fumosoroseus 1.7250 A
Aceite + Detergente 1.6000 A

(Tukey, a: 0.05)

El tratamiento de cipermetrina al ser un piretroide de amplio espectro de contacto, ingestion e
inhalacion los productores lo utilizan con frecuencia en cada ocasion que observan algun trips, salta
hojas en sus cultivos. El uso irracional de este mismo genera que la plaga D. maidis genere
resistencia a la dosificaciones que se usan y esta resistencia es pasada a su progenie, lo que lleva a
un aumento de la dosis de aplicacion del mismo por la presencia de la plaga para poder ejercer

efecto, creando un desequilibrio en el ecosistema y las plagas.
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4.7 Incidencia poblacional de D. maidis a los 40 dias después de la siembra

En esta fecha la poblacion de chicharrita aumentd significativamente, a como se puede observar en
los datos, esto se debid a las lluvias que lavaron las aplicaciones de los tratamientos que inhibio el
efecto de estos, en comparacidn con cipermetrina que en su presentacion posee un antiadherente

para ser méas efectivo en los insectos.

Cuadro 7. Incidencia poblacional de D. maidis a los 40 dias después de la siembra

Tratamiento Promedio Categoria

(Insectos/planta)

Cipermetrina 7.12 A
Aceite+Detergente 4.55 AB
B. bassiana 4.12 AB
P. fumosoroseus 3.62 AB
M. anisopliae 2.95 B

(Tukey, a: 0.05)

Segun los datos se encontraron diferencia estadistica entre tratamientos. La menor incidencia de la
plaga se observd en el tratamiento M. anisopliae el cual tuvo un promedio de 2.95 D. maidis por
planta, seguido por el tratamiento P. fumosoroceus con un promedio de 3.62 D. maidis por planta.
La mayor poblacion se presentd en el tratamiento Cipermetrina con un promedio de 7.12 D. maidis
por planta. Este resultado demuestra la efectividad de dichos hongos entomopatgenos sobre D.
maidis, y el menor efecto en Cipermetrina por ser un insecticida ampliamente y recurrentemente
usado para plagas insectiles entre ellas trips, coledpteros, la plaga genera resistencia a las

concentraciones de aplicacion.

4.8 Incidencia poblacional de D. maidis a los 48 dias después de la siembra

En esta fecha la poblacion de la plaga comienza a disminuir nuevamente, pero se sigue manteniendo
en niveles altos en comparacion con el umbral permitido de 0.1 insecto por planta, se observaron en

algunas plantas del tratamiento Aceite+Detergente, sintomas de achaparramiento.
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Cuadro 8. Incidencia poblacional de D. maidis a los 48 dias después de la siembra

Tratamiento Promedio Categoria

(Insectos/planta)

P. fumosoroseus 3.8250 A
Aceite + Detergente 2.9750 A
M. anisopliae 2.8250 A
B. bassiana 2.1000 A
Cipermetrina 1.8750 A

(Tukey, a: 0.05)

El analisis realizado indico que no existe diferencia estadistica entre tratamientos. La menor
incidencia de esta plaga se observo en el tratamiento Cipermetrina con un promedio de 1.87 D.
maidis por planta, seguido por el tratamiento Beauveria bassiana con un promedio de 2. 10 D.
maidis por planta. EI mayor indice poblacional se encontr6 en el tratamiento Paecelomyces

fumosoroceus que tuvo un promedio de 3.82 D. maidis por planta

En la actualidad se considera que la cuticula de los insectos tiene una funcién mas activa ya que
desde la epidermis secretan moléculas que acttan de manera especifica inhibiendo los mecanismos
de infeccion de los entomopatdgenos, se ha reportado que en la cuticula se da la produccion de
proteasas, peptidasas anti fangicas inhibidores de proteasas fungicas que podian tener un papel

importante en la infeccidn de los hongos entomopatogenos hacia la plaga (Terrez A, 2009)

4.9 Incidencia poblacional de D. maidis a los 56 dias después de la siembra

En esta fecha los niveles poblacionales de chicharrita disminuyeron, demostrando el efecto de los
hongos entomopat6genos sobre dicha plaga. Al aumentar las aplicaciones las fuentes de in6culos en

campo van aumentando de forma natural y se establecen en las plantaciones.
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Cuadro 9. Incidencia poblacional de D. maidis a los 56 dias después de la siembra

Tratamiento Promedio Categoria

(Insectos/ planta)

Cipermetrina 3.6500 A
Aceite + Detergente 3.5250 A
P. fumosoroseus 1.9000 A
M. anisopliae 1.7500 A
B. bassiana 1.7250 A

(Tukey, a: 0.05)

Segun el andlisis realizado no existe diferencia estadistica, esto no implica que haya un control
producto de los tratamientos. Pero se puede observar que la menor incidencia de esta plaga se
observo en el tratamiento B. bassiana con un promedio de 1.72 D. maidis por planta, seguido por el
tratamiento M. anisopliae con un promedio de 1.75 D. maidis por planta. EI mayor indice
poblacional se encontrd en el tratamiento Cipermetrina que tuvo un promedio de 3.65 D. maidis por
planta. Esto muestra la efectividad de los tratamientos B. bassiana y M. anisopliae, sobre D. maidis
y que el tratamiento Cipermetrina tiene el menor efecto sobre la plaga por ser un insecticida de
amplio espectro que los productores utilizan de manera cotidiana, los insectos crean resistencia y
estas son pasadas a su progenie, por esta razon el control en las densidades poblaciones que

resurgen es menor como se observo en esta fecha de muestreo.

4.10 Incidencia poblacional de D. maidis a los 64 dias despues de la siembra

Esta fecha fue el Gltimo muestreo en lo cual se puede observar que disminuyo los niveles de
chicharrita, y también se observo en las plantas del tratamiento Aceite+Detergente y Cipermetrina

sintomas del virus del achaparramiento e impedimento de su desarrollo.
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Cuadro 10. Incidencia poblacional de D. maidis a los 64 dias despueés de la siembra

Tratamiento Promedio Categoria

(Insectos/ planta)

Cipermetrina 1.67 A
Aceite+ Detergente 0.77 B
B. bassiana 0.52 BC
M. anisopliae 0.35 BC
P. fumosoroseus 0.07 C

(Tukey, a: 0.05)

El andlisis realizado indica que existe diferencia estadistica entre tratamiento. La menor incidencia
de la plaga se encontr6 en el tratamiento P. fumosoroceus con un promedio de 0.07 D. maidis por
planta, seguido por el tratamiento M. anisopliae 0.35 D. maidis por planta. La mayor poblacién de
D. maidis se observo en el tratamiento Cipermetrina que tuvo un promedio de 1.67 D. maidis por
planta. Este resultado demuestra que los hongos entomopatogenos fueron mas efectivos en el
control de D. maidis que el tratamiento Cipermetrina que se mantuvo en casi todas las fechas

anteriores como el que tuvo menor eficacia sobre dicha plaga.

Segun estudios realizados indican que a patogenicidad de Paecelomyces fumosoroseus causa una
mortalidad del 80% entre los 8 y 15 dias después de ser inoculados (A.V Toledo, 2004) y al realizar
aplicaciones calendarizadas de los entomopatogenos la fuente de inoculo existente en el lugar

aumentan.
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Andlisis de Varianza 8 dias después de la siembra

Variable dependiente: a (Raiz cuadrada de x + 0.5)

Fuente Grados | Suma de Cuadrado Valor F Pr>F

de Cuadrados Medio

libertad
Tratamientos 4 0.12469496 0.03117374 2.34 0.1142
Bloque 3 0.15353694 0.05117898 3.84 0.0388
Error 12 0.15995621 0.01332968
Total 19 0.43818811
R?: 0.6349 CV:10.775

16 dias después de la siembra
Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x +0.5)
Fuente GL Suma de C. Cuadrado Medio F value Pr>F
Trat 4 0.42395524 0.10598881 2.23 0.1267
Blogue 3 0.59421678 0.19807226 4.17 0.0308
Error 12 0.57023815 0.04751985
Total 19 1.58841017
R. Cuadrado Coef. var
0.641001 13.09641
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24 dias después de la siembra

Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x +0.5)

Fuente GL Type I SS Cuadrado Medio F value Pr>F
Trat 4 0.18849939 0.04712485 3.37 0.0456
Bloque 3 0.26146817 0.08715606 6.23 0.0085
Error 12 0.16784125 0.01398677
Total 19 0.61780881
R. Cuadrado Coef var
0.728328 8.124227
32 dias después de la siembra
Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x +0.5)
Fuente GL Type I SS Cuadrado Medio F value Pr>F
Trat 4 0.30515570 0.07628893 1.63 0.2293
Bloque 3 0.59350128 0.19783376 4.24 0.0293
Error 12 0.56012229 0.04667686
Total 19 1.45877927
R. Cuadrado Coef. var
0.616034 13.71338

40 dias después de la siembra

Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x +0.5)
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Fuente GL Type | SS Cuadrado Medio F value Pr>F
Trat 4 2.00787831 0.50196958 3.63 0.0369
Bloque 3 1.99359628 0.66453209 4.80 0.0202
Error 12 1.66085663 0.13840472
Total 19 5.66233123
R. Cuadrado | Coef var
0.706683 17.17520
48 dias después de la siembra
Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x +0.5)
Fuente GL Type | SS Cuadrado Medio F value Pr>F
Trat 4 0.58598316 0.14649579 131 0.3207
Bloque 3 0.50708895 0.16902965 151 0.2614
Error 12 1.34053885 0.11171157
Total 19 2.43361096
R. Cuadrado Coef var
0.449156 18.98830
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56 dias después de la siembra

Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x +0.5)

Fuente GL Type I SS Cuadrado Medio F Value Pr>F
Trat 4 1.19943395 0.29985849 3.61 0.0375
Bloque 3 0.84249235 0.28083078 3.38 0.0544
Error 12 0.99790971 0.08315914
Total 19 3.03983602
R. Cuadrado Coef var
0.671723 17.05781
64 dias después de la siembra
Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x +0.5)
Fuente GL Cuadrado Medio F Value Pr>F
Trat 4 1.17333722 0.29333431 26.35 0.001
Bloque 3 0.10475316 0.03491772 3.14 0.0654
Error 12 0.13358449 0.01113204
Total 19 1.41167487
R. cuadrado | Coefvar
0.905372 10.01706
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Medidas repetidas

Variable Dependiente: a (Raiz cuadrada de x + 0.5)

Fuente GL Suma de C. Cuadrado Medio | F.value | Pr>F
Trat 4 1.82236024 0.45559006 6.57 0.001
Bloque 3 2.38171087 0.79390362 11.44 0.001
Trat*Bloque(error a) |12 0.97544860 0.08128738 1.17 0.313
Fec 7 18.83325801 2.69046543 38.78 0.001
Trat*Fec 28 4.18657770 0.14952063 2.16 0.002
Error 105 7.28454202 0.06937659
Total 159 35.48389744 0.14952063

R. cuadrado Coef var

0.794709 16.94222
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V. CONCLUSIONES

En condiciones de laboratorio los hongos entomopatogenos utilizados resultaron patogénicos y
virulentos causando mortalidad a partir de las 24 horas después de ser inoculados en D. maidis

siendo P. fumosoroseus el que presentd los mejores resultados.

e Todos los hongos entomopatogenos utilizados tuvieron un efecto significativo sobre la plaga en
campo,

e el tratamiento que presentd mayor efecto en campo fue el hongo M. anisopliae seguido por
B.bassiana,
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VI. RECOMENDACIONES

e Usar el hongo entomopatdgenos M. anisopliae para el manejo de D. maidis en el cultivo del

maiz y alternando con los hongos B. bassiana y P. fumosoroseus.

e Seguir evaluando estas alternativas de control bilégico sobre D. maidis, en la etapa susceptible
del maiz que es los primeros 40 dias después de la siembra en las principales zonas productoras

de maiz con diferentes condiciones ambientales.

e Realizar muestreos de mortalidad de D. maidis en campo a los 3-5 dias después de las

aplicaciones.
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VI, ANEXOS

Anexo 1. Produccién de hongos entomopatdgenos

Aislamiento

Este paso consiste en la obtencion del hongo a partir de la fuente de inoculo, en nuestro caso de
chicharritas que habian sido inoculadas, a partir del aislamiento del hongo se procede a su
inoculacion en el medio de cultivo de papa dextrosa agar para la obtencién del cultivo puro.

El hongo se aislo por dilucion seriada se coloco el insecto cubierto con las esporas del hongo, en un
recipiente que contenia 10 ml de agua destilada estéril con 0.01% de tween 80. La suspension se
agito por un minuto, para que las conidias se desprendieran del cuerpo del insecto y a esto le
[lamamos solucion madre.

A partir de la solucién madre, se preparé diluciones en serie (10™...10°.). la primera disolucién se
obtuvo al transferir con una pipeta estéril un ml de la solucién madre a un tubo de ensayo que
contenia 9 ml de agua destilada estéril con 0.01% de tween 80, se agito fuertemente durante un
minuto , luego se tomo6 un ml de la suspensién y se colocé en el otro tubo de ensayo que contenia la
misma cantidad de agua destilada estéril y tween 80, esta operacion la repetimos varias veces hasta
obtener la dltima dilucion, la finalidad de esta préctica es reducir los riesgos de contaminacion de
otros microorganismos.

Cultivo puro

Un cultivo puro es el desarrollo de un organismo libre del crecimiento de otro organismo. Este lo
obtuvimos al aislar el hongo a partir de la fuente de inoculo antes descrita, lo sembramos en medios
de cultivos de papa dextrosa agar.

Incubacion del cultivo

La incubacion es el periodo durante el cual ocurre el crecimiento y produccién del hongo, después
de realizar la inoculacion del hongo, los platos petri se colocan en los lugares de crecimiento a una
temperatura de 24 a 28°c durante un tiempo de 4 a 6 dias.

Durante este periodo se observa el crecimiento del micelio y la produccion de conidias.
Normalmente esta etapa culmina cuando el hongo llega a cubrir toda la superficie del medio de
cultivo en el plato Petri. Para realizar limpieza de los contaminantes y darle seguimiento al cultivo,
se debe realizar observaciones cada 48 horas.
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Matrices y bolsas

Estas dos etapas del proceso de produccion, tienen como objetivo reproducir masivamente el hongo
en un sustrato de arroz entero, para obtener las unidades infectivas, 6sea las conidias del
entomopatogenos. En la matriz se reproduce el hongo que se utiliza para inocular las bolsas y en las
bolsas se reproduce el hongo que luego es pasado a las bandejas y que serd cosechado al final del
proceso de produccion.

La matriz se establece en un Erlenmeyer y las bolsas en bolsas de polipropileno. Para la matriz se
utilizan 100gramos de arroz en cada Erlenmeyer vy la cantidad de arroz en cada bolsa son de 200
gramos.

El arroz que se utiliza en las matrices debe de ser pre cocido lo cual toma aproximadamente 5
minutos, luego se pone a escurrir hasta que esté totalmente frio y seco, con el objetivo de que las
matrices no adquieran humedad en la incubacion. Las matrices son esterilizadas en la autoclave
durante 4 a 5 minutos a 121°c y 1.2 bares de presion, con el fin de eliminar contaminantes. Después
se agita en el agitador eléctrico durante tres dias para obtener una mezcla homogénea.

Inoculacion de las matrices

Se raspo el hongo de la superficie del medio de cultivo cuidadosamente de manera de no dafar el
medio y obtener solo el hongo que contiene las conidias del hongo. Se colocd en 60 ml de agua
destilada para tener una suspension de conidias. Con una jeringa esterilizada a 121°c y 1.3 bares de
presion se colocaron 15cc de la suspension del hongo por cada 100 gramos de arroz pre cocido y
con un plato inoculamos 4 matrices.

Incubacion de matrices
Se pasaron a un cuarto oscuro a una temperatura de 24 a 28° por 8 dias para dar tiempo de que el
hongo se desarrollara y produjera conidias.

Inoculacion de bolsas

Las bolsas son inoculadas con la suspension de obtuvimos de las matrices, para preparar las bolsas
se depositd 200 gramos de arroz pre cocido en las bolsas y 100 ml de agua destilada y se agitaron
para que el hongo se distribuyera homogéneamente por todo el arroz en la bolsa, para ello se
inoculo 20 cc de la suspension de las matrices utilizando una jeringa veterinaria esterilizada
anteriormente, de cada matriz se inoculan 30 bolsas.

Incubacion de bolsas
Se colocaron en un cuarto oscuro durante 6 dias y se revisaron diariamente, para ver cuales tenian
contaminantes y asi desecharlas.
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Incubacioén y secado del hongo

Las bandejas se limpian y flamean y se colocan 10 bolsas del hongo que estén bien colonizadas. Se
depositd el arroz en bandejas plasticas que tienen orificios en el fondo y se dejaron a temperatura
ambiente para que se sequen, al inicio las bandejas se mantienen selladas y luego se abren.

Este proceso tardo 15 dias, 6 dias para la incubacion de las bandejas en oscuridad y alta humedad
relativa y se sellaron con masking-tape para crear una cdmara oscura para el hongo se siguiera
desarrollando, el proceso de secado dura de 12 a 15 dias, para darnos cuenta de que el hongo esta
listo para cosechar lo frotamos con los dedos vy si este se desprende ya lo cosechamos.

Cosecha del hongo
Utilizamos tamices para frotar el arroz y que se desprendieran el polvo que contiene las conidias y
esporas de los hongos, luego se refrigera para evitar que este se dafie

Anexo 2. Conteo de conidias para las concentraciones que usamos en las
aplicaciones en campo

Se prepar6 una dilucion en serie, de la misma manera que lo hicimos para aislar el hongo de los
insectos, utilizamos agua destilada estéril con tween 80 al 0.1%. se utiliz6 una camara de conteo
(Neubauer) con una pipeta de Pasteur, se tomd 1ml de la solucién y se colocé en la camara de
conteo, luego por medio del microscopio observamos y realizamos el conteo de conidias.

Camara de conteo consiste en una lamina de vidrio un poco mas gruesa a la de un porta objeto, la
cual presenta una ranura en forma de H y contiene dos cdmaras. El fondo de la cAmara tiene un
rayado Neubauer, el cual presenta 9 cuadros principales de 1mm por lado. Si las conidias son
relativamente grande, se cuenta el contenido de 5 cuadros, los cuatro de la esquina y el central (A,
B,C, D, yE).

Para propagulos pequefios como los de B. bassiana y M. anisoplae usamos el cuadro principal
central que esta dividido en 25 cuadritos secundarios de 0.2 mm por lado.

Para calcular las concentraciones de conidias por mililitro, se multiplica el nimero de conidias
observadas en el cuadro, por el factor de camara, multiplicamos luego por el factor de dilucion, el
factor de cdmara es de 10,000 para cuadros principales y 250,000 para cuadros secundarios.

Anexo 3. Cuadro de conteo de conidias y concentraciones de hongos utilizadas

Hongo N° de conidias/ g | Factor de | Factor de | Total
camara dilucion

B. bassiana 19.9 250,000 200 9.6x10°8

M. anisoplae 12.9 250,000 200 6.45x10°8

P. fumosoroceus | 7.6 250,000 200 3.8x10°8
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Anexo 4. Fotografias de los géneros de hongos entomopatogenos aislados de

especimenes D. maidis recolectados en campo a) M. anisopliae b) P. fumosoroseus c) B.
bassiana
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Anexo 5. Aplicacion de los tratamientos en el cultivo del maiz para el control de D.
maidis
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Anexo 6. Fotografias a) plantas afectadas por el virus del achaparramiento b) plantas
sanas con el uso de hongos entomopatogenos.
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Anexo 7. Fotografias D. maidis colonizados por hongos entomopatdgenos en camaras
himedas a) D. maidis afectado por M. anisopliae b) D. maidis colonizado por B.
bassiana.
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