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RESUMEN

El mercado de plantas ornamentales para exportacion, entre ellas Dracaena
marginata, ha tenido gran auge durante los ultimos afios, en Costa Rica. Sin
embargo, se ve amenazado por el alto numero de intercepciones en los cargamentos
gue ingresan a Estados Unidos debido a la presencia de plagas cuarentenarias.

En busca de controlar las poblaciones de cicadelidos en el campo, plaga que
representa el mayor porcentaje de las intercepciones, se evalu6 el potencial de
control de tres hongos entomopatdgenos, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae y Paecielomyces fumosoroseus sobre Oncometopia clarior, Cladwelliola
reservata y Empoasca sp., tres de los cicadélidos identificados como plagas
cuarentenarias en D. marginata.

Se realizaron pruebas de virulencia a nivel de laboratorio en el Centro Agronémico
Tropical de Investigacién y Ensefianza, con tres repeticiones de cada hongo y tres de
tratamiento testigo, aplicados a cada una de las tres especies de saltahojas,
recolectados en el campo. B. bassiana presenté los mas altos porcentajes de
mortalidad sobre O. clarior y C. reservata, mientras que para Empoasca sp. se dieron
con P. fumosoroseus. Se probé la compatibilidad de tres productos dispersantes para
mejorar la formulaciéon de las suspensiones de hongos, con Tween 80 ® como

testigo. Nu film® fue el producto en el que se dio la mayor germinacion en promedio

para los tres hongos. Se evalué el efecto del pH en suspensiones de B. bassiana,
con tres productos dispersantes, en un rango de pH de 5-9, la germinacion de B.
bassiana con NP7® fue mayor a un pH de 7, con Nu film® a 5 y para Kaytar® se dio
a un pH de 8.

Se realiz6 una prueba en el campo donde se consider6 el pH y el dispersante de las
suspensiones de hongos. Consistid en cuatro bloques con cuatro tratamientos cada
uno, de cada hongo entomopatdégeno, mas un testigo. Se evalud el numero de
cicadélidos muertos con hongo en las plantas y se midié indirectamente la poblacién
de cicadélidos mediante trampas amarillas antes y después de las aplicaciones de
los tratamientos. Sin embargo los resultados obtenidos no evidencian un efecto de
los hongos sobre la poblacion de cicadélidos en los bloques de la finca donde se
realizd el ensayo. Se analizé la compatibilidad de tres aceites en suspensiones con
cada uno de los hongos entomopatégenos, para aumentar la eficacia de estos sobre
los cicadélidos; el mayor porcentaje de germinaciéon en promedio fue con Limonoil®.
Se afiadio aceite en las suspensiones para una segunda prueba en plantaciones de
D. marginata. Las fluctuaciones de poblacion que se observaron durante el periodo
de evaluacion, no mostraron ningun efecto causado por los hongos
entomopatdgenos.
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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

Las plantas ornamentales se encuentran entre los 50 principales productos de
exportacion en Costa Rica. El cultivo de plantas ornamentales representa un 4% del
total de exportaciones del pais, porcentaje que ha venido creciendo en los ultimos
afos. Este crecimiento se refleja en un ingreso total de US $70 millones para el afio
2005, frente a US $83 millones para el 2008 (Arce et al. 2009). Sin embargo, a pesar
del auge que ha tenido la industria de ornamentales en los dltimos 20 afios, se han
registrado mas de 7000 intercepciones por la presencia de plagas cuarentenarias en
cargamentos de plantas exportadas desde Costa Rica hacia los Estados Unidos en el
Servicio de Inspeccién y Sanidad Animal (APHIS) del Departamento de Agricultura de
los Estados Unidos (USDA) en Miami.

Las intercepciones registradas en cargamentos de plantas ornamentales representan
un 30% del total de las intercepciones en los productos agricolas costarricenses, este
es el nimero mas alto para cualquier pais que exporta plantas ornamentales hacia
los Estados Unidos. Segun Arce et al. (2009), Estados Unidos es el principal destino
al que se exporta Dracaena, seguido por Holanda; lo que significa que la presencia
de plagas cuarentenarias pone en riesgo un mercado muy importante para la
industria de los ornamentales. Segun la Base de Datos de APHIS, las intercepciones
a embarques costarricenses de Dracaena han sido reportadas por: cicadélidos
(40.54%), tetigbnidos (13.51%), pentatdbmidos (13.51%), coccidos (2.70%) vy
pseudococcidos (2.70%), entre otras plagas en menor porcentaje.

Las Dracaena son plantas ornamentales cultivadas en el pais para exportacion. Este
género se clasifica en la familia Agavaceae, género del cual se han descrito
aproximadamente 40 especies y de las que solamente, seis se producen en forma
comercial como ornamentales. Aunque son plantas originarias de Africa y Asia,

crecen en la mayoria de las regiones tropicales del mundo (Colpetzer 2005). Las
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Dracaena se destacan por la gama de colores en sus hojas, como por ejemplo: var.
verde, tricolor y magenta, que son variedades cultivadas comercialmente en Costa
Rica. Tradicionalmente se comercializaba como hijos (tips), pero en los ultimos afios
ha habido una fuerte demanda del mercado por otros tipos de productos, entre los
cuales se incluyen cafas rectas, candelabros, multiples, branches (ramas), caracter y
stumps (tallos) (Prado 2006).

Los saltahojas, como se les llama cominmente a los cicadélidos, son en muchos
casos los insectos mas abundantes en nimero y diversidad de especies dentro de un
agroecosistema, como sucede en las plantaciones de Dracaena. Los cicadélidos
tienen piezas bucales succionadoras con las que se alimentan del xilema o floema de
plantas. Poseen ademas una excelente agudeza visual, detectan varios colores con
preferencia por los tonos amarillos (Tipping y Mizell 2004). Mundialmente, existen
alrededor de 20 000 especies descritas para la familia Cicadellidae. En Costa Rica
se estiman entre 800 — 1000 especies presentes (com. pers. Carolina Godoy, abril

08, Universidad Estatal a Distancia).

Existen tres principales cicadélidos que se encuentran en las plantaciones de
Dracaena marginata, que ademas son reconocidos y reportados como plagas
cuarentenarias en los puestos de control. Oncometopia clarior tiene adultos de 9 a
12mm y cubre sus huevos con brochosoma, sustancia blanca compuesta por
lipoproteinas que dan proteccion a la masa de huevos (Azevedo-Filho y Carvalho
2005). Empoasca sp., son cicadélidos verdes de no mas de 3 mm de longitud, sus
huevos son muy dificiles de distinguir y se ha llegado a observar 50 ninfas
eclosionadas de un tip (cogollo) al que no se le detectaron huevos (Clean Stock
Program (CSP), datos no publicados). Caldwelliola reservata pone sus huevos de
unos 3 mm en pares sobre las hojas. King y Saunders (1984) exponen que los
adultos de Cadwelliola son de coloracion crema y con medidas de 5 — 7mm y que

son vectores de la bacteria Xylella fastidiosa, al igual que Oncometopia .
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Actualmente, los problemas de generacion de resistencia en las plagas hacia los
productos quimicos, asi como los perjuicios provocados por la fabricacion y uso de
los plaguicidas, tanto por la contaminacion en el ambiente como por los riesgos para
la salud, se esta tratando de desarrollar nuevas y menos contaminantes estrategias
de Manejo Integrado de Plagas mediante el control biolégico (Leucona 2002). Los
hongos entomopatdgenos son considerados como los agentes de control biolégico
MAas promisorios contra insectos chupadores, como el caso de los afidos, escamas,
moscas blancas y cicadélidos, ya que pueden infectar a los insectos directamente a
través de la penetracion de la cuticula. Sus mdltiples mecanismos de accion les
confieren una alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia.
Pero estos productos dependen generalmente de las condiciones ambientales, de la
temperatura (25° C) y de elevada humedad relativa para que su desarrollo y accion

patdgena sean los adecuados (Alean et al. 2004).

Segun Ramirez (1991) existen alrededor de 700 especies de hongos
entomopatdégenos en casi 100 géneros aproximadamente. Varias de estas especies
han sido evaluadas para el control de insectos y existen en el mercado como

bioinsecticidas de facil aplicacion, rentables y ambientalmente inocuos.

El control de cicadélidos mediante el uso de hongos entomopatégenos ha sido
reportado por Ibarra-Aparicio et al. (2005), donde probaron el efecto de Beauveria
bassiana y Metarhizium anisopliae sobre la chicharrita del maiz (Dalbulus maidis),
ademas mencionan que esas dos especies de hongos no habian sido probadas
contra hemipteros vectores del suborden Auchenorrhyncha, como son los miembros
de las familias Cicadellidae y Delphacidae. Sin embargo, Tounou et al. (2003)
evaluaron M. anisopliae y Paecilomyces fumosoroseus sobre Empoasca decipiens.

Para 2005, Pu et al. (2005) probaron Beauveria bassiana en Empoasca vitis.
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1.2 JUSTIFICACION

El porcentaje méas alto de las intercepciones hechas a los cargamentos de Dracaena
provenientes de Costa Rica, que se realizan en los puestos de entrada a los Estados
Unidos, son a causa de la presencia de cicadélidos. El manejo de esta plaga a nivel
de las plantaciones es urgente para disminuir su incidencia en el producto exportable,
ademas de afianzar el mercado estadounidense, principal mercado al que Costa Rica

exporta plantas ornamentales.

Probar la efectividad de nuevas opciones de control de insectos plaga,
ambientalmente inocuas, asi como para quienes las aplican en el campo, es una
accion clave para bajar el tamafio de las poblaciones de saltahojas en los cultvios de
ornamentales. El control biolégico, mediante el uso de hongos entomopatdégenos,
representa una alternativa para el control de estas poblaciones en el campo y una
manera de reducir su presencia en los embarques. El alto nimero de intercepciones
gue se dan a las importaciones de Dracaena en el mercado estadounidense por
plagas cuarentenarias provenientes de Costa Rica, trae al pais consecuencias que

afectan no sdlo al sector productor, sino al pais en general (CSP 2005).

Actualmente, con la firma de los tratados de libre comercio y la globalizacion, los
paises deben implementar normas fitosanitarias y cumplir con certificaciones e
inspecciones sobre los productos que exportan e ingresan al pais. Los productores
deben enfrentar el reto de mejorar las condiciones fitosanitarias del cultivo, con el
objetivo de disminuir las intercepciones cuarentenarias en los puertos de Estados
Unidos, lo cual amenaza con el cierre del mercado si Costa Rica no desarrolla

alternativas para la reduccion de agentes plaga en los embarques.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general:
Evaluar el potencial de hongos entomopatégenos en el control de saltahojas

plaga (Hemiptera:Cicadellidae) en plantaciones de D. marginata

1.3.2. Objetivos especificos:

e Localizar, recolectar e identificar hongos entomopatégenos que causen

mortalidad en cicadélidos relacionados con el cultivo de D. marginata

e Realizar una seleccibn y pruebas de virulencia de los hongos
entomopatdégenos en el laboratorio contra adultos de los cicadélidos
Oncometopia clarior, Caldwelliola reservata y Empoasca sp.

e Determinar si los componentes (productos surfactantes, pH de la suspension,

aceite) de las suspensiones de conidios de los hongos entomopatdégenos,
influyen en la efectividad de estos durante su aplicacion en el campo.
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2. MATERIALES Y METODOS:

2.1 Ubicacion y descripcion del area de estudio:

El estudio se realizé en dos etapas, una etapa se ubico en el laboratorio de la Unidad
de Fitoproteccion del Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza
(CATIE), en Turrialba y una segunda etapa se llevd a cabo en el campo. Las pruebas
de campo se realizaron en lotes de D. marginata var. verde de las fincas
MundiPlantas y Ornamentales CyR, ubicadas en Pocora, Siquirres, a 65 m.s.n.m.
Los insectos para las pruebas de virulencia fueron recolectados de las dos fincas
mencionadas anteriomente, asi como también de las fincas Agroexportaciones BW y
la finca de Freddy Méndez, ambas localizadas en Sarapiqui, a 180 m.s.n.m. (Fig.1).

Esta tesis se desarroll6 entre los meses de junio 2008 a marzo del 2009.

2.2 Busqueda de hongos entomopatdogenos que causan mortalidad en
cicadélidos.
Se inicié con una busqueda de cicadélidos (adultos y ninfas) en el campo, aquellos

que presentaran sintomatologia caracteristica de un atague de hongos
entomopatdégenos, que mostraran un crecimiento de miscelio por sus aberturas
(tegumento, boca, ano, espiraculos). A los insectos que fueron localizados con
miscelio, se les colocd en frascos secos para su transporte y procesamiento en el
laboratorio. Los especimenes fueron luego colocados en camara humeda para
estimular el desarrollo de micelio y conidias que permitieran su aislamiento e

identificacion.
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Fig. 1. Ubicacion de sitios de recolecta y donde se efectuaron las pruebas de campo:
a. Finca Agroexportaciones BW, b. Freddy Méndez, c. Ornamentales CyR, d.
Mundiplantas.

17



2.3 Seleccion y pruebas de virulencia, de los aislamientos de hongos
entomopatégenos a nivel de laboratorio contra Oncometopia clarior,

Caldwelliola reservata y Empoasca sp.

Se realizaron aislamientos de una cepa de Beauveria bassiana encontrada en el
campo y se comparé con cepas de Metarhizium anisopliae y Paecilomyces
fumosoroseus, pertenecientes a la coleccion de hongos entomopatdgenos de la
Unidad de Control Microbiano del CATIE. Se hicieron diez platos Petri con medio
PDA mas el in6culo, para los tres hongos entomopatdgenos. Estos platos se
colocaron en bandejas plasticas dentro de una incubadora a 24°C, donde
permanecieron por 15 dias para su crecimiento y esporulacion. Tras haber
esporulado los hongos, se colocaron los platos Petri con los hongos en refrigeracion

a 4°C, para conservarlos para las pruebas de virulencia.

La suspension de conidios de cada uno de los hongos para estas pruebas se preparé
raspando la superficie de los cultivos en los platos Petri. El inéculo se colocé en agua
con Tween 80® al 0.5%, respectivamente para cada hongo. Se realizaron conteos de
esporas luego de homogeneizar las suspensiones, se tomé una muestra que se
colocé en una cédmara hematocitométrica de Neubauer, se realiz6 el conteo de
esporas en el microscopio optico y se obtuvo el numero promedio de conidios por
campo. Una vez conocida la cantidad de esporas/ml, se procedié a hacer las
diluciones correspondientes para obtener las suspensiones a una concentracion
aproximada de 5x10’ conidios/ml, para ser aplicada a los cicadélidos. Se hicieron
tres repeticiones para cada uno de los hongos (Beauveria, Metarhizium vy
Paecilomyces) y tres repeticiones para el tratamiento testigo, para cada una de las
especies de cicadélidos sobre las que se evaluo el efecto de los hongos. El ensayo
consistié entonces en tres tratamientos con hongo aplicados a cicadélidos adultos,
ademas del testigo. Excepto en la prueba contra Caldweliola en la cual se efectué la

prueba sobre ninfas.
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La inoculacién de los insectos de Oncometopia se hizo con una botella de 110ml con
boquilla de asperjar (spray). Los diez cicadélidos para cada repeticion eran colocados
en un recipiente, uno distinto para cada hongo, con el fin de no mezclarlos y evitar la
contaminacion y se les rocio la suspension con el hongo para luego liberarlos en una
bolsa de malla (Marquisette liso). Estas bolsas contenian un tip o cafia de D.
marginata enraizado (de 20 pulgadas) en una maceta con tierra, sobre el que se

ponian los insectos ya inoculados con el respectivo hongo entomopatégeno (Fig. 2).

Fig. 2: bolsas de malla donde se mantenian los insectos, durante el periodo de

evaluacion en las pruebas de virulencia con O. clarior.

En las pruebas de virulencia contra Empoasca sp. y Caldwelliola, se inocularon los
cicadélidos en cajas de vidrio (Fig. 3), una para cada hongo aplicado. Se utiliz6 un
aerégrafo con un compresor a una presion de 30psi para obtener un rocio mas fino,
dado el tamafio de los insectos. Luego, los insectos inoculados eran colocados en
viales de plastico con tapa de tela y con hojas de Dracaena dentro. Estas hojas se
cambiaron dia a dia para que estuvieran turgentes y alimentaran a los insectos.
Ademas, las repeticiones de Empoasca y Caldwelliola se mantuvieron todas en

incubadora a 25°C durante los dias de evaluacion.
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Fig. 3: Inoculacion con hongos entomopatdgenos a cicadélidos Empoasca sp. y C.

reservata mediante un aerografo para las pruebas de virulencia.

Fig. 4: Viales de plastico donde se mantuvieron los cicadélidos (Empoasca sp. y C.

reservata) durante el periodo de evaluacién en las pruebas de virulencia.

Estas pruebas de virulencia fueron realizadas por un periodo de 6 6 7 dias, durante
los cuales se evalud la mortalidad acumulada de los cicadélidos, diariamente para
cada repeticion. Los insectos que morian eran separados y colocados en camara
hameda, para asi estimular la esporulacion de los hongos sobre el insecto. Este
procedimiento se realizd para los insectos del género Oncometopia, Caldwelliola y

Empoasca.
Se realizé una prueba individual para cada especie, con un disefio en bloques

completos al azar. Los datos del porcentaje de mortalidad fueron sometidos a un
analisis de varianza con el paquete estadistico Infostat, para determinar diferencias
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estadisticas entre los diferentes tratamientos. Las comparaciones entre tratamientos

se realizaron mediante la prueba LSD de Fisher.

2.4. Efecto de surfactantes, pH y aceite, sobre la efectividad de las

suspensiones de conidios de los hongos entomopatégenos.

2.4.1 Prueba de compatibilidad de los hongos entomopatdégenos con
dispersantes (surfactantes) en la preparacion de suspensiones

La prueba consistié en utilizar tres diferentes productos dispersantes, accesibles en
el mercado, en la preparacion de las suspensiones de hongos entomopatdgenos y
observar con cual presentan un mayor porcentaje de germinacion las esporas. Los
nombres comerciales de los productos son NP7®, Nu fiim®, Kaytar® y ademas
Tween 80® al 0.5% como tratamiento testigo. Se realiz6 la prueba con B. bassiana,
M. anisopliae y P. fumosoroseus. Para cada hongo se prepardé una suspension de
conidios usando los diferentes productos. Esto se hizo raspando la superficie del
plato Petri con el cultivo del hongo y haciendo una suspension en agua, a la que se
le agregé el dispersante respectivo, en las dosis que recomienda cada producto. A
estas soluciones madre se les realiz6 conteos de conidios para determinar su
concentracion. Luego se llevaron a una concentracion estandar aproximada de 5x10°
conidios/ml en suspensiones de 100 ml de cada hongo, para cada uno de los

productos dispersantes a utilizar.

Con estas suspensiones, se inocularon tres platos Petri por dispersante por hongo,
colocando 100 pl en cada uno y distribuyéndolo sobre el medio de cultivo (PDA)
por todo el plato, con una asa esterilizada. Se hicieron tres repeticiones por
dispersante por cada hongo, para un total de doce platos por hongo. Se sellaron con
Parafilm® y se colocaron en incubadora a 24°C por 20 horas para su germinacion. Al
final de ese tiempo se les rocioé formalina al 10%, para detener el crecimiento de las

esporas y proceder a determinar los porcentajes de germinacion en cada plato.
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Para determinar el porcentaje de germinacion de los conidios en cada plato se tifid
un area del plato Petri con una gota de Lactofenol/Azul Algodon. Sobre esta area, se
colocd un cubreobjetos y se llevo el plato Petri al microscopio para el conteo, a 40x.
Se cuantificaron las esporas germinadas o no, hasta alcanzar 100 unidades. El
ensayo tuvo un disefio irrestricto al azar y los datos de porcentaje de germinacion
fueron sometidos a un analisis de varianza utilizando el paquete estadistico Infostat,
para determinar diferencias estadisticas entre los diferentes dispersantes. Las

comparaciones entre tratamientos se realizaron mediante la prueba LSD de Fisher.

2.4.2 Influencia del pH de la suspension en el porcentaje de germinacién

Esta prueba se aplic6 solamente a Beauveria bassiana. Se utilizaron tres
dispersantes presentes en el mercado: NP7®, Nu fim® y Kaytar®, evaluandose a
cinco niveles de pH diferentes cada uno. Se prepar6 una suspensién madre de
conidios del hongo con cada uno de los dispersantes para producir cinco
suspensiones de 100 ml de aproximadamente 5x10° conidios/ml con pH de 5, 6, 7, 8
y 9, respectivamente. Se les aumenté el pH con hidroxido de sodio 1,25 M y
disminuy6 con &cido lactico 25%. Luego se inocularon tres platos Petri por cada pH,
para cada uno de los productos dispersantes. Se sellaron con Parafim® y se
colocaron en incubadora a 24°C por 20 horas para su germinacion. Al final de ese
tiempo se les rocid formalina al 10% para detener el crecimiento y determinar los
porcentajes de germinacién en cada plato. El porcentaje de germinacion de los
conidios se determind con el mismo método descrito anteriormente en la seccion
24.1

2.4.3 Comparacion del efecto de B. bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus
sobre la poblaciéon de cicadélidos en el campo, con dispersante en la
suspension del hongo.

Esta prueba se efectu6 en la finca Mundiplantas en Siquirres, sobre cultivo de D.
marginata var. verde. Consistio en marcar cuatro bloques dentro del cultivo; en cada

bloque se distribuyeron cuatro parcelas (tratamientos), una para cada uno de los
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hongos entomopatdégenos a aplicar, mas una parcela como testigo. Cada parcela
estuvo definida por cinco filas de plantas con sus entrecalles, aproximadamente 5m
de ancho, por el largo del lote que eran 20m. Previo a la aplicacion de los
tratamientos, se colocaron trampas amarillas con pegamento (Biotrap®) dentro del
cultivo, a 5 m de cada borde y a una altura de 0,5m para evaluar la poblacién de
cicadélidos asociados al cultivo. Se usaron dos trampas por tratamiento o parcela,
para un total de ocho trampas por bloque. Estas se recogieron después de un
periodo de 24 horas para trasladarlas al CATIE y realizar los conteos de los insectos

atrapados.

Los tratamientos consistieron en aplicaciones con bomba de motor (STIHL®) de
suspensiones de M. anisopliae, B. bassiana, P. fumosoroseus en una concentracion
de 5x10” conidios/ml y un testigo absoluto, por bloque. Se aplicé de manera directa,
tanto a plantas de Dracaena como a la maleza, avanzada la tarde para mantener la

viabilidad de los hongos.

Se evaluaron los cuatro bloques a los ocho y quince dias después de la aplicacion,
colocando de nuevo las trampas amarillas pegajosas por un periodo de 24 horas en
cada evaluacion. Ademéas se evaluaron cinco puntos al azar dentro de cada
tratamiento, en los cuatro bloques siguiendo un transecto en zigzag, en busca de
insectos atacados por el hongo. En caso de encontrarse alguno, se guardaba en
frascos secos para luego colocarlos en camara humeda para estimular la

esporulacion.

El disefio estadistico del ensayo consistié en bloques completos al azar con tres
tratamientos, un testigo absoluto y cuatro repeticiones. Los datos de abundancia
relativa de insectos y el numero de insectos infectados por hongo se analizaron
mediante ANDEVA, utilizando el paquete estadistico Infostat. Las comparaciones

entre tratamientos se realizaron mediante la prueba LSD de Fisher.
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2.4.4 Prueba de compatibilidad de hongos entomopatégenos con aceite en la

preparacion de las suspensiones

2.4.4.a Compatibilidad de aceites en suspension de conidios, con tres
productos diferentes

Se probaron tres diferentes aceites: Agroil®, Limonoil® y aceite vegetal. Con cada
aceite se prepararon tres suspensiones con conidios en polvo de M. anisopliae, B.
bassiana y P. fumosoroseus, respectivamente, en viales. A estas suspensiones se les
dio un periodo de 24 horas, en incubadora a 25°C. Al cabo del cual, se tom6 una
muestra para ser emulsificada con agua. Con esta suspension de hongos en aceite y
agua, se inocularon tres platos por hongo para cada uno de los aceites. Se sellaron
todos los platos Petri con Parafim® y se colocaron en incubadora a 24°C para
determinarles el porcentaje de germinacion a las 24 horas. Los conteos se realizaron

como se describié en la secciéon 2.4.1.

2.4.4.b Aplicacion en el campo, adicionando dispersante y aceite a las
suspensiones

Esta prueba se efectu6é en la finca Ornamentales CyR, sobre un cultivo de D.
marginata var. verde. Consisti6 en marcar tres bloques dentro del cultivo, en cada
uno se distribuyeron cuatro parcelas (tratamientos) al azar. Cada parcela estuvo
definida por diez filas de plantas con sus entrecalles, parcelas de aproximadamente
10m de ancho por 15m de largo; con un borde de tres filas entre cada bloque. En
estos blogues se aplicaron las suspensiones de M. anisopliae, B. bassiana, P.
fumosoroseus agregando aceite Limonoil® y NP7 como dispersante, una en cada
parcela, asi como un testigo absoluto por blogue, con una bomba de motor
(STIHL®). Estas suspensiones se aplicaron de manera directa, tanto a plantas de

Dracaena como a la maleza.

Para evaluar el efecto de los hongos entomopatdgenos sobre las poblaciones de

cicadélidos asociados al cultivo, se colocaron trampas amarillas con pegamento
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(Biotrap®). Las trampas estuvieron a 5m de los bordes hacia el interior de cada
parcela, a una altura de 1m. En cada parcela se ubicaron dos trampas durante diez
dias, antes de la primera aplicaciéon (denominada Semana 0), o que permitié conocer
la poblacion de cicadélidos al inicio del ensayo. Luego, estas trampas se recogieron y
se colocaron trampas nuevas. Se realizd la primer aplicacion segun el hongo que
correspondiera a cada parcela. Diez dias después, se realizd lo segunda aplicacion y
se cambiaron las trampas de nuevo. De igual forma para la tercera aplicacion en los
mismos bloques, otros diez dias después. Las ultimas trampas se recogieron a los

diez dias de la tercera aplicacion.

Todas las trampas fueron trasladadas al CATIE para realizar los conteos de los
cicadélidos atrapados. Se contabilizaron por separado los C. reservata, Empoasca
sp., otros cicadélidos y luego el total de cicadélidos. El disefio estadistico del ensayo
consistié en bloques completos al azar con tres tratamientos, un testigo absoluto y
cuatro repeticiones. Los datos de abundancia relativa de insectos se analizaron
mediante ANDEVA, utilizando el paquete estadistico Infostat. Las comparaciones

entre tratamientos se realizaron mediante la prueba LSD de Fisher
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3. RESULTADOS

3.1 Busqueda de hongos entomopatdégenos que causan mortalidad en
cicadélidos.

En el campo, se localiz6 un adulto de Gyponana infectado por Beauveria bassiana
(Fig. 5), de donde se aislo la cepa 0600, que se utilizé en las pruebas de laboratorio y
de campo. Esta cepa de B. bassiana se comparé con una cepa de Metarhizium
anisopliae (R-CP-2) y con una cepa de Paecilomyces fumosoroseus (0485),
pertenecientes a la coleccion de hongos entomopatdégenos de la Unidad de Control
Microbiano del CATIE, con el fin de aumentar el nUmero de géneros de hongos

probados contra cicadélidos.

Fig. 5: Adulto de Gyponana infectado con el hongo entomopatégeno Beauveria

bassiana.

3. 2 Seleccién y pruebas de virulencia, de los aislamientos de hongos
entomopatégenos contra cicadélidos, a nivel de laboratorio.

La prueba de virulencia sobre O. clarior, fue evaluada por un periodo de seis dias. El
porcentaje de mortalidad en el testigo alcanzé valores iguales o0 mayores a los de los
tratamientos. La mortalidad en general mostr6 una tendencia lineal ascendente
alcanzando valores superiores al 80% después de los seis dias de incubacion (Fig.
6).
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A pesar de que el Testigo presentd un alto porcentaje de mortalidad en esta prueba,
el efecto del hongo entomopatégeno sobre los insectos inoculados fue evidente al
trasladar los individuos muertos de cada tratamiento, asi como del testigo, a camaras
himedas separadas donde se dio la esporulacion de los que habian sido inoculados
con B. bassiana y M. anisopliae (Fig 7). El analisis de varianza aplicado a esta
prueba no mostré diferencias significativas entre los tratamientos aplicados a adultos
de O. clarior (Anexo 1.a).

96,25

80,50

62,75

45,004

Parcentaje de mortalidad

27,254

9,504 | :

Dia de evaluacion

@ raeclomyces (O Beauveria & Metarhiziom (8 Testigo

Fig. 6: Mortalidad de O. clarior frente a tres hongos entomopatdégenos aplicados a
una concentracién de 5x10” con/ml bajo condiciones de laboratorio

Fig. 7: Individuos de O. clarior con esporulacion tras haber sido inoculados con a) B.
bassiana y b) M. anisopliae en la prueba de virulencia.
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Los resultados obtenidos con los adultos de Empoasca sp. en las pruebas de
virulencia, fueron de una mayor mortalidad para los insectos del tratamiento de P.
fumosoroseus, seguido del tratamiento con M. anisopliae, durante los cuatro primeros
dias de evaluacion. En este caso, los insectos muertos no presentaron esporulacion
para ninguno de los tratamientos aplicados, al ser colocados en camaras humedas.
Pero el analisis de varianza si mostro diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados a Empoasca sp. (F= 2,81; gl=3; p=0,0453) (Anexo 1.b), especialmente en
los dias 2 y 3 del periodo de evaluacion donde el testigo esta por debajo del

porcentaje de mortalidad de los tratamientos aplicados.
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78,584
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. Paecilomyces O Beauveria @ Metarhizium IE) Testigo

= -1 s

Fig. 8: Mortalidad de Empoasca sp. frente a tres hongos entomopatdégenos aplicados
a una concentracion de 5x10’ con/ml bajo condiciones de laboratorio

La prueba de virulencia de C. reservata se realiz6 con ninfas puesto que no se
alcanzaba la cantidad de individuos adultos necesaria para cada repeticion en todos
los tratamientos. Para esta prueba, el tratamiento con B. bassiana fue el que mostré

el porcentaje mas alto de mortalidad sobre los cicadélidos, durante todo el periodo de
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evaluacion (Fig. 9). Para los dias 3 y 4 del periodo de evaluacion, los porcentajes de
mortalidad para los tratamientos con hongos entomopatégenos, fueron superiores a
los que presento el testigo. El andlisis de varianza mostré diferencias significativas
entre los tratamientos (F=4,88; gl=3; p=0,038) (Anexo 1c).

104,3

83,54

62,6

41,74

POrcentaje de mortalidad

20,94

UJD T T T T T T 1
] 1 2 3 4 5 6

dia de evaluacidn

. Paecilomyces Cl Beaurveria @ Metarhizium @ Testigo

Fig. 9: Mortalidad de C. reservata frente a tres hongos entomopatdégenos aplicados a
una concentracién de 5x10” con/ml bajo condiciones de laboratorio

3.3 Efecto de surfactantes, pH y aceite, sobre la efectividad de las

suspensiones de conidios de los hongos entomopatdgenos.

3.3.1 Prueba de compatibilidad de los hongos entomopatdégenos con
dispersantes (surfactantes), en la preparacion de suspensiones.

El porcentaje de germinacién para los tres hongos entomopatégenos utilizados
durante este ensayo y con cada uno de los cuatro productos dispersantes fue

mayor al 85%, lo que sugiere que si hay compatibilidad entre estos productos
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dispersantes en las suspensiones, con los hongos entomopatégenos. En promedio,

el mayor porcentaje de germinacion se dio con Nu film® con 98,44%. Sin embargo

para cada hongo en especifico, hubo un dispersante con el que se dio una mayor

germinacion. Asi, para M. anisopliae hubo un mayor nimero de conidios germinados

con Nu film®, en el caso de P. fumosoroseus el dispersante NP7® permitido un mayor

porcentaje de germinacion y para B. bassiana fue en Tween (Fig. 10). El analisis de
varianza muestra diferencias significativas entre los dispersantes utilizados en este

ensayo (F=3,16; gl=3; p=0,039) (ver anexo 2).

] ! |1

94,91

88,6

Porcentaje de germinacion

32,44

76,1- ] s i

T T T
Metarhizium Paecilomyces Beauveria
Hongo entomopatdogeno

B Kaytar [l NP7 [ Nufim [] Tween

Fig. 10: Porcentaje de germinacion de B.bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus,
en suspension con cuatro productos dispersantes distintos.
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3.3.2 Influencia del pH de la suspensidn en el porcentaje de germinacion de los
conidios.

Se realizdé la prueba unicamente con el hongo B. bassiana. El porcentaje de
germinacion que se obtuvo con todos los dispersantes excedi6é el 80%, y en los cinco
niveles de pH a los que se llevaron las suspensiones (Fig 11). El porcentaje mas alto
para cada dispersante fue: NP7® a un pH de 7, para Nu film® se dio a 5 y para
Kaytar® el porcentaje mayor de germinacion se dio a un pH de 8. No hubo
diferencias significativas entre los tratamientos pero si entre las interacciones
dispersante — pH,(F=4,04; gl=8; p=0,0024) (ver anexo 3), por lo que se obtuvo un
porcentaje de germinacion mayor a niveles distintos de pH, con cada dispersante.

$8,97

93,7

88,51

83,2

78,0-
T T T
6 7 S

pH

Porcentaje de germinacion

o -

B Kaytar [l NP7 [ Nu-film
Fig. 11: Porcentaje de germinacion de B. bassiana en suspensiones con tres

dispersantes a cinco niveles de acidez distintos.
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3.3.3 Comparacion del efecto de B. bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus
sobre la poblacion de cicadélidos en el campo, con dispersante en la

suspensién del hongo.

Se agrego dispersante NP7 a las suspensiones que se aplicaron en este ensayo. De
las tres evaluaciones de transectos realizadas cada semana, en cada bloque y en los
cuatro tratamientos, no se encontré6 ningun insecto con sintomas de ataque de
hongos entomopatégenos. Para las trampas amarillas, se contabilizaron los
individuos de C. reservata y de Empoasca sp. por separado, luego se agrupo a las

otras especies de cicadélidos bajo la categoria de “Otros cicadélidos”.

Para los datos de C. reservata (Fig 12.a.) y Empoasca sp. (Fig 12.b), se observé una
baja en las poblaciones de ambas especies durante el periodo de evaluacion, esta
fue mas pronunciada en las parcelas inoculadas con M.anisopliae, contrario para
“Otras especies” de cicadélidos (Fig 12.c.) donde en la tercera semana de evaluacion
se da un aumento en el numero de cicadélidos para este tratamiento. Para las
parcelas testigo también se observa una disminucion de la poblacion de cicadélidos
pero, en el total de cicadélidos capturados, son en las parcelas donde la baja es

menos pronunciada (Fig 12.d.).

El andlisis de varianza fue aplicado por separado para C. reservata, Empoasca sp. y
para otros cicadélidos, sin embargo los resultados no muestran diferencias
significativas entre tratamientos ni entre las semanas de evaluacion para ninguno de

los casos (ver anexo 4).
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Fig. 12: Numero de individuos de C. reservata (a.), Empoasca sp (b.), Otros
cicadélidos (c.) y total de cicadélidos (d.) en cuatro bloques de prueba en
Mundiplantas, Siquirres. Durante tres semanas de evaluacion.
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3.4. Prueba de compatibilidad de hongos entomopatégenos con aceite en la
preparacion de las suspensiones.

3.4.1. Compatibilidad de aceites en suspensiéon de conidios, con tres productos

diferentes.

El porcentaje mas alto de germinacién de conidios en promedio, se dio con el aceite

Limonoil®. A pesar de esto, se obtiene que el hongo B. bassiana tuvo mayor
porcentaje de esporas germinadas en la suspension con Aceite Vegetal, al igual que
P. fumosoroseus. Mientras que M. anisopliae germind mas con Limonoil® (Fig. 13).

Con respecto al analisis de varianza aplicado en los porcentajes de germinacion, los
resultados no mostraron diferencias significativas entre los tres tipos de aceite.

(anexo 5)
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Fig. 13: Porcentaje de germinacion de B. bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus,
en suspensiones con tres aceites distintos.
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3.4.2 Aplicacién en el campo de suspensiones con dispersante y con aceite.

Los resultados obtenidos para este ensayo y bajo las condiciones especificas sobre
las que éste se llevd a cabo, no mostraron un efecto definitivo por parte de los
hongos entomopatdgenos sobre la poblacion de cicadélidos en el cultivo de D.
marginata. Los andlisis de varianza, aplicados a cada categoria (Caldwelliola,
Empoasca, “Otros cicadélidos” y “Todos los cicadélidos”), no encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos aplicados a los cicadélidos.

Para C. reservata y Empoasca sp. se vieron fluctuaciones similares en las parcelas
testigo, asi como en las que se aplicé un hongo entomopatdgeno, indistintamente. En
“Otras especies” (Fig. 14.c.) y en el “Total de cicadélidos” muestreados (Fig. 14.d.), el
namero de individuos baja, sube y vuelve bajar durante las cinco semanas de
evaluacion, tanto para los tres tratamientos con hongos entomopatégenos, como

para el tratamiento testigo.

Para C. reservata (Fig. 14.a.), se dio una baja en el numero de individuos durante la
Semana 1, en general para todas las parcelas, sin importar el tratamiento que habia
sido aplicado, inclusive para las parcelas testigo que en esta semana reportaron la
menor cantidad de C. reservata colectados. Sin embargo para la Semana 2, esta
especie mostrd un aumento en el numero de individuos presentes en las parcelas del
ensayo. Para las ultimas semanas de evaluacion, nuevamente la poblacion de C.

reservata vuelve a disminuir, de igual forma para todos los tratamientos.
El nimero de individuos de Empoasca sp. (Fig. 14.b.) tuvo un pico alto en la semana

1 para casi todos los tratamientos, excepto P. fumosoroseus que se mantuvo con el

mismo numero de individuos durante las semanas 1 y 2, pero disminuyo en las

35



= . . .
o) ©
°
8
o -
& ]
R
! #
L on 2 o g
S £
g 3
2
o] ]
£ o
]
f +
2 + 2
@ @
SE o ~eg £
@ @ ~
o 2 » £
& 8
] 2
g 2
- - 2
g g
o >
$ ]
3 &
O
] #
Lo °
ﬁ o “w el =]
SOPII2PEIIY 3P ()0} 0JBWNN
* © o (@)
°
2
° D
=] -
3 %
&
1 + © g
o
¢ 3
8 2
3 a
£
$
i +
g + =
~ g ~E e
@ .
= £
= o
£ k
5
. +
- - o
]
$
= @
£y g
3 [+
2
£g
4 +
Lo

BIOIIISMPIED SONPIAIPUL 3P 01NN SOPI|3PLAII SONO ~SONPIAIPU| 3P 0JBLUNN

Fig. 14: Numero de individuos de C. reservata (a.), Empoasca sp. (b.), Otros
cicadélidos (c.) y Total de cicadélidos (d.) en cuatro blogues de prueba, en
Ornamentales C y R, Siquirres. Durante cuatro semanas de evaluacion.
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semanas 3 y 4. Mientras M. anisopliae y B. bassiana mostraron resultados similares
durante las semanas de evaluacion, subieron en la semana 1, volvieron a bajar en la
semana 2 y se recuperaron para el final de la etapa de evaluacion. El tratamiento
testigo se mantuvo siempre con mayor numero de individuos sobre los demas

tratamientos, excepto en la semana 4.

4. DISCUSION

La busqueda de nuevos aislamientos de hongos entomopatégenos presentes de
manera natural en el campo, tuvo como fin probar la efectividad de éstos sobre las
plagas de cicadélidos en los cultivos de D. marginata. Algunos de estos hongos,
pueden causar epizootias si se dan las condiciones apropiadas, ya que estdn mas
adaptados a la zona. Segun Shannon (1996), para que una cepa de campo sea
seleccionada, debe presentar caracteristicas como alta capacidad de formar
conidios, tolerancia a altas temperaturas y alta virulencia, caracteristicas presentes
en las cepas utilizadas, a pesar de que solo la cepa de B. bassiana provenia del

campo.

4.1 Selecciébn y pruebas de virulencia, de los aislamientos de hongos

entomopatégenos a nivel de laboratorio, contra cicadélidos.

Pese a la alta mortalidad de los testigos, las pruebas de virulencia mostraron que O.
clarior, C. reservata y Empoasca sp. son suceptibles a los tres hongos
entomopatdégenos que se utilizaron, B. bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus.
De esta manera, éstos tienen potencial para controlar esas plagas de D. marginata
bajo las condiciones de laboratorio en las que se realizaron los ensayos. Estos
hongos son reconocidos como bio-controladores de varios insectos, incluyendo
insectos succionadores (Pu et al. 2005), pero no existian estudios hasta la fecha,

para estas plagas cuarentenarias en ornamentales, hasta la fecha.
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Sin embargo, hay varios factores que pueden incidir en la mortalidad que presentaron
los insectos en estas pruebas. La edad del insecto es uno de esos factores, ya que
con los pie de cria que se montaron de los cicadélidos en el CATIE, no se
alcanz6 la cantidad de individuos requerida para realizar las repeticiones, para
ninguna de las especies, por lo que los insectos debieron ser colectados del campo
antes de cada una de las pruebas. Esto se vio en uno de los tratamientos testigo de
O. clarior, donde algunos de los adultos murieron pues acabd su ciclo de vida. Un
segundo factor fueron las plantas hospederas, ya que se usO Unicamente D.
marginata durante los periodos de evaluacion. Pérez (2007) expone gque existen
preferencias por parte de los cicadélidos, a otras plantas hospederas segun el
estadio en el que se encuentre el insecto (adulto o ninfa). EI comportamiento también
varia si éste se alimenta del xilema de la planta como O. clarior o del floema como

C. reservata y Empoasca sp.

Durante el ensayo, el desarrollo de esporulacion fue una manera de confirmar el
efecto del hongo entomopatégeno sobre los saltahojas. Esta capacidad de
esporulacion del hongo sobre su hospedero es fundamental para la diseminacién de
la enfermedad en condiciones de campo, lo que permite reinfestaciones a partir de
insectos parasitados (Rodriguez et al. 2006). Sin embargo, la falta de esporulacion
en C. reservata y Empoasca sp podria indicar que la mortalidad fue causada por una
micotoxina, que segun Arboleda et al (2004), estan implicadas en bloquear el
desarrollo fisiolégico del insecto y causar su muerte. De todos modos, el hecho de

no esporular no invalida a las cepas para ser empleadas como micoinsecticidas.

4.2 Efecto de surfactantes, pH y aceite, sobre la efectividad de las

suspensiones de conidios de los hongos entomopatogenos.

4.2.1 Prueba de compatibilidad de los hongos entomopatdégenos con

dispersantes (surfactantes), en la preparacion de suspensiones.
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La funcion de un producto dispersante en las suspensiones de hongos
entomopatdégenos es de activador, ya que reduce la tensién superficial del agua y
aumenta la disolucion de los conidios en ella (Garcia 2000). Esto permite que haya
una distribucidn mas homogénea y a la vez evita que se formen grumos que pueden
taquear las boquillas de los instrumentos con los que van a ser aplicados. La
formulacion de la suspension del hongo a aplicar puede influir en su viabilidad,

virulencia y eficacia.

El 85% de germinacion obtenido como minimo con los tres dispersantes empleados
sugiere una buena compatibilidad de estos productos con la suspension de conidios.
Sin embargo, en el mercado existen otras opciones de productos dispersantes que
deben ser probadas en suspensiones de hongos entomopatdégenos, por ejemplo:
para el afio 2008, en tres almacenes de productos agropecuarios en Turrialba, la
oferta de dispersantes fue de tres a cinco productos distintos.

4.2.2 Influencia del pH de la suspension en el porcentaje de germinacién de los
conidios.

El adicionarle productos como los dispersantes a una suspension de hongos, hace
que ésta varie su pH inical, por ejemplo el producto Kaytar® muestra en su etiqueta
gue es un coadyuvante gue actia como regulador de pH, por lo que las interacciones
dispersante-pH en las suspensiones deben ser consideradas a la hora de aplicar
hongo entomopatégenos. También debe medirse el pH del agua que se utiliza para
las mezclas, en caso de que deba ser regulado, especialmente para aplicaciones en

el campo donde por lo general, toman el agua de alguna quebrada o rio.

El rango de pH recomendado para las formulaciones con hongos entomopatdgenos
es de 55 a 7.0 (Alean et al. 2004, Romero y Espinoza 2004). El pH ha de
ser ligeramente acido para facilitar el crecimiento de los hongos e inhibir al mismo

tiempo el desarrollo de otros microorganismos.
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Cazorla et al. (2007) evaluaron B. bassiana a ocho pH distintos y obtuvieron
porcentajes de germinacion altos en un rango de pH de 4 - 10, inhibiéndo
significativamente la germinacion del hongo a pH de 1,32 - 2 y 11 - 12. Ellos reportan
gue las variaciones extremas de pH entre alcalinos y acidicos, puede llevar a que se
rompan los enlaces de hidrégeno de enzimas, bicapa lipidica y del ADN, afectandose
de esta manera la integridad y metabolismo de la célula.

En otro caso donde se monitored el crecimiento de B. bassiana en medios de cultivo
con distintos pH iniciales, 4.8, 5.5 0 6.2, sin adicionar ningun dispersante, mostraron
que el pH del medio en los tres tratamientos tendié a igualarse hacia el ultimo dia, lo
cual podria ser indicio de una gran capacidad del hongo para regular el pH del medio

gue lo rodea, mediante la liberacion de distintas sustancias (Mata, 2008).

4.2.3 Comparacion del efecto de B. bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus
sobre la poblacién de cicadélidos en el campo, con dispersante en la
suspensién del hongo

En la formulacion de las suspensiones aplicadas en el campo se adicioné como
dispersante el NP7, ya que este producto presentd altos porcentajes de germinacion
apHde 6y 7, enlas pruebas de laboratorio. El pH del agua en la finca Mundiplantas,
donde se realiz6 este ensayo se encontraba en un rango de 5 a 6. Niveles criticos de
pH pueden influir en la efectividad de los hongos entomopatégenos a aplicar, como

se vio en la secciéon 4.2.2.

De acuerdo con Groettel e Inglis (1997) algunos ensayos de laboratorio
brindan informacion sobre el comportamiento de los hongos entomopatdégenos que
pueden reproducirse a nivel del campo, aunque estos ensayos deben incorporar los
parametros ambientales. La eficiencia de los hongos se ve afectada por un nimero
de variables bidticas y abidticas, como son clima, exposicibn a agroquimicos,

presencia de maleza, entre otras.
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A nivel del campo los tratamientos no presentaron diferencias perceptibles, debido
principalmente a que la captura fue muy baja. Esto pudo ser influido por el corto
periodo que permanecieron colocadas las trampas en el campo. Ademas de que se
debe considerar que en la finca donde se realizd el ensayo, se le da un manejo
convencional con aplicaciones de agroquimicos cada 15 dias; a pesar de que
durante la prueba se suspendié en los blogques donde se hicieron los muestreos, no

fue asi en los bloques vecinos, lo que pudo afectar la poblacion de cicadélidos.

4.3 Prueba de compatibilidad de hongos entomopatégenos con aceite en la

preparacion de las suspensiones.

4.3.1. Compatibilidad de aceites en suspension de conidios, con tres productos
diferentes.

Numerosos estudios mencionan un incremento en la eficacia de los hongos
entomopatégenos cuando fueron formulados con aceite; entre ellos: Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Nomuraea rileyi y Paecilomyces farinosu (Cortez-
Madrigal 2005). Dos de los mencionados anteriormente, fueron probados en el

ensayo y tuvieron una mayor compatibilidad por los coadyuvantes aceite vegetal y

Limonoil®.

En cuanto al uso de aceite vegetal como coadyuvante en las formulaciones de
hongos entomopatégenos, Cortez — Madrigal (2005) demostré que la efectividad
biolégica de Lecanicillium lecanii en el campo puede ser incrementada mediante
formulaciones en aceite vegetal, favorece el desarrollo miscelial inclusve a una baja
humedad relativa (80%).

A pesar de que Agrol fue en el que se dieron los porcentajes mas bajos de

germinacion, estudios mencionan que este aceite no afecta de forma significativa la

germinacion y el crecimiento para B. bassiana (Durdn 1998). La adicion de aceite,
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como parte de la formulacion de la suspension de hongos entomopatégenos, da una
mayor persistencia inclusive a plena exposicion solar. Por ejemplo, Vargas et al.
(2003) demostré que B. bassiana persistidé hasta 72 horas luego de la aplicacion en

el campo en un cafetal sin sombra a plena exposicion solar.

Por otro lado, en pruebas del laboratorio para el control de la cochinilla harinosa del

helecho, comprobaron que el uso de Limonoil® junto a B. bassiana baja las

poblaciones de la plaga, ya que el aceite le facilita al hongo el entrar por la cera

(harinilla) de la cochinilla (Chavarria 2006). Limonoil® se seleccioné porque fue el

aceite que presenté mayor porcentaje de germinacion, en promedio para los tres
hongos. Presenta caracteristicas como ser biodegradable, tiene una buena accion
sobre grasas y ceras lo que le permite una mejor penetracion e incrementa el efecto

del hongo sobre la plaga, ademas de ser econdmico.

4.3.2 Aplicacién en el campo de suspensiones con dispersante y con aceite.

Para este ensayo se realiz6 un cambio en la altura a la cual fueron colocadas las
trampas amarillas, esto porque en los lotes donde se evalu6 la poblacién de
cicadélidos presentaba plantas de mayor altura que en la seccién 4.2.3. También se
extendio el periodo de permanencia de las trampas en el campo, lo que se tradujo en

un aumento en el nimero de cicadélidos capturados.

Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que las fluctuaciones en el numero
de cicadélidos capturados durante las semanas de evaluacién, no son debidos al
efecto de los hongos entomopatdégenos aplicados, ya que se dan indistintamente
para todos los tratamientos. La ausencia de una baja notable en la poblacién de
cicadélidos a causa de la accion de los hongos entomopatégenos, en los lotes sobre
los que evalué el ensayo, puede tener razones como las mencionadas en la seccion
4.2.3.
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Ademas, Prado (2006) reporta que las préacticas agricolas que llevan a cabo los
productores de D. marginata influyen en las poblaciones de las plagas muestreadas.
La frecuencia de practicas como deshierbe tienen una asociacion con la poblacién de
cicadélidos, ya que a medida que se disminuye la frecuencia de deshierbes aumenta
el tamafio de la poblacion (Prado 2006). Considerando también que en Ornamentales

C y R no se aplican agroquimicos al cultivo.

Es importante indicar que la fluctuacion de la poblaciéon de los cicadélidos, varia con
la temperatura y la humedad relativa en cada una de las fincas. Asimismo, varia con
el efecto de la precipitacion pluvial, cuando las lluvias se vuelven torrenciales,
afectando la captura y causando la muerte de los cicadélidos en estado de ninfas y
adultos (Hernandez et al. 2009).

Los principales productos agricolas para exportacion en Costa Rica, como por
ejemplo banano, pifia, café, ornamentales, entre otros, provienen de grandes areas
de monocultivo. La falta de diversidad en ellos hace que se disminuya de manera
proporcional, el nimero de enemigos naturales, los cuales podrian reducir las
poblaciones de insectos plagay si se logran establecer, mantenerlas bajo el umbral
de dafio econdémico. El uso de hongos entomopatdgenos para disminuir tales
insectos constituye, por lo tanto, un componente importante de control, siendo
muchos los hongos mencionados en diversos estudios que se usan para este

propaosito.
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. CONCLUSIONES

Los hongos entomopatdégenos B. bassiana, M. anisoplae y P. fumosoroseus
tienen potencial para infectar saltahojas plaga de D. marginata, a nivel de
laboratorio

Los productos dispersantes NP7®, Nu film® y Kaytar® son compatibles con
los hongos entomopatdgenos utilizados en este ensayo. Se debe considerar
que dosis diferentes de Kaytar® pueden subir o bajar el pH de una
suspension.

El rango de pH recomendado para la aplicacion de hongos entomopatégenos
esde5a7.

El uso de aceites con coadyuvantes en la suspension de hongos
entomopatégenos se recomendable, siempre y cuando considere
interacciones con otros dispersantes.

El estudio del efecto de los hongos entomopatégenos sobre la poblacion de
cicadélidos a nivel del campo es muy complejo, debe considerar el

comportamiento de los insectos, asi como humerosas variables ambientales.

. RECOMENDACIONES

Establecer un pie de cria de la especie que sera evaluada en una prueba de
virulencia o de no ser esto posible, tener acceso cercano a la poblaciéon de
campo de donde se puedan colectar.

Segun el nimero de ninfas al que se tenga acceso, las pruebas de virulencia
pueden realizarse sobre estas en vez de utilizar cicadélidos adultos, ya que
permite una mejor estimacion de la edad del insecto y observar el efecto de
los hongos entomopatdgenos aun si llega a mudar a su etapa adulta.

Hacer pruebas con otros productos dispersantes y aceites, para evaluar su

compatibilidad con los hongos entomopatégenos, ya que la oferta en el
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mercado no siempre es la misma

— Probar otros hongos entomopatdgenos sobre los cicadélidos plaga presentes
en las plantaciones de D. marginata

— Considerar el maximo de variables posibles dentro de un ensayo de campo,

asi como la disponibilidad del espacio dentro de la plantacion para el estudio.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Resultados de los analisis de varianza para las pruebas de virulencia contra
O. clarior (a.), Empoasca sp. (b.) y C. reservata (c.)

a. ANAVA para O. clarior

Variable N R? R2Aj] CV
%Mortalidad 66 0,71 0,67 29,69

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 41023,23 8 5127,90 17,73 <0,0001
Tratamiento 2186,87 3 728,96 2,52 0,0669
Dia 38836,36 5 7767,27 26,86 <0,0001
Error 16485,86 57 289,23

Total 57509,09 65

b. ANAVA para Empoasca sp.

Variable N R2 RzA] CV
%mortalidad 84 0,60 0,56 29,30

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 39023,88 9 4335,99 12,53 <0,0001
dia 36107,15 6 6017,86 17,39 <0,0001
Tratamiento  2916,73 3 972,24 2,81 0,0453
Error 25606,64 74 346,04

Total 64630,52 83

c. ANAVA para C. reservata

Variable N R2 RzA] CV
%mortalidad 12 0,73 0,58 18,68

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC al CM F p-valor Coef
Modelo 4301,67 4 1075,42 4,81 0,0350

Tratamiento  3270,26 3 1090,09 4,88 0,0388

Repeticion 1031,41 1 1031,41 4,61 0,0688 -11,35
Error 1565,14 7 223,59

Total 5866,81 1
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Anexo 2: Resultados del analisis de varianza entre dispersantes usados en
suspensiones de hongos entomopatégenos

Variable N R? R2Aj] CV
% germinado 36 0,28 0,16 5,18

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 289,17 5 57,83 2,37 0,0635
tratamiento 57,06 2 28,53 1,17 0,3250
dispersante 232,11 3 77,37 3,16 0,0388
Error 733,39 30 24,45

Total 1022,56 35

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=4,76008
Error: 24,4463 gl: 30
Dispersante Mediasn

np7 91,44 9 A

Kaytar 95,33 9 A B
Tween 96,33 9 B
Nu film 98,44 9 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

Anexo 3: Resultados del anadlisis de varianza entre efecto de dispersantes a
diferentes pH en las suspensiones de hongos entomopatégenos

Variable N R? R2Aj] CV
% germinacion 45 0,63 0,45 2,96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 370,80 14 26,49 3,61 0,0015
tratamiento 76,80 2 38,40 524 0,0112
ph 57,24 4 14,31 1,95 0,1276
tratamiento*ph 236,76 8 29,59 4,04 0,0024
Error 220,00 30 7,33

Total 590,80 44

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=4,51563
Error: 7,3333 gl: 30

tratamiento ph Medias n

np7 5 84,67 3 A

nufilm 8 87,33 3 A B

nufilm 9 89,33 3 B C

np7 8 90,33 3 B C D
kaytar 5 90,33 3 B C D
np7 9 90,67 3 B C D
np7 6 90,67 3 B C D
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nufilm 7 92,33
kaytar 7 92,67
kaytar 6 93,33
np7 7 93,67
nufilm 6 94,33
kaytar 9 94,33
nufilm 5 94,67
kaytar 8 95,33

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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Anexo 4: Resultados del analisis de varianza de la comparacion del efecto de B.
bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus sobre la poblacion de cicadélidos en el
campo, con dispersante en la suspension del hongo. En finca Mundiplantas, Siquirres

Variable N
RANG_Empoasca 96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

FV. SC
Modelo 6409,44
Tratamiento 2374,94
Semana 2429,30
Tratamiento*Semana 1605,20
Error 65699,06
Total 72108,50

R2
0,09

gl
11
3
2
6
84
95

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=16,05458

Error: 782,1317 gl: 84

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=27,80734

Error: 782,1317 gl: 84
Tratamiento Semana
Paecilomyces
Testigo
Paecilomyces
Beauveria
Paecilomyces
Beauveria
Testigo
Metarhizium
Metarhizium
Beauveria
Testigo
Metarhizium

OCQOOFRPNNPFPONEFEEN

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Medias

35,63
44,00
44,81
45,50
45,81
46,31
47,38
47,69
48,56
50,38
54,13
71,81

R2 Aj
0,00

Ccv
57,66

CM
582,68
791,65
1214,65
267,53
782,13

00 00 CO 0O 00 00 00 0O 0 00 00 OO
>r>>r2>>>>>>>P

gm@WWWmWmImD

F

0,74
1,01
1,55
0,34

p-valor
0,6926
0,3915
0,2176
0,9126
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Variable

RANG_Caldwelliola
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC

F.V.

Modelo
Tratamiento
Semana

Tratamiento*Semana

Error
Total

Error: 701,4271 gl: 84

96

SC

R2
0,09

5694,63
2156,44

495,42

3042,77

58919,88
64614,50
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=15,20373

R2 Aj
0,00
tipo IlI)

gl
11
3
2
6
84
95

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=26,33363

Error: 701,4271 gl: 84
Semana

Tratamiento
Testigo
Beauveria
Paecilomyces
Metarhizium
Beauveria
Beauveria
Paecilomyces
Paecilomyces
Testigo
Metarhizium
Testigo
Metarhizium

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,0

Variable

RANG_Otros cicadélidos
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC

F.V. SC
Modelo 3470,94
Tratamiento 913,15
Semana 694,42
Tratamiento*Semana 1863,37
Error 68467,06
Total 71938,00

0

OFRPFPNORFROFPDNDNDN

Medias

40,19
40,19
43,31
44,25
44,25
44,81
44,81
46,88
53,69
54,75
58,81
66,06

N
96

gl

11
3
2
6
84
95

R2
0,05

Ccv
54,61

CM

517,69
718,81
247,71
507,13
701,43

0 00 0O 00 00 0O 00 O O O 0O O

R2A]
0,00

tipo 111)

CM

315,54
304,38
347,21
310,56
815,08

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=28,38708

Error: 815,0841 gl: 84

Tratamiento
Beauveria
Paecilomyces
Metarhizium
Paecilomyces
Testigo
Metarhizium
Beauveria

Semana

PEPNEFEPNODN

Medias
41,56
42,25
42 .56
4575
46,88
47,69
48,06

>r>>>>>>>>>>

1
=

Cv

58,87

F

0,39
0,37
0,43
0,38

00 00 0O 00 00 0O OO 5
>r>>>>>>

=
0,74
1,02
0,35
0,72

p-valor
0,9577
0,7724
0,6545
0,8892

p-valor
0,6992
0,3859
0,7035
0,6322
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Metarhizium
Testigo
Paecilomyces
Beauveria
Testigo

OQONKFO

48,94
49,44
51,63
52,13
65,13

8
8
8
8
8

>>>>r>

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Anexo 5: Resultados del
suspensiones con hongos entomopatégenos

Variable N R2
% germinacion 27

0,31

R2ZA] CV
0,19 9,65

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC
Modelo 620,15
tratamiento 436,46
aceite 183,69
Error 1354,98
Total 1975,13

al CM

4 155,04
2 218,23
2 91,84

22 61,59

26

2,52
3,54
1,49

analisis de varianza entre aceites adicionados a

p-valor
0,0705
0,0463
0,2470

Anexo 6: Resultados del analisis de varianza de la comparacion del efecto de B.
bassiana, M. anisopliae y P. fumosoroseus sobre la poblacion de cicadélidos en el
campo, con dispersante y aceite en la suspension del hongo. En finca Ornamentales

CyR

Variable N R2 R2Aj] CV
RANG_Empoasca 120 0,16 0,10 50,96
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F
Modelo 19617,29 7 2802,47 2,95
Tratamiento 2325,75 3 75,25 0,82
semana 17291,54 4 4322,89 4,55
Error 106477,71 112 950,69

Total 126095,00 119

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=17,63582

Error: 950,6938 gl: 112
semana Medias
52,81
53,48
53,48
58,58
84,15

TP NWO A

n
24
24
24
24
24 B

>r>>

etras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)

p-valor
0,0071
0,4879
0,0019
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Variable N R2 R2 Aj CV
RANG_Caldweliolla 120 0,33 0,29 48,14
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 47830,95 7 6832,99 8,06 <0,0001
Tratamiento 1944,35 3 648,12 0,76  0,5165
semana 45886,60 4 11471,65 13,52 <0,0001
Error 95003,05 112 848,24

Total 142834,00 119

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=16,65847
Error: 848,2415 gl: 112

semana Medias n

1 25,15 24 A

4 59,52 24 B

0 66,54 24 B

3 66,54 24 B

2 84,75 24 C
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)

Variable N R2 R2 Aj CV
RANG_Otros cicadélidos 120 0,19 0,14 53,33

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC o] CM F p-valor
Modelo 26753,68 7 3821,95 3,67 0,0013
Tratamiento  4457,55 3 1485,85 1,43 0,2385
semana 22296,13 4 5574,03 5,36 0,0006
Error 116577,33 112 1040,87

Total 143331,00 119

Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=18,45327
Error: 1040,8690 gl: 112

semana Medias n

4 37,56 24 A

0 58,02 24 B

3 58,02 24 B

2 73,58 24 B

1 75,31 24 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0,05)
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